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摘要 目的 研究 CD44v6 和 FOXD3 蛋白在人胃癌组织中
的表达及其与胃癌生物学行为的关系。方法 采用免疫组
化 Envision二步法检测两种蛋白在 100 例人胃癌组织及 40

例癌旁正常胃黏膜组织和 110 例人胃癌组织芯片中的表达。

结果 传统病理切片中 CD44v6 蛋白在胃癌组织和癌旁正
常胃黏膜组织的阳性表达率分别为 88%、22. 5% ( P ＜
0. 001) ，与胃癌浸润深度、淋巴结转移、临床分期相关( P ＜
0. 001) 。FOXD3 蛋白在胃癌组织和癌旁正常胃黏膜组织的
阳性表达率分别为 22%、90% ( P ＜ 0. 001 ) ，与胃癌浸润深
度、淋巴结转移、临床分期相关( P ＜ 0. 001 ) 。CD44v6 与
FOXD3 表达呈显著负相关性 ( rs = － 0. 276，P ＜ 0. 01 ) 。
CD44v6 和 FOXD3 在 110 例胃癌组织芯片中的表达结果与
以上传统切片中的表达情况相似。结论 FOXD3 作为干细
胞因子，其与胃癌生物学行为的关系以及与 CD44v6 的相关
性提示 FOXD3 可能作为胃癌干细胞标记物。
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肿瘤干细胞( cancer stem cells，CSCs) 是肿瘤细
胞中数量极少的特殊细胞亚群，这种细胞亚群能够

产生不同表型的肿瘤细胞，并维持肿瘤细胞的恶性

增殖［1］。CSCs可表达一些干细胞特异性标记因子，
提示干细胞因子可能参与肿瘤的形成或者是肿瘤细

胞的标记物［2］。CD44 是一种细胞表面黏附因子，
目前主要以其作为胃癌干细胞表面标志物进行胃癌

干细胞研究。CD44v6 是 CD44 主要变体之一，在肿
瘤细胞的侵袭及转移中起重要作用。FOXD3 是叉
头框( Forkheadbox，Fox) 家族成员之一，是一种干细
胞关键转录因子，具有保持胚胎干细胞多能性等作

用［3］。目前 FOXD3 与胃癌的关系及 FOXD3 与
CD44v6 的关系研究甚少。该研究通过分析 FOXD3
在胃癌组织中的表达情况及 CD44v6 与 FOXD3 蛋
白表达的相关性，探讨 FOXD3 作为胃癌干细胞标记
物的可能性，为胃癌临床诊断及治疗提供进一步的

理论依据。

1 材料与方法

1． 1 标本来源
1． 1． 1 第一部分标本来源 收集 2013 年安徽医科
大学第一附属医院病理科胃癌手术切除标本 100
例，所有病例术前未接受放化疗。其中男 77 例，女
23 例; 年龄 36 ～ 78 ( 61. 34 ± 8. 30 ) 岁。收集癌旁正
常胃黏膜组织 40 例作为对照。病例按 WHO 胃癌
组织学分期标准归类。
1． 1． 2 第二部分标本来源 选取 1982 ～ 2002 年美
国弗吉尼亚大学医学院病理系胃癌存档病例 125
例，以及安徽医科大学第一附属医院病理科胃癌手

术切除标本 60 例，共 185 例( 组织芯片由张红副教
授馈赠) 。病例术前均未接受放化疗。将上述两组
胃癌标本分别制成 2 张组织芯片。实际有效病例
110 例，其中男 82 例，女 28 例; 年龄 25 ～ 86 ( 40. 26
± 13. 25) 岁。癌旁正常胃黏膜组织对照同第一部
分。病例按 WHO胃癌组织学分期标准归类。
1． 2 主要试剂 鼠抗人 CD44v6 单克隆抗体( 即用
型) 、PV-6000 免疫组化检测试剂盒、浓缩型 DAB 试
剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司; 鼠抗人

FOXD3 单克隆抗体( 浓缩型，工作浓度 1 ∶ 200 ) 购
自美国 abcam公司。
1． 3 实验方法 所有切片采用相同条件按试剂盒
说明书方法进行操作。用已知阳性组织切片作为阳
性对照，以 PBS 代替一抗作为阴性对照。每张切片
随机选择 5 个高倍视野( × 400 ) ，采用半定量积分
法［4］判断阳性结果( 阳性面积和强度共同判断) 。
阳性面积判断: 视野阳性细胞数≤5%计为 0 分，6%
～25%计为 1 分，26% ～50%计为 2 分，51% ～ 75%
计为 3 分，＞ 75%计为 4 分; 阳性强度判断: 基本不
着色为 0 分，浅黄色为 1 分，棕黄色为 2 分，棕褐色
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为 3 分; 将两项积分相乘: 0 ～ 2 分为阴性( － ) ，3 ～ 4
分为弱阳性( + ) ，5 ～ 8 分为中度阳性( ) ，9 ～ 12
分为强阳性( ) 。为便于统计，将≥3 分( + ～)
均判断为阳性表达。染色结果均由两位病理科医师
阅片诊断核实。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 19. 0 软件进行分析，
计数资料采用 χ2 检验，定量资料采用 珋x ± s 表示，统
计分析使用 t 检验。等级资料采用秩和检验，相关
关系分析采用 Spearman检验。

2 结果

2． 1 传统病理切片中 CD44v6 在胃癌及癌旁正常
胃黏膜组织中的表达情况及其与胃癌临床病理参数

之间的关系 CD44v6 蛋白阳性信号主要定位于细
胞膜，染色呈棕黄( 褐) 色，细胞膜连续线状或带状

分布为阳性细胞，见图 1。CD44v6 在胃癌组织中阳
性表达率明显高于癌旁正常胃黏膜组织，差异有统

计学意义 ( χ2 = 57. 601，P ＜ 0. 001 ) ，见表 1。
CD44v6 在胃癌组织中的表达水平与胃癌的浸润深
度、淋巴结转移及临床 TNM 分期相关( P ＜ 0. 001) ，
与患者性别、年龄以及肿瘤大小无相关性，见表 2。
2． 2 传统病理切片中 FOXD3 在胃癌及癌旁正常
胃黏膜组织中的表达情况及其与胃癌临床病理参数

之间的关系 FOXD3 蛋白的阳性信号主要定位于
细胞核，呈棕黄( 褐) 色细颗粒状，见图 1。正常胃黏
膜组织中 FOXD3 蛋白阳性表达率明显高于胃癌组
织，差异具有统计学意义( χ2 = 54. 446，P ＜ 0. 001 ) ，

见表 1。FOXD3 蛋白的表达水平与胃癌的浸润深
度、淋巴结转移及临床 TNM 分期相关( P ＜ 0. 001) ，
与患者性别、年龄以及肿瘤大小无相关性，见表 2。

表 1 传统病理切片中 CD44v6 和 FOXD3 在胃癌组织和

正常胃黏膜组织中的表达情况

项目 阴性( n) 阳性( n) 阳性率( % ) χ2 值 P值
CD44v6
胃癌组( n = 100) 12 88 88 57． 601 ＜ 0． 001
正常组( n = 40) 31 9 22． 5

FOXD3
胃癌组( n = 100) 78 22 22 54． 446 ＜ 0． 001
正常组( n = 40) 4 36 90

2． 3 传统病理切片中 CD44v6 和 FOXD3 蛋白在胃
癌组织中表达的相关性 传统病理切片中，CD44v6
和 FOXD3蛋白在胃癌组织的表达经 Spearman 等级
相关分析处理后显示: 两者差异有统计学意义，且两

者呈显著负相关性( rs = －0. 276，P ＜0. 01) 。
2． 4 组织芯片标本中 CD44v6 在胃癌及正常胃黏
膜组织中的表达情况及其与胃癌临床病理参数之间

的关系 CD44v6 在胃癌组织中阳性表达主要分布
在癌巢外周或呈弥漫分布，脉管内转移的癌细胞也

可见 CD44v6 的阳性表达。CD44v6 在胃癌组织中
阳性表达率明显高于正常胃黏膜组织，差异有统计

学意义( χ2 = 7. 461，P ＜ 0. 01) ，见表 3。此结果与传
统病理切片中 CD44v6 的阳性表达结果基本一致。
CD44v6 在胃癌组织中的表达水平与胃癌的浸润深
度、淋巴结转移及临床 TNM 分期相关( P ＜ 0. 05 ) ，
与患者性别、年龄以及肿瘤大小无相关性，见表 4。

表 2 传统切片中 CD44v6 和 FOXD3 蛋白表达与胃癌临床病理参数间关系( n)

项目 n
CD44v6

－ +   Z值 P值
FOXD3

－ +   Z值 P值
性别

男 77 9 21 32 15 － 0． 147 0． 883 60 7 8 2 － 0． 232 0． 816
女 23 3 6 10 4 18 4 1 0
年龄( 岁)

＜ 60 35 3 9 18 5 － 0． 229 0． 819 26 3 5 1 － 0． 809 0． 418
≥60 65 9 18 24 14 52 8 4 1
肿块大小( cm)

＜ 5 44 5 15 19 5 － 1． 429 0． 153 33 4 5 2 － 0． 830 0． 406
≥5 56 7 12 23 14 45 7 4 0
浸润深度

T1 － T2 17 5 7 4 1 － 3． 012 0． 003 0 6 9 2 － 8． 758 ＜ 0． 001
T3 － T4 83 7 20 38 18 78 5 0 0
淋巴结转移

无 33 10 15 7 1 － 5． 393 ＜ 0． 001 17 9 7 0 － 4． 245 ＜ 0． 001
有 67 2 12 35 18 61 2 2 2

TNM分期
Ⅰ ～Ⅱ 35 11 16 7 1 － 5． 839 ＜ 0． 001 17 9 8 1 － 5． 109 ＜ 0． 001
Ⅲ ～Ⅳ 65 1 11 35 18 61 2 1 1
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2． 5 组织芯片标本中 FOXD3 在胃癌及正常胃黏
膜组织中的表达情况及其与胃癌临床病理参数之间

的关系 FOXD3 蛋白阳性表达率在正常胃黏膜组
织中明显高于胃癌组织，差异具有统计学意义( χ2

= 41. 153，P ＜ 0. 001 ) ，见表 3。此结果与传统病理
切片中 FOXD3 的阳性表达结果基本一致。FOXD3
蛋白的表达水平与胃癌的浸润深度、淋巴结转移及
临床 TNM分期相关( P ＜ 0. 05 ) ，而与患者性别、年
龄以及肿瘤大小无相关性，见表 4。

表 3 组织芯片标本中 CD44v6 和 FOXD3 蛋白在

胃癌组织和正常胃黏膜组织中的表达情况

项目
阴性

( n)
阳性

( n)
阳性率

( % )
χ2 值 P值

CD44v6
胃癌组( n = 110) 58 52 47． 27 7． 461 0． 006
正常组( n = 40) 31 9 22． 50

FOXD3
胃癌组( n = 110) 76 34 30． 91 41． 153 ＜ 0． 001
正常组( n = 40) 4 36 90． 00

2． 6 组织芯片标本胃癌组织中 CD44v6 和 FOXD3
蛋白表达的相关性 组织芯片标本中，CD44v6 和
FOXD3 蛋白在胃癌组织中的表达经 Spearman 等级
相关分析后显示: 两者表达的差异有统计学意义，且

两者呈显著负相关性( rs = － 0. 585，P ＜ 0. 001) 。此
结果与传统病理切片结果基本一致。

3 讨论

研究［5 － 6］表明，CSCs 可能是导致恶性肿瘤发

生、侵袭、转移、复发和放化疗治疗抵抗的主要原因。
肿瘤的治疗过程中，CSCs的不完全消灭能够引起肿
瘤的复发。由 CSCs 理论可知，当前的肿瘤治疗应
该针对 CSCs，只有完全杀死 CSCs，使肿瘤的增殖能
力下降，导致肿瘤退化、消失，从而达到真正治愈肿
瘤的目的。

图 1 胃癌组织及正常胃黏膜组织中CD44v6、FOXD3的表达 ×200

A: 传统病理切片; B: 组织芯片; 1: CD44v6; 2: FOXD3

最近的研究［7］显示，在胃癌细胞株中存在

CD44 +和 CD44 －细胞亚群，CD44 +细胞成瘤能力远

高于 CD44 －细胞，且具有自我更新和抵抗放化疗能

力。支持 CD44 作为胃癌干细胞的重要标记物，可
用于识别胃癌干细胞。在胃癌细胞系 SCG-7901

表 4 组织芯片标本中 CD44v6 和 FOXD3 蛋白表达与胃癌临床病理参数间关系( n)

项目 n
CD44v6

－ +   Z值 P值
FOXD3

－ +   Z值 P值
性别

男 82 44 14 14 10 － 0． 359 0． 719 57 9 10 6 － 0． 382 0． 702
女 28 14 5 5 4 19 2 3 4
年龄( 岁)

＜ 60 35 18 5 7 5 － 0． 385 0． 700 24 3 6 2 － 0． 020 0． 984
≥60 75 40 14 12 9 52 8 7 8
肿瘤大小( cm)

＜ 5 41 22 7 7 5 － 0． 162 0． 871 28 4 5 4 － 0． 170 0． 865
≥5 69 36 12 12 9 48 7 8 6
浸润深度

T1 － T2 38 27 5 4 2 － 2． 862 0． 004 20 4 6 8 － 3． 056 0． 002
T3 － T4 72 31 14 15 12 56 7 7 2
淋巴结转移

无 37 27 6 3 1 － 3． 342 0． 001 30 4 2 1 － 2． 181 0． 029
有 73 31 13 16 13 46 6 11 10

TNM分期
Ⅰ ～Ⅱ 21 15 3 2 1 － 2． 003 0． 045 0 7 7 7 － 7． 497 ＜ 0． 001
Ⅲ ～Ⅳ 89 43 16 17 13 76 4 6 3
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中，如果敲除 CD44v6 基因，肿瘤的转移及侵袭能力
明显受到抑制［8］。CD44v6 可能诱导了胃癌的转移
和侵袭。FOXD3 最早是在 1996 年由 Sutton et al［3］

从小鼠胚胎瘤细胞文库中分离，证实 FOXD3 可以维
持胚胎的发育并保持胚胎干细胞的多能性，这一作

用很可能是其作为一种转录抑制子，通过抑制胚胎

干细胞中起分化作用基因的转录来维持胚胎干细胞

的多能性。随着对 FOXD3 在 CSCs中的不断深入研
究，其与胃癌关系的研究也备受关注。
本研究通过免疫组化法检测并分析 CD44v6 和

FOXD3 与胃癌生物学行为的关系，结果显示无论是
传统病理切片还是组织芯片标本，CD44v6 蛋白表达
均随着肿瘤浸润程度的加深、淋巴结转移的出现而
增强且Ⅲ ～Ⅳ期阳性率高于Ⅰ ～Ⅱ期，FOXD3 蛋白
表达则随着肿瘤浸润程度的加深、淋巴结转移的出
现而减弱且Ⅲ ～Ⅳ期阳性率低于Ⅰ ～Ⅱ期，两者均
与患者性别、年龄、肿瘤大小无关。研究［9］显示
CD44v6 是通过 AKT 信号通路的介导，调控肿瘤细
胞的生长，与多种恶性肿瘤相关。在卵巢癌中，
CD44v6 通过介导肿瘤细胞的黏附和迁移引起肿瘤
的浸润和转移，且与肿瘤的复发有关［10］。CD44v6
与胃癌生物学行为关系密切。研究［11］表明，FOXD3
的表达下调 ＲhoA-ＲOCK 信号，抑制黑色素瘤细胞
的迁移和侵袭。FOXD3 的表达受到丝氨酸 －苏氨
酸激酶( B-ＲAF) 抑制，作为细胞周期负调控因子抑
制黑色素细胞的形成，进而影响肿瘤的形成［12］。在
胃癌中，FOXD3 可能通过负调控 ＲhoA-ＲOCK 信号
通路抑制胃癌的浸润及淋巴结的转移。张冲 等［13］

提出，幽门螺杆菌( HP) 感染促进胃组织肠上皮化
生，诱导 CD44v6 的表达; 螺杆状 HP 及其球形体感
染会导致胃黏膜中 CD44v6 表达的增加，进一步导
致胃癌的发生［14］。CD44v6 和 FOXD3 的表达在胃
癌形成过程中可能具有负相关性。本实验通过对实
验结果的统计分析，与推测结果一致。
目前，越来越多的证据［1，5］表明，肿瘤是一种干

细胞疾病，是由 CSCs 增殖分化而来，CD44v6 在
CSCs研究中起到十分重要的作用。但就国内外研
究现状看来，CD44v6 作为 CSCs 特异性标志物能否
分离出 CSCs 尚不明确，其在肿瘤细胞中所起作用
仍有待进一步证实。CSCs与干细胞十分相似，且许
多干细胞因子在多种 CSCs 中均有表达，提示干细
胞因子可能是有价值的 CSCs 表面标记物。FOXD3
是一种干细胞因子，并且在决定胚胎干细胞正常还

是恶性，增殖还是分化过程中起关键作用。根据目

前的相关研究推测 FOXD3 可能是继 CD44v6 另一
种特异性胃癌干细胞表面标记物，并且在胃癌发生

发展、浸润转移、分化增殖及凋亡中发挥重要的作
用。FOXD3 与 CD44v6 协同作用有利于纯化 CSCs，
进而对 CSCs进行靶向治疗从而达到治愈肿瘤的目
的。但至今国内外对 FOXD3 的研究较少，仍需大量
的实验阐明 FOXD3 的作用机制及其与肿瘤的关系。
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The expression and clinical significance of CD44v6
and FOXD3 in human gastric carcinoma

Chen Yong1，Zhang Hong1，Wu Mengjie2，et al
( 1Dept of Pathology，Anhui Medical University，Hefei 230032; 2Dept of Pathology，
The Affiliated Fuyang Hospital of Anhui Medical University，Fuyang 236000)

Abstract Objective To research the expressions of CD44v6 and FOXD3 protein in human gastric cancer tissue
and the relation with the biologic behavior of gastric carcinoma． Methods The expressions of CD44v6 and FOXD3
in human gastric cancer and gastric normal tissue ( 100 cases of human gastric cancer，40 cases of gastric normal tis-
sues and 110 cases of gastric cancer microarray) were detectd by immunohistochemistry Envision two step method．
Ｒesults The positive expression rate of CD44v6 in gastric cancer and nomal gastric tissue were respectively 88%
and 22． 5% ( P ＜ 0. 001) in traditional tissue species，which were related with the depth of infiltration，the transfer
of lymph gland and clinical stages ( P ＜ 0. 001) ． In the gastric cancer tissue and normal tissue adjacent to carcino-
ma，the expression rates of FOXD3 were respectively 22% and 90% ( P ＜ 0. 001) ，which were also related with the
depth of infiltration，the transfer of lymph gland and clinical stages ( P ＜ 0. 001) ． The relation between the expres-
sions of CD44v6 and FOXD3 was significantly nagtively correlated ( rs = － 0. 276，P ＜ 0. 01) ． The expression results

of CD44v6 and FOXD3 in gastric cancer tissue microarray were similar with that in the traditional pathologic sec-
tion． Conclusion As a stem cell，it is possible that FOXD3 serves as a marker of gastric stem cells concerning its
relation with the biologic behavior of gastric cancer and its correlation with FOXD3．
Key words CD44v6; FOXD3; gastric cancer; stem cell; immunohistochemistry; tissue microarray
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磷酸肌酸钠预先给药对膝关节镜手术患者
下肢骨骼肌缺血再灌注损伤的影响
谷 雷1，2，陈 珂1，徐慧琴3，王义桥1，万宗明2，李元海1

摘要 目的 观察磷酸肌酸钠预先给药在膝关节镜手术中

对患者下肢骨骼肌缺血再灌注损伤的影响。方法 择期拟
行膝关节镜手术患者 60 例，随机均分为对照组( I 组) 和磷
酸肌酸钠组( C组) 。C组在上止血带前 30 min 经外周静脉
输注磷酸肌酸钠 30 mg /kg( 溶于 100 ml 生理盐水) ，输注时
间 30 min; I组经外周静脉给予生理盐水 100 ml。分别于上
止血带前( T1) 、松止血带前( T2) 、松止血带后 30 min( T3) 、

松止血带后 1 h ( T4 ) 抽取静脉血，检测血清白细胞介素-1
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( IL-1) 、白细胞介素-6 ( IL-6 ) 、乳酸脱氢酶( LDH) 、丙二醛
( MDA) 、超氧化物歧化酶( SOD) 水平。结果 与 I 组比较，

在 T2、T3、T4 时点，C组 IL-1、IL-6、LDH、MDA值明显降低( P
＜ 0. 05) ，SOD明显增高( P ＜ 0. 05) 。结论 膝关节镜手术
中磷酸肌酸钠预先给药可减轻患者下肢骨骼肌缺血再灌注

损伤。
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临床中，骨骼肌缺血再灌注( ischemia reperfu-
sion，I /Ｒ) 损伤常见于创伤、断肢再植、骨筋膜室综
合征、应用止血带时间过长。目前认为 I /Ｒ 损伤与
能量代谢有重要关系［1］。磷酸肌酸钠作为一种外
源性的能量合剂，临床上已经用于对心脏、肝脏的保
护作用［2 － 3］，对骨骼肌的作用尚未见报道。该研究
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