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　　摘要：目的　探讨胆囊腺癌、癌旁组织和慢性胆囊炎组织中 ＧＳＣｓ和其调控因子 ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ和
ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达水平及其临床病理意义。方法　１０８例胆囊腺癌、４６例癌旁组织和 ３５例慢性胆囊炎

手术切除标本常规石蜡包埋切片，ＧＳＣｓ染色方法为平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）单抗 ＥｎＶｉｓｉｏｍＴＭ免疫组

化法，ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ和 ＣＴＧＦｍＲＮＡ染色方法为原位杂交法。结果　胆囊腺癌 αＳＭＡ，ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ，

ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达阳性率及其评分明显高于癌旁组织和慢性胆囊炎（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１）；但腺瘤癌

变、肿块最大径 ＜２ｃｍ、无淋巴结转移和未侵犯周围组织者的 αＳＭＡ，ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ，ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达

阳性率及其评分明显高于低分化腺癌、肿块最大径≥２ｃｍ、淋巴结转移和侵犯周围组织器官者

（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１）；胆囊腺癌中 αＳＭＡ，ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ，ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达评分之间均呈高度密切正

相关（αＳＭＡｖｓＴＧＦβ１ｍＲＮＡ，ｒ＝０．８２；αＳＭＡｖｓＣＴＧＦｍＲＮＡｒ＝０．７５；ＴＧＦβ１ｍＲＮＡｖｓＣＴＧＦｍＲＮＡ，

ｒ＝０．７８）结论　αＳＭＡ，ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ，ＣＴＧＦｍＲＮＡ均为反映胆囊腺癌进展、生物学行为及预后的重要

生物学标记物，ＴＧＦβ１和 ＣＴＧＦ在活化 ＧＳＣｓ方面可能具有重要调控作用。
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　　近年研究发现肝、胰星形细胞（ＨＳＣｓ，ＰＳＣｓ）

在肝纤维化和慢性胰腺炎纤维化发生发展中具有

极重要作用，是纤维化发生的效应细胞［１－４］。其

活化受多种因子调控，其中最主要的是转化生长

因子 β１（ｔｒａｎｓｆｏｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）和

结缔组织生长因子（ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，

ＣＴＧＦ）［４－７］。新近证实 ＨＳＣｓ和 ＰＳＣｓ在肝癌和胰

腺癌发生、发展、生物学行为及预后方面起重要作

用，且与 ＴＧＦβ１，ＣＴＧＦ等生长调控因子有密切关

系［８－１１］。笔者应用免疫组化标记和原位杂交染技

术探讨胆囊腺癌、癌旁组织和慢性胆囊炎组织中

ＧＳＣｓ分布及其与 ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ，ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达

的关系和意义。

１　材料与方法

１．１　标本分组及临床病理资料

１．１．１　胆囊癌组　收集湘雅二医院、湘雅医院

和湖南省人民医院 １９９６年 ６月—２００６年 ６月胆

囊癌手术切除标本 １０８例，男 ３１例（２８．７％），女

７７例 （７１．３％）；年 龄 范 围 ３８～７６岁，平 均

（５４．５±１２．８）岁，５８例伴有胆囊结石（５３．７％）。

病理类型均为腺癌，其中腺瘤癌变 ９例（８．２％），

高分化腺癌 ２９例（２６．９％），中分化腺癌 ２９例

（２６．９％），低分化腺癌 ３０例（２７．８％），黏液腺

癌 １１例（１０．２％）；术中发现侵犯胆囊外周围组

织器官 ５９例（５４．６％）；有 ５９例发生区域淋巴结

转移（５４．６％）；手术方式包括根治性切除 ３４例

（３１．５％），姑息手术 ４８例（４４．４％）和因广泛转

移不能手术切除 ２６例（２４．１％）。

１．１．２　癌旁组织组　从以上 １０８例胆囊腺癌中

选择 ４６例癌旁组织（距癌组织≥３ｍｍ），经病理

检查证实，其中正常胆囊组织 １０例，伴轻度不典

型增生 １０例，中度不典型增生 １２例和重度不典

型增生 １４例，均未发现癌变。

１．１．３　慢性胆囊炎组（对照组）　收集 ３５例慢

性胆囊炎组织标本（单纯慢性胆囊炎 １５例，慢性

胆囊炎伴胆囊结石 ２０例），经病理检查证实，其

中正常胆囊黏膜 １１例，伴轻度不典型增生 １２例，

中度不典型增生 ７例及重度不典型增生 ５例。标

本均经 ４％甲醛固定后常规制作石蜡包埋切片，

切片厚 ４μｍ。

１．２　主要试剂

鼠抗人平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）单克隆抗体购自

福建迈新公司；ＥｎＶｉｓｉｏｎＴＭ染色试剂盒（兔／鼠）

购自上海基因公司；ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ和 ＣＴＧＦｍＲＮＡ

原位杂交试剂盒购自武汉博士德公司。

１．３　方法

１．３．１　αＳＭＡＥｎＶｉｓｉｏｎＴＭ免疫组化法测定　严

格按试剂说明书操作，主要步骤如下：切片脱蜡至

蒸馏水洗→３％Ｈ２Ｏ２甲醇液 １０ｍｉｎ→胰蛋白酶消

化 １５ｍｉｎ→滴 －抗 ３７℃孵育 ６０ｍｉｎ→ＰＢＳ洗 ３次

×５ｍｉｎ→滴 Ａ液 ３７℃孵育 ３０ｍｉｎ→ＰＢＳ洗 ３次 ×

５ｍｉｎ→滴显色液室温 １５ｍｉｎ→苏木精线染 １ｍｉｎ→
自来水返兰→脱水．透明和中性树胶封片．

１．３．２　原位杂交技术检测 ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ和 ＣＴ

ＧＦｍＲＮＡ　严格按试剂说明操作。主要步骤如

下：切片脱蜡至蒸馏水洗→３％Ｈ２Ｏ２ 甲醇液 １０

ｍｉｎ→胰蛋白酶消化 １５ｍｉｎ→预杂交液 ４２℃孵育

２ｈ→杂交液 ４２℃孵育过液（＞１２ｈ）→２×ＳＳＣ洗

３次 ×２ｍｉｎ→０．５×ＳＳＣ洗 ２次 ×２ｍｉｎ→０．２ＳＳＣ

洗 ２次 ×２ｍｉｎ→滴鼠抗地高辛 ３７℃孵育 ２ｈ→滴

ＳＡＢＣ液 ３７℃孵育 ４０ｍｉｎ→滴生物化辣根过氧化

物酶 ３７℃２０ｍｉｎ→ＤＡＢＨＣＬ显色 １５ｍｉｎ→苏木精

浅染 １ｍｉｎ→自来水返兰→脱水．透明封固。
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１．３．３　对照　以福建迈新公司（αＳＭＡ）或武汉
博士德公司提供的阳性切片作为三者染色的阳性

对照，以 ０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ液（ＰＨ７．４）替代 －抗作
为 αＳＭＡ染色的阴性对照，以原位杂交专用 ＰＢＳ
液替代杂交液作为 ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ，ＣＴＧＦｍＲＮＡ染
色的阴性对照。

１．３．４　染色评分　细胞浆中含棕黄色颗粒者为

αＳＭＡ，ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ，ＣＴＧＦｍＲＮＡ 阳 性 细 胞。

αＳＭＡ阳性细胞为除血管平滑肌细胞以外的胆囊

其 他 组 织 细 胞 （图 １）；ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ 和

ＣＴＧＦｍＲＮＡ阳性细胞删除各类间质细胞和炎性细
胞（图２－３）。评分标准：将细胞浆着色强度评分
（弱，１分；中，２分；强，３分）和阳性细胞率评分
（≤５％，０分；６％ ～１０％，１分；１１％ ～２０％，２分；
２１％ ～５０％，３分；＞５０％，４分）之和为该病例评
分值，将评分值≤２分定为阴性病例，≥３分定为阳
性病例。

图１　αＳＭＡ阳性表达，评分６分，胆囊

高分化腺癌，ＥｎＶｉｓｏｎＴＭ免疫组化法

（ＤＡＢ显色×２００）

图２　ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ阳性表达，评分 ６

分，胆囊高分化腺癌，原位杂交染色

（ＡＥＣ显色×２００）

图３　ＣＴＧＦｍＲＮＡ阳性表达，评分５分，

胆囊低分化腺癌，原位杂交染色（ＡＥＣ

显色×２００）

１．４　统计学处理
将所得实验数据输入至 ＳＰＳＳ１３．０统计软件

中进行 χ２检验、ｔ检验、Ｆ检验或 Ｆｉｓｈｅｒｓ精确概率
法，相关分析行 Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析。检验水
准 α＝０．０５。

２　结　果

２．１　胆囊良恶性病变 αＳＭＡ，ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ，ＣＴ

ＧＦｍＲＮＡ的表达
αＳＭＡ，ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ，ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达阳性

的在 １０８例胆囊腺癌中分别为 ６６例（６１．１％），
６６例（６１．１％）和 ６５例（６０．２％），其评分值分
别为 ３．１９±１．４６，２．７０±２．０６和 ２．５７±１．９０；
４６例癌旁组织中分别为 １３例（２８．５％），１５例
（３２．６％）和 １５例（３２．６％），其评分值分别为
１．２５±１．２２，１．４１±１．１２和 １．３７±１．２３；３５例
慢性胆囊炎阳性病例分别为 ６例（１７．１％），６例
（１７．１％）和 ７例（２０．０％），其评分值分别为
０．８７±１．２４，０．９３±１．２１和 ０．９８±１．１８；胆囊腺
癌 αＳＭＡ，ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ，ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达阳性率
及其评分均明显高于癌旁组织和慢性胆囊炎均

Ｐ＜０．０１（表 １）。

表１　αＳＭＡ，ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ和 ＣＴＧＦｍＲＮＡ在胆囊良恶性
病变中表达情况

指标 胆囊腺癌 癌旁组织 慢性胆囊炎

αＳＭＡ

阳性病例（％） ６６（６１．１） １３（２８．５） ６（１７．１）

评分 ３．１９±１．４６ １．２５±１．２２ ０．８７±１．２４

ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ

阳性病例（％） ６６（６１．１） １５（３２．６） ６（１７．１）

评分 ２．７０±２．０６ １．４１±１．１２ ０．９３±１．２１

ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ

阳性病例（％） ６５（６０．２） １５（３２．６） ７（２０．０７）

评分 ２．５７±１．９０ １．３７±１．２３ ０．９８±１．１８

　　注：与胆囊腺癌组比较，Ｐ＞０．０１

２．２　胆囊腺癌临床病理特征与 αＳＭＡ，ＴＧＦβ１
ｍＲＮＡ，ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达的关系

腺瘤癌变、肿块最大径 ＜２ｃｍ、无淋巴结转移
及未侵犯周围组织的胆囊癌病例其 αＳＭＡ，ＴＧＦ
β１ｍＲＮＡ，ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达阳性率及其评分明显
高于低分化腺癌、肿块最大径≥２ｃｍ、淋巴结转移
及侵犯周围组织器官病例（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）
（表 ２）。
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表２　胆囊腺癌临床病理特征与α－ＳＭＡ，ＴＧＦ－β１ｍＲＮＡ和ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达的关系

临床病理特征 例数
α－ＳＭＡ

阳性例数 Ｘ２值 Ｐ值 Ｐ值评分（ｘ±ｓ）ｔ ｔ ｐ
ＴＧＦ－β１ｍＲＮＡ

阳性例数 Ｘ２值 Ｐ值 评分（ｘ±ｓ）ｔ ｔ ｐ
ＣＴＧＦｍＲＮＡ

阳性例数 Ｘ２值 Ｐ值 评分（ｘ±ｓ）ｔ ｔ ｐ
性别

　男

　女

３１

７７

１８

４８
０．１７ ＞０．０５

３．０６±１．３６

３．２５±１．５１
０．５８ ＞０．０５

１８

４８
０．１７ ＞０．０５

２．６８±２．０９

２．７１±２．０６
０．０４ ＞０．０５

２０

４５
０．３４ ０．６７

２．７４±１．９７

２．５１±１．８８
０．５８ ＞０．０５

年龄

　≤４５岁

　＞４５岁

２４

８４

１８

４８
２．５１ ＞０．０５

３．５４±１．３８

３．１０±１．４８
１．３２ ＞０．０５

１７

４９
１．２３ ＞０．０５

３．１３±２．０３

２．５８±２．０７
１．１４ ＞０．０５

１６

４９
０．５４ ０．４９

２．５４±１．９１

２．５８±１．９０
０．１０ ＞０．０５

病理类型

　腺瘤癌变 ９ ９ ４．７８±０．８３ ９ ４．６７±１．１２ ９ ３．８９±１．０５

　高分化 ２９ ２１ ３．５２±１．４５ ２０ ３．３５±２．０６ ２１ ３．２１±２．０１

　中分化 ２９ ２２ ３．４１±１．２７ ２３ ３．３４±１．５６ ２０ ２．８３±２．００

　低分化 ３０ ９ ２．３３±１．２７ ９ １．３０±１．７７ ９ １．５０±１．５５

　粘液腺癌 １１ ５ ２．８２±１．４７ ５ １．５５±１．８６ ６ ２．０９±１．２２

肿块最大径

　＜２ｃｍ

　≥２ｃｍ

３１

７７

２３

４３
３．１３ ＞０．０５

３．７８±１．４４

２．９５±１．５８
２．５１ ＜０．０１

２４

４２
４．８７ ＜０．０５

３．６９±１．６２

２．３１±１．８８
３．６３ ＜０．０１

２２

４３
２．１１ ＞０．０５

３．５８±１．６２

２．１５±１．７５
３．９２ ＜０．０１

淋巴结转移

　无

　有

４９

５９

４２

２４
２２．８５＜０．０１

４．０４±１．３７

２．４９±１．１４
６．４３ ＜０．０１

４１

２５
１９．２１＜０．０１

３．７８±１．７１

１．８１±１．９１
５．５７ ＜０．０１

３９

２６
１４．１０＜０．０１

３．４５±１．７３

１．８５±１．７２
４．８０ ＜０．１０

侵犯周围组织

　无

　有

４９

５９

４４

２２
３１．０６＜０．０１

４．１４±１．２９

２．４１±１．０８
７．６０ ＜０．０１

４４

２２
３１．０６＜０．０１

３．９２±１．６２

１．６９±１．８４
６．６０ ＜０．０１

４１

２４
２．１１ ＞０．０５

３．５９±１．６８

１．７３±１．６３
０．５８ ＜０．０１

胆囊结石

　无

　有

５０

５８

２７

３９
１．９８ ＞０．０５

３．１５±１．４４

３．２２±１．２１
０．２８ ＞０．０５

２８

３８
１．０２ ＞０．０５

２．６１±１．９５

２．７７±１．７４
０．４６ ＞０．０５

２７

３８
１．４９ ＞０．０５

２．４６±１．９５

２．６２±１．６４
０．４７ ＞０．０５

　　　注：组内比较，αＳＭＡ：χ２＝２３．２９，Ｐ＜０．０１，Ｆ＝７．３４，Ｐ＜０．０１；ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ：χ２＝１２３．８７，Ｐ＜０．０１，Ｆ＝１０．５８，Ｐ＜０．０１；

ＣＴＧＦｍＲＮＡ：χ２＝２０．２５，Ｐ＜０．０１，Ｆ＝５．３６，Ｐ＜０．０１

２．３　胆囊癌中 αＳＭＡ，ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ，ＣＴＧＦ
ｍＲＮＡ表达的相互关系

６６例 αＳＭＡ阳性的胆囊癌中 ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ
阳性 ５６例，ＣＴＧＦｍＲＮＡ阳性 ５５例，αＳＭＡ表达
与 ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ和 ＣＴＧＦｍＲＮＡ呈高度一致性（χ

２

＝４０．２４，Ｐ＜０．０１；χ２ ＝３７．９５，Ｐ＜０．０１）。α
ＳＭＡ表达评分与 ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ（ｒ＝０．８２，Ｐ＜
０．０１）和 ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达评分 （ｒ＝０．７５，Ｐ＜
０．０１）呈高度密切正相关；ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ表达评分
与ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达评分也呈高度密切正相关（ｒ＝
０．７８，Ｐ＜０．０１）

３　讨　论

ＨＳＣｓ和 ＰＳＣｓ具有相同细胞结构和相似的生
物学功能，均为间质细胞，约占细胞总数 ４％左
右，正常情况下呈静止状态，合成少量胶原成分，

其主要功能与维持正常组织结构有关，表达特异

性标记物结蛋白、胞质富含 ｖｉｔＡ脂滴；但在各种
激活因子作用下，迅速从静止状态活化，失去ＶｉｔＡ
脂滴，转化为活化肌纤维母细胞亚型，具有高度

自我增殖能力，大量表达 αＳＭＡ而不表达结蛋
白，合成大量 ＥＣＭ合成大量 ＥＣＭ蛋白成分［３－５］。

近年研究表明 ＨＳＣｓ和 ＰＳＣｓ的活化是肝纤维和慢
性胰腺炎纤维化发生的核心环节，是细胞外基质

（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）的主要来源细胞［２－４］。

此外，ＨＳＣｓ和 ＰＳＣｓ与肝癌发生、进展、血管生
成、转移及预后有较密切关系，αＳＭＡ表达高者
（或计数高者）病情进展慢，血管生成密度低，转

移、侵袭能力低、生存期长，其机理与其合成 ＥＣＭ
蛋白有关，因为大量包裹在肿瘤周围的胶原纤维

限制了肿瘤生长侵袭和转移，但确切机制仍需深

入研究［８－１２］。胆囊癌及胆囊良性病变中是否也存

在 αＳＭＡ表达阳性的细胞其意义如何罕见文献
报道。本组资料发现，胆囊癌及良性病变中均存

在数量不等的 αＳＭＡ阳性胆囊星形细胞，胆囊腺
癌 αＳＭＡ表达阳性率及其评分明显高于癌旁组
织和慢性胆囊炎（Ｐ＜０．０１），且腺瘤癌变、肿块
最大径 ＜２ｃｍ、无淋巴结转移及未侵犯周围组织
病例 αＳＭＡ表达阳性率及其评分明显高于低分
化腺癌、肿块最大径≥２ｃｍ、淋巴结转移及侵犯周
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围组织器官病例（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１）。提示，
胆囊星形细胞数量与胆囊腺癌进展、生长速率、

转移及侵袭能力密切相关，胆囊星形细胞数量可

能是反映胆囊腺癌预后的重要生物学指标。

ＴＧＦβ是属于一组调节细胞生长和分化的
ＴＧＦβ超家族，ＴＧＦβ１基因定位于染色体 １９ｑ

３，

含有 ７个外显子。研究证实 ＴＧＦβ１通过与受体
结合后对细胞生长、分化及免疫功能均有重要调

节作用，正常情况下对间质细胞起刺激作用，而

对上皮或神经外胚层来源的细胞起抑制作用。

ＣＴＧＦ为分子量 ３６～３８ｋＤ的富含半胱氨酸的肝
磷脂结合多肽，由 ３４９个氨基酸残基构成，属于
ＣＮＮ生长因子家族，是由 ＴＧＦβ１诱导产生的重
要下游介质，具有促有丝分裂、趋化细胞、诱导黏

附、促进细胞增生和调节血管生成等作用。近年

研究发现，ＴＧＦβ１和 ＣＴＧＦ均为调节 ＨＳＣｓ和 ＰＳＣｓ
活化的最重要的因子，能促进活化 ＨＳＣｓ和 ＰＳＣｓ
大量合成 αＳＭＡ和 ＥＣＭ，是肝、胰纤维化发生的
重要促进因子。ＴＧＦβ１和 ＣＴＧＦ表达水平与一些
恶性肿瘤恶性程度、进展、血管生成、生物学行为

和预后密切相关，高水平表达者的恶性肿瘤恶性

程度低、进展慢、不易发生转移及侵袭能力低及

预后好，其机制可能是：（１）活化 αＳＭＡ阳性细
胞大量合成 ＥＣＭ而致癌组织周边形成胶原纤维
包裹；（２）趋化炎性细胞向癌间质迁移和浸润；
（３）通过多种信号传导通路激活下游生长因子或
细胞因子的作用［１３－１９］，但确切的作用机制仍需深

入研究。本组资料发现，胆囊腺癌 ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ
和 ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达阳性率及其评分明显高于癌
旁组织和慢性胆囊炎（Ｐ＜０．０１）；腺瘤癌变、肿
块最大径 ＜２ｃｍ、无淋巴结转移及未侵犯周围组
织器官病例 ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ和 ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达阳
性率及其评分明显高于低分化腺癌、肿块最大径

≥２ｃｍ、淋巴结转移及侵袭周围组织器官病例
（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１）。胆囊 腺癌中 αＳＭＡ，
ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ和 ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达呈高度一致性，
其评分值之间呈高度密切正相关。说明 ＴＧＦβ１
ｍＲＮＡ和 ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达水平是反映胆囊腺癌
发生、进展、生物学行为和预后的重要生物学标

记物。
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