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胆囊癌组织中 IL-8表达及 TAM计数的临床病理意义
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摘要 目的：检测胆囊腺癌组织中白细胞介素 -8(IL-8)mRNA的表达、肿瘤相关巨噬细胞(TAM)计数并探讨其临床病理意义。方法：

收集中南大学湘雅二医院及湖南省人民医院近五年胆囊腺癌手术切除标本 36例及慢性胆囊炎手术切除标本 10例，采用原位分

子杂交方法检测 IL-8表达，ABC免疫组化法进行 TAM计数。比较胆囊腺癌和慢性胆囊炎标本组织中 IL-8 mRNA表达和 TAM

计数的差异，并分析其与胆囊腺癌临床病理特征之间的关系。结果：胆囊腺癌组织中 IL-8 mRNA表达阳性率及其评分均明显高于
慢性胆囊炎 (P<0.01)，IL-8 mRNA表达阳性率及其评分与其侵犯胆总管及发生淋巴结转移显著相关 (P<0.05)。胆囊腺癌组织中
TAM计数(24.89± 0.84)明显高于慢性胆囊炎组织(16.19± 0.66)，差异有统计学意义(P<0.01)；侵犯胆总管、肝脏及发生淋巴结转移

的胆囊腺癌组织中 TAM计数高于未侵犯胆总管、肝脏及发生淋巴结转移的胆囊腺癌组织 TAM计数，其中侵犯胆总管和发生淋

巴结转移之间差异显著(P<0.01)。IL-8 mRNA阳性病例的 TAM计数均明显高于阴性病例(P<0.01)，TAM计数与 IL-8 mRNA评分

间也存在显著正相关(r=0.748，P<0.001)。结论：IL-8和 TAM计数与胆囊癌的发生和发展密切相关，IL-8可能在促进 TAM向胆囊
癌组织迁移浸润中起作用。

关键词：胆囊癌；白细胞介素 -8；肿瘤相关巨噬细胞；慢性胆囊炎

中图分类号：R735.8 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2014）21-4071-04

Clinicopathological Significance of IL-8 Expression and TAM Count in
Gallbladder Carcinoma

To investigate the expression of IL-8 mRNA and Tumor associated macrophages(TAM)count in gallbladder
carcinoma tissues and their clinical significance. 36 cases of gallbladder carcinoma operation samples and 10 cases of Chronic

cholecystitis operation samples were collected from Hunan province Ren min Hospital and Second Xiangya Hospital. The expression of
IL-8 was detected by in situ hybridization method, TAM count was determined by ABC immunohistochemical method. The difference of

IL-8 mRNA expression and TAM count were compared between gallbladder carcinoma and Chronic cholecystitis, and their relationship

with clinicopathological features of gallbladder carcinoma were analyzed. The positive rate and score of IL-8mRNA expression
in gallbladder carcinoma tissues were significantly higher than those of the chronic cholecystitis tissues (P<0.01). The positive rate and

score of IL-8mRNA expression in gallbladder carcinoma tissues were significantly related to the infringement of common bile duct and
the incidence of lymph node metastasis. TAM count of Gallbladder adenocarcinoma (24.89± 0.84) was significantly higher than that of

the chronic cholecystitis tissues(16.19± 0.66)(P<0.01). gallbladder adenocarcinoma TAM count with violations of common bile duct, the

liver and lymph node metastasis were higher than those without violations of common bile duct, liver and lymph node metastasis with

significant differences (P<0.01). TAM count of IL-8 mRNA positive cases were significantly higher than those in IL-8 mRNA negative

cases (P<0.01). IL-8 and TAM count were closely related to the occurrence and development of gallbladder carcinoma, and
IL-8 may promote TAM infiltrating to gallbladder carcinoma tissue.
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前言

胆囊癌是胆道系统常见的恶性肿瘤，易浸润转移和复发，

预后差。白细胞介素 -8(interleukin-8，IL-8)是一种重要的化学趋
化因子，新近国内外学者研究发现 IL-8表达水平与肝癌癌、食
道癌、宫颈癌、黑色素瘤、肺癌等恶性肿瘤发生发展、血管生成、

转移发生及预后均有密切关系，为重要的生物学标记物[1-4]。肿

瘤相关巨噬细胞(tumor associated macrophage，TAM)为浸润至
肿瘤部位的巨噬细胞分化而成，对肿瘤的发生、生长速率、基质

形成及溶解均有影响[5，6]。本研究应用免疫组织化学检测胆囊腺

癌组织中 TAM计数，应用原位分子杂交方法测定其 IL-8 mR-
NA表达，旨在探讨 IL-8 mRNA表达及 TAM计数与胆囊腺癌
的发生发展、生物学行为和特征及预后的关系，为胆囊癌的临

床防治提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 病例情况
收集中南大学湘雅二医院及湖南省人民医院近五年胆囊

腺癌手术切除标本 36例，其中男 10例，女 26例，年龄范围
35～ 80 岁，平均为(52± 16)岁；均为胆囊腺癌，包括高分化 7

例，中分化 13例，低分化 16例；临床和病理证实侵犯胆总管
18 例 (50%)，侵犯肝脏 15 例 (41.7%)，淋巴结转移 16 例
(44.4%)。另收集慢性胆囊炎手术切除标本 10例，其中男 4例，
女 6例，年龄范围 35～ 67岁，平均(44± 10)岁，病检证实均为慢
性胆囊炎，粘膜上皮均无异型增生等病理改变。上述标本经

10%中性福尔马林固定后，常规制作石蜡包埋连续切片，切片
厚 4 滋m。
1.2 主要试剂和仪器

鼠抗人 CD68单克隆抗体，生物素标记羊抗鼠 IgG，ABC

试剂盒，DAB-HC显色试剂盒，IL-8原位分子杂交试剂盒，均购
自武汉博士德公司。

1.3 检测方法
1.3.1 原位分子杂交技术 石蜡切片经常规脱蜡至水化。30%

过氧化氢 1份与纯甲醇 9份混合，室温处理 20 min。蒸馏水洗
涤三次。暴露 RNA片段：切片上滴加 3%柠檬酸新鲜稀释的胃
蛋白酶(1 mL 3%柠檬酸加 2滴浓缩型胃蛋白酶,混匀) 37℃消
化 15 min，原位杂交用 PBS洗 3次× 5 min。含有 1/1000DEPC

的 1%多聚醛 /0.1MPBS(pH7.2-7.6)固定液室温固定 10 min。蒸
馏水水洗涤 3次。预杂交：湿盒的准备，干的杂交盒底部加 20%

甘油 20 mL以保持湿度，每张切片加预杂交液 20 ul，38-42 ℃
2-4hrs，吸去多余液体，不洗。杂交：每张切片加杂交液 20 ul，将
原位杂交专用盖玻片的保护膜揭开后盖在切片上，38-42 ℃杂
交过夜。杂交后洗涤：揭掉盖玻片，37 ℃水温的 2× SSC洗涤
5min× 2 次，37℃水温的 0.5× SSC 洗涤 5 min× 1 次；37 ℃水
温的 0.2× SSC洗涤 5 min× 1次.滴加封闭液：37 ℃ 30 min。甩
去多余液体，不洗。滴加生物素化兔抗地高辛：37 ℃ 60 min。原
位杂交专用 PBS洗涤 5 min× 4次。滴加 SABC：37 ℃ 30 min，
原位杂交专用 PBS洗 5 min× 3次.滴加生物素化过氧化物酶：
37 ℃ 30 min，原位杂交专用 PBS洗 5min× 4次。DAB显色：使

用 DAB显色试剂盒(AR1022)取 1 mL蒸馏水，加试剂 A、B、D

各 1滴，混匀后加至切片，室温显色 20 min，蒸馏水洗涤。苏木

素轻度复染，充分水洗。酒精脱水，二甲苯透明，中性树胶封片。

IL-8 mRNA表达的评分：细胞浆中出现棕黄色颗粒者为阳性细
胞。IL-8mRNA表达的评分方法[7]，将癌细胞原位杂交着色强度

评分(0 分，无；1 分，弱；2 分，中；3 分，强)和阳性细胞评分(0
分，＜ 5%；1分，5-10%；2分，11-20%；3分，21-50%；4分，＞ 50%
＝之和为该病例的评分值，将 0-2分定为阴性表达病例(-)，＞ 2

分定为阳性表达病例(+)。对照：以原位杂交盒中阳性切片作为
阳性对照，以 ISSC替代杂交液作为阴性对照。
1.3.2 免疫组织化学方法 TAM染色方法为常规的 ABC免
疫组化法，严格按照博士德公司试剂操作说明书操作，具体步

骤如下：切片常规脱蜡至水化。将 30%过氧化氢 1份 +甲醛 9
份混合，室温 10 min以灭活内源性过氧化物酶，蒸馏水洗 3
次。滴加复合消化液 5-10 min，蒸馏水洗 3次。滴加正常山羊血
清封闭液，室温 20 min，甩去多余液体，不洗。滴加 CD68一抗，
37 ℃ 60 min，4 ℃冰箱过夜，PBS(pH7.2-7.6)洗 2min× 3次。滴
加生物素化山羊抗鼠 IgG，37 ℃ 20 min，PBS(pH7.2-7.6)洗 2 mi-
n× 3次。滴加 ABC试剂，37 ℃ 30 min，PBS液洗 2 min× 3次。
DAB显色，使用 DAB显色试剂盒，取 1 mL蒸馏水，加试剂盒
中 A、B、C试剂各 1滴，混匀后滴至切片，室温显色，镜下控制
反应时间,蒸馏水洗涤。苏木素复染，蒸馏水冲洗返蓝。梯度酒
精脱水，二甲苯透明，中性树胶封片。CD68阳性结果判断：阳性
颗粒定位于巨噬细胞胞浆及胞核中。TAM计数参照 Molin法
[8]，高倍镜下观察 5个视野内 TAM计数，求其均值为该病例的
计数。对照：0.01MPBS液替代一抗作为阴性对照，以多次替代
对照有效的乳腺癌切片作为阳性对照。由两名病理科医生盲法

阅片。

1.4 统计学方法
本资料采用 SPSS11.0软件进行分析，其统计分析包括成

组样本 t检验、x2检验及 Pearson相关分析方法，以 P<0.05为
差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 胆囊癌和慢性胆囊炎组织中 IL-8 mRNA的表达
IL-8 mRNA的阳性表达是细胞浆中出现棕黄色颗粒者为

阳性细胞。36例胆囊腺癌组织中 IL-8 mRNA阳性表达病例为
19例(52.78%)，评分值为(1.78± 0.26)。10例慢性胆囊炎阳性表
达病例为 0例(0%)，其评分值为(0.8± 0.24)。胆囊腺癌组织中
IL-8 mRNA表达率及评分值均明显高于慢性胆囊炎，差异有统
计学意义(P<0.01)。高分化腺癌组 IL-8 mRNA表达率及评分值
明显低于低分化腺癌组，但差异无统计学意义(P＞ 0.05)。
2.2 IL-8 mRNA表达与胆囊癌临床病理指标的关系

19例 IL-8 mRNA阳性病例中侵犯胆总管 13例，侵犯肝脏
9例，发生淋巴结转移 11例；17例 IL-8mRNA阴性病例中侵犯
胆总管 5例，侵犯肝脏 6例，发生淋巴结转移 3例，提示胆囊癌
组织 IL-8 mRNA表达阳性率与其侵犯胆总管及发生淋巴结转
移显著相关 (x2侵犯胆总管＝ 5.461，P＜ 0.05；x2淋巴结转移＝

6.116，P＜ 0.05)，见表 1。
IL-8 mRNA评分值间比较，侵犯胆总管、肝脏和发生淋巴

结转移的病例 IL-8 mRNA(2.3± 0.3；2.0± 0.4；2.9± 0.2)均高于
未侵犯胆总管、肝脏和发生淋巴结转移的病例(1.2± 0.4；1.6±
0.4；0.9± 0.3)，其中侵犯胆总管和发生淋巴结转移的 IL-8
mRNA评分之间有显著性差异(P＜ 0.05)。
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2.3 胆囊癌和慢性胆囊炎组织的 TAM计数
TAM 相关的 CD68 阳性颗粒定位于巨噬细胞胞浆及胞

核，见图 2。36例胆囊腺癌 TAM计数均值为(24.9± 0.9)，经过

正态性检验，计数服从正态分布(峰度与偏度 P值均＞ 0.10)。10

例慢性胆囊炎 TAM计数值为(16.2± 0.7)，经过正态性检验，计

数服从正态分布 (峰度与偏度 P值均＞ 0.10)。胆囊腺癌组织
TAM计数值显著高于慢性胆囊炎组织，统计分析有显著性差

异(P<0.01)。高、中、低分化胆囊腺癌组织中 TAM计数分别为
(21.6± 1.4)、(25.8± 1.4)、(25.6± 1.5)，胆囊腺癌高分化组的
TAM 计数低于中分化组及低分化组，但差异无显著性 (P＞

0.05)，见表 2。

2.4 TAM计数与胆囊癌临床病理指标的关系

侵犯胆总管的胆囊癌组织 TAM计数(27.2± 1.3)显著高于

未侵犯胆总管的胆囊腺癌组织 TAM计数(22.6± 1.0)，差异有

显著性(P<0.01)；侵犯肝脏的胆囊腺癌组织 TAM 计数(26.3±
1.6) 明显高于未侵犯肝脏的胆囊腺癌组织 TAM计数 (23.9±
1.0)，但差异无显著性(P＞ 0.05)；发生淋巴结转移的胆囊腺癌组

织 TAM计数(29.1± 1.0)明显高于未发生淋巴结转移的胆囊腺

癌组织 TAM 计数 (21.5± 0.8)，统计分析差异有显著性(P<0.

01)，见表 3。

图 1 原位分子杂交染色检测胆囊腺癌及慢性胆囊炎组织中 IL-8 mRNA的表达(200× )

Fig.1 The expression of IL-8 mRNA by In situ hybridization staining in the Gallbladder adenocarcinoma and Chronic cholecystitis tissues(200× )

A:慢性胆囊炎组织中 IL-8 mRNA的表达 IL8 expression in Chronic cholecystitis tissues

B:胆囊腺癌组织中 IL-8 mRNA的表达 IL8 expression in Gallbladder adenocarcinoma

IL-8 mRNA阳性

(Positive)

IL-8 mRNA阴性

(Negative)

19

17

13(68.42)*

5(29.41)

9(47.37)***

6(25.29)

11(57.89)*

3(17.65)

例数

No.

侵犯胆总管

Violations ofthe common bile duct

Exp.(%)

侵犯肝脏

Invasion of the liver

Exp.(%)

淋巴结转移

Lymphatic Metastasis

Exp.(%)

表 1 IL-8 mRNA表达与胆囊癌临床特征的关系

Table 1 Relationship between IL-8mRNA expression and clinical features of gallbladder carcinoma

Note: Compared with the negative control group *P＜0.05, **P＜0.01, ***P＞0.05.

图 2 ABC免疫组化法检测胆囊癌组织中 TAM计数(200× )

Fig.2 TAM count detected by ABC immunohistochemical method in the

Gallbladder carcinoma(200× )

高分化

Well-differentiated

中分化

Moderately differentiated

低分化

Poorly differentiated

7

13

16

21.6± 1.4*

25.8± 1.4

25.6± 1.5

分化

Differentiation

例数

The number of cases

TAM计数(x± s)

TAM count

表 2 TAM计数与胆囊癌分化程度的关系

Table 2 Relationship between TAM count and gallbladder

adenocarcinoma differentiation

注：与中分化组及低分化组比较。

Note: Compared with the moderate differentiation and low differentiation

group,*P＞0.05.
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2.5 胆囊癌组织中 IL-8 mRNA与 TAM计数的关系
IL-8 mRNA表达阳性病例 TAM计数明显高于阴性病例，

有显著性差异(P<0.01)。同时经 Pearson相关分析，TAM计数与
IL-8 mRNA 评分间也存在高度密切显著正相关(r=0.748，P<

0.001)。

3 讨论

近年来，国内外研究发现趋化因子在介导多个免疫炎症反

应的同时，也对恶性肿瘤的生长、进展、转移及预后产生影响[9]。

IL-8是人类发现的第一个趋化因子，研究发现 IL-8与多种肿

瘤的发生和进展有关，如前列腺癌、黑色素瘤、胰腺癌、结直肠

癌[10-14]。本组资料研究发现胆囊腺癌组织中 IL-8 mRNA表达的

阳性率及其评分均显著高于非癌组织，提示 IL-8可能与胆囊

腺癌的发生和进展有关，IL-8可能通过促进内皮细胞增生和毛

细血管腔形成，从而促进胆囊腺癌血管生成，影响着胆囊腺癌

的发生和发展。此外，研究结果表明高分化胆囊腺癌组织 IL-8

mRNA阳性率及评分和与中、低分化胆囊腺癌组织比较差别无
显著性，提示 IL-8并不能直接反映胆囊腺癌的恶性程度，不能

作为胆囊腺癌恶性程度的标志。IL-8mRNA表达的阳性的胆囊

腺癌组织易侵犯胆总管、肝脏及发生淋巴结转移，且与侵犯胆

总管和发生淋巴结转移存在密切关系，说明 IL-8可能通过一

系列途径提高胆囊腺癌细胞的侵袭和转移能力，在其它恶性肿

瘤一些研究报道也支持这一结论[15-17]。

国内外研究发现在恶性肿瘤的间质内有数量不等，程度不

均的炎性细胞浸润，包括单核 /巨噬系统来源的巨噬细胞、肥

大细胞及中性粒细胞[18-22]。在研究肿瘤和生理性血管生成时，研

究发现乳腺癌间质巨噬细胞高者预后差。在研究胰腺癌时发

现，肿瘤周围及癌间质内巨噬细胞数量多少与肿瘤的转移及预

后可能有一定关系。同时，TAM能诱导和表达多种细胞因子和
生长因子，TAM可能在介导局部免疫过程的同时，对肿瘤的生

长及肿瘤微环境的构建也发挥极重要作用。那么，胆囊腺癌的

发展及预后是否也与巨噬细胞有关，国内外尚未见相关文献。

本组研究结果显示 36例胆囊腺癌组织中，均浸润一定数量的
TAM，明显高于慢性胆囊炎组织，提示 TAM与胆囊腺癌的进

展密切相关。随着胆囊腺癌分化程度的降低，TAM浸润数量变

化，但变化无显著性，说明 TAM 可能也不直接反映胆囊腺癌
的恶性程度。TAM浸润数与是否侵犯胆总管、肝脏及发生淋巴
结转移有明显差异，除与侵犯肝脏的差异无显著性外，与已侵

犯胆总管、发生淋巴结转移的差异有高显著性，说明 TAM 与
胆囊腺癌侵犯胆总管、发生淋巴结转移等临床病理特征有密切

关系，进而能为胆囊癌的临床治疗手段、手术方式、预后判断提

供一定的参考。

此外，本研究发现，胆囊腺癌组织中 IL-8 mRNA的表达评
分与 TAM计数之间存在显著正相关，并且 IL-8 mRNA阳性表
达的胆囊腺癌的 TAM计数明显高于其阴性表达的病例，说明
胆囊腺癌间质中的 TAM 浸润和癌组织 IL-8mRNA 表达水平
存在密切的相关，推测 IL8可能促进 TAM向胆囊腺癌组织迁
移和浸润，而 TAM可诱导分泌多种细胞因子，促进肿瘤血管
生成，进而促进胆囊腺癌的进展。

总之，本研究从组织病理学水平对 IL-8表达和 TAM计数
在胆囊癌中临床病理意义进行了初步探讨，为这两项指标应用

于胆囊癌的诊断和预后预测提供了重要依据。结果表明 IL-8

和 TAM计数与胆囊癌的发生和发展密切相关，IL-8可能在促
进 TAM向胆囊癌组织迁移浸润中起作用，但关于二者的功
能，特别是相互间的功能联系，还有待细胞分子生物学的进一

步研究。
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