
!论
!!

著!

酶免疫组化技术检测
;:c7#:.

抗原在肺癌组织中的表达"

向
!

波9

!陆倩雯9

!韩秀晶9

!林云恩*

!杨
!

羚9

!范婷婷9

!廖伟娇9

#

"广州医学院第一附属医院&

9B

检验科%

*B

病理科
)9-9*-

#

!!

摘
!

要"目的
!

检测黑色素瘤抗原
:.

"

;:c7#:.

#在原发性肺癌组织中的表达情况!并探讨其临床意义$方法
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抗原在
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例肺癌组织中的表达情况!并分析其与肺癌分型和淋巴结转移的关系$结果
!
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小细胞肺癌的阳性率分别为
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%肺腺癌组的阳性率显著高于肺鳞癌组"
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#!淋巴

结转移组和非淋巴结转移组的阳性率差异无统计学意义"
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抗原在肺癌组织中有较高的

表达率!肺腺癌组
;:c7#:.

的表达阳性率显著高于肺鳞癌组!肺癌淋巴结转移组和非淋巴结转移组的阳性率差异无统计学

意义$
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肺癌是目前世界恶性肿瘤死亡率之首#其发病率和死亡率

呈上升趋势*

9

+

'专家预计其上升趋势至少还要延续
*-

!

.-

年#到
*-*)

年#中国每年死于肺癌的患者将接近
9--

万*

*

+

'目

前肺癌的治疗手段以手术,化疗,放疗为主#这些方法的治疗效

果并不能令人满意#特别是对于较晚期和已发生转移的病例'

随着现代肿瘤学,肿瘤免疫学理论的飞速发展#以肿瘤免疫治

疗为基础的生物治疗正日益受到大家的重视#以适宜的肿瘤特

异性抗原为靶点#对肿瘤患者进行免疫治疗的方法有着巨大的

潜力#值得深入研究,开发和利用'

黑色素瘤抗原
:.

$

;:c7#:.

%为黑色素瘤抗原家族的一

员#它不仅表达于大部分的黑色素瘤#而且还以较大比例表达

于多种组织类型的各种肿瘤#如原发性肝癌,结肠癌,肺癌等#

但在正常组织细胞$除睾丸和胎盘外%却不表达#为肿瘤特异性

的共同抗原#因而被认为是肿瘤特异性免疫治疗的理想免疫

原*

.#)

+

'本文旨在研究肺癌组织中
;:c7#:.

抗原的表达情

况#为以
;:c7#:.

抗原为靶点对肺癌患者进行特异性免疫

治疗提供理论依据#同时为肺癌的发生,发展,转移,预后等进

一步研究提供有价值的数据#现将相关情况报道如下'

D

!

资料与方法

DBD

!

一般资料
!

,+

例肺癌患者手术切除癌组织标本由本院

病理科提供#其中腺癌
*)

例#鳞癌
98

例#腺鳞癌
,

例#小细胞

肺癌
.

例'

DBE

!

试剂
!

人
;:c7#:.

的小鼠单克隆抗体$

;-9

#

0J&G2

8]9-

%购自
:4G&H5

亚诺法生技股份有限公司#

7GHF6F&G

";两步

法免疫组化试剂盒为
]5̀&

公司产品'

DBF
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方法

DBFBD

!

操作步骤
!

肺癌标本常规石蜡包埋#切片厚
.

$

@

#

8)d

烤片
*1

#常规脱蜡至水&抗原修复采用
7]":

$

$

U+B-

%

微波修复&自然冷却后过蒸馏水#滴加
.Z

过氧化氢阻断内源

性过氧化物酶#室温孵育
9-@FG

#磷酸盐缓冲液$

('=

%冲洗#

*

@FG\.

次&加入
9A9--

稀释的
;:c7#:.

单克隆抗体至覆盖

标本#

.Cd

孵育
91

#

('=

冲洗#

)@FG\.

次&加入
U/(

标志的

二抗至覆盖标本#

.Cd

孵育
*-@FG

#

('=

冲洗#

)@FG\.

次&加

入
]:'

在显微镜下控制显色#自来水充分冲洗#苏木素复染#
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脱水透明#封片后在显微镜下观察'

DBFBE
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实验对照
!

恶性黑色素瘤标本如上操作为阳性对照'

恶性黑色素瘤标本和正常肺组织标本#以
('=

代替一抗如上

操作为空白对照'正常肺组织标本如上操作为阴性对照'另

外#每张切片设
U7

常规染色'

DBG

!

结果判断
!

根据阳性细胞在全部组织细胞中所占比例以

及阳性细胞染色强度判定实验结果'

:

!按显色细胞数记分#

阳性细胞数小于或等于
9

"

.

为
9

分#阳性细胞数
9

"

.

!

*

"

.

为
*

分#阳性细胞数大于或等于
*

"

.

为
.

分'

'

!按细胞显色深浅记

分#无阳性反应细胞为
-

分#浅黄色为
9

分#棕黄色为
*

分#棕

褐色为
.

分'积分数为!

:\'

#

:\'[-

判断为$

S

%#

:\'

)

9

判断为$

V

%#或者
:\'[9

!

*

判断为$

V

%#

:\'[.

!

,

判

断为$

VV

%#

:\'[8

!

D

判断为$

VVV

%'

DBH

!

统计学处理
!

所获数据采用统计分析系统
=(==9CB-

软

件进行处理#统计学分析采用
#

* 检验'

E

!

结
!!

果

EBD

!

;:c7#:.

抗原在肺癌组织中的总阳性率
!

恶性黑色素

瘤阳性对照细胞质可见明显染色#结果$

VV

%

!

$

VVV

%#空

白对照和阴性对照无明显染色#结果$

S

%&

,+

例肺癌组织标本

中有
*D

例可见细胞质染色$

V

%

!

$

VV

%#总阳性率
8-B,Z

$

*D

"

,+

%'

EBE

!

;:c7#:.

抗原在各型肺癌组织中表达情况
!

见表
9

'

采用
=(==9CB-

统计软件对肺腺癌和肺鳞癌的表达阳性率进

行统计分析显示#肺腺癌组的
;:c7#:.

的表达阳性率高于

肺鳞癌组$

#

*

[DBC,,

#

I

'

-B-)

%'

EBF

!

肺癌
;:c7#:.

抗原表达与淋巴结转移的关系
!

,+

例

肺癌病例中
*.

例为淋巴结转移#其余
*)

例仅浸润胸膜或未见

转移$设为非淋巴结转移组%#肺癌的淋巴结转移与
;:c7#:.

表达之间的关系见表
*

'采用
=(==9CB-

统计软件进行统计

分析!肺癌淋巴结转移组和非淋巴结转移组的阳性率差异无统

计学意义$

#

*

[-B--9

#

I

(

-B-)

%'

表
9

!!

各型肺癌组织中
;:c7#:.

的表达情况

病理分型 阳性$

#

% 阴性$

#

% 总数$

#

% 阳性率$

Z

%

肺腺癌
*- ) *) +-B-

肺鳞癌
) 99 98 .9B.

肺腺鳞癌
. 9 , C)B-

小细胞肺癌
9 * . ..B.

合计
*D 9D ,+ 8-B,

表
*

!!

肺癌的淋巴结转移情况与
;:c7#:.

表达的关系

转移情况 阳性$

#

% 阴性$

#

% 总数$

#

% 阳性率$

Z

%

淋巴结转移
9, D *. 8-BD

非淋巴结转移
9) 9- *) 8-B-

合计
*D 9D ,+ 8-B,

F

!

讨
!!

论

肿瘤免疫学指出#肿瘤抗原的天然蛋白及其细胞毒性
"

淋巴细胞$

3"<

%表位能诱导特异性
3"<

的产生#从而使部分

患者的肿瘤缩小或完全消退'

;:c7#:.

基因编码的九肽!苯

丙氨酸
#

亮氨酸
#

色氨酸
#

甘氨酸
#

脯氨酸
#

精氨酸
#

丙氨酸
#

亮氨

酸
#

缬氨酸$

R<_c(/:<X

%#可与
U<:#

%

类分子形成复合物#

递呈到细胞表面#成为所谓/肿瘤排斥抗原0#并为
3"<

识别#

诱导
3"<

对肿瘤细胞特异性杀伤'因此#

;:c7#:.

基因在

肿瘤细胞的表达情况是影响肿瘤免疫治疗的重要因素*

8

+

'探

讨中国肺癌人群
;:c7#:.

表达情况具有更为重要意义#因

为中国人群
U<:#

%

类分子中
U<:#:*

表达较高$

),Z

%#而

;:c7#:.

基因产物
;e*#]

上具有可被
U<:#:*

分子识别

呈递的肽段
R<_c(/:<X

#因此对于以
;:c7#:.

抗原为靶

点对中国肺癌患者进行特异性免疫治疗的研究#具有更高的实

用价值和更为广阔的应用前景'

目前#有关
;:c7#:.

抗原在肺癌组织中表达情况的研

究国内外均有报道#但多集中在
@/!:

水平#有关蛋白水平的

表达报道相对较少且结果不大一致*

C

+

'而
@/!:

水平的基因

阳性表达并不等于抗原蛋白的表达#只有抗原蛋白的表达才可

诱导
3"<

对该肿瘤细胞的特异性识别与杀伤#因此抗原蛋白

的表达与机体免疫应答的关系更直接,更密切'本次实验研究

采用免疫组化$

>U3

%技术#是
9

种更形象,直观的技术#能将抗

原的定位等体现出来#准确地反映抗原本质&而且
>U3

技术在

实验影响因素,实验条件的控制,操作的简易程度方面具有优

越性#是研究本抗原表达及应用较合适的方法'

本次实验的结果显示#肺癌
;:c7#:.

抗原的阳性表达

率为
8-B,Z

$

*D

"

,+

%#提示将
;:c7#:.

作为肺癌免疫靶向治

疗靶抗原具有可行性'对于
;:c7#:.

抗原阳性的肺癌患

者#可直接进行
;:c7#:.

的特异性免疫治疗'而对于

;:c7#:.

阴性的患者#是否可通过诱导表达或接种等途径而

促使其表达#从而作为免疫治疗靶点#有待进一步的研究'目

前#将
;:c7

抗原肽直接接种到肿瘤患者体内的研究在国外

已经展开#并且在黑色素瘤,非小细胞肺癌,头颈部鳞癌等肿瘤

患者中已进行了临床实验#为
;:c7

抗原肽更为广泛而有效

地运用于肿瘤的治疗提供了依据*

+

+

'而联合
;:c7#:.

瘤苗

治疗和手术切除的
%

4

和
&

期
!=3<3

患者的多国联合实验已

经开始进行*

D

+

'

本次实验中#肺癌
;:c7#:.

抗原表达的阳性率高于刘

庆伦等*

9-

+的报道结果#而且本次实验中肺鳞癌组的阳性表达

率低于腺癌组#与李秋泽等*

99

+采用
/"#(3/

方法测得的

;:c7#:.

在肺鳞癌中表达较高的结果不一致#原因可能有以

下几点!$

9

%影响抗原表达的因素有很多#所测定的标本处于不

同的癌症进展阶段#从而使
;:c7#:.

的表达有差异'国外

有研究表明#不同阶段的非小细胞肺癌患者
;:c7#:.

表达

水平有明显不同#揭示肿瘤的进展与
;:c7#:.

抗原的表达

有关*

9*

+

&另外#不同人种表达不同的
U<:

分子类型也会导致

;:c7#:.

表达的不同'$

*

%本次实验采用的研究方法是间接

酶免疫组化法#实验的影响因素也可能导致一定的假阳性或假

阴性#如切片的显色不好会影响到结果判断'$

.

%样本的抽样

误差引起'

多项研究发现#在
;:c7#:.

抗原阳性的肺癌患者中#术

后长期存活率明显高于
;:c7#:.

抗原阴性患者#而肿瘤转

移率则明显低于阴性患者'本实验对
,+

例肺癌的转移情况也

进行了统计分析#结果发现肺癌淋巴结转移组和非淋巴结转移

组的阳性率差异无统计学意义'探讨
;:c7#:.

表达与肺癌

转移的相关性#有待于进一步大样本量的研究'
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在不同
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尤其是感染率最高的
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亚型#随宫颈病变级别的增高其
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的持续性感染是导致
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目前#
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多重感染与宫颈病变关系的研究较少'据报
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在宫颈鳞癌组织中的检出率为
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#在宫颈鳞状上

皮中为
D,Z

'

U(X

多重感染与宫颈病变呈正相关#随着宫颈
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'多重
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需
9

次扩增#即可同时检测
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查及推广应用*
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