
收稿日期 :2004205210; 修回日期 :2004206208
作者单位 :广州市科技局重点攻关项目 (2001-Z-044

-01 ) ;广东省重点医学科技攻关专项课题 (WSTJJ20030726
440102560203401 )

作者单位 :1.510080 广州市中山大学肿瘤防治中心胸
科 ;2. 广东省人民医院肿瘤中心 ;3. 中山大学病理教研室

非小细胞肺癌组织芯片的 EGFR 免疫组化研究
区 　伟1 ,吴一龙2 ,戎铁华1 ,谢 　丹3 , 乔贵宾2 ,王思愚1 , 杨学宁2

EGFRImmunohistochemicalStud yofTissueMicroarra yinNon 2smallCellLun gCancer
OUWei 1 ,WUYi 2long2 ,RONGTie 2hua1 ,XIEDan 3 ,QIAOGui 2bin2 ,WANGSi 2yu1 ,YANGXue 2ning2

1. Thoracic Department , Cancer Center of Sun Yat2Sen Universit y , Guan gzhou 510080 , China ; 2. Tu2
mor Centre of Guan gdon g People’s Hospital ; 3. Pathology Department of Sun Yat2sen Universit y

Abstract:Objective　Toinvesti gatethee pidermal growthfactorrece ptor ( EGFR) immunohistochemicalex 2
pressionin patientswithnon 2smallcelllun gcancer (NSCLC) usingtissuemicroarra ytechni que. Methods　

303 NSCLCs pecimenswereconstructedintotissuemicroarra yandstainedwithmonoclonalantibodiesa gainst

EGFR. Results　EGFRoverex pressionwereshownin171cases (56.4% ) . 62.7% caseswithl ymphnode

metastasisshownoverex pression,whileonl y 48.9% inwithoutl ymphnodemetastasis. 55.6% casesofs qua2
mouscellcarcinomawereoverex pressionand 58.8% inadenocarcinoma.Noneofthetested parameterswas

significantinunivariatesurvivalanal ysis. Conclusion　(1) Withtissuemicroarra ytechni que,investi gationof

EGFRimmunohistochemicalex pressioninNSCLCcanbedoneinalar gescaleandfinishedinashorttime.

(2) EGFRoverex pressionisobviousl yhi gherinNSCLCwithl ymphnodemetastasisthanwithoutl ymph

nodemetastasis. (3) Nosi gnificantdifferenceinNSCLCsurvivalwithEGFRoverex pression.
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摘　要 :目的 　利用组织芯片技术 ,结合免疫组化方法 ,研究上皮生长因子受体 (epidermal growthfactor

receptor,EGFR )在非小细胞肺癌的免疫组化表达及其对生存率的影响。方法 　303 例非小细胞肺癌石

蜡标本制成组织芯片 ,采用链菌素亲生物素 - 过氧化物酶法 (SP) 进行免疫组化检测 ,并用 SPSS 9.0 统

计软件进行χ2 检验和生存分析。结果 　EGFR 阳性表达 171 例 (56.4% ) ,阴性表达 132 例 (43.6% ) 。

有淋巴结转移组的 EGFR 表达阳性率为62.7% ,无淋巴结转移组的48.9% ( P < 0.05 ) 。鳞癌的 EGFR

表达阳性率55.6% ,腺癌的 EGFR 表达阳性率58.8% ( P > 0.05 ) 。EGFR 阳性表达组与阴性表达组的生

存率比较没有显著性差异 ( P > 0.05 ) 。结论 　(1) 利用组织芯片技术 ,结合免疫组化可以大规模、快速

高效地检测 EGFR 在非小细胞肺癌组织的表达。(2) 非小细胞肺癌有淋巴结转移组的 EGFR 过表达明

显高于没有淋巴结转移组。(3) EGFR 过表达对非小细胞肺癌的预后没有影响。
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0 　引言

由于肿瘤标记物的表达可以显示肺癌的生物学

特性而日益受到重视。这些标记物可以提供有关肿

瘤的增殖活性、转移能力、对治疗的反应及预后等各

方面的信息。而且 ,特异性高的标记物还能帮助建

立新的诊断和治疗手段。上皮生长因子受体 (epi2
dermal growthfactorrece ptor,EGFR ) 被发现在很多

非小细胞肺癌 (Non2mallcelllun gcancer,NSCLC )

病例中有过表达 ,一些研究显示 EGFR 对肺癌的淋

巴结转移、病理分期甚至生存期有影响[1,2] 。

组织芯片 (又称组织微阵列 ,Tissuemicroarra y,

TMA)是将数十个、数百个乃至上千个小的组织片

整齐地排列在某一载体上 (通常是载玻片)而成的微

缩组织切片。组织芯片可用于组织中的 DNA 、RNA

和蛋白质的定位分析和检测。像普通组织切片一

样 ,可做 HE 染色、特殊染色、免疫组织化学染色、

DNA 和 RNA 原位杂交、荧光原位杂交。组织芯片

蜡块可做 100～200 张连续切片。这样用同一套组

织芯片即可迅速的对上百种生物分子标记进行分

析、检测。相对于传统的免疫组化技术 ,组织芯片具

有体积小 ,高通量 ( high2thro ghput ) 的特点 ,是建立

疾病 ,特别是肿瘤生物分子文库的强有力工具。

1 　资料与方法

1.1 　临床资料 　1994～1997 年中山大学附属肿瘤

医院收治的 303 例非小细胞肺癌患者 ,均经手术得

到病理确诊。其中男性 212 例 ,女性 91 例。年龄由

22～76 岁 ,中位年龄为59.4 岁。肿瘤部位上叶 179

·176·肿瘤防治研究 2004 年第 31 卷第 11 期

© 1994-2008 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net



例 ,中叶 25 例、下叶 93 例 ,其他 6 例。病理类型鳞

癌 99 例、腺癌 160 例、腺鳞癌 37 例、大细胞癌 2 例 ,

类癌 3 例 ,粘液性腺癌 2 例。所有病例都进行了随

访 ,最长随访时间为 103 月 ,其中死亡 173 例。

1.2 　组织芯片的制备　本研究利用 303 例非小细胞

肺癌石蜡标本 ,使用组织阵列仪 (personaltissuearra y2
er,见图 1)来制作组织芯片。主要过程包括 : ①设计

并确定拟制作组织芯片的类别及组织样本的分类系

列 ; ②形态学观察 ,核对组织或有关疾病的病理诊断 ;

③选择目标组织并分别在组织切片和相应石蜡组织

块上标记 ,即组织定位 ; ④阵列蜡块的制作 ,先做空白

石蜡块 ,并打孔 ;再从已标记的石蜡组织块上钻取组

织并转移到空白石蜡块的相应位置 ; ⑤切片。

1.3 　免疫组织化学 　免疫组化染色采用链菌素亲

生物素 - 过氧化物酶法 ( SP) 。SP 试剂盒及 EGFR

单抗均购自福州迈新生物技术开发公司。用 PBS

替代 EGFR 作为空白对照 ,用已知 EGFR 阳性的肺

癌切片作为阳性对照。

免疫组化染色按以下标准进行评估 : ①阴性

( - ) ,无棕色颗粒 ; ②弱阳性 ( + ) ,散在浅淡或细小

棕色颗粒 ; ③中等阳性 ( ++ ) ,可见大的棕黄颗粒 ;

④强阳性 ( +++ ) ,淡染色的棕黄颗粒分布较密集

(图略) 。

1.4 　数据统计 　统计分析采用 SPSS 9.0 软件包 ,

比较 EGFR 在有淋巴结转移和无淋巴结转移的表

达差异和在鳞癌、腺癌中的表达差异用χ2 检验 ,

EGFR 表达阳性组和阴性组的生存分析用 Kaplan2
Meier 法。

2 　结果

303 例非小细胞肺癌标本的 EGFR 阳性表达为

171 例 (占56.4% ) ,阴性表达为 132 例 (占43.6% ) 。

在有淋巴结转移组 ,EGFR 表达阳性率为62.7% ,高

于无淋巴结转移组的48.9% ,两者有显著性差异 ( P

< 0.05 ) 。鳞癌的 EGFR 表达阳性率为55.6% ,腺

癌的 EGFR 表达阳性率为58.8% ,两者未见显著性

差异 ( P > 0.05 ) ,见表 1。EGFR 阳性表达组的中位

生存时间为31.9 月 ,阴性表达组为47.8 月 ,但两组的

生存率比较没有显著性差异 ( P > 0.05 ) ,见图 1。
表 1 　EGFR在不同病理类型和不同淋巴结

转移情况的阳性表达差异

EGFR 阳性表达 P

病理类型 鳞癌 55 (55.6 ) 0.70

腺癌 94 (58.8 )

淋巴结转移 有 104 (62.7 ) 0.02

无 67 (48.9 )

图 1 　EGFR的免疫组化表达与

303 例非小细胞肺癌的生存曲线

3 　讨论

3.1 　非小细胞肺癌组织芯片的制备

早在 1986 年 Battifora 等制作了多肿瘤组织块

(multitumortissueblock )用于病理标本的免疫组织

化学染色[2] 。1998 年美国国家人类基因组研究实

验室的 Kononen 等首次提出了组织芯片的概念 ,并

在 NatureMidicine 上发表了第一篇将组织芯片技

术用于对乳腺癌组织进行 p53 基因扩增及其蛋白表

达水平研究的文章[3] 。

本研究使用的组织芯片制作机主要由打孔针和

距离调节器组成。组织芯片的制作过程是 :通过组

织芯片制作机细针打孔的方法 ,从众多的组织蜡块

(供体蜡块 ,donor)中采集到数十至上千的圆柱形小

组织 (组织芯 ,tissnecore ) ,并将其整齐排放到另一

个空白蜡块 (受体蜡块 ,recipient )中而制成组织芯片

蜡块。然后 ,对组织芯片蜡块进行切片 ,再将切片转

移到载玻片上而制成组织芯片。我们在每个供体腊

块上分别取 2 个肿瘤组织芯和 1 个正常组织芯 ,最

后制成每张包括 450 个点的组织芯片。目前的技术

已经可以在一张玻片上制作包括上千个标本的组织

芯片。

可见 ,相对于传统的组织切片 ,组织芯片有着无

可比拟的优点 : (1) 高产出 ( high2throu ghput ) :一次

实验可得到大量结果 ; (2) 实验误差小 :组织芯片中

的众多组织都处在相同条件下进行实验 ,因此较传

统的一个病例一张切片的实验误差小 ; (3) 省时、省

力、节约开支 ; (4)对原始组织蜡块损坏小 :由于制作

组织芯片钻取的组织很小 (直径0.6mm ) ,对原组织

蜡块损坏不大。根据不同的研究目的 ,可制作各种

类型的组织芯片 ,包括 : (l) 多肿瘤组织芯片 ( multi2
tumorTMA ) :由多种类型肿瘤组成 ,用于肿瘤基因

筛选 ; (2)肿瘤进展组织芯片 (progressionTMA ) :由

不同发展阶段的肿瘤组织组成 ,用于研究肿瘤不同

发展阶段的基因变化情况 ; (3) 预后组织芯片 (pro2
gressionTMA ) :由治疗前后的肿瘤组织组成 ,用于
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寻找与治疗和预后有关的指标。

当然 ,组织芯片技术也有其局限性。因为从供

体腊块上取的组织芯直径只有0.6mm ,这么少的组

织能否代表代表整个肿瘤的疑问从开始就被提了出

来[4] 。目前看来 ,多数研究结果显示从组织芯片上

得出的实验结果与以前在普通切片上得到的结果还

是相符的。Moch 等[5] 认为 ,组织芯片是用于检查

肿瘤群体 ,而不是个体。他们还对组织异源性的影

响进行了组织芯片与普通切片对比性研究 ,结果显

示两者的差异并不影响到相关参数的确定。Camp

等[6] 根据对乳腺癌预后相关标记物 ( ER、PR 和

HERZ) 的对比分析表明 ,从组织块获取 1 个点与常

规组织切片的符合率超过 90%, 而 2 个点即可达到

95% 以上的精确性。

目前多数的组织芯片都是从石蜡切片提取标

本 ,但由于石蜡标本来自不同时期 ,标本的制作、固

定、染色都有差别 ,导致不少结果的分析出现矛盾。

最近有一些研究采用冰冻切片 (cryostatsection ) 制

作冰冻组织芯片 ,以尽量避免实验的技术误差[7,8] 。

3.2 　检测 EGFR 表达在临床上的应用

EGFR 是 ErbB 家族里的一个酪氨酸激酶受体。

在许多上皮性肿瘤中其活性有异常的升高 ,导致下

游细胞内底物的磷酸化 ,从而发出有丝分裂和其他

促进肿瘤细胞活动的信号。研究发现 EGFR 在多

数非小细胞肺癌标本中有高表达 (32% ～81% ) [1] ,

有些在鳞癌的表达高于腺癌 ,可能是淋巴结转移、病

理分期的一个有用的指标。

本研究利用组织芯片技术快速地检测出 EGFR

在 303 例肺癌标本的表达 ,阳性表达率为56.4% ,有

淋巴结转移组的阳性表达率为62.7% ,明显高于无

淋巴结转移组的48.9% ( P < 0.05 ) 。但鳞癌和腺癌

的阳性表达率则未见明显差异。从生存曲线上看 ,

EGFR 阳性组要低于阴性组 ,但生存率未能显示差

异。2002 年 Meert 等[9] 对 EGFR 表达对肺癌生存

率影响的 16 个临床研究作了 meta 分析 ,共有 2185

例数据可作生存分析。结果表明 ,EGFR 表达不能

作为非小细胞肺癌的一个预后因子。

从目前的情况来看 ,关于肿瘤标记物的研究很

多 ,但是结果有很大争议 ,甚至是截然相反。其中的

原因比较多 ,诸如实验的条件不同 ,采用的标本不

同 ,免疫组化的试剂和抗体不同等都可能对研究结

果产生影响。但本研究的样本量比较大 ,而且采用

了高通量的组织芯片技术 ,使大规模的研究在相同

的条件下进行 ,受上述因素的影响比单个标本逐一

检测要小得多 ,因而研究结果的可信度是比较高的。
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