
运用组织芯片技术检测COX-2在结直肠癌中的表达及其临床意义  

    环氧化酶(COX)是一完整的膜结合蛋白，为花生四烯酸(AA)合成前列腺素(PGs)过程中的一个重要的限速

酶[1]。 COX-2属诱导型酶，由位于染色体1q25.2-25.3的“迅速应答基因”所编码[2]，其亚细胞定位在内

质网和核膜[3]，在正常组织中不表达或微弱表达，受生长因子和/或细胞因子、炎症递质、一氧化氮、血清

素、促肿瘤剂 、癌基因等因素刺激后COX-2 mRNA很快增加，升高可达20~40倍，并在升高水平上维持6~8 

h，24 h后降至基础水平[4][5]。近年来大量的流行病学及实验研究资料表明，长期使用非甾体抗炎药(non-

steroidal anti-inflammatory drugs, NSAIDs)如阿司匹林和特异性的COX-2抑制剂可降低结直肠癌、胃

癌、胰腺癌等消化道肿瘤的发病危险性，尤其是结直肠癌的发病率降低40%~50%[6][7][8][9][10]。提示

NSAIDs可能对消化道肿瘤具有一定的化学预防作用。NSAIDs预防结直肠肿瘤的具体机制尚不清楚，目前认为

NSAID是通过抑制COX-2的表达进而诱导肿瘤细胞的凋亡，抑制生长因子及其受体等机制而发挥抗肿瘤作用

[11][12][13][14][15][16]。组织芯片技术(tissue microarray/tissue chip)是由基因芯片概念而发展

的一种新方法，应用组织芯片高效检测临床组织样本具有快速、方便、经济、准确的优点。我们利用组织芯片

技术结合免疫组织化学方法检测COX-2蛋白在早期结直肠癌组织中的表达，探讨结直肠癌组织中COX-2的表达

及其与肿瘤的临床生物学特性的关系，评价COX-2在结直肠癌预后判断中的价值。 

    

1  材料与方法 

    1.1  材料 

    选自南方医科大学珠江医院普通外科1992~2000年126例原发性结直肠癌外科手术切除石蜡标本。所选病

例均经过手术根治、无血行转移。追踪收集所选病例各项临床资料和术后随访资料。临床病理资料包括：年

龄、性别、肿块大小、部位、组织学类型、浸润深度、淋巴转移、Dukes分期、术后局部复发、术后血行转移

复发等。所选病例肿瘤浸润深度均未突破浆膜层。中位随访时间60月(7~98个月)。 

    本组研究病例中，男76例，女50例；平均年龄56岁(29~81岁)，其中大于/等于60岁54例，小于60岁72

例；肿瘤小于5 cm 80例，大于/等于5 cm 46例；肿瘤位于结肠72例，位于直肠54例；病理学检查示：高分

化94例，中、低分化32例；浸润深度：未突破肌层的58例，突破肌层的68例；淋巴转移阳性28例，淋巴转移

阴性98例；Dukes分期：A、B期98例，C期28例；术后复发转移24例，其中局部复发6例，血行远处转移18

例，其中肝转移13例，肺转移2例，骨转移2例，颅部转移1例。 

    1.2  主要试剂与方法 

    采用免疫组织化学SABC方法。COX-2兔抗人单克隆抗体(浓缩液)(SC-7951)为美国Neomarkers公司产品

(购自晶美公司)，SABC试剂盒均购自福州迈新公司，即用型。组织切片经高压处理，修复暴露抗原。以已有

COX-2表达的大肠癌作阳性对照，以TBS代替一抗作空白对照，严格按照SABC免疫组化试剂盒说明书操作，DAB

显色。 

    1.3  组织芯片制作过程[17] 
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    载玻片的准备：载玻片经过清洁液浸泡，充分水洗并烘干，用10%多聚赖氨酸处理载玻片，烘干备用。 

    组织芯片模块制备：将熔化石蜡制作4.0 cm×2.0 cm ×1 cm大小的空白蜡块，设计10×8点组织列阵，

用打孔机制成模块。 

    将原蜡块放在45 ℃温箱中烘5~10 min。然后，用打孔针从组织块选定部位逐个取出组织芯，随即放入预

先设计的阵列模块中，排布成组织芯片。 

    对供体组织HE切片作形态学观察并在供体蜡块上准确标记所需要的靶点。 

    利用打孔仪钻取靶点组织，并转移至受体蜡块相应的孔位上，即制成所需的阵列蜡块。 

    常规方法作4~5 μm切片，裱于载玻片上。一个组织芯片蜡块一般可切4~5 μm的连续切片100张左右。 

    最后，将制成的组织芯片面朝下放在铜板上，于55 ℃放置30 min，轻压模块使组织柱在模块中排平。对

组织芯片蜡块切片，切下的组织平整地粘贴于载玻片上，以备免疫组化实验使用。 

    1.4  结果判断标准 

    采用双盲法参照Fromowitz等提出的染色。 

    评判标准由两位有经验的病理医师分别免疫组化对染色结果进行评估。免疫组化染色阳性信号为棕黄

色，COX-2蛋白阳性染色定位于细胞质(呈棕黄色颗粒)或核膜。采用显微摄像计算机图像分析系统，计算阳性

细胞和肿瘤细胞的数量。COX-2的判断标准为：阳性细胞<肿瘤细胞的50%者为低表达组；阳性细胞>肿瘤细胞

的50%者为高表达组。 

    1.5  统计学处理 

    COX-2表达状态与结直肠癌临床参数之间的关系比较采用Pearson卡方检验。多因素生存分析应用Cox回

归模型，生存率用Kaplan-Meier法评估，绘制累积生存函数曲线，用Log-rank test比较各组生存曲线有无

差异。所有统计学处理均采用SPSS 10.0统计软件包进行。P<0.05认为有统计学意义。 

    

2  结果 

    2.1  免疫组化染色结果 

    在所有病例中，COX-2主要在肿瘤细胞中表达，而在间质细胞、内皮细胞和与肿瘤细胞相邻的正常粘膜细

胞则表达较弱。在癌细胞中，COX-2被观察到主要在胞质中和核膜周围表达。在远切缘正常粘膜组织不表达或

表达较弱。 

    采用显微摄像计算机图像分析系统，根据免疫组化染色强度和分级结果，所有病例被分为COX-2高表达组

和低表达组。其中高表达组有32例(25.4%)，低表达组有94例(74.6%)。 

    2.2  COX-2表达与结直肠癌各临床参数之间的关系 

    COX-2与各临床参数的关系如表1所示。根据统计结果可以看出，COX-2在结直肠癌中表达情况与年龄、性

别、肿瘤大小、肿瘤部位、组织学类型、浸润深度、淋巴是否转移、Dukes分期均无关。然而，高表达的COX-

2与肿瘤复发、特别是血行转移显著相关(P<0.05)。 





    2.3  COX-2表达与进展期大肠癌患者的预后 

    126例早期结直肠癌患者中死亡24例，生存102例，其中COX-2高表达组(n=26)死亡12例，COX-2低表达组

(n =100)死亡12例。无肿瘤复发病例中，COX-2高表达组和低表达组的生存率用Kaplan-Meier方法评估，并

用Log-rank test进行比较，两组之间生存率具有显著差异。Kaplan-Meier非参数法结果表明3a累计生存率

在COX-2低表达组为88%；而在COX-2高表达组为53.8%。经Log-rank检验，COX-2高表达组与低表达组的生存

曲线有显著性差异(P=0.0067)(图1)。 

    图1  不同水平COX-2表达组生存曲线(Kaplan-Meier法)，Log-rank法比较两组生存曲线 
    Fig.1  Kaplan-Meier disease-free survival curves of patients with high and low COX-2 

expression
    A statistically significant difference was observed between the two groups (P<0.01)

    在表2中，使用Forward LR方法分析，经筛查变量，结果只有Dukes分期和COX-2两项变量进入Cox回归方

程，表明淋巴结转移和是与Dukes分期高度相关的因素，实际上被包含在Dukes分期这一因素中，因而在Cox回

归分析中被剔出。 控制Dukes分期因素在平均水平后得出的COX-2在回归方程中的死亡风险比为10.086。所

有病例多因素分析结果显示，在潜在的预后因素中(年龄、性别、肿瘤大小、肿瘤部位、组织学类型、淋巴是

否转移、Dukes分期、COX-2表达)，COX-2表达和Dukes分期被认为是术后独立预后因素。 

    



3  讨论 

    应用组织芯片高效检测临床组织样本是为了发挥其快速、方便、经济、准确的优势。本研究也发现，采

用组织芯片技术具有以下优点：第一，可同时分析多个样本，提高了效率，减少了时间和资金的消耗；第二，

同时进行研究使各标本的实验条件一致，便于对比。我们制作了126例结直肠癌的组织芯片，每张组织芯片上

126个样品，排列整齐，外形为圆形或类圆形，较少的皱折和掉片现象。仅用几张芯片即完成了全部实验，极

大节约了研究经费和降低了劳动量，在最短的时间内获得了结直肠癌中Survivin和COX-2表达的全部数据。因

此，应用组织芯片大规模高效检测临床组织样本是可行的，组织芯片技术与传统的病理学技术方法相比，具有

前述快速、方便、经济、准确的特点，其应用前景广阔。 

    近年研究表明，COX-2在多种肿瘤的发生、发展过程中起重要的作用[18][19][20][21]，并与肿瘤转

移、血管浸润等恶性生物学行为有关。COX-2可通过刺激肿瘤血管形成、抑制肿瘤细胞凋亡、增加细胞侵袭和

转移能力等途径，促进肿瘤的发生和进展，其在结直肠癌发生发展中的作用已得到充分证实[22][23][24]。

利用结肠癌细胞系进行的研究发现，COX-2高表达可诱导膜型基质金属蛋白酶的合成，从而使肿瘤侵袭能力增

强，转移潜能增加[25]。有研究显示血管生成是肿瘤发生、发展过程中的重要步骤，并与肿瘤的生物学行为

有关[26]。COX-2可能是通过促进肿瘤血管生成、抑制肿瘤细胞凋亡、参与氧化诱癌途径、影响细胞周期变化

以及导致细胞增殖信号传导异常等机制参与结直肠癌的发生发展。 

    本研究发现，COX-2在结直肠癌中表达情况与年龄、性别、肿瘤大小、肿瘤部位、组织学类型、浸润深

度、淋巴是否转移、Dukes分期均无关。但是，高表达COX-2与肿瘤复发、特别是血行转移显著相关。COX-2高

表达组患者术后五年生存率显著低于COX-2低表达组。提示COX-2的表达可以影响结直肠癌的生物学行为，可

使其更易发生局部与血行复发转移等恶性行为，可能是预后不良的指征。在潜在的预后因素中(年龄、性别、

肿瘤大小、肿瘤部位、组织学类型、淋巴是否转移、Dukes分期、COX-2表达)，通过多因素分析，我们发现，

COX-2表达和Dukes分期可作为是结直肠癌根治术后独立预后因素，COX-2高表达提示预后不良。因此我们认

为，作为Dukes分期的补充，结直肠癌组织中COX-2的检测可作为结直肠癌患者预后判断的一个有价值的指

标。 

    Murata等在动物实验研究中发现选择性COX-2抑制剂可抑制结肠腺瘤和腺癌的产生和转移[27]。有实验

证明在结肠息肉和CRC的治疗预防中，COX-2选择性抑制剂能成为侯选药物之一[28]。因此，本实验中的开发

COX-2抑制剂为早期防治结直肠癌及其复发转移提供了有力的科学实验依据[29][30]。也提示选择性COX-2抑

制剂不仅有望成为有效的CRC及其癌前病变二级预防药物之一，更重要的意义在于其可能对CRC的复发转移具

有重要的临床治疗价值。 
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