
收稿日期 :2004205210; 修回日期 :2004206210
基金项目 :广州市科技局重点攻关项目 (20012Z20442

01) ; 广 东 省 重 点 医 学 科 技 攻 关 专 项 课 题
(WSTJJ20030726440102560203401 ) ;国家高新技术研究发
展计划重大课题 (200421)

作者单位 :1.510010 广州军区广州总医院胸外科 ;2. 广
东省人民医院肿瘤中心、胸外科 ,广东省肺癌研究所 ;3. 香港
大学临床肿瘤学系 ( 3 通讯作者)

免疫组化方法检测肿瘤标志在肺癌组织芯片中
表达的可靠性研究
乔贵宾1,2 ,吴一龙2 3 ,区 　伟2 ,杨学宁2 , 钟文昭2 ,林嘉颖2 ,赵 　建2 ,谢 　丹3 ,关新元3

ReliabilityofTissueMicroarra ysforImmunohistochemicalDetectin gofTumorMarkersin

Non2SmallCellLun gCancer
QIAOGui 2bin1,2 ,WUYi 2long1 ,OUWei 2 ,YANGXue 2ning2 ,ZHONGWen 2zao2 ,LINJia 2ying2 ,ZHAO

Jian 2 ,XIEDan 3 ,GUANXin 2yuan3

1. Department of Thoracic Sur gery , General Hospital of Guan gzhou Command , Guan gzhou 510010 , China ;

2. Department of Cardiothoracic Sur gery , the Third A f filiated Hospital of Sun Yat2Sen Universit y ; 3.

Department of Clinical Oncology , HongKon g Universit y ( 3 Correspond author )

Abstract:Objective　Tissuemicroarra ysallowhi gh2throughputmolecular profilingofcancers pecimensb yim 2
munohistochemistr y.Thisstud yisaimedatinvesti gatingthereliabilit yandvalidit yoftissuemicroarra ysfor

immunophenot yping. Methods 　Weconstructedtri plicatetissuemicroarra ys ( TMAs) containings pecimens

from418 patientswithnon 2smallcelllun gcancer (NSCLC) ,andrandomizedselected50fulltissuesections

fromthesetumors.TMAsandfulltissuesectionslideswereimmunohistochemicall ystainedwithantibodiesa 2
gainstKi 267and p53.Dataonfulltissuesectionswerecom paredtotheresultsofTMAs. Results　Concor2
danceforKi 267and p53stainin gbetweentissuearra yswithtri plicatecores pertumorandfullsectionswere

98%and96%,res pectively.TMAs (threecores pertumor ) werereliablefordetectin gofKi 267and p53in

NSCLCtissues,Ka ppavaluewere 0.95 and 0.91 ,res pectively. Conclusion　Triplicate 0.6 -mmcorebio p2
siessam pledontissuearra ys provideareliables ystemforhi gh2throughputex pression profilingb yimmunohis 2
tochemistr ywhencom paredtostandardfullsections,andsuitforlar gescaleretros pectiveclinicalstud y.
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摘 　要 :目的 　用免疫组化方法检测肺癌组织芯片肿瘤标志的可靠性和有效性进行了探讨。方法 　建

立含有 418 例非小细胞肺癌标本的组织芯片 ,并随机选取了 50 例与组织芯片标本相对应的全组织标

本。用免疫组化方法研究并对比了 Ki267 和 p53 在组织芯片和全组织标本中的表达情况及其符合程度

和可靠性。结果 　组织芯片和全组织切片中 Ki267 和 p53 表达的一致率分别为 98% 和 96% 。非小细胞

肺癌三位点组织芯片检测 Ki267 和 p53 表达的可靠性好 ,Kappa 值分别为0.95 和0.91 。结论 　三位点组

织芯片可有效、可靠地检测肿瘤标志物在非小细胞肺癌中的表达。本研究表明组织芯片技术特别适用

于大样本、回顾性的临床研究。
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0 　引言

组织芯片技术 ( Tissuechi p) ,又称组织微阵列

技术 ( Tissuemicroarra y) ,是伴随 cDNA 芯片技术而

发展起来的一种新的方法 ,它可将多个样本的少量

组织高密度地固定于固相载体上 ,然后用不同的基

因、寡核苷酸、抗体与之进行杂交 ,从而研究目的基

因在不同组织之间的差异扩增、丢失和表达情况。

它的出现为大样本的肿瘤学基础和临床研究带来了

方便[1,2] 。由于组织芯片是从石蜡包埋的全组织标

本中选择具有代表性的区域穿刺构建而成的 ,芯片

上每个位点只有0.6mm 直径 ,再加上肿瘤组织细胞

的异质性 ,组织芯片检测肿瘤标志物的有效性和可

靠性就成了大家关注的问题。近年来 ,已有研究者

就组织芯片检测乳腺癌、前列腺癌中肿瘤标志表达

情况的有效性和可靠性进行了探讨[1,3] ,并发现对

全组织标本进行多点穿刺 ,增加其在芯片上的位点

数 ,可减少组织芯片和全组织标本检测结果的差异 ,

提高组织芯片检测的可靠性和有效性。有关用免疫
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组化方法检测肺癌组织芯片肿瘤标志表达情况的可

靠性目前尚未见报道。

本研究构建了含有 418 例非小细胞肺癌标本的

组织芯片 ,该芯片包含了所有分期和几乎所有的病

理类型的非小细胞肺癌标本。每例肿瘤在芯片上有

三个直径为0.6mm 、最具代表性的位点。用免疫组

化方法对组织芯片及其上 50 个随机病例所对应的

全组织标本进行了 Ki267 和 p53 检测 ,并对用免疫

组化方法检测肺癌组织芯片肿瘤生物标志的可靠性

进行了评价。

1 　对象和方法

1.1 　研究对象

病例为 1994 年 1 月～1997 年 12 月进行手术、

并符合纳入标准的全部非小细胞肺癌患者 ,共 418

例。所有病例均由组织病理学确诊。纳入标准 : (1)

无其他部位原发肿瘤 ; (2)术前未接受放疗和化疗等

治疗 ; (3)死亡原因明确。标本均取自于手术切除的

肺肿瘤组织 ;所有标本均经 10% 福尔马林固定及石

蜡包埋。

1.2 　临床病理资料

在进行比较的 50 例非小细胞肺癌病例中 ,男性

28 例 ,女性 22 例 , 中位年龄为 59 岁 (32～78 岁 ,平

均年龄为58.18 岁) 。中位生存时间为 32 个月 (3～

104 月 ,平均 34 月) 。所有患者都接受了开胸手术。

组织病理学检查表明腺癌为主要的病理类型 ,共有

32 例。15 例鳞癌 ,2 例腺鳞癌 ,1 例大细胞癌。11

例为 Ⅰ期 NSCLC,17 例 Ⅱ期 ,15 例 ⅢA 期 ,5 例 ⅢB

期 ,2 例 Ⅳ期。大部分肿瘤为中分化 (50% ) ,低分

化和高分化分别为 18% 和 32% 。

1.3 　组织芯片的构建

组织芯片的构建方法如前所述[4] 。组织芯片

仪 (BeecherInstruments,SilverS prin g,MD )用于组

织芯片的构建。首先 ,将供体石蜡标本切片 ,进行苏

木素2伊红染色 ,然后根据苏木素2伊红切片在每个

供体蜡块标本上穿刺 3 个最具代表性的肿瘤区域供

芯片构建。芯片上每个标本直径为0.6mm ,间距为

0.1mm 。最后 418 例 NSCLC 标本随机构建在 3 块

组织芯片上 ,每个肿瘤在芯片上有 3 个对应的位点。

受体蜡块构建完成后进行连续切片 (切片厚5μm) ,

并装裱在载玻片上。用随机数字法选取了 418 例病

例中的 50 例供对比性研究 ,对该 50 个病例的全石

蜡包埋标本切片 ,与组织芯片一起进行对比性免疫

组化染色。

1.4 　染色方法

免疫组化采用标准的 ABC 染色法。组织芯片

经过梯度脱腊和水化后 ,用0.3% 的双氧水阻断内源

性过氧化物酶。再将组织芯片浸入 10mM 的柠檬

酸缓冲液 ( pH 6.0 ) 在微波炉中进行抗原修复

10min 。10% 的正常兔血清阻断非特异性结合。

p53 鼠抗人单克隆抗体 ( Ab26,cloneDO 21,Onco 2
geneResearchProducts,Cambrid ge, 稀释 1∶500) ;

Ki267 鼠抗人单克隆抗体 (Ab1,clonek 23,Onco gene

ResearchProducts,Cambrid ge, 稀释 1∶200) 室温下

分别孵育 1h 。然后用 1∶100 稀释度的标有生物素

的兔抗鼠免疫球蛋白在室温下孵育 30min 。最后用

亲和素生物素过氧化物复合物在室温下反应

30min,DAB 显色。Meyer’s 苏木素复染细胞核。一

抗用正常血清代替作为阴性对照 ,已知的阳性切片

作为阳性对照。

1.5 　结果评定

由于肿瘤的异质性 ,免疫组化染色结果在显微

镜下进行半定量评定。细胞核呈现棕黄色视为 Ki2
67 或 p53 染色阳性。根据阳性肿瘤细胞在整个肿

瘤中的比例和染色强度 ,将 Ki267 或 p53 染色分为 2

个组 : (1) 当所有的肿瘤细胞都为阴性或少于 10%

的肿瘤细胞为阳性时 ,结果判断为 Ki267 或 p53 低

表达。(2) 当大于 10% 的肿瘤细胞为阳性时 ,结果

判断为 Ki267 或 p53 高表达。

所有的免疫组化结果均由两位病理医师盲法随

机读片。所有切片的免疫组化结果均读片两次以

上。

1.6 　评价标准

对组织芯片上每个位点的免疫组化染色进行评

价 ,然后对每个标本的三个位点结合起来与其对应

的全组织标本的免疫组化结果进行对比评价。评判

芯片标本与全组织标本一致性的标准如下 : ①如果

肿瘤在芯片上的三个位点全部都可用来评价免疫组

化结果 ,有 2 个以上位点与全组织标本结果一致则

判断为符合。②如果有一个位点丢失 ,仅有两个位

点可供评价免疫组化结果 ,只有这两个位点都与全

组织标本结果一致时才判断为符合 ;两个位点结果

不同时 ,判断为无法评价 ; ③如果仅有一个位点标本

可供评价 ,无论与全组织标本一致与否 ,皆视为无法

评价 ; ④其他情况视为不符合。最后 ,将可评价的病

例的组织芯片免疫组化结果与全组织芯片免疫组化

结果比较 ,分析一致性和可靠性。

1.7 　统计分析

资料由 SPSS 10.0 (SPSSInc.,Chica go,IL ) 软

件包处理。组织芯片与全组织切片免疫组化结果的

关系采用 kappa 法分析[5] 。Kappa 值 > 0.8 视为关

系密切。
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2 　结果

2.1 　组织芯片与全标本切片免疫组化染色结果的

比较

由于在组织芯片制作和染色过程中存在一些芯

片位点的丢失 ,所以芯片上部分病例的免疫组化结

果无法与全组织标本的免疫组化结果进行比较。我

们详细记载了组织芯片上各位点的 p53 和 Ki67 表

达情况 ,并与全组织标本的免疫组化结果进行比较。

组织芯片与全组织标本免疫组化的结果比较详见表

1。在可评价的病例里 ,用组织芯片检测 Ki67 和

p53 与用全组织切片检测相比 ,分别有 14% 和 12%

的无法评价病例 ; 在可供评价的病例中 ,分别有

98% 和 93% 的一致率。不可评价病例包括组织芯

片上有两个以上标本位点丢失或虽只有一个位点丢

失 ,但可供评价的两个位点的免疫组化结果却不一

致的病例。

表 1 　三位点非小细胞肺癌组织芯片与全组织标本

检测 ki67 和 p53 表达一致性的比较 　

肿瘤
标志

可评价位点
与全组织
标本比较

一致性评价 例数 %

Ki67 3 个位点 (N=38 ) ··· 符合 28 56 3

··○ 符合 9 18

·○○ 不符合 1 2

○○○ 不符合 0

2 个位点 (N=7 ) ·· 符合 5 10

·○ 无法评价 2 4

○○ 不符合 0

1 个位点 (N=3 ) · 无法评价 3 6

○ 无法评价 0

全部丢失 (N=2 ) - 无法评价 2 4

p53 3 个位点 (N=32 ) ··· 符合 22 44 3 3

··○ 符合 8 16

·○○ 不符合 1 2

○○○ 不符合 1 2

2 个位点 (N=14 ) ·· 符合 12 24

·○ 无法评价 2 4

○○ 不符合 0

1 个位点 (N=1 ) · 无法评价 1 2

○ 无法评价 0

全部丢失 (N=3 ) - 无法评价 3 6

　　注 :·,组织芯片和全组织标本结果一致 ; ○,组织芯片和
全组织标本结果不一致 , 3 43 例可供评价 ,符合率为 98%

(42/43 ) , 3 3 44 例可供评价 ,符合率为 96% (42/44 )

2.2 　用免疫组化方法检测肺癌组织芯片中 Ki67和

p53 表达的可靠性 　在 50 个 NSCLC 病例中 ,有 43

例可在组织芯片上评价 Ki67 的表达情况。在这 43

例病例中 ,用全组织标本进行免疫组化检测时 ,发现

有 22 例为 Ki67 高表达。而用组织芯片检测时 ,则

发现有 21 例为高表达。仅有 1 例未能用组织芯片

检出 Ki67高表达。统计学分析发现 ,用组织芯片检

测 Ki67表达状态与用全组织标本检测相比有较好

的一致性和可靠性 ,Kappa 值为0.95 。

由于 p53 蛋白的半衰期较短 ,因此用免疫组化

方法检测出的细胞核 p53 一般均为功能异常的 p53

蛋白。在 50 个 NSCLC 病例中 ,有 44 例可在组织

芯片上评价 p53 的表达情况。在这 44 例病例中 ,用

全组织标本进行免疫组化检测时 ,发现有 19 例为

p53 高表达。而用组织芯片检测时 ,则发现有 17 例

为高表达。有 2 例未能用组织芯片检出 p53 高表

达。统计学分析发现 ,通过组织芯片检测 p53 表达

状态与用全组织标本检测相比有好的一致性和可靠

性 ,Kappa 值为0.91 ,见表 2。

表 2 　三位点非小细胞肺癌组织芯片检测

ki67 和 p53 表达的可靠性 　

组织芯片
全组织标本切片

高表达 阴性或低表达
Kappa 值

Ki67

　高表达 21 0 0.95

　阴性或低表达 1 21

p53

　高表达 17 0 0.91

　阴性或低表达 2 25

3 　讨论

组织芯片技术的出现为大规模检测石蜡包埋组

织标本提供了快速、高效、经济的手段[1] 。一般来

说 ,组织芯片的构建是在待检测的标本腊块上 ,选取

组织形态上最有代表性的三个肿瘤区域 ,分别穿刺

直径为0.6mm 的圆柱形标本块 ,并将其植入接受腊

块 ,做成由多个标本位点构成的微阵列 ,然后将接受

腊块切片而成组织芯片。有研究表明 ,组织芯片上

0.6mm 直径的标本 ,对评价标本的组织形态学特

征、生物标志的 DNA 、mRNA 或蛋白表达已经足

够[1,6 28] 。但由于肿瘤形态以及生物学特征的异质

性 ,即使同一个肿瘤 ,在不同的肿瘤细胞间 ,生物标

志的表达水平也不尽一致。所以 ,在肿瘤生物标志

的研究中 ,有人认为直径为0.6mm 的组织芯片不能

很好代表整个肿瘤的情况 ,因此主张采用标本直径

为 2mm 的组织芯片进行检测。为了探讨用直径为

0.6mm 的组织芯片检测非小细胞肺癌的可靠性和

一致性 ,本研究直接对比了 Ki67 和 p53 在直径为

0.6mm 的组织芯片及其对应的 50 例全组织非小细

胞肺癌标本中的表达情况。由于 Ki67 和 p53 在肿

瘤的发生发展中起重要作用 ,是以往的研究中最为

常见的肿瘤生物标志[2,9,10] 。所以 ,本研究就 Ki67
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和 p53 在肺癌组织芯片和全组织标本中的表达情况

进行了对比。

以往的研究发现 ,组织芯片上标本位点的丢失

是影响检测结果可靠性的重要因素[3,6,7] ,由于在组

织芯片切片和染色过程中会导致大约 15% ～30%

的芯片位点标本的丢失 ,如果在芯片构建时 ,每个肿

瘤标本只在芯片上构建一个或两个标本位点时 ,就

会导致有许多病例的标本丢失 ,从而无法评价结果 ,

大大减低了组织芯片检测的有效性和可靠性。所

以 ,在组织芯片构建时 ,通常在每个肿瘤标本上取 3

个以上在形态学上最具代表性的区域进行穿刺。我

们的研究发现 ,同一肿瘤有三个标本位点的组织芯

片与一个或两个标本位点的组织芯片相比 ,可有效

提高检测效率 ,提高检测的可靠性和准确性。用三

位点组织芯片检测 Ki67和 p53 与全组织标本相比 ,

不一致性仅分别为 2% 和 4% 。理论上讲 ,随着每个

肿瘤在芯片上标本位点的增加 ,组织芯片检测的准

确性和可靠性会进一步提高。但从经济实用的观点

来看 ,三个标本位点的组织芯片所达到的准确性和

可靠性 ,已经足够用于常规的免疫组化检查。

与其他研究的结果相似[3,6 28] ,我们的研究发

现 ,用三位点组织芯片检测 Ki67 和 p53 的表达时 ,

由于标本位点在切片和染色过程中的丢失或由于丢

失一个位点后、另两个位点的免疫组化结果不一致

而造成的结果无法评估分别为 10% (5/50 ) 和 12%

(6/50 ) 。与全组织标本相比 ,用三位点组织芯片检

测 Ki67和 p53 的一致率分别为 98% 和 96% 。我们

注意到 ,在所有三个位点全部可以评价 ,并且判断结

果与全组织标本一致的病例中 ,包含了在三个位点

中有两个位点是与全组织标本一致 ,而另一个则是

相反的病例 ( Ki67和 p53 分别为 9 例和 8 例) ,这也

从另一个角度说明 ,三位点芯片可提高两位点芯片

的检测效率 ,对在两位点芯片中难以下结论的病例

可做出准确的判断。

本研究还发现 ,在组织芯片和全标本结果不一

致的病例中 ,很少有在全标本切片中高表达的病例

会在组织芯片中表现为低表达或正常表达。在全组

织标本中 ,分别有 51% (22/43 )和 43% (19/44 )的病

例为 Ki67和 p53 高表达 ,而在三位点组织芯片中则

分别为 49% (21/43 ) 和 39% (17/44 ) 。这说明三位

点组织芯片可较准确 ,可靠地反映全组织切片中肿

瘤标志物的免疫组化结果 ( Kappa 值大于0.7 ) 。但

需要强调的是 ,在构建组织芯片时 ,一定要仔细研究

肿瘤全组织标本的苏伊红染色切片 ,挑选在形态学

上最具代表性的区域进行穿刺 ,才能保证组织芯片

检测的准确性和可靠性。

总之 ,本研究发现直径为0.6mm 的三位点非小

细胞肺癌组织芯片可准确、有效地检测肿瘤生物标

志的表达状态 ,是肺癌大样本分子生物学及预测预

后研究可利用的可靠手段。
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