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Abstract Objective To research the diagnostic value of the wide band acoustic absorbance rate in children otitis
media with effusion． Methods The wide band acoustic absorbance rate was tested in 114 children( a control group
of 30 healthy children; 50 patients shown middle ear effusion during tympanotomy; and 34 patients with chronic ef-
fusion shown no middle ear effusion during tympanotomy) ． The data of each group were analyzed，and the diagnos-
tic value of wide band absorbance was analyzed with the receiver operating characteristic curve． Ｒesults The wide
band acoustic absorbance rate of otitis media with effusion group was notably lower than that of non-effusion group
and control group at the 0. 5 ～ 4 kHz averaged absorbance( P ＜ 0. 05) ． After analyzing the receiver operating char-
acteristic curve，it showed that the diagnosis value was highest in the range of 0. 5 ～ 2 kHz ( area under the curve
0. 984) ，followed by 1 kHz and 1. 5 kHz ( area under the curve: 0. 973 and 0. 967 ) ． Conclusion Compared
with the conventional 226 Hz tympanometry，the wide band tympanometry is more accurate for the diagnosis of chil-
dren otitis media with effusion． It can be used as a better method for the diagnosis of otitis media exudative lesions．
Key words wide band tympanometry; middle ear effusion; asorbrance
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◇经验与体会◇

散发性结直肠癌微卫星不稳定状态
与临床病理特征及预后的关系

蒋 娜，隋燕霞，蒋依娜，张冠军

摘要 选取 213 例散发性结直肠癌( CＲC) 患者的手术切除

标本，采用免疫组化( IHC) 方法检测肿瘤组织中错配修复蛋

白( MMＲ) 表达及 PCＲ-毛细管电泳法检测微卫星状态。213
例患者中微卫星不稳定( MSI) 为 35 例，占 16%，MSI 与肿瘤

组织学分级、分型、部位、淋巴结转移、分期有关，随机抽取

20 例标本进行 PCＲ-毛细管电泳法检测，其中 3 例肿瘤组织

显示高频微卫星不稳定( MSI-H) 。MSI 肿瘤具有明显的临

床病理特征，预后优于微卫星稳定( MSS) 患者。
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结直肠癌( colorectal cancer，CＲC) 是全世界第
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三高发恶性肿瘤，2015 年 CＲC 约占到全世界癌症

总数的 9. 7%［1］。CＲC 的发生是一系列复杂的基因

疾病的结果。微卫星不稳定( microsatellite instabili-
ty，MSI ) 的 肿 瘤 被 定 义 为 免 疫 组 化 ( immunohisto-
chemistry，IHC) 染色检测有一个或多个错配修复蛋

白( mismatch repair protein，MMＲ) 缺失或基因检测

表现出高频微卫星不稳定( high frequency microsat-
ellite instability，MSI-H ) 。MSI 占 散 发 性 CＲC 的

15%，其具有独特的发生机制、预后、治疗方案以及

与林奇综合征( Lynch syndrome，Lynch) 有密切的关

系。IHC 法检测 MMＲ 缺失的被认可和使用，使得

检测 MSI 变得简便易行，有利于为肿瘤治疗提供策

略。秦云 等［2］证明此法的敏感度为 94. 9%，特异度

为 100. 0%。目前关于 MSI 的研究不仅仅局限于发

病机制上，其与 CＲC 预后的关系也成为目前研究的

热点。该研究通过分析 CＲC 的临床 病 理 特 点 与

MSI 的关系和随访 CＲC 患者的生存状态，探讨 MSI
对中国人散发性 CＲC 生存的影响。
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1 材料与方法

1． 1 病例资料 收集西安交通大学第一附属医院

2014 年 1 月 ～ 2016 年 12 月经手术切除的 CＲC 患

者标本中 213 例的肿瘤组织与远离肿瘤组织正常直

肠黏膜组织，有家族性腺瘤性息肉病的患者被排除。
另外，入选病例术前均未行放、化疗。在分析的 213
例患者中，男 118 例，女 95 例; 年龄 19 ～ 92 岁，中位

年龄 59 岁，生存时间定义为自手术治疗之日至末次

随访日或死亡所经历的时间，以月为单位计算。至

研究终点( 2017 年 12 月) 。依据 2010 版 WHO 组织

学分级系统，将 CＲC 分为高、中、低分化，如超过 50%
的肿瘤细胞表现为粘液分化，则被归为粘液腺癌。
1． 2 研究方法 标本经 10% 中性福尔马林固定，

常规脱水、包埋，4 μm 切片，HE 染色，光镜观察，并

应用免疫组化 Envision 法染色。所用免疫组化一抗

错配修复蛋白 MSH2( mutS homolog 2) 、错配修复蛋

白 MSH6 ( mutS homolog 6 ) 、错 配 修 复 蛋 白 MLH1
( mutL homolog 1) 、错配修复蛋白 PMS2( PMS1 hom-
olog 2) 及二抗［为鼠兔通用型抗体，二氨基联苯胺

( DAB ) 显 色］购 自 福 州 迈 新 公 司。采 用 Ventana
BenchMark XT system 进行免疫组化染色。按照全

部肿瘤细胞核均无着色方判定为该蛋白表达丢失。
周围 间 质 细 胞 和 浸 润 淋 巴 细 胞 作 为 内 对 照。有

MMＲ 蛋白 表 达 缺 失 的 病 例 判 定 为 MSI，未 出 现

MMＲ 蛋白表达缺失的判定为微卫星稳定( microsat-
ellite stability，MSS) 。MSI 检测采用 PCＲ-毛细管电

泳法检测，选择肿瘤及远离肿瘤的正常切缘组织，采

用德国 Qiagen 公 司 的 DNA 提 取 试 剂 盒 ( QIAamp
DNA FFPE Kit) 提取石蜡组织中的 DNA，采用美国

Promega 公司的 MSI 检测试剂盒特异性扩增 Bat25、
Bat26、NＲ-21、NＲ-24、MONO-27 位点，使用美国 ABI
公司 Applied Biosystems 3500 对扩增产物进行检测，

使用 GeneMapper4. 1 软件进行数据分析。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 18. 0 软件进行统计

分析，计数资料比较采用 χ2 检验和 Fisher 确切概率

法，生存分析采用 Kaplan-Meier 法并绘制生存曲线、
Log-rank 法比较组间生存时间的差异，P ＜ 0. 05 为

差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 CＲC 组 织 中 MMＲ 蛋 白 MLH1、MSH2、
MSH6、PMS2 免 疫 组 化 表 达 缺 失 率 35 例 发 生

MMＲ 蛋白表达缺失，见图 1，其中 12 例为 MLH1 蛋

白和 PMS2 蛋 白 表 达 缺 失; 6 例 为 MSH2 蛋 白 和

MSH6 蛋白表达缺失; 4 例为 MSH2 蛋白表达缺失;

12 例为 MLHl 蛋白表达缺失; 1 例为 MSH6 蛋白表

达缺失。本研究显示 MMＲ 蛋白表达缺失病例多为

肿瘤组织学分级为低分化，病理分型为粘液腺癌，右

半结肠肿瘤，并与淋巴结转移情况及分期相关，MSI
患者中只有 4 例发生淋巴结转移，大多数为Ⅱ期患

者。而与患者年龄、性别、脉管浸润、神经浸润无显

著相关性。见表 1。

图 1 结直肠癌患者 MMＲ

表达情况 × 200

A: MSH2 阳性; B: MSH6 阳

性; C: MLH1 阳性; D: PMS2 阳

性; E: MMＲ 蛋白阴性

2． 2 MSI 检测结果 随 机 抽 取 20 例 标 本 进 行

PCＲ-毛细管电泳法检测，其中 3 例肿瘤组织显示高

频微卫星不稳定( high frequency microsatellite insta-
bility，MSI-H) ，其中 1 例肿瘤组织显示低频微卫星

不稳定 ( low frequency microsatellite instability，MSI-
L) ，其余肿瘤组织显示 MSS，见图 2。
2． 3 生存分析 随访时间截止到 2017 年 12 月结

束，41 例( 19% ) 的 CＲC 患者死亡，均死于肿瘤复发

转移，随访时间 12 ～ 48 个月，中位随访时间 25 个

月。12 例( 6% ) 患者失访。同样，MSI 患者总体生

存时间( overall survival time，OS) 高于 MSS 患者，预

后较好( OS: χ2 = 4. 004，P ＜ 0. 05) ，见图 3。

3 讨论

CＲC 在男女均是高发肿瘤，平均发病年龄 62
岁［3］。Thibodeau et al［4］对导致 Lynch 综合征的错配
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表 1 MSI 和 MSS 结直肠癌患者临床病理特征的比较

临床病理指标 MSS( n = 178) MSI( n = 35) P 值 χ2 值

性别

男 97 21
0． 549 0． 359

女 81 14
年龄( 岁)

＞ 60 113 17
0． 561 0． 338

≤60 100 18
肿瘤部位

右半结肠 42 17
左半结肠 35 19 0． 002 12． 558
直肠 101 9

病理类型

腺癌 162 27
0． 018 5． 627

粘液腺癌 16 8
分化程度

高 12 0
中 142 25 0． 034 6． 791
低 24 0

神经浸润

有 6 1
0． 876 0． 024

无 172 34
脉管浸润

有 9 2
0． 872 0． 026

无 169 33
TNM 分期

Ⅰ 10 2
Ⅱ 92 27

0． 025 10． 985
Ⅲ 58 3
Ⅳ 18 3

淋巴结转移

无 117 31
≤3 个 41 4 0． 018 7． 993
＞ 3 个 20 0

修复基因进行微卫星研究，由此认识到一种定义为

MSI 的现象。MSI 通路是由于 DNA 错配修复基因

失活而发生，约 15%的散发性 CＲC 是由此发生。其

病因通常是人类 MLH1 错配修复基因( human MutL
homolog 1，hMLH1 ) 启动子甲基化，MMＲ 基因沉默

导致 IHC 显示相关 MMＲ 蛋白阴性，表现 MSI。然

而，在散发性 CＲC，MSI 的特征和重要性还知之甚

少，并且 MSI 能否预测 CＲC 患者预后仍有争论。
本研究显示，大约 16%的肿瘤表现为 MSI，这一

结果与 之 前 的 研 究［5］ 结 果 基 本 一 致。而 且 采 用

PCＲ-毛细管电泳法检测与 IHC 染色检测 MMＲ 蛋白

获得的 MSI-H 比例一致。本研究结果还表明，MSI
结直肠癌具有明显的临床病理特点，如多位于右半

结肠，组织学多为粘液腺癌，组织学分级多为低分

化，疾病分期早，淋巴结转移少见。有文献［6］报道

MSI 肿瘤多为女性，本研究没有证实性别与其有关，

因此对于 MSI-H 与性别是否有关尚存在争议，有待

图 2 PCＲ-毛细管电泳法检测

A: 正常组织; B: 同源癌组织，检测结果为 MSI-H 结直肠癌

图 3 结直肠癌患者的 OS 生存曲线

进一步研究。另外，值得注意的是有文献［7］ 报道

MSI 肿瘤患者年龄分布具有特点，伴有 MLH1 超甲

基化的患者与伴有 MMＲ 基因胚系突变的患者相比

年龄较大，而后者则较年轻。在一些学者的研究［8］

中表明 MMＲ 缺失的病例较少发生淋巴结转移，这

与本研究结果一致。还有些学者研究［9］表明 MSI
与肿瘤分期无关，但本研究显示 MSI-H 病例多为Ⅱ
期患者，这可能和散发性 MSI-H 结直肠癌异质性更

高，研究所选区域不能完全反映肿瘤整体，以及病例

数量有关。
本研究显示不论任何一种组织学亚型的 CＲC，
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只要伴有 MSI，生存期均有所提高。有学者研究［10］

显示 伴 有 MSI 的 II 期 CＲC 患 者 6 年 生 存 率 为

97%，因此，这些患者手术后不需要辅助化疗。这些

都提示 MMＲ 蛋白表达状态与 CＲC 预后密切相关，

并且可以很好地解释本研究结果中伴有 MSI 的肿

瘤淋巴结转移的减少。虽然 MSI 检测是金标准，但

IHC 检查 MMＲ 蛋白性价比较高，更易于患者接受，

因此所有 CＲC 患者特别是 ＜ 60 岁患者都应进行筛

查。IHC 检查 MMＲ 蛋白为患者病情转归和化疗疗

效提 供 预 测，影 响 患 者 治 疗 策 略 的 选 择，并 提 示

Lynch 综合征，促进肿瘤的个体化治疗。
伴有 MSI 的 CＲC 之所以有良好的预后是因为

肿瘤本身的组织学特点。肿瘤组织周围以淋巴细胞

为主的增强的炎症反应可能有助于生存时间的延

长。目前本研究缺乏炎症反应方面的资料，但关于

这一组织学特点的研究未来可能会成为研究的热

点。
有研究［11］显示 MMＲ 蛋白缺失的Ⅲ期和Ⅳ期

CＲC 患者发生肿瘤转移的比例较低，并且 OS 显著

提高。散发性伴有 MSI 的 CＲC 患者与染色体不稳

定( chromosomal instability，CIN) 途径发生 CＲC 的患

者相比预后较好。这一结果可能是由于 p53 和 K-
ras 基因突变在伴有 MSI 的 CＲC 较为少见。本研究

的病例中，MSI 患者以Ⅱ期肠癌为主，同时具有更长

的总体生存时间，Ⅲ期和Ⅳ期患者相对较少，其中伴

有 MSI 的病例则更少，因此微卫星状态对Ⅲ期和Ⅳ
期 CＲC 患者预后的影响了解较少。
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Ｒelationship between microsatellite instability and clinicopathological
features and prognosis in sporadic colorectal cancer

Jiang Na，Sui Yanxia，Jiang Yina，et al
( Dept of Pathology，The First Affiliated Hospital of Xi’an Jiaotong University，Xi’an 710061)

Abstract 213 cases of sporadic colorectal cancer were selected． The expression of mismatch repair protein
( MMＲ) was detected by immunohistochemistry，and the microsatellite status was detected by PCＲ-capillary elec-
trophoresis． Microsatellite instability ( MSI) was found in 35 out of 213 cases，accounting for 16% ． MSI was relat-
ed to histological grade，classification，location，lymph node metastasis and staging of tumor． 20 cases were ran-
domly selected for PCＲ-capillary electrophoresis，and 3 cases showed high frequency microsatellite instability
( MSI-H) ． MSI tumors have obvious clinicopathologic features and have better prognosis than MSS patients．
Key words colorectal cancer; microsatellite instability; immunohistochemistry; overall survival
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