
精准医学杂志２０１８年６月第３３卷第３期　JPrecisMed,June２０１８,Vol．３３,No．３
doi:１０．１３３６２/j．jpmed．２０１８０３０２０　　文章编号:２０９６Ｇ５２９X(２０１８)０３Ｇ０２６３Ｇ０４

[收稿日期]２０１８Ｇ０４Ｇ２４;　[修订日期]２０１８Ｇ０５Ｇ１０
[基金项目]山东省科技发展计划项目(２０１１GGB１４０１０)
[通讯作者]张炳远,Email:bingyuanzhang＠１２６．com
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[摘要]　目的　探讨毒蕈碱型乙酰胆碱受体 M３(ChRM３)对胆管癌神经浸润的影响.方法　采用免疫组织

化学方法检测６０例胆管癌组织及３０例正常胆管组织中 ChRM３的表达水平;建立小鼠背根神经节(DRG)与胆管

癌细胞 RBE体外共培养模型,并加入ChRM３激动剂(匹罗卡品)及其拮抗剂(阿托品),通过观察神经纤维的生长

和胆管癌 RBE细胞对 DRG和周围神经纤维的黏附及浸润,检测 ChRM３在匹罗卡品和阿托品作用下对胆管癌

RBE细胞浸润 DRG及周围神经纤维的影响.结果　ChRM３在胆管癌组织中的阳性表达率高于正常胆管组织,差
异有统计学意义(P＜０．０１).神经浸润在胆管癌中发生率为９１．７％(５５/６０).DRGＧRBE细胞共培养模型中加入匹

罗卡品后,RBE细胞浸润 DRG及周围神经纤维的细胞数明显增加,差异有统计学意义(P＜０．０５),这种作用在加入

阿托品后明显减弱,差异有统计学意义(P＜０．０５).而将阿托品单独作用于胆管癌组织,神经浸润结果与对照组比

较无明显差异(P＞０．０５).结论　ChRM３参与了胆管癌神经浸润过程,可能为抑制胆管癌的神经浸润提供了新治

疗靶点.
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EFFECTOFCHRM３ONTHEPERINEURALINVASIONOFCHOLANGIOCARCINOMA　FAN Shuai,ZHAO Wei,WANG

Guolei,WEIZongqiang,DOURongrong,ZHANGBingyuan　(DepartmentofHepatobiliarySurgery,TheAffiliatedHospital

ofQingdaoUniversity,Qingdao２６６００３,China)

[ABSTRACT]　Objective　ToexploretheeffectofmuscarinicacetylcholinereceptorM３(ChRM３)ontheperineuralinvasion

ofcholangiocarcinoma(CLC)．　Methods　ImmunohistochemistrywasusedtodetecttheexpressionofChRM３in６０CLCtissues

and３０normalbileducttissues．AcoＧculturemodelofmousedorsalrootganglia(DRG)andhumanCLCcelllineRBEwasestabＧ

lished．TheChRM３agonistpilocarpineandtheChRM３antagonistatropinewereaddedintothecoＧculturemodeltoobservethe

growthofnervefibersandtheadhesionandinvasionofRBEcellsintotheDRGandsurroundingnervefibersandtoevaluatethe

effectofChRM３ontheinvasionofRBEcellsintotheDRGandsurroundingnervefibers．　Results　ThepositiverateofChRM３

wassignificantlyhigherintheCLCtissuesthaninthenormalbileducttissues(P＜０．０１)．Theperineuralinvasionratereached

９１．７％ (５５/６０)intheCLCtissues．ThenumberofRBEcellsinvadingtheDRGandsurroundingnervefiberswassignificantlyinＧ

creasedafterpilocarpinewasaddedtothecoＧculturemodel(P＜０．０５)．Thiseffectwassignificantlyweakenedafteratropinewas

addedtothecoＧculturemodel(P＜０．０５)．However,therewasnosignificantchangeintheperineuralinvasionwhenatropinealone

wasaddedtothecoＧculturemodel(P＞０．０５)．　Conclusion　ChRM３isinvolvedintheperineuralinvasionofCLCcells,whichmay

provideanewtherapeutictargettoinhibittheperineuralinvasionofCLC．
[KEYWORDS]　Bileductneoplasms;Receptor,muscarinicM３;Tumorinfiltrating;Nervoussystem;Invitro

　　胆管癌是一种恶性程度极高,具有高度侵袭性

的肿瘤,起病隐匿,早期即可发生周围浸润及远处转

移,具有诊断率低,病死率高的特点[１].手术切除是

唯一有效的治疗方法,但是手术切除率低,术后复发

率高,对放、化疗不敏感,导致其预后较差[２].近年

来研究显示,胆管癌术后易复发及预后差与其具有

的一种生物学特性—神经浸润密切相关.研究表明

胆管系统具有十分丰富的自主神经,胆管恶性肿瘤

距腹腔神经丛的距离较近,肿瘤易侵犯周围的神经

丛,发生神经浸润[３].许多学者认为,胆管癌周围神

经递质的分泌对胆管癌的神经浸润具有积极影响.

我们推测周围神经递质可能是通过激活毒蕈碱型乙

酰胆碱受体 M３(ChRM３)来发挥作用,ChRM３在胆

管癌神经浸润过程中起到重要作用,本实验目的是

通过建立体外神经浸润模型,观察 ChRM３在激动

剂匹罗卡品及其拮抗剂阿托品作用下对胆管癌神经

浸润能力的影响.

１　材料与方法

１．１　标本来源

２０１０年１月—２０１３年１２月,我院肝胆外科手术

切除后经石蜡包埋的胆管病理组织标本９０例,其中

６０例为腺癌组织标本,３０例为正常胆管组织标本.

１．２　细胞系和主要试剂

胆管癌RBE细胞系购自中国科学院上海细胞
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库,RPIM１６４０培养基以及胎牛血清(FBS)由美国

Hyclone公司提供,匹罗卡品购自美国Sigma公司,
硫酸阿托品由武汉昌恒生物医药制品研究所提供,
昆明种纯系胚胎小鼠由青岛市药检所动物实验中心

提供.

１．３　细胞培养

RBE胆管癌细胞系,用含体积分数０．１０胎牛血

清的RPMI１６４０培养液,于３７℃、含体积分数０．０５
的CO２的恒温培养箱内进行培养,定期换液,待细

胞８０％~９０％融合后用含有２．５g/LEDTA 的胰

酶消化,配成细胞悬液,接种于培养瓶,取对数生长

期的细胞用含２．５g/LEDTA 的胰酶消化备用,每
天用倒置显微观察细胞生长情况,定期拍照记录.

１．４　免疫组化法检测ChRM３的表达情况

标本均采用４０g/L中性甲醛溶液固定,常规脱

水,石蜡包埋,４μm 厚连续切片,采用免疫组化PVＧ
６０００二步法对切片进行免疫组化染色.每批实验

均设阳性对照,用PBS代替一抗作为阴性对照.免

疫组化阳性判断标准为细胞膜及细胞质出现棕褐色

颗粒,分级如下:随机选择８~１０个视野(１００倍)的
阳性细胞核的数目来进行半定量评估,分为４级:阴
性(－),阳性细胞数＜５％;弱阳性(＋),阳性细胞数

占５％ ~２５％;阳性(􀳥),阳性细胞数占 ２６％ ~
５０％;强阳性(􀳦),阳性细胞数＞５０％;所有标本均

经２名病理科高年资主治医师审核证实.

１．５　体外胆管癌神经浸润模型的建立

本实验小鼠DRGＧRBE细胞共培养模型培养液

分共为４组,分别为 mock组(单独加含血清 RPMI
１６４０培养基)、PILO组(含有血清 RPMI１６４０培养

基＋匹罗卡品１mmol/L)、PILO＋ATR组(含血清

RPMI１６４０培养基＋匹罗卡品１mmol/L＋阿托品

０．１mmol/L)、ART组(含有血清 RPMI１６４０培养

基＋阿托品０．１mmol/L).取对数期生长的 RBE
胆管癌细胞用２．５g/L胰酶消化,离心并重悬于含

胎牛血清RPMI１６４０培养液中,细胞计数板计数,
调整细胞密度至１．０×１０８个/L备用.整个操作在

超净工作台上进行,将小鼠脱颈处死,在显微镜下切

取并修剪背根神经节(DRG)后置于生理盐水中清

洗备用.６孔板各孔均放入０℃预冷的１cm×１cm
大小的消毒盖玻片,将备用的 DRG 置于盖玻片中

央,从冰浴中取５０μL Matrigel覆于 DRG上,然后

将６孔板置于３７℃培养箱中,固化３０min后分别

加入预先制备好的细胞悬液２mL,将 Matrigel和

DRG完全覆盖,操作完后将６孔板置于３７℃、含体

积分数０．０５CO２的培养箱中培养,每隔４h倒置显

微镜下观察RBE细胞与神经纤维的黏附状况,并照

相记录.３６h后经４０g/L中性甲醛溶液固定,通过

Nissl染色、Gomori染色和神经丝蛋白免疫组化染

色(NFIHC)后,置于倒置显微镜下观察,在高倍镜

下计数,分别取５个高倍镜视野下细胞计数,并取平

均值.

２　结　　果

２．１　ChRM３在两种组织中的表达

ChRM３在胆管癌组织和正常胆管组织中的阳

性表达率分别为９０．００％(５４/６０)、３．３３％(１/３０),差
异有统计学意义(P＜０．０１).见图１a、b.并且神经

浸润在胆管癌组织中发生率为９１．７％(５５/６０).见

图１c、d.

２．２　各组 RBE细胞浸润 DRG 及其周围神经纤维

的比较

通过 Nissl染色发现,体外培养的 DRG存活良

好,其尼氏体呈颗粒状,核周尼氏体颗粒明显,核边

缘处较小,而且活力旺盛(图２a).Gomori染色以

及 NFIHC染色见有神经突起自 DRG 周缘长出,
多数突起结构有分支,大体呈放射状排列(图２b、c、

d).在DRGＧRBE细胞共培养模型培养３６h后,可
见RBE细胞浸润DRG及其周围神经纤维(图３a),
浸润细胞数目为１８．００±０．７１,在 DRGＧRBE细胞共

培养模型中加入匹罗卡品后,RBE细胞浸润 DRG
及其周围神经纤维的数量明显增加(图３b),浸润细

胞数目为３１．６０±０．９３,差异具有统计学意义(t＝
１１．６６,P＜０．０５).在加入匹罗卡品拮抗剂阿托品后

明显减弱,表现为浸润 DRG的 RBE 细胞的数量减

少(图３c),浸润细胞数目为２０．００±０．７１,差异具有

统计学意义(t＝９．９５,P＜０．０５).而在 DRGＧRBE
细胞共培养模型中单独加入阿托品以后,RBE细胞

浸润DRG及其周围神经纤维的数量无明显的变化

(图３d),浸润细胞数目为２０．２０±０．８６,与对照组相

比差异无统计学意义(P＞０．０５).

３　讨　　论

肝胆系恶性肿瘤中,胆管癌是除肝癌之外发病

率最高的恶性肿瘤,约占１０％~１５％.手术根治性

切除是胆管癌唯一有效的治疗方法,但由于胆管癌

早期不易被发现,且易发生周围浸润,导致大部分病

人诊断时已处于中晚期,R０切除率降低且术后复发

率升高.
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a:ChRM３在正常胆管组织中的表达,２００倍;b:ChRM３在胆管癌组织中的表达,２００倍;c、d:胆管癌浸润神经纤维(箭头所指),PVＧ６０００
染色,分别为２００、４００倍.

图１　ChRM３在两种组织中的表达情况

a:Nissl着色后的 DRG(箭头所指),４００倍;b、c:Gomori着色后的DRG(箭头所指),分别为２００、４００倍;d:NFIHC着色后的DRG(箭头所

指),４００倍.

图２　DRG体外培养３６h后的生长状态、胞体大小及轴突生长状况

a:RBE细胞浸润DRG及其周围神经纤维情况;b:加入匹罗卡品后RBE细胞浸润DRG及其周围神经纤维情况;c:同时加入匹罗卡品和阿

托品后 RBE细胞浸润 DRG及其周围神经纤维情况;d:单独加入阿托品后 RBE细胞浸润 DRG及其周围神经纤维情况.

图３　不同因素影响下RBE细胞对DRG的浸润情况

　　神经浸润是胆管癌一种独立的转移方式,与淋

巴转移无关[４].BHUIYA 等[５]的研究显示,７０例

胆管癌标本中８１．４％出现了神经浸润,且 R０术后５
年存活率仅为３２％,而无神经浸润病人为６７％.以

上研究显示,神经浸润在胆管癌中普遍发生且与术

后复发相关.胆管系统是一个由多种神经支配的自

主神经器官.许多学者认为肿瘤的神经浸润可能与

神经递质有关,尤其是胆管癌这种具有嗜神经浸润

性的肿瘤[６].研究显示胆管癌周围的交感神经递质

及其受体在调节胆管癌的生长及转移中的重要作用

已经被证实[７Ｇ８],但是副交感神经在胆管癌中作用的

研究尚少.SHAH 等[９]以及SAID等[１０]研究表明,
副交 感 神 经 也 与 肿 瘤 的 发 生 发 展 关 系 密 切.

mAChRs是副交感神经分泌的主要递质乙酰胆碱

(ACh)受体的一种,包括 M１~M５５种受体,其中,

ChRM３分布于消化道腺体和血管平滑肌,控制腺

体分泌和平滑肌松弛.实验证明,ACh在多种肿瘤

中高表达,包括常见的肺癌及其他恶性肿瘤[１１Ｇ１２].
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研究显示ChRM３在消化道肿瘤中广泛表达,在肿

瘤的增殖、分化、侵袭和转移中起重要作用[１３Ｇ１４].张

亮等[１５]研究显示,ChRM３活化能够通过PI３K/Akt
信号通路促进肝癌细胞的侵袭和转移.据报道,胆
管癌 细 胞 系 MZＧChaＧ１ 有 ChRM３ 的 表 达,而 在

mAChRs激动剂作用下,IP３信号被激活,细胞内

Ca２＋ 水平升高,胆管癌细胞的数量增加[１６].FENG
等[１７]研究显示,ChRM３的表达在胆管癌细胞增殖

和转移中起关键作用,并受肿瘤分化程度、远处转移

的影响.以上研究证明,ChRM３广泛参与了肿瘤

细胞,包括胆管癌细胞的增殖、分化、侵袭和转移,但
是与神经浸润有关的报道很少.本课题组之前的研

究已经证实了胆管癌细胞可能存在 ChRM３,并受

副交感神经分泌的神经递质的调节,在胆管癌的侵

袭和转移中发挥积极作用[１８].对本院９０例标本进

行免疫组织化学染色显示,ChRM３主要在胆管癌

细胞膜和细胞质中表达,胆管癌组织中神经浸润的

发生率约为９１．７％,并且在胆管癌组织中 ChRM３
的阳性表达率明显高于正常胆管组织.据此推测,

ChRM３可能与胆管癌神经浸润具有相关性.研究

显示,肿瘤组织中存在多种神经递质的异常表达,神
经递质和受体激动剂可影响肿瘤的增殖、分化和转

移,受体拮抗剂可阻断这些作用[１９].而本研究结果

显示,加入匹罗卡品或阿托品后,ChRM３激动剂匹

罗卡品可明显增强RBE细胞对DRG及周围神经纤

维的浸润能力;而阿托品可明显抵消匹罗卡品所产

生的促浸润作用;阿托品能够与匹罗卡品竞争与

ChRM３结合,对匹罗卡品的作用产生竞争性抑制,
而阿托品本身与 ChRM３结合不发挥作用,所以单

独应用阿托品对RBE细胞的神经浸润无影响.
综上所述,匹罗卡品可明显增强胆管癌细胞的

神经浸润能力,阿托品可明显抵消匹罗卡品所产生

的促浸润能力,其机制可能通过改变 ChRM３的活

性而发挥作用.这可能为抑制胆管癌的神经浸润提

供新的治疗靶点.
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