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　　摘　要：目的　研究流式细胞术（ＦＣＭ）检测ＤＮＡ倍体和ＣＤ１１７对胃肠道间质瘤（ＧＩＳＴ）的诊断价值。方法　对５２例ＧＩＳＴ

和１０例食管平滑肌瘤组织的石蜡包埋块切片经过脱蜡水化，酶消化处理，制成单细胞悬液。同时，制备８例健康体检者外周血单

细胞悬液，用ＦＣＭ分别检测ＤＮＡ倍体和ＣＤ１１７表达。结果　ＧＩＳＴ瘤组织细胞出现异倍体阳性率２３．１％（１２／５２），其中极低

度／低度危险组未出现异倍体，中度／高度危险组出现１２例，两组异倍体表达阳性率差异有统计学意义（犘＜０．０５）。５２例ＧＩＳＴ

瘤组织ＣＤ１１７均高表达，食管平滑肌瘤ＣＤ１１７弱表达，两组间ＣＤ１１７表达荧光强度差异有统计学意义（犘＜０．０５）。ＧＩＳＴ极低

度／低度危险组ＣＤ１１７荧光强度与中度／高度危险组相比，ＣＤ１１７表达差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　ＤＮＡ异倍体可提示

ＧＩＳＴ的中高危险度，ＦＣＭ检测组织单细胞ＣＤ１１７表达可用于ＧＩＳＴ的快速筛查。
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　　胃肠道间质瘤（ＧＩＳＴ）是消化道常见的间叶源性肿瘤，病

理组织形态学可分为梭形细胞型、上皮样细胞型及混合型，在

形态上很难与平滑肌瘤、神经鞘膜瘤区分，利用免疫组化的方

法检测ＣＤ１１７已经成为诊断ＧＩＳＴ的重要参考指标
［１］，流式细

胞术（ＦＣＭ）是一种自动化细胞分析技术，逐渐普及于临床应

用，可以进行肿瘤组织的细胞周期、ＤＮＡ倍体分析、细胞表面

或胞内特异标志的定量分析，从而获得组织形态学方法难以得

到的信息，为肿瘤的临床诊断提供帮助［２］。本研究利用流式细

胞术对５２例确诊为ＧＩＳＴ的石蜡包埋组织切片进行ＤＮＡ倍

体及ＣＤ１１７表达的检测，研究 ＤＮＡ 倍体和 ＣＤ１１７表达对

ＧＩＳＴ的诊断价值。

１　资料与方法

１．１　一般资料　５２例ＧＩＳＴ患者中男性３１例，女性２１例，平

均５８．６９岁，按Ｆｌｅｔｃｈｅｒ分级标准极低／低度危险组１４例，中

度危险组／高度危险组３８例。５２例ＧＩＳＴ的ＣＤ１１７免疫组化

结果由病理科提供，阳性率８６．５％（４５／５２）。５２例ＧＩＳＴ的石

蜡包埋组织块、１０例食管平滑肌瘤组织石蜡块均来自２００９年

３月至２０１１年３月我院病理科。８例健康人外周血样本来自

我院体检科。ＧＩＳＴ诊断标准：组织学符合典型ＧＩＳＴ、免疫组

化ＣＤ１１７阳性；或者组织学符合典型 ＧＩＳＴ、免疫组化ＣＤ１１７

阴性但可以排除其他肿瘤（如平滑肌肿瘤、神经源性肿瘤

等）［１］。食管平滑肌瘤诊断依据病理组织学特征，Ｘ线食管钡

餐检查和纤维食管镜检查确诊。健康体检者纳入标准：心肝肾

功能正常，全身无器质性病变，无糖、脂代谢异常，无血液方面

疾病。

１．２　方法

１．２．１　石蜡组织细胞处理 将石蜡块切成５０μｍ厚薄片，二甲

苯脱蜡２４～４８ｈ，经乙醇梯度水化，蒸馏水漂洗，２ｇ／Ｌ胃蛋白

酶消化处理，确定消化时间［３］，以镜下观察到完整、散在、较多

的细胞时终止消化，收集细胞，ＰＢＳ洗涤，３００ｇ离心５ｍｉｎ，

ＰＢＳ重新洗涤１～２次，３００目尼龙网过滤，收集单细胞悬液。

１．２．２　细胞染色　吸取细胞进行涂片，加１滴健康人血清固

定，自然晾干后，瑞氏染色，光学显微镜观察细胞形态。

１．２．３　流式细胞术　使用美国ＢＤ公司ＦＡＣＳｃａｌｉｂｒａ流式细

胞仪，ＤＮＡ倍体试剂盒和ＣＤ１１７单抗均购自ＢＤ公司，操作主

要按照试剂盒说明书进行。ＤＮＡ倍体检测时取约１×１０６ 个

细胞，用预冷的７５％乙醇固定，４℃放置２４ｈ，１５００ｒ／ｍｉｎ离

心５ｍｉｎ，弃固定液，加入４００μＬＰＩ（５０ｕｇ／ｍＬ）染液和１００μＬ
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ＲｎａｓｅＡ酶（１００μｇ／ｍＬ），４℃避光放置３０ｍｉｎ，上机检测，结

果用细胞周期拟合软件 ＭｏｄＦｉｔ分析。ＣＤ１１７检测时在１００

μＬ细胞悬液加２０μＬ的ＣＤ１１７ＦＩＴＣ，同型对照管是在１００

μＬ细胞悬液加２０μＬ的未标记ＣＤ１１７的ＦＩＴＣ，室温避光放

置１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤，１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，加入１

ｍＬＰＢＳ混匀，上机测定，原始采集数据用ＣＥＬＬＧＵＥＳＴ软件

进行分析。

１．２．４　ＣＤ１１７表达阳性判断标准　采用外周血或骨髓

ＣＤ１１７的阳性判断标准，即阳性细胞（荧光强度大于１０１）比例

大于１０％
［１０］为阳性。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，组

间比较采用χ
２ 检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＧＩＳＴ组织细胞形态　ＧＩＳＴ组织制备成的单细胞悬液

经瑞氏染色后，见图１。光镜下以长短不一的梭形细胞为主，

有少量的上皮样细胞，胞质丰富，细胞核呈杆状，符合ＧＩＳＴ病

理形态学特点。

　　Ａ：低倍视野（×１０）；Ｂ：高倍视野（×４０）；Ｃ：油镜视野（×１００）。

图１　　ＧＩＳＴ组织细胞瑞氏染色

２．２　ＤＮＡ倍体分析　５２例ＧＩＳＴ样本，有１２例出现异倍体，

阳性率为２３．１％，其中极低度／低度危险组未出现异倍体（０／

１４），中度／高度危险组阳性率为３１．６％（１２／３８），两组间异倍

体阳性率差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表１。

表１　　ＧＩＳＴ不同组间ＤＮＡ异倍体数

组别 狀 二倍体 异倍体

ＧＩＳＴ极低／低度危险组 １４ １４ ０

ＧＩＳＴ中度／高度危险组 ３８ ２６ １２

２．３　ＣＤ１１７表达　同型对照ＧＩＳＴ阳性细胞率０．１％，荧光强

度８．２；８例健康人外周血细胞ＣＤ１１７阳性细胞率为４．０％～

８．１％，荧光强度为１３．２２±１．０；１０例食管平滑肌瘤组织细胞

ＣＤ１１７阳性细胞率６８％～８５％，荧光强度为２２６．３４±９３．６１；

ＧＩＳＴ组细胞 ＣＤ１１７阳性细胞率均为１００％，其荧光强度为

１５６８．４０±６３０．３０；其中 ＧＩＳＴ极低度／低度危险组ＣＤ１１７荧

光强度为１５３８．２０±５８０．５０，中度／高度危险组ＣＤ１１７荧光强

度为１５９０．３０±５６６．２０。食管平滑肌瘤组与 ＧＩＳＴ组之间比

较ＣＤ１１７表达有差异有统计学意义（犘＜０．０５），而ＧＩＳＴ极低

度／低度危险组与中度／高度危险组比较ＣＤ１１７表达差异没有

统计学意义（犘＞０．０５）。各组细胞ＣＤ１１７表达荧光强度，见

表２。

表２　　不同组细胞ＣＤ１１７表达荧光强度（狓±狊）

组别 狀 ＣＤ１１７表达荧光强度

健康体检组 ８ １３．２２±１．０

ＧＩＳＴ组 ５２ １５６８．４０±６３０．３０

食管平滑肌瘤组 １０ ２２６．３４±９３．６１

ＧＩＳＴ极低／低度危险组 １４ １５３８．２０±５８０．５０

ＧＩＳＴ中度／高度危险组 ３８ １５９０．３０±５６６．２０

　　：犘＜０．０５，与ＧＩＳＴ组比较。

３　讨　　论

随着流式细胞仪的普及，ＤＮＡ倍体分析被认为在肿瘤的

预测，治疗及预后判断中有重要的意义［２］。本研究中５２例

ＧＩＳＴＤＮＡ异倍体阳性率为２３．１％，ＧＩＳＴ极低度／低度危险

组与中度／高低危险组ＤＮＡ异倍体表达差异有统计学意义，

提示ＤＮＡ异倍体的出现与ＧＩＳＴ高危险分级相关，这一结果

与Ｌｅｅ等
［３］的研究结论一致。但是 ＤＮＡ 异倍体在本实验

ＧＩＳＴ中检出率不高，没有异倍体的出现也不能排除ＧＩＳＴ的

可能，所以ＤＮＡ异倍体不能作为一项独立的ＧＩＳＴ诊断指标。

１９９５年证实胃肠道卡哈尔间质细胞（ＩＣＣ）表达ＣＤ１１７，并

发现它是ＧＩＳＴ中较特异的细胞分化抗原
［４］。侯英勇和朱雄

增［５］发现原发性ＧＩＳＴ中ＣＤ１１７总阳性率达９６．６％，采用免

疫组化检测ＣＤ１１７已成为诊断ＧＩＳＴ的常规手段。本实验利

用ＦＣＭ检测ＧＩＳＴ组织ＣＤ１１７均有强表达，阳性率高于免疫

组化的检测结果。１０例平滑肌瘤组织在流式细胞仪上有不同

程度的弱表达，Ｄｉｒｎｈｏｆｅｒ等
［６］报道在平滑肌瘤、神经鞘膜瘤、

淋巴瘤等其他胃肠道肿瘤中ＣＤ１１７呈阴性表达或低表达，与

本研究结果一致。两组间ＣＤ１１７表达荧光强度差异有统计学

意义，表明ＦＣＭ分析组织ＣＤ１１７表达可以在诊断ＧＩＳＴ以及

鉴别诊断中发挥作用。另外，在 ＧＩＳＴ极低度／低度危险组与

中度／高低危险组之间ＣＤ１１７表达强度差异没有统计学意义，

提示ＣＤ１１７表达与ＧＩＳＴ危险分级无相关性。对此问题国内

外报道存在着不同的结论，有报道ＣＤ１１７表达与ＧＩＳＴ的解剖

部位、肿瘤细胞类型及良恶性无相关性，认为ＣＤ１１７不能作为

判断胃肠道间质瘤肿瘤分级的指标［７８］，而张婉媛等［９］研究表

明ＣＤ１１７表达在ＧＩＳＴ极低危险性与高危险性之间差异有统

计学意义，本研究结果支持前者的结论。由于没有查到组织细

胞ＣＤ１１７流式细胞术表达的阳性判断标准，所以本研究采用

外周血或骨髓ＣＤ１１７的阳性判断标准，即阳性细胞（荧光强度

大于１０１）大于１０％为阳性
［１０］，对于组织来源的标本，从本实

验结果来看这个标准可能过低了，鉴于本实验中食管平滑肌瘤

组与ＧＩＳＴ组在ＣＤ１１７荧光强度表达差异有统计学意义这一

点，设定一个合适的标记值作为同种来源组织细胞ＣＤ１１７的

阳性标准，可能会为临床提供更有意义的阳性数据，但这需要

大量样本的检测和更深入的研究工作。免疫组化的方法虽然

已经是病理检查中的金标准，但是存在着操作步骤繁琐，人为

操作因素影响大等问题。项一宁等［１１］强调了ＣＤ１１７免疫组

化方法在ＧＩＳＴ诊断中的判断标准化问题。ＦＣＭ 具有快速，

可批量操作，人为影响因素小等优点，因本实验是回顾性研究，

用到的样本是石蜡包埋组织，处理成单细胞悬液比较麻烦，在实

际临床中使用新鲜的组织样本，就可以免去脱蜡，水化等步骤，

更能节省大量检测时间，为临床提供快捷的检测结果。综上所

述，本文尝试了用ＦＣＭ检测ＧＩＳＴ组织ＣＤ１１７的表达，该方法

用于ＧＩＳＴ的快速筛查和鉴别诊断有一定的可行性。
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用独立样本非参数检验，性别组间各指标比较采用独立样本

检验，各指标对Ｉｎｓ的影响采用相关分析和偏相关分析；显著

性检验水准为α＝０．０５。

２　结　　果

２．１　不精密度试验　Ｉｎｓ浓度分别为１０２．３０、５．２３ｍＵ／Ｌ

时，批内检测标准差（狊）为１．０９、０．２２ｍＵ／Ｌ，犆犞 为１．０７％、

１．６７％；Ｉｎｓ浓度分别为１０５．９７、５．４９ｍＵ／Ｌ时，天间检测ｓ为

１．７０、０．３５ｍＵ／Ｌ，犆犞分别为１．６０％、２．６０％。

２．２　温度稳定性试验　２５℃保存２、４、８、２４ｈ后，Ｉｎｓ水平变

化幅度分别为５％、７％、１３％和２４％；４℃保存４、８、２４、７２ｈ

后，Ｉｎｓ水平变化幅度分别为４％、８％、９％和４１％；－２０℃保

存３、５、７、９ｄ后，Ｉｎｓ水平变化幅度分别为３％、６％、８％和

２８％。

２．３　参考范围调查　男、女性Ｉｎｓ水平分别为（５．２±２．０）、

（６．１±２．５）ｍＵ／Ｌ，中位数为５．０、５．７ｍＵ／Ｌ，女性高于男性

（狕＝３．６９６，犘＜０．０５），女性参考范围为２．６～１１．８ｍＵ／Ｌ，男

性为２．３～１１．６ｍＵ／Ｌ。不同年龄段参考个体Ｉｎｓ水平差异无

统计学意义（χ
２＝１．９２９，犘＞０．０５），见表１。

２．４生理和实验室指标对Ｉｎｓ的影响 直线相关分析显示，Ｉｎｓ

与年龄、ＳＢＰ、ＤＢＰ、ＦＢＧ、ＴＣ、ＬＤＬ无相关性，与 ＨＤＬ呈负相

关（狉＝－０．１７９，犘＝０．０００）。偏相关分析表明：在校正年龄

后，Ｉｎｓ与ＢＭＩ和ＴＧ呈正相关（狉值分别为０．１３９、０．１６１，犘值

分别为０．００５、０．００１），与 ＨＤＬ呈负相关（狉＝－０．１７１，犘＝

０．０００）。

表１　　各年龄组Ｉｎｓ水平比较（ｍＵ／Ｌ）

年龄（岁） 狀 狓±狊 中位数

２０～＜３１ １５４ ５．８±２．３ ５．６

３１～＜４１ １２６ ５．５±１．８ ５．２

４１～＜５１ ８９ ６．０±３．１ ５．３

≥５１ ５６ ５．９±２．３ ５．７

３　讨　　论

ＲＩＡ是Ｉｎｓ检测传统方法，但特异性差，不能区分胰岛素

原（ＰＩ）和真胰岛素（ＴＩ），反映的是ＰＩ和ＴＩ等免疫反应性胰岛

素（ＩＲＩ）总水平，并非Ｉｎｓ真实浓度，因而测定值偏高
［３５］，灵敏

度则受有限量抗体竞争性原理的限制，只能达到２～８ｍＵ／

Ｌ
［４］，因而不能确切反映β细胞的功能

［６］。ＥＬＩＳＡ、ＣＬＩＡ 和

ＥＣＬＩＡ则有效提高了Ｉｎｓ检测灵敏度和特异度。不同检测方

法的方法学性能存在差异，导致Ｉｎｓ参考范围有所不同（ＲＩＡ

检测空腹Ｉｎｓ参考范围为５～２０ｍＵ／Ｌ，ＣＬＩＡ检测参考范围为

４．０～１５．６ｍＵ／Ｌ，不同品牌试剂检测参考范围也存在差异，因

此各实验室应建立自己的参考范围。

不精密度试验表明，Ａｒｃｈｉｔｅｃｔｉ２０００全自动ＣＬＩＡ分析系

统检测Ｉｎｓ高浓度标本批内、天间 犆犞 分别为 １．０７％ 和

１．６０％，检测低浓度标本批内、天间 犆犞 分别为１．６７％和

２．６０％，与厂商提供数据基本一致，符合临床使用要求。厂商

说明书提到Ｉｎｓ不很稳定，要求尽可能及时检测，但无更为详

细的说明。因此，本研究对Ｉｎｓ检测温度稳定性进行了分析。

结果表明，随着标本放置时间延长，Ｉｎｓ检测结果与抽血后即刻

检测结果的变化幅度逐渐升高。总体而言，标本２５、４、－２０℃

保存不超过４ｈ、２４ｈ及７ｄ对Ｉｎｓ检测结果无明显影响，说明

Ｉｎｓ在各种温度条件下并非很稳定，标本采集后应尽快检测，必

要时可对血清标本进行冷藏或冷冻保存。

人群Ｉｎｓ水平呈偏态分布，为避免极大值和极小值的影

响，本研究选择以中位数水平进行统计学分析，并以百分位数

建立参考范围。各年龄组间Ｉｎｓ水平无统计学差异（犘＞

０．０５），故不必建立不同年龄的参考范围。以第９７．５％位数为

参考值上限、第２．５％位数为参考值下限，女性Ｉｎｓ参考范围为

２．６～１１．８ｍＵ／Ｌ，男性为２．３～１１．６ｍＵ／Ｌ。

本研究以相关分析和偏相关分析探讨了生理及实验室指

标对Ｉｎｓ的影响，结果显示Ｉｎｓ水平与年龄、ＳＢＰ、ＤＢＰ、ＦＢＧ、

ＴＣ、ＬＤＬ无相关性，与ＢＭＩ和ＴＧ呈正相关，与 ＨＤＬ呈负相

关，可见ＢＭＩ、ＴＧ和 ＨＤＬ是影响Ｉｎｓ水平的重要因素。

由于本研究中参考个体入选标准比较高，４０岁以上人群

例数相对有限，对于这部分人群的Ｉｎｓ分布情况还需增加例数

作进一步研究。
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［１１］项一宁，高冬霞，王玉萍，等．胃肠道间质瘤诊断中ＣＤ１１７表达检

测的标准化及其免疫组织化学技术［Ｊ］．中华病理学杂志，２００５，１

（３４）：５０５２．

（收稿日期：２０１２０３２６）
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