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要!目的
!

研究鼻咽癌中
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)

A2G2-&()

+

及
48I@

的表达&探讨其与鼻咽癌放疗后复发和转移的可

能机制(方法
!

裸鼠体内移植瘤实验观察鼻咽癌细胞
L!

)

:!

放射治疗前后的细胞形态)体内增殖和转

移能力&采用免疫组织化学
:4

法检测裸鼠移植瘤组织)鼻咽癌及放疗后复发组织中
8Q

)

A2G2-&()

+

及

48I@

的表达(结果
!

放射后
L!

)

:!

裸鼠移植瘤瘤体质量分别较未放射组的
L!

)

:!

裸鼠移植瘤瘤体质

量低$

J

"

"+"'

%(各组均无肺转移&放射治疗后
:!

裸鼠移植瘤淋巴结转移率高于
L!

组&但差异无统计

学意义$

4

$

"+"'

%(未放射组
L!

裸鼠移植瘤组织中
48I@

表达高于未放射
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裸鼠移植瘤$
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放射治疗后
:!

裸鼠移植瘤中
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和
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表达均高于放射后的
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裸鼠移植瘤$
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%(鼻

咽癌放疗后复发组织中
48I@

表达高于鼻咽癌组$
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相关分析显示&鼻咽癌组织中
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与
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+

)
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与
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表达呈正相关关系&放疗后复发组织中
8Q

与
A2G2-&()
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和
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表达呈正相关$
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%(鼻咽癌及放疗后复发组织中
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及
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的表达与患者年龄)性

别)颈部淋巴结转移和临床分期无关(结论
!

8Q

和
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+

参与鼻咽癌放疗后复发的过程&并与细胞

增殖关系密切&但不能独立作为鼻咽癌放疗后复发的预测指标(

关键词!

8Q

#

A2G2-&(

#

48I@

#鼻咽癌#放射

中图分类号!

6%#$$*

!!

文献标识码!

@

!!!!

文章编号!

!""")&'%&

$

("!(

%

"()"!*!)"'

!

!

引言

鼻咽癌放射敏感异质性的机制除可能与不同亚

克隆的细胞结构有关*
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+

(细胞骨架是肿瘤细胞参与

多种细胞反应最初的靶结构&为了进一步论证&本实

验检测鼻咽癌及放疗后复发癌组织中细胞角蛋白
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资料和方法

!$!

!

细胞培养

人低分化鼻咽癌上皮细胞系
8I*)(̂

放射抵抗

潜能亚克隆株
L!

$以下简称
L!

%)放射敏感潜能亚克

隆株
:!

$以下简称
:!

%由本研究室建立并保存*

(

+

(常

规复苏
L!

)

:!

&用
647#!*)"

培养液$

!"N

小牛血清&

"$"'*N I,>8"

#

&青霉素
!""2

"

+-

&链霉素
!""+

/

"

+-

%&置于
#%Z

)

'N8"

(

的培养箱培养备用(

!$(

!

资料

收集我院附属医院病理科
("")

-

(""*

年存档

石蜡标本&其中鼻咽癌标本
(&

例&鼻咽癌放疗后复

发标本
('

例(鼻咽癌患者为初次诊断&诊断前未接

受任何抗癌治疗#鼻咽癌放疗后复发患者只接受过

放射治疗(所有病历资料完整&重新切片
>*

染色

确定病理学类型(其中男
)"

例&女
!#

例&年龄
(*

"

&"

岁&中位年龄
'"

岁(

!$#

!

主要试剂

647#!*)"

培养液为
:&

/

+,

公司产品&

:4)$"""

免疫组织化学试剂盒)

!@K

显色试剂盒)小鼠抗人

单抗
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及
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购于北京中杉金桥生

物技术有限公司(

K@YK

"

3

系裸小鼠$

(2

"

(2

%由广

东中山大学肿瘤防治中心
:4L

裸鼠室提供(

!$)

!

方法

!$)$!

!

裸鼠体内移植瘤实验
!

实验分为未放射组

和放射组&每组
L!

)

:!

细胞各接种
!"

只裸鼠(用

无血清
647#!*)"

制成
L!

和
:!

细胞悬液&以每只

裸鼠
!-!"

*

"
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细胞数&用
%

号针头注入裸鼠

右后肢腓肠肌皮下(测量各组瘤体体积变化&接种

后
('

天处死未放射组裸鼠&放射组则给予*"

80

!"5

D

单次照射&照射后回笼饲养&于接种后
)*

天

处死裸鼠(裸鼠处死后进行全面解剖&按顺序分别

对皮下移植瘤)肺脏及肉眼可见的淋巴结进行取材&

剥离瘤体并称重&显微镜下观察肿瘤生长及转移

情况(

!$)$(

!

组织学观察
!

全部裸鼠体内移植瘤标本)鼻

咽癌及放疗后复发组织均经
)N

中性甲醛固定&梯度脱

水)浸蜡)包埋)

'

$

+

连续切片)烘烤)脱蜡)

>*

染色)

透明和封片&光学显微镜下仔细观察肿瘤具体形态(

!$)$#

!

免疫组织化学染色
!

参照
:4

试剂盒说明

书进行&各抗体的工作浓度均为
!1!""

(每一批组

织进行免疫组织化学染色均设有已知的阳性对照和

用
4K:

代替一抗的空白对照&由两人分别独立对实

验结果进行双盲法评估(镜下分
'

个视野各计数

!""

个细胞阳性表达情况(阳性细胞
"

!"N

为阴性

$

0

%&

)

!"N

为阳性$

,

%(鼻咽癌及放疗后复发组

织结果细化判断!$

!

%按阳性细胞百分率计分!阳性

细胞
"

!"N

计
"

分#

!"N

"

'"N

计
!

分#

$

'"N

计
(

分($

(

%按染色强弱计分!淡黄色计
"

分#黄色计
!

分#棕黄色计
(

分(两项合并得
"

"

!

分为阴性

$

0

%#

(

"

#

分为阳性$

,

%#

)

分为强阳性$

,,

%(
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!

图像分析
!

每例裸鼠体内移植瘤组织免疫

组织化学染色切片随机选取
'

个视野$

-(""

%&应用

>4#@:)!"""

高清晰度彩色病理图文报告分析系统

对免疫组织化学阳性信号进行图像分析&结果以净

灰度表示*

#

+

(

!$'

!

统计学方法

数据资料用医学统计软件
:4::!)$"

&采用
'

检验)

!

(

检验和
:

F

<,E+,(

等级相关分析(

J

"
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为差异有统计学意义(

#

!

结果

($!

!

L!

)

:!

裸鼠移植瘤放射治疗前后体内生长

特性

L!

)

:!

裸鼠体内成瘤率均达
!""N

(各组均无

肺转移&未放射组
L!

)

:!

裸鼠移植瘤淋巴结转移分

别为
)

例和
*

例&放射组
L!

)

:!

裸鼠移植瘤淋巴结

转移分别为
%

例和
&

例&差异无统计学意义$

J
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%(未放射组和放射组的
L!

)

:!

裸鼠移植瘤瘤

体质量比较差异无统计学意义&放射治疗后的
L!

裸鼠移植瘤瘤体质量小于未放射的
L!

组$

J
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%&放射治疗后的
:!

裸鼠移植瘤瘤体质量也小

于未放射的
:!

组$

J

"

"$"!

%&见表
!

(

表
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病理学观察

>*

切片观察&
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裸鼠移植瘤及鼻咽癌标

本均为分化型未角化鳞癌(放射治疗后
L!

)

:!

裸

鼠移植瘤组织坏死严重&边缘仅余少量癌细胞&存活

癌细胞主要分布在小血管周围&见图
!,

(癌细胞及

胞核肿胀&胞质空泡化&丧失对染料的亲和性&显示

出对射线的反应&见图
!G

)

!3

(放射治疗后的
:!

裸

鼠移植瘤组织中癌细胞普遍大于放射治疗后的
L!

裸鼠移植瘤组织中癌细胞(鼻咽癌放疗后复发组织

中部分癌细胞表现为细胞与胞核明显增大&细胞形

态异型性比未接受放射治疗的鼻咽癌细胞更为明

显&出现较多的瘤巨细胞&细胞核形态不规则&部分

癌细胞为不规则的梭形&见图
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图
H

!

鼻咽癌组织及鼻咽癌放疗后复发组织$
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%

G5
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裸鼠移植瘤中
8Q

)

A2G2-&()

+

及
48I@

的表达

8Q

和
A2G2-&()

+

表达于细胞质或细胞膜&

48)

I@

表达定位在细胞核(未放射组
L!

裸鼠移植瘤

组织中
48I@

阳性为
$

例&表达灰度高于未放射的

:!

裸鼠移植瘤$

J

"

"$"'

%#两组的
8Q

和
A2G2-&()

+

表达差异无统计学意义$

J

$

"$"'

%(未放射组
L!

裸鼠淋巴结转移瘤中
8Q

)

A2G2-&()

+

及
48I@

与
:!

裸鼠淋巴结转移瘤比较&差异无统计学意义$

J

$

"+"'

%(放射治疗后
:!

裸鼠移植瘤中
8Q

和
48I@

表达均高于放射治疗后的
L!

裸鼠移植瘤$

J

"

"+"'

"

"+"!

%&

8Q

)

A2G2-&()

+

在放射治疗后
:!

裸鼠

淋巴结转移瘤中的表达明显高于放射治疗后
L!

裸

鼠淋巴结转移瘤&见表
(

(

($)

!

8Q

)

A2G2-&()

+

及
48I@

在鼻咽癌组织与鼻

咽癌放疗后复发组织中的表达

(&

例鼻咽癌组织中
8Q

)

A2G2-&()

+

和
48I@

阳性表达率分别为
*%$&*N

$

!$

"

(&

%)

%'$""N

$

(!

"

(&

%和
%&$'%N

$

((

"

(&

%(鼻咽癌放疗后复发组织中

8Q

)

A2G2-&()

+

和
48I@

的阳性率分别为
%($""N

$

!&

"

('

%&

&&$""N

$

((

"

('

%和
!""$""N

$

('

"

('

%(鼻

咽癌放疗后复发组织中
48I@

的表达高于鼻咽癌

组&差 异 有 统 计 学 意 义 $

J

"

"$"'

%&见 表
#

(

:

F

<,E+,(

相关分析显示&鼻咽癌组织中
8Q

与
A2)

G2-&()

+

)

A2G2-&()

+

与
48I@

表达的呈正相关&鼻咽

癌放疗后复发组织中
8Q

与
A2G2-&()

+

和
48I@

呈

正相关&见表
)

(不同年龄)性别)颈部淋巴结转移

和临床分期的鼻咽癌组织及鼻咽癌放疗后复发组织

中
8Q

)

A2G2-&()

+

及
48I@

的表达差异均无统计学

意义$

J

$

"$"'

%&见表
'

)

*

(

表
H
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放射前后
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讨论

鼻咽癌是华南地区常见的头颈部恶性肿瘤&主

要病理学类型为分化型非角化性癌(鼻咽癌放疗后

易复发和$或%远处转移&主要原因之一是鼻咽癌存

在放射敏感*

(

+

(电子显微镜观察显示
:!

细胞具有

大量微丝)微管&线粒体嵴小而少&可能是导致其增

殖慢)放射敏感度低的原因*

!

+

(微管等结构是否与

鼻咽癌放射敏感异质性有关&本实验通过研究
L!

和
:!

的
8Q

)

A2G2-&()

+

和
48I@

的表达差异&探讨

鼻咽癌放射放疗后复发的可能影响因素&为进一步

提高鼻咽癌治疗效果提供实验依据(

实验在瘤结节体积无统计学差异的前提下$实

验最后瘤体质量也证实%&

!"5

D

单次照射后
L!

)

:!

裸鼠移植瘤瘤体质量均分别小于未放射组&说明放

射治疗有效(

8Q

和
A2G2-&()

+

是细胞骨架系统的

组成部分&有学者提出不同程度的细胞骨架异常可

能与横纹肌肉瘤的转移潜能不同有关*

)

+

(国外研究

结果*

'

+显示
A2G2-&()

+

与直肠癌放射抵抗性有关&

%

型角蛋白与直肠癌放射敏感度有关(放射治疗后

:!

裸鼠移植瘤及淋巴结转移瘤中
8Q

表达均高于

相应的放射治疗后
L!

组&放射治疗后
:!

裸鼠淋巴

结转移瘤中
A2G2-&()

+

的表达明显高于放射治疗后

L!

裸鼠淋巴结转移瘤&结合未放射组和放射组
:!

裸鼠移植瘤淋巴结转移率均高于相应
L!

组&实验

结果提示&当细胞受到射线影响时&角蛋白和微管蛋

白异常表达&并改变细胞表型使其恶性特征如转移

增强&放射抵抗潜能的
:!

放射治疗后转移率较高可

,

)*!

,
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能与
8Q

和
A2G2-&()

+

高表达有关(

8Q

)

A2G2-&()

+

表达与鼻咽癌患者年龄)性别)颈部淋巴结转移和临

床分期无关&结合动物实验结果&提示
8Q

与
A2G2)

-&()

+

作为细胞反应的靶结构&只是参与辐射引起细

胞变化的过程&尚不能作为判断鼻咽癌转移及放射

敏感度的独立预测指标(

:

F

<,E+,(

相关分析显示

8Q

与
A2G2-&()

+

的表达在鼻咽癌组织和鼻咽癌放

疗后复发组织中均呈正相关关系&提示
8Q

与
A2)

G2-&()

+

受射线影响的变化是同步的&这一结果与

国外报道*

'

+不同&考虑可能是由使用不同类型
8Q

单抗检测引起&或由检测的标本组织学类型不同

所致(鼻咽癌组织中
A2G2-&()

+

与
48I@

的表达

呈正相关关系&而鼻咽癌放疗后复发组织中
8Q

与

48I@

的表达呈正相关&说明细胞骨架与放射后

细胞的增殖程度密切相关&提示不同条件下鼻咽

癌细胞的增殖与不同细胞结构有关(

对
48I@

与鼻咽癌放射敏感度及放疗效果间

的关系&文献报道不一(张少伟等*

*

+认为高
48I@

表达鼻咽癌对放射线敏感&患者预后好(朱小东

等*

%

+的研究结果提示
48I@

可能仅与肿瘤的发生

有关&而与其放射敏感度没有相关性(有学者建

议*

&

+以放疗后
48I@

初始变化预测放射敏感度(

本实验与文献报道的不完全相符&未放射组
L!

裸

鼠移植瘤组织中
48I@

阳性表达高于未放射的
:!

裸鼠移植瘤&结果符合
K<E

/

0(&<

和
AE&G0(C<,2

提

出的经典定律(放射治疗后
:!

裸鼠移植瘤中
48)

I@

表达高于放射治疗后的
L!

裸鼠移植瘤&鼻咽癌

放疗后复发组织中
48I@

的表达高于鼻咽癌组&结

合
>*

切片观察&鼻咽癌放疗后复发组的癌细胞核

异型性比鼻咽癌组更为明显&提示具有放射抗性的

鼻咽癌放射治疗后仍能保持较好的增殖能力&放射

治疗后的细胞增殖活跃可能是鼻咽癌放疗后复发及

转移的基础(因本实验非配对资料&无法判断鼻咽

癌放疗后复发组在放疗前的
48I@

表达情况&综上

结果考虑
48I@

表达仅反映了细胞的增殖状态&尚

不能单独作为鼻咽癌放射敏感度或放疗后复发可能

性的预测指标(

本实验偏重从形态方面进行研究&

8Q

)

A2G2)

-&()

+

及
48I@

在鼻咽癌放疗后复发和转移中的具

体参与机制有待进一步探讨(
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