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　　摘要：目的　 探讨 ｓｕｒｖｉｖｉｎ，ｃａｓｐａｓｅ３及 Ｃｏｘ２蛋白表达与胆囊癌生物学行为及临床病理指标的

关系。方法　检测 ４９例胆囊癌、９例胆囊腺瘤、１０例慢性胆囊炎组织中 ｓｕｒｖｉｖｉｎ，ｃａｓｐａｓｅ３及 Ｃｏｘ２的

表达。结果　（１）ｓｕｒｖｉｖｉｎ，ｃａｓｐａｓｅ３及 Ｃｏｘ２在胆囊癌组织中阳性表达率分别为 ６５．３％（３２／４９），

４４．９％（２２／４９）和 ７５．５％（３７／４９），显著高于胆囊良性病变组织（分别为 Ｐ ＜０．００１，＜０．００１及

＝０．００１）。（２）ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达与肿瘤浸润程度、分化程度、淋巴结转移及 Ｎｅｖｉｎ分期均无显著关系（均

Ｐ＞０．０５）；ｃａｓｐａｓｅ３表达与分化程度有关而与肿瘤浸润程度、淋巴结转移、Ｎｅｖｉｎ分期无关；Ｃｏｘ２阳

性率在淋巴结转移组与非转移组、不同浸润深度以及 Ｎｅｖｉｎ分期间差异均有显著性，而与组织学分级

无关。三者均与患者的年龄、性别无关。（３）ｓｕｒｖｉｖｉｎ与 ｃａｓｐａｓｅ３表达呈负相关（ｒ＝－０．３７３，Ｐ ＝

０．００８），ｓｕｒｖｉｖｉｎ与 Ｃｏｘ２表达呈正相关（ｒ＝０．４０４，Ｐ ＝０．００４），ｃａｓｐａｓｅ３与 Ｃｏｘ２表达无明显相

关性（ｒ＝－０．１５６，Ｐ＝０．２８４）。结论　胆囊癌组织 ｃａｓｐａｓｅ３表达较低，而 ｓｕｒｖｉｖｉｎ及 Ｃｏｘ２表达较

高；ｓｕｒｖｉｖｉｎ和 Ｃｏｘ２的过表达以及 ｃａｓｐａｓｅ３的失表达在胆囊癌的发生、发展中起重要作用。ｓｕｒｖｉｖｉｎ和

Ｃｏｘ２蛋白可望作为靶点用于胆囊癌靶向治疗。
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　　胆囊癌是胆道最常见的恶性肿瘤，近年来发病

呈上 升 趋 势；其 起 病 隐 匿，恶 性 程 度 高，预 后 极

差［１］。细胞凋亡过程的失控在肿瘤的形成过程中

起十分重要的作用。ｃａｓｐａｓｅ家族是直接导致细胞

凋亡解体的蛋白酶系统，其中 ｃａｓｐａｓｅ３的激活是触

发凋亡的关键［２］。ｓｕｒｖｉｖｉｎ是近来发现的一种凋亡

抑制蛋白，直接作用于 ｃａｓｐａｓｅ３和 ｃａｓｐａｓｅ７，抑制

细胞凋亡［３］。近年来的研究表明，诱导型环氧合酶

（Ｃｏｘ２）在多种肿瘤中的表达均明显升高，表达

Ｃｏｘ２的细胞株增加癌变潜能与抵抗凋亡有关［４］。

笔者采用免疫组化方法观察 ｓｕｒｖｉｖｉｎ，ｃａｓｐａｓｅ３及

Ｃｏｘ２在胆囊癌组织中的表达，并探讨它们与胆囊

癌生物学行为及临床病理特性的关系。

１　材料和方法

１．１　标本来源及一般资料

收集本院 １９９３—２００４年 ７月存档的胆囊癌组

织石蜡切片标本 ４９例，均经病理学证实诊断。全

组临床资料完整。所有患者术前未经放疗化疗及

非甾体类抗炎药治疗。其中男 １９例，女 ３０例；年

龄 ３４～７８（平均 ５８．４）岁。肿瘤高分化 ２４例，中

分化 ９例，低分化 １６例（含未分化 １例）；伴淋巴结

转移 ２２例。按 Ｎｅｖｉｎ分期：Ｉ期 ７例，ＩＩ期 ８例，ＩＩＩ

期 １１例，ＩＶ期 ７例，Ｖ期 １６例。另取 ９例胆囊腺

瘤（男 ３例，女 ６例；年龄 ２２～７３，平均 ５５．８岁）和

１０例慢性胆囊炎（男 ４例，女 ６例；年龄 ２６～６９，平

均 ４２．６岁）组织作对照。

１．２　免疫组化试剂

ｓｕｒｖｉｖｉｎ羊 抗 人 多 克 隆 抗 体 （ｓｃ８８０６），Ｃｏｘ２

（ＺＭ００３５）单克隆抗体均为 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产品，

工作浓度分别为 １∶５０和 １∶７５；ｃａｓｐａｓｅ３多克隆抗

体（ＲＢ１１９７）购 于 Ｎｅｏｍａｒｋｓ公 司，工 作 浓 度 为

１∶６０。免疫组化 ＳＡＢＣ试剂盒购自武汉博士德公

司（ＳＡ１０２１）；ＡＰＥｓ黏片剂和 ＤＡＢ显色试剂盒购自

福州迈新公司（ＡＲ１０２２）。用已知阳性切片作阳性

对照，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）代替一抗作阴性对照。

１．３　免疫组化染色方法

采用 ＳＡＢＣ法进行免疫组化染色。切片脱蜡水

化后，３％ Ｈ２Ｏ２室温处理 １０ｍｉｎ，微波抗原修复，正

常羊血清室温孵育 １５ｍｉｎ；滴加稀释的一抗，４℃过

夜；滴加生物素标记的二抗，室温孵育 ３０ｍｉｎ；滴加

辣根过氧化酶标记的链亲和素室温 ３０ｍｉｎ，ＤＡＢ显

色。经苏木素复染后，脱水、透明、封片。

１．４　判断标准

分别参照文献［４－５］的标准稍作改动，双盲法阅

片。ｓｕｒｖｉｖｉｎ，ｃａｓｐａｓｅ３及 Ｃｏｘ２在胞浆中均被染成

淡黄色至棕黄色者为阳性细胞（ｓｕｒｖｉｖｉｎ偶见于胞

核）。每张切片观察 ５个高倍视野（×４００），总细

胞计数 ＞１０００。阳性细胞率 ＝阳性细胞数／总细

胞数 ×１００％。结合阳性细胞百分比及阳性细胞染

色强弱计算免疫组化染色评分：（１）阳性细胞≤
５％为 ０分，阳性细胞 ６％ ～２５％为 １分，２６％ ～

５０％为 ２分，＞５０％为 ３分；（２）阳性细胞染色基

本不着色为 ０分，着色淡为 １分，中度着色为 ２，着

色深为 ３分。（１）（２）两项乘积即为其免疫组化评

分。如在同一病变中存在多个不同评分的视野，则

取最大值和最小值的平均值作为免疫组化评分。

得分 ＜２为阴性，≥２为阳性。

１．５　统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１１．５分析软件进行统计学处理。应

用 χ２检验分析 ｓｕｒｖｉｖｉｎ，ｃａｓｐａｓｅ３及 Ｃｏｘ２表达与临

床病理指标的关系；应用 Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析检

验 ｃａｓｐａｓｅ３，ｓｕｒｖｉｖｉｎ，Ｃｏｘ２表达间的相关性。Ｐ ＜

０．０５为差异显著性标准。

２　结　果

２．１　ｓｕｒｖｉｖｉｎ，ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｃｏｘ２的表达

ｓｕｒｖｉｖｉｎ在胆囊癌、胆囊腺瘤和慢性胆囊炎组织

中阳性率分别为 ６５．３％，０和 ０；ｃａｓｐａｓｅ３在胆囊

癌、胆 囊 腺 瘤 和 慢 性 胆 囊 炎 中 阳 性 率 分 别 为

４４．９％，８８．９％（８／９）和 １００％；Ｃｏｘ２在胆囊癌、

胆囊腺瘤和慢性胆囊炎中阳性率分别为 ７５．５％，

３３．３％和 ３０．０％；ｓｕｒｖｉｖｉｎ，ｃａｓｐａｓｅ３，Ｃｏｘ２在癌组

织的表达与在良性病变组织的表达差异均有显著

性（Ｐ＜０．０５）（图 １－３）。

７８５
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图 １　 ｓｕｒｖｉｖｉｎ在 胆 囊 癌 的 阳 性 表 达

（ＳＡＢＣ×２００）

图 ２　 ｃａｓｐｓｅ３在胆囊癌的阳性表达

（ＳＡＢＣ×２００）

图 ３　 Ｃｏｘ２在 胆 囊 癌 的 阳 性 表 达

（ＳＡＢＣ×４００）

２．２　ｓｕｒｖｉｖｉｎ，ｃａｓｐａｓｅ３，Ｃｏｘ２表达与胆囊癌患者

临床病理特征的关系

ｓｕｒｖｉｖｉｎ阳性率在不同组织分化、浸润程度、淋

巴结转移、Ｎｅｖｉｎ分期间差异均无显著性；ｃａｓｐａｓｅ３

阳性率在不同组织学分级间差异有显著性 （Ｐ ＝

０．０１５），而与浸润程度、淋巴结转移、Ｎｅｖｉｎ分期无

显著关系；Ｃｏｘ２阳性率在不同组织学分级间差异

无显著性，而在淋巴结转移组与非转移组、不同浸

润程度和 Ｎｅｖｉｎ分期间差异有显著性（均 Ｐ ＜０．０５）

（表 １）。

表 １　ｓｕｒｖｉｖｉｎ，ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｃｏｘ２表达与胆囊癌患者临床病理特征的关系

组别
ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达

（＋） （－） χ２值 Ｐ值

ｃａｓｐａｓｅ３表达

（＋） （－） χ２值 Ｐ值

Ｃｏｘ２表达

（＋） （－） χ２值 Ｐ值

性别

　男

　女

１９

３０

１２

２０

７

１０
０．０６３ ０．８０１

８

１４

１１

１６
０．０９８ ０．７５４

１５

２２

４

８
０．０１１ ０．９１７

年龄（岁）

　≥６０

　＜６０

２９

２０

１９

１３

１０

７
０．００１ ０．９７０

１５

７

１４

１３
１．３３８ ０．２４７

２４

１３

５

７
１．１７３ ０．２７９

组织分化

　高分化

　中－低分化

２４

２５

１５

１７

９

８
０．１６３ ０．６８６

１５

７

９

１８
５．８９１ ０．０１５１）

１９

１８

５

７
０．３４０ ０．５６０

浸润程度２）

　黏膜及黏膜下 ７ ２ ５ ４ ３ ３ ４

　肌层 ８ ５ ３ ３．３１５ ０．０６９ ５ ３ １．９９３ ０．１５８ ５ ３ ５．７４９２） ０．０１６１）

　全层 ３４ ２５ ９ １３ ２１ ２９ ５

淋巴结转移

　有

　无

２２

２７

１６

１６

６

１１
０．９７０ ０．３２５

７

１５

１５

１２
２．７６１ ０．０９７

２０

１７

２

１０
５．１２０ ０．０２４１）

Ｎｅｖｉｎ分期

　Ｉ～ＩＩＩ

　ＩＶ～Ｖ

２６

２３

１５

１７

１１

６
１．４１７ ０．２３４

１５

７

１１

１６
３．６６５ ０．０５６

１６

２１

１０

２
５．８４７ ０．０１６１）

　　　　注：理论数少于５，采用校正χ２检验值。１）Ｐ＜０．０５，２）χ２值为合并黏膜和肌层浸润组与全层浸润组比较所得

２．３　ｓｕｒｖｉｖｉｎ，ｃａｓｐａｓｅ３，Ｃｏｘ２的相关性
Ｓｐｅａｒｍａｎ等 级 相 关 性 检 验 结 果：ｓｕｒｖｉｖｉｎ与

ｃａｓｐａｓｅ３表 达 呈 负 相 关 （ｒ ＝ －０．３７３，Ｐ ＝
０．００８），ｓｕｒｖｉｖｉｎ与 Ｃｏｘ２表达呈正相关（ｒ＝０．４０４，

８８５
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Ｐ＝０．００４），ｃａｓｐａｓｅ３与 Ｃｏｘ２表达无明显相关性
（ｒ＝－０．１５６，Ｐ＝０．２８４）。

３　讨　论

细胞增殖与凋亡平衡的破坏可促使细胞恶性

转化，最终导致肿瘤的发生、发展。目前尚未找到

有效靶点来调控细胞增殖与凋亡。ｓｕｒｖｉｖｉｎ是新近
发现的凋亡抑制蛋白（ＩＡＰ）基因家族成员。研究
表明，ｓｕｒｖｉｖｉｎ可对抗 Ｇ２／Ｍ期凋亡的诱导，在癌组
织中该蛋白可克服凋亡的检查点（ｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔ），允
许变异细胞通过有丝分裂异常增殖［６］，并直接作

用于 ｃａｓｐａｓｅ，主要抑制 ｃａｓｐａｓｅ３和 ｃａｓｐａｓｅ７的活
性，阻断细胞凋亡过程［３］。本研究通过联合检测

４９例胆囊癌组织中 ｓｕｒｖｉｖｉｎ和 ｃａｓｐａｓｅ３的表达，发
现胆囊癌中 ｃａｓｐａｓｅ３和 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达在不同浸润
程度、淋巴结转移及 Ｎｅｖｉｎ分期间均无显著差异。
说明在肿瘤演进过程中，ｓｕｒｖｉｖｉｎ与 ｃａｓｐａｓｅ３表达
异常可 能 是 早 期 事 件。因 此，能 否 将 ｃａｓｐａｓｅ３，
ｓｕｒｖｉｖｉｎ的检测作为早期发现胆囊癌的方法成为笔
者 考 虑 的 焦 点。 进 一 步 分 析 发 现 ｓｕｒｖｉｖｉｎ和
ｃａｓｐａｓｅ３的表达呈负相关，提示在胆囊癌的发生
发展过程中 ｓｕｒｖｉｖｉｎ可能正是通过取消凋亡检查
点，允许变异细胞异常增殖，从而促进肿瘤的发

生。

Ｃｏｘ２在大多数人类肿瘤中过表达，其过表达
与结肠癌、头颈部肿瘤、肺癌、前列腺癌、胃癌、乳

腺癌 等 肿 瘤 的 浸 润、淋 巴 结 转 移 和 预 后 不 良 有

关［７］。本研究发现，Ｃｏｘ２在胆囊癌中的表达率为
７５．５％，明显高于胆囊良性病变组织；Ｃｏｘ２的
表达与组织分化程度、患者的性别、年龄无关（Ｐ
＞０．０５），而与肿瘤浸润程度、淋巴结转移和 Ｎｅｖｉｎ
分期有密切关系 （Ｐ ＜０．０５）。此结果 与 Ａｓａｎｏ
等［８］报道的胆囊癌中 ＰＴ３，ＰＴ４组 Ｃｏｘ２ｍＲＮＡ水平
显著高于 ＰＴ１，ＰＴ２组相一致。由此可见，Ｃｏｘ２的
过度表达参与了胆囊癌的恶性进展过程，并可增

强胆囊癌的局部浸润和淋巴转移。Ｃｏｘ２可能是
反映胆囊癌预后的有用指标。

本实验显示，与胆囊良性病变相比，胆囊癌组

织中 Ｃｏｘ２与 ｓｕｒｖｉｖｉｎ均存在高度表达，其共表达
率为 ５７．１％（２８／４９），而且 Ｃｏｘ２与 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达
间存在正相关。Ｋｒｙｓａｎ等［９］认为在非小细胞性肺
癌中 Ｃｏｘ２的过表达和前列腺素 Ｅ２的增加抑制了
ｓｕｒｖｉｖｉｎ的泛素化，阻止 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的蛋白酶体降解，增
强 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的稳定表达。Ｗｕ等［１０］研究发现，Ｃｏｘ２

抑制剂可通过激活 ｃａｓｐａｓｅ３和 ｃａｓｐａｓｅ９诱导胆管
癌细胞凋亡，而 ｃａｓｐａｓｅ的抑制剂能阻止这一过程。
因此笔者认为，Ｃｏｘ２的过度表达可抑制胆囊癌细
胞凋亡，加速细胞增生，促进胆囊癌的发 生和发

展；这为 Ｃｏｘ２抑制剂可能用于某些肿瘤的预防和
治疗提供 了一定 的理 论依 据。但相关分 析 显 示

Ｃｏｘ２与 ｃａｓｐａｓｅ３表达并无显著相关性，说明细胞
凋亡过程存在一个复杂的调控网络。故认为，各

个信号途径之间的相互联系与相互作用仍需深入

探讨。

综上 所 述，ｓｕｒｖｉｖｉｎ和 Ｃｏｘ２的 过 表 达 以 及
ｃａｓｐａｓｅ３的失表达在胆囊癌的发生、发展中起重
要作用。进一步研究 ｓｕｒｖｉｖｉｎ和 Ｃｏｘ２等凋亡相关
基因的激活机制以及基于半胱天冬酶平台的凋亡

调节机制，将为胆囊癌等恶性肿瘤的治疗和预防

提供新的靶点。
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