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胃癌组织中 D2-40标记的微淋巴管密度 

与幽门螺杆菌 L型感染的关系研究 

田 甜，于东红 

· 基础 医学 · 

[摘要]目的：探讨人 胃癌组织中 D2-40标记 的微淋 巴管密度 (1ymphatic microvessel density，LMVD)与幽 门螺杆菌 L型 

(Helicobacterpylori L—form，Hp—L型)感染的关系。方法：采用免疫组织化学 S-P法检测 100例胃癌、50例对应癌旁及30例切缘 

正常对照组织 D2-40和 Hp—L型抗原的表达；采用革兰染色法检测上述组织的 Hp—L型的感染情况。结果：胃癌癌 中心区 

LMVD为每 100倍视野 12．61±4．20个 ，切缘正常对照组 LMVD为每 100倍视野9．23±5．62个，癌旁组织 LMVD为每 100倍 

视野 31．20±3．73个，癌旁组的 LMVD均显著高于胃癌癌中心区和切缘正常对照组(P<0．01)，且与胃癌淋巴结转移数 目及 

Hp—L型的检出率有一定的关系(P<0．01)。结论：胃癌组织中D2-dO单抗标记的LMVD与 Hp—L感染有密切关系。 
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Correlation between lymphatic microvessel densities marked by monoclonal antibody D2-40 

and helicobacter pylori L-form infection in gastric carcinoma 

TIAN Tian．YU Dong—hong 

(Department of Pathology，The First Affiliated Hospital of Bengbu Medical College，Bengbu Anhui 233004，China) 

[Abstract]Objective：To investigate the relationship between lymphatic microvessel density marked by monoclonal antibody D2-40 

and Helicobacter pylori L—form (Hp—L)infection in gastric cancer．Methods：The expression of D2-40 and Hp—L in the tissue samples of 

100 cases of gastric cancer，50 cases of peritumoral tissues and 30 normal gastric tissues were detect by S-P immunohistochemistry；and 

Hp—L infection of the above tissues was calculated by Gram stain．Results：The LMVD was 12．61±4．20 per 100 visual field in the 

central area ofthe tumor；and the LMVD was 31．20±3．73 per 100 visual field in the peritumoral tissues．which was significantly higher 

than that in the central area of the tumor and the normal gastric tissues 9．23±5．62 per 100 visual field(P<0．O1)：the number of 

LMVD was significantly correlated with that of metastatic lymph nodes and Hp—L infection(P<0．01)．Conclusions：The lymphatic 

microvessel density marked by monoclonal antibody D2-40 is correlated with Hp—L infection． 
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胃癌严重威胁人类生命健康，肿瘤的侵袭和转 

移是胃癌患者病死的重要原因之一，胃癌早期以淋 

巴道转移为主，淋巴道转移是决定 胃癌预后的关键 

因素。目前，新生淋巴管与胃癌淋巴转移的相关性 

研究越来越受到重视。D2-40是新近发现的淋巴管 

内皮细胞特异性的标志物⋯，其发现为深入淋巴管 

转移机制的研究提供 了可能。幽门螺杆菌 L型 

(helicobacter pylori L-form，Hp—L型)是 Hp的细胞壁 

缺陷型 J，即球形 Hp，它与 胃癌 的发生密切相 

关 J，但与胃癌淋巴道转移之间关系的研究较少。 
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为此我们应用免疫组织化学及革兰染色等方法，检 

测用 D2-40标记的淋巴管密度(1ymphaticicro—vessel 

density，LMVD)和 Hp—L型感染的情况，旨在探讨胃 

癌组织中 D2-40标记的 LMVD和 Hp-L型感染 的 

关系。 

1 资料与方法 

1．1 一般资料 收集 2007年 1月至 2008年 6月 

我科存档的 100例胃癌手术切除的蜡块及相关临床 

病例资料，患者术前未进行任何抗癌治疗。男 72 

例，女 28例；年龄 36～83岁。高分化腺癌 9例，中 

分化腺癌54例，低分化腺癌37例。随机取癌旁(正 

常与癌交界处)组织 5O例(癌旁组)，切缘正常组织 

30例 (对照组)。所有标本经 10％ 甲醛固定，做 

4 m连续切片，苏木精 一伊红染色、革兰染色和免 

疫组织化学染色。 

1．2 主要试剂 浓缩型鼠抗人 D2-40单克隆抗体 

(编号 ZM-0465)，即用型兔抗人 CD31单克隆抗体 
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(编号 MAB~031)，均购 自福州迈新生物技术开发 

有限公司；兔抗人 Hp—L型多克隆抗体，由蚌埠医学 

院微生物学教研室制备。 

1．3 方 法 

1．3．1 免疫组织化学染色及结果判定 每例标本 

均应用 D240单抗、CD31单抗行免疫组织化学(S-P 

法)染色，其中 D240工作浓度均为 1：100，CD31为 

即用型。D240另取扁桃体标本作 为阳性对 照； 

CD31用已知阳性片作为对照；两者均用 PBS替代 
一 抗为阴性对照。操作方法严格按照试剂说明书进 

行。结果判定：D240、CD31表达 阳性均为胞质和 

(或)胞膜有棕黄色颗粒样着色。其 中 D240标记 

于 CD31表达阴性的淋巴管内皮细胞，其管壁较薄 

且不规则，管腔内无红细胞。分别对 胃癌组织肿瘤 

边缘区(正常胃组织与肿瘤交界区)、中心区(实体 

肿瘤内部)及正常切缘组织进行微淋巴管计数。 

D240标记 LMVD参照 Ohno等 方法进行计数，在 

低倍镜下选取 LMVD最高的区域，然后在高倍镜下 

分别计数肿瘤中心及肿瘤边缘的微淋巴管数，取 5 

个不同视野的平均值作为该例的 LMVD值。 

1．3．2 Hp—L型的检测及结果判定 组织切片脱蜡 

后进行革兰染色，油镜下观察并计数；每例随机观察 

8～10个不同视野，取平均数。Hp—L型菌数≥20个 

为阳性，<20个或未查见则为阴性。Hp—L型革兰 

染色若呈红色为革兰染色阴性；若呈紫色则为革兰 

染色阳性。每例同时用抗 Hp—L型抗体进行免疫组 

织化学染色(S-P法)，一抗工作浓度为 1：90，用已 

知 Hp—L型阳性切片作为阳性对照，用 PBS替代一 

抗为阴性对照，操作方法严格按照 S-P试剂盒说明 

书进行。其阳性结果判定标准为：胃癌细胞、正常胃 
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黏膜上皮细胞及间质巨噬细胞 的胞质或胞膜着棕黄 

色细颗粒为 Hp—L型抗原表达阳性。革兰染色 L型 

检出和免疫组织化学 Hp—L型抗原表达同时阳性者 

定为 Hp—L型感染阳性。 

1．4 统计学方法 采用方差分析和 q检验、t(或 

t )检验和 检验。 

2 结果 

2．1 不同组织中微淋巴管的形态和分布特点 通 

过与 CD3 1标记的微血管相比较发现，D240单抗标 

记阳性脉管的特点是：管壁薄无肌层，形态不规则， 

腔内无红细胞，符合微淋巴管形态(见图 1)。在 胃 

癌癌旁组织中D240标记阳性的微淋巴管数目较多 

且多为扩张状态 ，管腔大小不一；而在胃癌组织的中 

心区 D240标记阳性的微淋巴管数量较少且多为细 

小腔隙或条形闭锁状(见图2、3)。对照组 D240标 

记阳性的微淋巴管分布稀疏且大都位于黏膜下层和 

浆膜层。癌旁组织的 LMVD均显著高于胃癌组织 

中心区和对照组(P<0．01)，而癌中心区 LMVD也 

明显高于对照组(P<0．01)。有淋巴结转移的胃癌 

癌旁组织 LMVD高于无淋巴结转移者(P<0．01) 

(见表 1、2)。 

2．2 Hp—L型的检测结果及分布 胃癌组、癌旁组 

中 Hp—L型阳性率均高于对照组(P<0．05)，胃癌组 

与癌旁组的 Hp—L型阳性率差异无统计学意义(P> 

0．05)(见表 3)。观察革兰染色切片发现，Hp—L型 

大部分是革兰染色阴性，呈圆球形，可在癌巢、癌间 

质或黏膜层聚集成堆，也可散在分布于其中，也可见 

到 L型黏附于癌细胞表面的现象(见图4)。 

一  
图 1 胃癌组织中 D2—4O表达阳性的微淋巴管(黑箭头)与微血管(内含红细胞)(红箭头)(S—P法)图2 D2_4O在癌问质内表达(s—P法) 

图3 D240在癌周问质内的表达fS—P法)网4 胃癌癌细胞间 Hp—L型圆球体及原生小体(革兰染色) 

表 1 不 同组织 中 D240标记 LMVD的检测结果比较 表 2 胃癌淋巴结转移与癌旁组织 LMVD的关系比较( ±s) 

q检验：与胃癌组比较 } P<O．01，与癌旁组比较△△P<0．Ol 

2．3 胃癌 中 Hp—L型感染与 LMVD之 间的 关 系 

胃癌癌旁组 Hp—L型阳性组的LMVD明显高于 Hp-L 
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型阴性组(P<0．01)；而癌中心区Hp—L型阳性组与 

阴性组的LMVD差异无统计学意义(P>0．05)(见 

表 4)。 

表 3 不同组织中的Hp—L型的检测结果比较( ) 

率的两两比较：与对照组比较 P<0．05 

表4 胃癌中Hp—L型感染与 LMVD值之间的关系( ±5) 

3 讨论 

肿瘤淋巴道转移机制与肿瘤新生淋巴管研究成 

为继血管生成机制研究的前沿领域。以往对肿瘤淋 

巴管生成的研究因为缺乏淋巴管内皮细胞的特异性 

标志物而相对滞后于肿瘤新生血管的研究。近年 

来，由于淋巴管内皮细胞中特异性表达分子的被发 

现，使得更准确、更简单地识别淋巴管成为可能。 

D240是新近发现的一种相对分子质量为40 000、 

能特异性标记肿瘤组织中淋巴管内皮细胞的单克隆 

抗体 。山Marks等 在 1999年为研究胚胎睾丸 

精原细胞瘤中癌胚抗原 M2A的特征和分布时制备 

而成，当时发现它能够识别存在于胚胎睾丸生殖细 

胞肿瘤中一种相对分子质量为4×10 的糖蛋白，且 

能够和石蜡包埋的组织反应。Fukunaga等 在研 

究 D2-40与 Kaposi肉瘤、血管肉瘤的关系时发现， 

D2-40可以检测出分布在淋巴管内皮细胞内的唾液 

糖蛋白携带的抗原决定簇，是淋巴管内皮细胞的特 

异标记物。本研究结果显示，由 D2-40标记的微淋 

巴管具有一定的分布特点，在癌旁组织中微淋巴管 

丰富且管腔较大，在癌中心区仅能见到少量的裂隙 

状或条索状微淋巴管结构，在正常组织中微淋巴管 

稀疏分布于黏膜下层和浆膜层。胃癌癌旁组织的 

LMVD均 著高于胃癌组织中心区和对照组(P< 

0．O1)，而癌中心区 LMVD也明显高于正常切缘对 

照组(P<0。05)，有淋巴结转移的胃癌组织 LMVD 

也高于无淋巴结转移者(，J<0．O1)，提示在肿瘤淋 

巴管转移中位于肿瘤边缘的新生淋巴管更为重要， 
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这一结果与文献 报道相符。Padera等 发现， 

虽然肿瘤内部的淋巴管呈塌陷状态或因充满肿瘤细 

胞而缺乏功能，但是瘤体边缘的功能性淋巴管仍足 

以引起淋巴转移。 

Hp是公认的胃癌重要的环境因子之一，目前 

WHO已将 Hp列入一级致癌因子。几乎所有细菌 

在不利于自身生长的环境下都不可避免地发生细胞 

壁的缺陷而形成相应的细菌 L型，Hp也不例外，在 

胃液、胆汁、溶菌酶、抗生素、环境中氧浓度改变等条 

件下易发生细胞壁缺陷而形成 Hp—L型  ̈，即它的 

变异型。Hp—L型对环境抵抗力强，对抗生素等具有 

较强的抵抗力 “ ，是 Hp适应外界不良条件的一种 

自我保护形式。因此，Hp—L型比 Hp更具有潜伏 

性、侵袭性和难消除性。Hp-L型由于细胞壁缺陷， 

其表面电荷改变，对宿主细胞表面的黏附性增强，使 

其易于在宿主细胞内定植，不断造成组织损伤，引起 

慢性炎症。炎症时炎性细胞，尤其是巨噬细胞，产生 

包括血管内皮生长因子在内的一类血管生长因子以 

及炎症介质等多种因素可直接刺激血管内皮细胞和 

淋巴管内皮细胞增生，诱导淋巴管生成。新生的微 

淋巴管由于发育不成熟，管壁仅为一层常有裂隙的 

内皮细胞，缺乏基膜，加上内皮细胞分泌的胶原降解 

酶、尿激酶和纤维蛋白酶原激活剂等，使肿瘤细胞容 

易进入微淋巴管和穿透其邻近的基质和结缔组织包 

膜，促进肿瘤的浸润和转移。此外，肿瘤生长和淋巴 

组织增生，对肿瘤问质压产生重大影响。间质压的 

增加，也是肿瘤细胞侵入淋巴系统的一个重要因素。 

本实验结果显示，癌旁组 Hp-L型阳性组的 LMVD 

明显高于 Hp．L型阴性组(P<0．01)，Hp—L型感染 

与 LMVD显著相关，表明 Hp—L型可能通过炎症反 

应，诱导淋巴管生成而增加胃癌侵袭和转移的机会。 
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表 3 4组实验大鼠肝线粒体纹状体 GSH—PX活性 与 

OH·变化的比较(n =6； ±S) 

q检验：与对照组比较 P<0．05， $P<0．01； j MnCI2身t比 

较△ZXP<0．Ol；与Tau+MnC12红【比较#，J<0．05 

细胞膜的稳定性-- 。目前临床上已将其用于治疗 

充血性心力衰竭、癫痫等疾病，用于治疗急慢性肝炎 

也被证明很有价值。Tau可抑制细胞内钙离子超载 

升高，起到保护细胞的作用。细胞色素 C被认为是 

细胞凋亡的重要启动促进剂，激发 caspases的活化， 

引起细胞凋亡。Tau参与膜主要成分磷脂代谢，保 

护膜磷脂免受降解，具有直接膜稳定作用，并调节膜 

对离子通透性 。作为一种安全可靠的细胞保护 

剂和抗氧化剂，在与 自由基损伤有关疾病的防治上 

可能具有广阔的应用前景。Centonze等 报道，Mn 

通过过度激活皮质 一纹状体通路神经元，引起兴奋 

性传递，导致纹状体神经元的兴奋性毒性。 

本研究结果显示，Tau和 CSA对 Mn致大鼠肝 

线粒体膜损伤有保护作用，大鼠单纯染 Mn 30天后， 

与对照组比较线粒体膜肿胀度光密度降低， 孔、 

线粒体膜电位光密度明显降低，Tau+MnC1，组 Prr 

孑L、线粒体膜肿胀度、线粒体膜电位光密度升高， 

CSA十MnC1 组 PT孔 、线粒体膜电位光密度明显升 

高，线粒体膜肿胀度光密度无明显变化。Tau和 

CSA对 Mn致大 鼠肝线粒体呼吸链的影响可知， 

MnC1，组纹状体 SDH活性降低，细胞色素 c含量升 

高；Tau和 CSA对 Mn致大鼠肝线粒体氧化应激功 

能影响可知，MnC1 组纹状体 GSH．PX活性降低， 

OH·含量升高。证实 Tau能减轻 Mn对线粒体的 

损伤，从而保护线粒体结构和功能的相对稳定；特异 

性抑制 PT孔的开放、减轻 MPT作用引起的细胞损 

伤可能是 CSA发挥细胞保护性作用的重要机制； 

12l9 

CSA可能是通过特异性地与 Cyclop hilin D结合抑 

制 孑L的开放 ，是 目前发现 的 PT孔开放的最强有 

力的抑制剂 141。 
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