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摘要：选择大肠癌手术切除癌组织标本56份及同组病例距癌组织外缘3era内的癌旁组织标本20份，采用免

疫组织化学Elivision Plus二步法检测正常大肠黏膜、癌旁组织、大肠腺瘤和大肠癌中热休克蛋白60(HSP60)

的表达。结果HSP60在正常大肠黏膜、癌旁组织、大肠腺瘤、大肠癌中表达阳性率分别为27．78％，40％，

77．78％，80．36％。各组间比较，HSP60表达的阳性率具有显著性差异(Z2=23．314，P一0．000)。HSP60在

大肠癌中的表达可能在大肠癌发生发展中发挥作用，特别在大肠癌恶性演进中以及预后预测中具有重要意

义，其可能可以作为独立的生物标志物。
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Abstract：By means of Elivision Plus immunohistochenistry method，the heat shock protein 60

(HSP60)expression in colorectal carcinoma，premalignant lesion and normal tissues iS tested．

The results showthat the positivity rates of HSP60 in colorectal carcinoma。carcinogenesis and

malignant are 27．78％，40％，77．78％，80．36％，respectively．There are sharp differences in

HSP60 expression between the colorectal carcinoma group and the normal group．These results

suggest that expressions of HSP60 might play a role in progression of carcinoma and prognosis

and might be expected tO become independent biomarker．
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热休克蛋白(Heat Shock Protein，HSPs)是细胞

受到各种刺激后产生的一类高度保守的蛋白质，热

休克蛋白广泛参与机体的各种生物和病理过程[1]。

按分子量大小热休克蛋白分为5个家族：HSPl00、

HSP90、HSP70、HSP60和小分子量HSP家族口]。热

休克蛋白与肿瘤的发生、发展、生物学行为及其预后

有密切的关系[3]，国内外学者对其极为关注。但是，

以往对HSP70等在肿瘤的表达研究报道较多，

HSP60的肿瘤的表达研究甚少。因此，我们应用免

疫组化方法研究大肠癌组织HSP60表达与临床病
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理参数间的关系，探讨HSP60在大肠癌表达的意

义。

1材料与方法

1．1材料

选择我院大肠癌手术切除癌组织标本56份及

同组病例距癌组织外缘3cm内的癌旁组织标本20

份。56份标本中，31份来原于男性，25份来原于女

性，患者平均年龄56．2岁；肿瘤发生部位：结肠27

份，直肠29份，有淋巴结转移24份；组织分型：高分

化腺癌21份，中分化腺癌22份，低分化癌13份，结

肠腺瘤22份，正常粘膜组织20份。

1．2方法

标本经4％中性甲醛固定，常规石蜡包埋，切片
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厚4肛m，切片作免组织化学染色。免疫组织化学染

色法：采用免疫组织化学Elivision Plus二步法；试

剂：鼠抗人HSP60单克隆抗体和即用型第二代免疫

组化ElivisionTM Plus广谱试剂盒(福州迈新公司

出品)，染色方法严格按试剂盒的说明进行，即：(1)

石蜡切片脱蜡和水化后，用PBS液(pH值7．4)冲洗

3．次，每次3min。(2)柠檬酸高压修复，PBS液冲洗3

次，每次3min。(3)每张切片加2滴3％双氧水，室温

下孵育10min，PBS液冲洗3次，每次3min。(4)除去

PBS液，每张切片加50弘l，置于冰箱4℃过夜。(5)

PBS液冲洗3次，每次5rain，除去PBS液，每张切片

加50肛1聚合增强剂(试剂A)，室温下孵育20min，

PBS液冲洗3次，每次3rain。(6)除去PBS液，每张

切片加50弘l酶标抗／兔聚合物增强剂(试剂B)室温

下孵育30min，PBS液冲洗3次，每次3min。(7)除去

PBS液，每张切片加50弘1新鲜配制的DAB，显微镜

下观查3～5min。(8)自来水冲洗，苏木素淡染，自来

水冲洗，PBS液反蓝，常规脱水，封片。

1．3结果判断方法

阳性结果判定以细胞浆出现棕黄色染色或伴有

胞核棕黄色颗粒为阳性细胞。由两人分别计数20个

高倍视野的阳性细胞，根据阳性细胞表达率分为阴

性(一)，阳性细胞<5％；弱阳性(+)：阳性细胞<

6％～30％；中等程度阳性(++)：阳性细胞<30％

～60％；强阳性(+++)：阳性细胞>60％。以中等

程度阳性和强阳性为过表达标准。

1．4统计学方法

应用SASS计算机软件进行数据统计，并进行

X2检验。

2 结果

镜下正常粘膜组织大部分腺上皮末见HSP60

表达，个别阳性表达主要分布在粘膜表面上皮(图

1)，阳性率为11．11％；癌旁组织HSP60表达主要

分布在粘膜腺体和腺沟(图2)，阳性率为15％；腺瘤

的HSP60表达主要分布在腺体，以腔缘面多见(图

3)，阳性率77．78％；癌细胞的HSP60表达阳性率

为80．36％，图4中癌细胞HSP60表达呈较深的棕

黄色细小颗粒状。HSP60在各组织的表达情况及在

肠癌的分化程度见表1和表2。

表1中4个组织间比较，阳性率有极显著性差

异(Z2—23．314，P=0．ooo)，粘膜组织与腺瘤组间

比较有显著性差异(妒=9．028，P=0．003)，粘膜

图1 正常粘膜组织表面上皮的HSP60表达

图2癌旁组织粘膜腺体和腺沟的HSP60表达

表1 HSP60在备组粘膜组织的表达

表2 HSP60在肠癌不同分化程度的表达

组织与癌组间比较有极显著性差异(Z2—17．185，P

=0．000)，癌旁组织与腺瘤组间比较有显著性差异

()[2=5．546，P一0．019)，癌旁组织与癌组间比较

有极显著性差异(Z2—11．373，P=0．001)。

表2中不同分化组问比较，阳性率无显著性差
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异(Z2—2．446，P一0．294)，淋巴结转移有无组间

比较，阳性率无显著性差异(Z2—3．694，P一

0．055)，癌浸润程度组问比较，阳性率无显著性差异

(妒一3．223，P一0．073)。

图3腺瘤腺体腔缘面的HSP60表达

图4癌细胞HSP60表达

3讨论

热休克蛋白是一类生物进化上最保守的蛋白

质，又称应激蛋白，在正常细胞中表达很低，在高热、

乙醇中毒、病毒礴染、氨基酸类似物储积、DNA损

伤、缺氧、重金属离子过多、细胞内出现变性自身蛋

白等应激因素影响下，细胞内HSPs表达增强，使细

胞耐受应激损伤．，维持细胞内环境的稳定，这是细胞

的一种自身保护；它的作用通过与具有不同功能的

多种蛋白质在细胞中形成复合体而参与有关蛋白质

的折叠，亚基的组成，细胞内运输及蛋白质降解等过

程，从而调节靶蛋活性和功能[4~6]这一称为分子伴

侣的作用逐渐被人们所了解。最近的研究发现HSP

与细胞的转化和恶变关系密切，癌基因转化的细胞

和人类恶性肿瘤的细胞系中HSP呈过表达口]。陈志

芬等[81研究报道HSP60在胃癌组织中表达增强。这

是由于胃癌和其它肿瘤一样具有无限增殖的能力，

癌细胞中存在原癌基因的突变、扩增、激活及抑癌基

因突变、失活和缺失，因而导致HSP在癌组织中过

表达[9’1⋯。癌组织中HSP的过表达与具有拮抗肿瘤

凋亡的能力有关。自从细胞凋亡在肿瘤发病学和治

疗学的意义受到广泛重视，学者们研究发现，肿瘤细

胞能通过过度表达拮抗凋亡的蛋白质而生存口¨；乳

腺癌过表达HSP90与肿瘤的进展有关，其机制与

HSP90能够通过激活Akt并导致抑癌基因P53失

活来抑制肿瘤细胞凋亡Ll 2|。

目前，肿瘤与HSP的关系还不十分清楚，这有

待于进一步研究。但是，肿瘤不断地增殖过程中，合

成代谢增强的状态下需要大量的HSP来调节和稳

定这一异常增殖，同时由于肿瘤组织生长旺盛，相对

缺血、缺氧，细胞内环境的改变，肿瘤细胞在应激状

态下诱导HSP的过度表达已经有所了解。比如，本

次研究发现，肠粘膜，癌旁组织，腺瘤和癌组织，

HSP60的表达呈琢渐增强，尤其癌组织表达最强，

提示HSP的表达在结肠癌发生、发展发挥重要的作

用，HSP60可能可以作为独立的生物标志物，检测

HSP60对大肠癌的诊断及预后具有很大意义。
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富，种类繁多，独具特色，还有抗癌、抗白血病等药用

植物尚处于自发状态，亟需研究进行有效开放利用。

3．6提高科技含量，建立无公害药材载培基地

政府部门要将依靠科技开发药用植物资源列为

主要工作内容之一。对农民进行文化知识和科学技

术普及教育，选派有经验的科技人员深入农村，指导

农户科学化、规范化栽培药用植物。以科技为先导，

以当地资源为依托，建建立药用植物栽培GAP(生

产质量管理规范)基地。种植出质优，环保的药用植

物，来保证药材高产、优质。逐步实现专业化、系列

化、商品化的药用植物规模化、产业化生产发展格

局。

3．7加强现代中药创新平台的建设

国家(省)科技管理部门和省药监等应集中一定

人力、物力和财力，有重点地加强高校和科研单位现

代中药创新平台的基础建设，加强对广西药用植物

开发和利用的研究，使其尽快开发出以广西药用资

源为原料的具有自主知识产权的现代中成药，增加

中药材的附加值，使资源优势转化为商品优势。
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