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【摘 * 要】目的：探讨 JLU. 和突变型 V,) 在非小细胞肺癌

（WERXR）中表达的相关性以及两者潜在的相互作用- 方法：

采用免疫组化 V4@.8B/.] 通用型二步法，检测 JLU. 和突变型

V,) 蛋白在 +) 例 WERXR 和 !$ 例肺良性病变组织中的表达-
结果：WERXR 组织 JLU. 阳性率（($- &Z ）低于肺良性病变组

织（%,- "Z ）；JLU. 表达与病理分级（ : [ "- ),’，’ \ "- ",），

.W] 分期（ : [ "- )!(，’ \ "- ",）及淋巴结转移（ : [ "- )’"，

’ \ "- ",）相 关- 突 变 型 V,) 在 WERXR 组 织 中 阳 性 率

（,$- (Z ）高于正常肺组织（’- )Z ）；突变型 V,) 表达与 .W]
分期（ : [ "- )&!，’ \ "- ",）及淋巴结转移（ : [ "- $,"，’ \
"- ",）相关，与病理分级无关联性- JLU. 与突变型 V,) 蛋白

在 +) 例 WERXR 中表达相关（ : [ "- $,’，’ \ "- ",）- 结论：V,)
突变和 JLU. 表达下调对 WERXR 发生、发展均可能起重要作

用，在其病变过程中可能同时存在两条途径，并可能相互

交叉-
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HI 引言

JLU.（ DB3:40/ 64I>4?49/ >B43?）基因结构不稳定，肺

癌及癌前病变组织中均有 JLU. 的缺失和转录异常，

提示 JLU. 基因异常可能是肺癌发生的早期分子事

件- 目前研究认为，JLU. 和经典抑癌基因 V,) 在肺

癌发病机制中可能存在一定的联系［!］- 我们采用免

疫组化 V4@.8B/.]通用型二步法，检测 +) 例非小细胞

肺癌（WERXR）和 !$ 例肺良性病变组织 JLU. 和 V,)
的表达，探讨两者的关联性及潜在的相互作用-

JI 材料和方法

J- JI 材料I !&&( ^ $""! 年根治性切除 WERXR（ 病理

证实）+)（男 ),，女 $’）例，年龄 ), _ %&（ 平均 ,’- $）

岁- 鳞癌 $% 例，腺癌 )+ 例；分化!，"级 )’ 例，#级

$, 例- 临床（5.W]）分期!，"期 () 例，#期 $" 例-
有淋巴结转移 (! 例，无淋巴结转移 $$ 例- 石蜡组织

标本制成 ( $2 厚的连续切片 ) 张，$ 张进行免疫组

化染色，! 张进行 L1 染色复核诊断- 肺良性病变组

织 !$（男 !!，女 !）例，均来源于自发性气胸患者手术

切除标本，年龄 !& _ $%（平均 $)- &）岁- V‘ a +""" 通

用型二步法免疫组化检测试剂盒，V,) 小 鼠 抗 人

2KS（浓缩液）（I@#’)&)），JLU. 兔抗人 2KS（浓缩液）

（bK#"(!"）均购于北京中杉金桥生物技术有限公司-
J- KI 方法I 采用 V4@.8B/.]通用型二步法- 石蜡切片

脱蜡，置于甲醇双氧水中，以阻断内源性过氧化物酶

活性，VcE 缓冲液（5L %- (）洗涤；置于微波炉内加热

修复抗原，VcE 缓冲液洗涤；滴加 JLU. 兔抗人 2KS，
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!"# 小鼠抗人 $%&，浓度分别均为 ’()*，置湿盒内室

温下孵育 ’+* $,-，!./ 缓冲液洗涤；滴加通用型 !01
2*** !,3456748 通 用 型 试 剂 )* !9，室 温 下 孵 育 #*
$,-，!./ 缓冲液洗涤；:%. 液中显色，显微镜下控制

染色时间 " $,-; 自来水冲洗，苏木素复染，乙醇梯度

脱水，二甲苯透明，中性树胶封片; 每次染色均设对

照作为染色质量控制标准; 阳性对照采用已知的表

达 <=>4 和突变型 !"# 的乳腺组织，空白对照采用

!./ 液代替第一抗原; 所有对照均与实验标本在相

同条件下严格按照试剂盒推荐方法进行; 另取一组

切片供 =? 染色复核诊断; 标准免疫组化阳性反应

为棕黄色或黄色颗粒状着色，<=>4 以细胞质中有棕

黄色或黄色颗粒为阳性细胞，突变型 !"# 以细胞核有

棕黄色或黄色颗粒为阳性细胞; 阳性细胞数量记分

* @ A 分（ 在 A** 倍镜下选定 ’* 个视野，每个视野计

数 ’** 个肿瘤细胞，共计 ’*** 个细胞，计算阳性细胞

所占百分比; 计算公式：阳性细胞百分比 B 阳性细胞

数 C 所记数细胞总数 D ’**E）; * 为 * 分，!+"E 为 ’
分，+2E @"*E为 + 分，"’E @F"E 为 # 分，G F"E 为

A 分; 染色强度记分 * @ # 分：* 分为无色，’ 分为淡黄

色，+ 分为棕黄色，# 分为棕褐色; 两项乘积即为该免

疫组化得分，乘积 G # 分者定为阳性;
统计学处理：应用 /!// ’’; " HI6 J,-KIJL 统计软

件进行分析; <=>4 和 !"# 蛋白表达的统计学处理采

用 !+ 检验，以 ! M *; *" 为差异有统计学意义;

!" 结果

!# $" %&’( 和突变型 )*+ 蛋白的表达 " <=>4 和突

变型 !"# 蛋白阳性着色分别在细胞质和细胞核（ 图

’%，.）; 在肺良性疾病组织中 <=>4 阳性表达 N 例，

阳性率 为 F"; *E，!"# 阳 性 表 达 ’ 例，阳 性 率 为

); #E，在 O/P9P 中两者阳性表达分别为 +F 和 ##
例，阳性率分别为 A+; NE 和 "+; AE ; <=>4 和突变型

!"# 在肺良性疾病和 O/P9P 组织中表达水平有统计

学差异（! M *; *"）;
!# !" %&’( 和突变型 )*+ 蛋白表达与 ,-./. 临床

病理参数的关系 " <=>4 蛋白表达水平与病理分级

（ " B *; #")，! M *; *"），4O8 分期（ " B *; #’A，! M
*; *"），淋巴结转移（ " B *; #)*，! M *; *"）相关，但与

年龄、性别、组织学类型均无关; 突变型 !"# 蛋白表

达水平与 4O8 分期（ " B *; #N’，! M *; *"）和淋巴结

转移（ " B *; +"*，! M *; *"）相关，但与年龄、性别、组

织学类型、病理分级均无关（表 ’）;
!# +" %&’( 和突变型 )*+ 蛋白表达的相关性" 在 2#
例 O/P9P 组织中，<=>4 和突变型 !"# 表达均呈阳性

者 ’+ 例，突变型 !"# 阳性 <=>4 阴性 ++ 例，突变型

!"# 阴性 <=>4 阳性者 ’) 例，<=>4 和突变型 !"# 表

达均呈 阴 性 者 ’’ 例; <=>4 和 突 变 型 !"# 蛋 白 在

O/P9P 组织中的表达相关（ " B *; +")，! M *; *"）;

%：!"#；.：<=>4;

图 ’Q 非小细胞肺癌 <=>4 和 !"# 蛋白阳性表达Q D A**

表 ’Q <=>4 和突变型 !"# 阳性表达与非小细胞肺癌临床病理

参数之间的关系 ［#（E）］

临床病理 # <=>4 ! !"# !

病理分级

Q " #) +A（2#; +） *; **+ ’F（AA; F） *; *F*

Q # +" 2（+A; *） ’F（2); *）

4O8 分期

Q $，" A# +2（2*; "） *; **N ’F（#N; "） *; **’

Q # +* "（+"; *） ’F（)"; *）

淋巴结转移

Q R A’ ’A（#A; ’） *; **’ +2（2#; A） *; **A

Q S ++ ’F（FF; #） )（#2; A）

+" 讨论

多种肿瘤抑癌基因的缺失被认为在肿瘤的生长

中具有协调作用; <=>4 表达缺失和 !"# 突变是肺癌

发生早期的重要分子事件，O/P9P 中这种改变高度

频发，<=>4 约 "*E @ F"E，!"# G "*E［+］，使得目前

!"#第四军医大学学报（$ %&’()* +,- +./ 01,2）3445，3#（6）7 *))8：9 9 :&’(1;-< =>>’< ./’< ?1



研究的焦点集中在 !"#$ 和 %&’ 在肺癌发病机制中

可能存在有联系( 然而阐明 !"#$ 生物学作用以及它

与 %&’ 潜在相互作用的研究却只得出体外实验的结

果( )*+,*-./. 等［’］发现人类乳腺癌细胞株中突变型

%&’ 表达上调与 !"#$ 表达下调相联系；0.12.3*4. 等

发现［5］!"#$ 可下调 6768 蛋白，从而使野生型 %&’
蛋白稳定和积聚；9*:*33;/. 等［<］发现 !"#$ = %&’ 联合

表达的细胞株通过 %8<>*?< 途径协同抑制肿瘤细胞

生长( 因此更进一步研究两者潜在的关联，明确两者

的关系显得尤为重要( 我们应用免疫组化方法检测

两者在 0@9A9 中的表达，探讨两者的关联性及潜在

相互作用，也发现了 !"#$ 和 %&’ 相关的现象( 我们

的结果 表 明，0@9A9 中 !"#$ 蛋 白 表 达 阳 性 率 为

58( BC，并与病理分级，$06 分期，淋巴结转移相关；

突变型 %&’ 蛋白表达阳性率为 &8( 5C，与 $06 分期

和淋巴结转移相关，但与病理分级无关( 值得注意的

是 D’ 例 0@9A9 组织中两者表达相关（! E F( F’5），

当 !"#$ 阳性表达时，突变型 %&’ 阳性率下降，反之

!"#$ 阴性表达时，突变的无功能的 %&’ 阳性率上升

（ " E F( 8&G，! H F( F&）( 由此我们认为，%&’ 突变和

!"#$ 表达下调对肺癌发生、发展可能起重要作用，

两者在 0@9A9 中的表达呈负相关( 因此，在 0@9A9
病变过程中两条途径可能同时存在，并可能相互交

叉( 通过明确两种抑癌基因的相互关系，将为今后进

一步寻找两者协调作用的关键位点指明方向，为阐明

抑癌基因发挥作用的网络途径，以及最终攻克肺癌奠

定基础(
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!" 临床资料" 患者，女，V8 岁，来院行正常体检( 查体：体温

正常，血压 <8F = GF ,,"T，心率 VF 次 = ,./，心肺未闻及异常，

肝脾未 触 及，心 电 图 正 常，实 验 室 检 查："P <85 T = A，Y\9
5( D b <F<8 = A，X\9 &( B b <FB = A( 超声检查：脾脏大小正常，包

膜光滑完整，脾脏实质内可见大量 8 c ’ ,, 不均匀分布的强

回声光点，后伴弱声影( 肝、胆、胰、双肾未见异常( 彩色多普

勒血流显像：脾脏实质内未见血流( 详细追问病史，患者幼年

时曾与肺结核患者共同居住，但患者目前无异常症状( 超声

诊断：脾脏多发钙化灶，结合临床考虑钙化型脾结核( 行 d 线

检查：右上肺可见少量散在点片状高密度影( d 线诊断：陈旧

性肺结核(

#" 讨论" 脾结核为临床少见的腹腔内脏器官结核，临床分为

原发型和继发型两类，依据病理类型分为粟粒型、干酪坏死

型、钙化型三类［<］( 不同阶段超声声像图表现不同( 钙化型脾

结核是结核菌通过血液或淋巴循环侵及到网状内皮系统，引

起深部脏器病变，多年后形成钙化灶( 超声表现为脾脏大量

强回声光点( 此种患者均为幼年时患过原发型肺结核后痊

愈，临床无症状，多在正常查体时发现( 超声检查能清晰显示

脾结核的各种表现，并能反复检查对照，为临床治疗提供可靠

的依据(

图 <_ 钙化型脾结核表现为脾脏多发钙化灶
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