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摘要!目的 揭示甲状腺转录因子 !"!’’(!""蛋白在正常成人肺泡)型上皮细胞#人胚胎肺泡上皮细胞#肺癌原发灶及淋

巴结转移灶中的表达特点及规律$ 方法 用组织微阵列技术构建包含 *% 例正常成人肺组织%"$ 例胚胎肺组织#"%% 例肺

癌原发灶及其相应的 $$ 例淋巴结转移灶的 +,$ 点阵的石蜡组织芯片& 用免疫组化 -. 法检测该芯片中 ’’(!" 蛋白的

表达& 用 /012345$%%67 图像分析系统定量测试组织芯片上 ’’(!" 蛋白的表达强度& 结果 胚胎肺泡上皮细胞核 ’’(!"
阳性单位!.8"值小于正常成人肺泡9型上皮细胞核 ’’(!" 的 .8 值#!!%:%%"&’不同类型肺癌癌细胞核 ’’(!" 的 .8 值

均小于胚胎肺泡上皮细胞和正常成人肺泡;型上皮细胞核 ’’(!" 的 .8 值!!!%:%%""’肺腺癌和肺小细胞癌癌细胞核

’’(!" 的 .8 值均大于肺鳞癌和肺大细胞癌癌细胞核 ’’(!" 的 .8 值!!!%:%%""’肺鳞癌癌细胞核 ’’(!" 的 .8 值大于

肺大细胞癌癌细胞核 ’’(!" 的 .8 值!!!%:%%""& 肺的腺癌%鳞癌和大细胞癌淋巴结转移灶中癌细胞核 ’’(!" 的 .8 值

均大于其癌原发灶癌细胞核 ’’(!" 的 .8 值!!!%:%%"<4!!%:%%"<4!!%:%$"’肺小细胞癌淋巴结转移灶癌细胞核 ’’(!" 的

.8 值与其原发灶癌细胞核 ’’(!" 的 .8 值基本相同!!"%:%$"&有淋巴结转移的肺癌原发灶癌细胞核 ’’(!" 的 .8 值大

于无淋巴结转移的肺癌原发灶癌细胞核 ’’(!" 的 .8 值!!!%:%%""’癌细胞胞核 ’’(!" 的 .8 值与肺癌大体类型%分化

程度和患者性别无关!!"%:%$"’’=6>!?期癌细胞胞核 ’’(!" 的 .8 值大于@期!!!%:%%""& 结论 ’’(!" 的表达量在

正常成人肺泡A型上皮细胞%胚胎肺泡上皮细胞和肺癌细胞核中的表达具有差异性并依次减少’肺癌细胞核 ’’(!" 的

表达具有癌组织类型差异性(腺癌和小细胞癌相对较高(鳞癌和大细胞癌极少’’’(!" 胞核高表达的肺癌易发生转移(

’’(!" 胞核高表达的肺的腺癌%鳞癌和大细胞癌癌细胞为具有明显转移能力的肺癌细胞的重要标志之一$
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表 ! 标本分组及样本含量
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;;;;;;;;
;;;;;;;;^^ml= 是核转录蛋白 _noE 基因家族成员之一p
由常染色体 =HJ=M 的单一位点基因所编码产生并能

参与调控许多基因的表达# 在胚胎的肺$甲状腺和前

脑的上皮中表达i在胎盘形成过程中具有提高转录活

性的作用!=iE"%可看作是这些器官发生的启动子# 由于

^^ml= 存在于胚胎肺组织上皮细胞内i胚胎肺组织是

一种幼稚的肺组织% 肺癌组织也是一种幼稚的组织%
因此我们推测在肺癌组织中可能具有 ^^ml= 蛋白的

异常表达#
传统检测肿瘤组织相关基因蛋白原位表达的方

法是用大组织切片进行免疫组织化学染色%每张切片

只能检测 = 例%不同样本间因实验条件可能有少许不

一%有可能产生组间及批间误差# 采用组织芯片技术!M"

可在一个蜡块上排列数百例组织芯%通过一张切片可

同时检测数百例组织的基因蛋白表达可避免不同样

本间因实验条件的差异所造成的误差#在组织芯片基

础上定量检测分析不同类型肺组织中 ^^ml= 蛋白表

达的状况并进行定量测试的研究尚未见文献报道#本

文应用组织芯片技术及免疫组化定量测试技术检测

及分析 ^^ml= 蛋白在正常成人肺组织$ 胚胎肺组织

和不同类型肺癌及其淋巴结转移癌组织中的表达特

点%探索其变化规律及其与肺癌转移的关系#

=;;材料和方法

=j= 材料与分组

组织来自南方医院病理科 E55MlE55H 年间尸检

及病理活检标本# 患者术前未接受放疗或化疗# 分组

及样本含量如表 =&
所有标本经 =5q福尔马林液固定%石蜡包埋’作

为供体蜡块(%M;!7 厚连续切片% 第一张行 e6 染色

作为基本观察切片%其余备用#
=jL;方法

=jLj= 肺癌组织芯片的制作 采用组织微阵列制作仪%
将肌肉组织’阴性对照%随机选取 > 个组织芯(%正常

成人肺组织’自身内对照%阳性对照(%胚胎肺组织%肺

腺癌原发灶及其相应淋巴结转移癌%肺鳞癌原发灶及

其相应淋巴结转移癌%肺小细胞癌原发灶及其相应淋

巴结转移癌%肺大细胞癌原发灶及其相应淋巴结转移

癌按上述顺序依次排列在一个空白蜡块内# 其中%不

同类型肺癌原发灶均按从有淋巴结转移组到无淋巴

结转移组的顺序排列#从每例标本中随机各取 H 个组

织芯’对于正常肺组织%避开出血区域随机取点)对于

肿瘤组织%避开坏死区域在肿瘤实质部位随机取样(%

制作成 = 个含 UY> 个组织芯的蜡块#
=jLjL 免疫组化检测 ^^ml= 蛋白表达 采用 Vl[ 法进

行免疫组化染色# 鼠抗人 ^^ml= 单克隆抗体’克隆号

dZUZMg=%工作液($V[ 试剂盒和 rAs 试剂盒为美国

_<(7P"t<"2 公司产品# rAs 显色 >;71/ 后不复染以

保证显色反应的单一性# 染色结果可疑者重复实验#
每次免疫组化染色均设空白$阳性和阴性对照# [sV
取代一抗做空白对照%肌肉组织做阴性对照%正常肺

组织做自身阳性内对照#
=jEjM 免疫组化结果判定及 ^^ml= 定量测试 根据空

白$阳性和阴性对照的显色情况%在确定无假阳性和

假阴性的前提下% 以细胞核染成棕黄或棕褐色为阳

性# 用 ?<1:P;u>55N] 图像分析系统% 在 H5 倍物镜

下%从每个样本随机选取的 H 个有代表性的组织芯内

随机选取 E5 个视野作为此样本的测量区域进行测

试# 正常成人肺的每个视野随机测试 =5 个阳性肺泡

v型上皮细胞) 胚胎肺的每个视野随机测试 =5 个阳

性肺泡上皮细胞)肺癌组织及淋巴结转移癌组织的每

个视野随机测试 =5 个阳性癌细胞# 每例样本共测试

E55 个阳性细胞%用交互式测量法测量每个阳性细胞

核的灰度值 Z"% 同时在相应的 E5 个视野中测试背

景灰度 Z# 并取其平均值%按照文献中建立的免疫组

织化学染色强度的定量测试方法检测每个阳性细胞

核的阳性单位’[w(值%取每个样本中 E55 个阳性细胞

[w 值的均值作为该样本阳性细胞的 [w 值!>lU"#
=jB 统计学分析

应用 V[VV==j5 统计分析软件进行处理# 各组实
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表 ! 正常成人肺泡!型上皮细胞!胚胎肺泡上皮细胞

和肺癌癌细胞核 ""#*$ 表达的 %& 值

"’()* ""#*$ +,-./.01 23./0’421 ,5 3,67’4 ’824/ /9+1
! ’401,4’6 1+./:14.’4 ;144-< 17(69,3.; +3127,;9/1-

’38 423= ;’3;16,2- ;144-!"#$!!%&"

2F,DF,<+F,<>F,<@F,2J4,<GX,’!?B??+,() N"0$%,2F,DF,<+F,<>F,<@F,2J4,<GF,"7=%7<5T97R6

验数据以平均值!标准差表示# 组间比较采用 * 检验

和方差分析$组间多重比较采用 MUY 检验#

>,结果

>B+,ZZ)*+ 蛋白在正常成人肺泡[型上皮细胞! 胚胎

肺泡上皮细胞和不同类型肺癌癌细胞胞核中的表达

ZZ)*+ 在正常成人肺泡\型上皮细胞%胚胎肺泡

上皮细胞和不同类型肺癌细胞胞核中的表达呈阳性$
但程度不同 !图 +$ ]*^"# 胚胎肺泡上皮细胞核

ZZ)_+ 的 -‘ 值小于正常成人肺泡a型上皮细胞核

ZZ)*+ 的 -‘ 值!+!?B??+"&肺腺癌%鳞癌%小细胞癌和

大细胞癌癌细胞核 ZZ)*+ 的 -‘ 值均小于胚胎肺泡

上皮细胞和正常成人肺泡b型上皮细胞核 ZZ)*+ 的

-‘ 值 !’!?B??+"& 肺 腺 癌 和 肺 小 细 胞 癌 癌 细 胞 核

ZZ)*+ 的 -‘ 值均大于肺鳞癌和肺大细胞癌癌细胞

核 ZZ)*+ 的 -‘ 值!’!?B??+"&肺小细胞癌癌细胞核

ZZ)*+的 -‘ 值与肺腺癌癌细胞核 ZZ)*+ 的 -‘ 值基

本相同!’"?B?A"&肺鳞癌癌细胞核 ZZ)*+ 的 -‘ 值大于

肺大细胞癌癌细胞核 ZZ)*+ 的 -‘ 值!’!?B??+$表 >"#
>B>OZZ)*+ 蛋白在肺癌原发灶与淋巴结转移灶癌细胞

核中的表达

ZZ)*+ 在肺的腺癌%鳞癌%小细胞癌和大细胞癌

淋巴结转移灶癌细胞胞核中的表达呈阳性!图 +$c*
d"$但表达程度有所不同#肺腺癌淋巴结转移灶中癌

细胞核 ZZ)*+ 的 -‘ 值明显大于其原发灶中癌细胞

核 ZZ)*+ 的 -‘ 值!’e?B???"&肺鳞癌淋巴结转移灶

中癌细胞核 ZZ)*+ 的 -‘ 值也明显大于其原发灶中

癌细胞核 ZZ)*+ 的 -‘ 值!’f?B???"&肺小细胞癌淋

巴结转移灶中癌细胞核 ZZ)_+ 的 -‘ 值与其原发灶

中癌细胞核 ZZ)_+ 的 -‘ 值基本相同!’g?BLA>"&肺

大细胞癌淋巴结转移灶中癌细胞核 ZZ)_+ 的 -‘ 值

明显大于其原发灶中癌细胞核 ZZ)_+ 的 -‘ 值 !’h
?B?+?"& 总体比较$ 肺癌淋巴结转移灶中癌细胞核

ZZ)_+ 的 -‘ 值 大 于 肺 癌 原 发 灶 中 癌 细 胞 核 ZZ)_+
的 -‘ 值!’i?B???"#

图 $ ""#_$ 在不同肺组织免疫组化结果
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!"# 肺癌患者性别及临床病理特征与组织芯片上

$$%&’ 表达的关系

组织芯片中癌细胞核 $$%&’ 的 () 值与患者性

别!肿瘤大体类型和肺癌的分化程度无关"!!*"*+#$
按有无淋巴结转移分为两组%两组间 $,- 分期差异

无统计学意义"!!.*"/0!%!.*"#!1#$有淋巴结转移组

肺癌原发灶癌细胞核 $$%&’ 的 () 值大于无淋巴结

转 移 组 "!2*"***#$$,- 分 期3&4期 癌 细 胞 核

$$%&’ 的 () 值大于5期"!6*"***#&

#7讨论

以往对肺癌中 $$%&’ 表达的研究为定性观察%
探讨了 $$%&’ 在不同类型肺癌中的表达情况% 但其

表达的量化特点及基于量化改变的变化规律尚未见

报道’+(& 其在肺癌淋巴结转移灶中的表达状况均未见

报道&
我们应用组织微阵列技术%在同一张组织芯片上

同时检测 ’** 例肺癌组织中 $$%&’ 蛋白的表达%结

果表明)不同类型肺癌组织癌细胞核 $$%&’ 的 () 值

均小于正常成人肺泡8型上皮细胞%也小于胚胎肺泡

上皮细胞%且差异均具有显著性&因此%正常成人肺泡

9型 上 皮 细 胞! 胚 胎 肺 泡 上 皮 细 胞 和 肺 癌 细 胞 核

$$%&’ 的表达具有差异性% 依次减少$ 肺癌细胞核

$$%&’ 的表达量明显减少&
我们还注意到% 肺腺癌和肺小细胞癌癌细胞核

$$%&’ 的 () 值大于肺鳞癌和肺大细胞癌$肺鳞癌癌

细胞核 $$%&’ 的 () 值大于肺大细胞癌& 因此肺癌细

胞核 $$%&’ 的表达具有癌组织类型差异性% 不同类

型的肺癌细胞核 $$%&’ 的表达量有别% 肺腺癌和肺

小细胞癌癌细胞 $$%&’ 的表达高而肺鳞癌和肺大细

胞癌癌细胞 $$%&’ 表达低&
进一步对不同临床病理特征肺癌患者的癌细胞

核 $$%&’ 表达强度进行比较发现% 肺腺癌高分化组

$$%&’ 的 () 值与其中 & 低分化组相近$肺鳞癌高分化

组 $$%&’ 的 () 值与其中 & 低分化组基本相同&对肺的

腺癌!鳞癌!小细胞癌和大细胞癌淋巴结转移灶中癌

细胞核 $$%&’ 的 () 值进行比较%发现不同类型肺癌

淋巴结转移灶中癌细胞核 $$%&’ 蛋白的表达强度有

别% 其变化规律与其相应的肺癌原发灶中癌细胞核

$$%&’ 的 () 值的变化规律类同%即)肺腺癌和肺小

细胞癌淋巴结转移灶中癌细胞胞核 $$%&’ 的 () 值

大于肺鳞癌和肺大细胞癌淋巴结转移灶中癌细胞胞

核 $$%&’ 的 () 值$肺鳞癌淋巴结转移灶中癌细胞胞

核 $$%&’ 的 () 值大于肺大细胞癌淋巴结转移灶中癌

细胞胞核 $$%&’ 的 () 值& 因此%不同类型肺癌淋巴

结转移灶中癌细胞核 $$%&’ 的表达有一定的差异性&
对于免疫组织化学染色的显色反应强度%目前仍

多采用半定量评判方法%评判者之间的判断标准带有

一定主观倾向% 这是分析过程中误差的主要来源之

一$也使得数据的统计方法受到限制& 我们采用免疫

组化显色反应强度的 () 定量方法来解决免疫组化

分析标准的客观化与分析结果的量化和可比性问题&
() 值的意义在于一方面排除了切片或涂片本底因素

的影响%另一方面它不受不同计算机图像分析系统中

灰度的设定方法及不同的灰度分级因素的影响:0;&
() 值分为 ’** 个等级% 其大小与阳性反应程度成正

比关系&
我们在对免疫组化做定量测试时%切片不进行苏

木素复染& 这样测得的 () 值来自单一免疫组化显色

反应产物%保证了测试结果的准确性& 如果切片进行

了苏木素复染%则测试结果就会受另一种染色因素的

影响%所得的 () 值就不是纯免疫组化显色反应的结

果%不能反映所测样本中蛋白表达的真正状况&
检测肿瘤组织中相关基因及蛋白表达常规的方

法是在一个蜡块内包埋一例组织标本%每次只能切出

含有一份组织样品的切片%不仅工作量大%费时费力%
使用试剂量多%而且不同组间!不同批次间因操作误

差可能会对实验结果造成影响%不利于对大样本量指

标进行快速高效的检测&组织芯片技术将成百上千的

小组织集中在一个蜡块上%通过一张切片即可同时检

测数百例组织的基因及蛋白表达 ’1<=(%不仅提高了检

测效率%还可排除一系列相关因素导致的组内和批间

差异%进一步提高了检测结果的可比性&
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