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　　摘　要：目的　评价 ＭＥＴ４和Ｃ２８抗体检测卵巢上皮性肿瘤组织中 ＭＥＴ蛋白表达的效能。方法　采用免疫组织化学间接

法检测卵巢上皮性肿瘤、卵巢转移性腺癌和正常卵巢组织芯片中 ＭＥＴ蛋白表达的情况，采用 Ｎｕａｎｃｅ光谱成像分析系统对组织

芯片的免疫染色进行分析。结果　ＭＥＴ４和Ｃ２８蛋白阳性染色部位均位于细胞膜和细胞质。ＭＥＴ４蛋白的阳性总检出率为

６４．２％（１１１／１７３），高于Ｃ２８［５０．２％（８７／１７３）］（犘＜０．０５），且 ＭＥＴ４蛋白在卵巢原发性上皮性肿瘤组织中的阳性表达率显著高

于卵巢转移性腺癌（犘＜０．０５）。ＭＥＴ４和Ｃ２８蛋白阳性表达与卵巢上皮性肿瘤患者的临床病理参数无显著关系。ＭＥＴ４蛋白

在细胞质、Ｃ２８蛋白在细胞膜的阳性表达与病理分级显著相关（犘＜０．０５）。结论　与Ｃ２８蛋白比较，ＭＥＴ４蛋白具有更高的特

异性和检出率，可能具有更好的临床应用前景。

关键词：卵巢肿瘤；　免疫组织化学；　芯片分析技术；　ＭＥＴ蛋白；　Ｃ２８蛋白
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　　酪氨酸激酶类受体ＭＥＴ及其配体肝细胞生长因子（ｈｅｐａ

ｔｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＨＧＦ）信号通路因能刺激肿瘤细胞运动

和诱导血管生成而被认为与肿瘤细胞的侵袭、转移密切相

关［１２］。近年研究发现 ＭＥＴ受体的表达是卵巢癌的一个独立

预后因子，并且是抑制其腹膜播散和浸润的有效靶点［３４］。目

前有１０余种靶向 ＨＧＦ／ＭＥＴ的抗肿瘤药物进入了临床试验。

本实验室采用单克隆抗体技术和噬菌体表面展示筛选技术已

成功制备一株针对人 ＭＥＴ胞外段的鼠源性单克隆抗体，命名

为 ＭＥＴ４
［５］。本研究比较分析 ＭＥＴ４和实验室广泛使用的Ｃ

２８在人卵巢上皮性肿瘤及卵巢转移性癌中的免疫组织化学染

色结果，为 ＭＥＴ４作为诊断试剂应用于实验室和临床做前期

研究。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　组织芯片　卵巢上皮性肿瘤、卵巢转移性腺癌和正常

卵巢组织芯片（批号：ＣＣ１１０１００３，陕西超英生物科技有限公

司）由中性甲醛溶液固定，石蜡包埋。有效病例数１９６例，其

中，卵巢上皮性肿瘤１７３例，患者年龄１９～７２岁（中位４９．０

岁），肿瘤病理类型：浆液性乳头状腺癌１３６例，黏液性乳头状

腺癌３１例，交界性浆液性肿瘤１例，子宫内膜样腺癌４例、移

行细胞癌１例；卵巢转移性腺癌１５例，年龄３０～６９岁（中位

４４．５岁）；正常卵巢组织８例，年龄４０～６９岁（中位４８．５岁）。

芯片上每个组织点直径为１．５ｍｍ。

１．１．２　试剂　鼠抗单克隆抗体 ＭＥＴ４由本实验室前期研究

制备；兔抗 ＭＥＴ 多克隆抗体 Ｃ２８（ｓｃ１６１）购自美国 Ｓａｎｔａ

Ｃｒｕｚ公司；辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标

记的羊抗兔ＩｇＧ（Ｐ０４４８）、ＨＲＰ标记的羊抗鼠ＩｇＧ（Ｐ０４４７）、二

氨基 联 苯 胺 （３，３′ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＤＡＢ）显 色 试 剂 盒

（Ｋ３４６７）、Ｍａｙｅｒ′ｓ苏木素复染剂（Ｓ３３０９）均购自丹麦 ＤＡＫＯ

公司。

１．２　方法

１．２．１　免疫组织化学检测　采用免疫组织化学间接法检测石

·５６０１·国际检验医学杂志２０１３年５月第３４卷第９期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．９



蜡标本中 ＭＥＴ蛋白的表达水平。组织芯片常规脱蜡、水化，

３％过氧化氢处理１０ｍｉｎ后，于ｐＨ６．０柠檬酸缓冲液中微波

修复抗原 １５ ｍｉｎ，室温自 然 冷 却，滴 加 第 一 抗 体 ＭＥＴ４

（２ｍｇ／ｍＬ，１∶３００稀释）、Ｃ２８（１∶２００稀释），４℃孵育过夜，

次日采用磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）

清洗３次，１０ｍｉｎ／次，滴加 ＨＲＰ标记的第二抗体，３７℃孵育

４５ｍｉｎ，ＤＡＢ 显 色，苏 木 素 复 染，脱 水、透 明、封 片。以

０．０１ｍｏｌ／Ｌ的ＰＢＳ（ｐＨ７．４）和正常羊血清分别替代第一抗体

和第二抗体作为阴性对照。

１．２．２　定量图像分析　采用美国剑桥科研仪器公司（Ｃａｍ

ｂｒｉｄｇｅＲｅｓｅａｒｃｈａｎｄＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔａｔｉｏｎＩｎｃ，ＣＲＩ）的 Ｎｕａｎｃｅ光谱

成像分析系统分析组织芯片［６７］。步骤如下：（１）每个组织点采

集２～３个图像立体块（Ｃｕｂｅ），在光谱波长４２０～７２０ｎｍ之间，

每２０ｎｍ采集１次，共２０余张图像形成一个图像立体块；（２）

将获得的图像立体块转化为光密度单位；（３）通过计算机频谱

分割，将ＤＡＢ棕色和苏木素蓝色分别转化为假彩色棕色和假

彩色蓝色；（４）经本实验室前期研究的计算机软件分析，定量计

算选定区域内棕色的平均光密度和像素数，并计算出棕色占整

个面积的百分比。

１．２．３　结果判定标准　阳性染色为棕黄色或棕褐色，定位于

上皮细胞质和细胞膜。每个组织点选取２～３个高倍视野，采

用Ｎｕａｎｃｅ光谱成像分析系统对染色阳性细胞范围评分，０分：

全片未见着色或少于５％的细胞散在着色；１分：５％～＜２５％

的细胞着色；２分：２５％～＜５０％的细胞呈阳性；３分：５０％～＜

７５％的细胞染色阳性；４分：≥７５％的细胞染色阳性。以染色

评分不低于２分为染色阳性表达。

１．３　统计学处理　采用染色结果和临床病理资料建立数据

库，应用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，计量资料用狓±狊表

示，各组间平均值的比较采用狋检验，率的比较采用χ
２ 检验，

不同年龄组和不同病理类型中染色差异的比较采用非参数检

验，采用斯皮尔曼等级相关（Ｓｐｅａｒｍａｎｒａｎｋｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ）分析阳

性染色的相关性，以α＝０．０５为检验水准，以犘＜０．０５（双尾）

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　卵巢上皮性肿瘤中 ＭＥＴ、Ｃ２８蛋白的表达定位　ＭＥＴ、

Ｃ２８蛋白定位于卵巢上皮性肿瘤的细胞质和细胞膜，呈棕黄

色或棕褐色颗粒染色。按评分标准分别对肿瘤细胞的细胞质

及细胞膜染色进行评价。ＭＥＴ４、Ｃ２８在正常卵巢中无染色；

ＭＥＴ４在黏液性乳头状腺癌中呈棕黄色染色，在浆液性乳头状

腺癌中呈棕黄色染色；Ｃ２８在浆液性乳头状腺癌中呈浅棕色

染色，在浆液性乳头状腺癌中呈棕黄色染色，见图１。

图１　　ＭＥＴ４和Ｃ２８蛋白在卵巢上皮性肿瘤和正常卵巢组织中的表达（免疫组织化学 ×２００）

表１　　卵巢上皮性肿瘤组织芯片中 ＭＥＴ４、Ｃ２８蛋白阳性检出率的比较

组织类型 狀

ＭＥＴ４蛋白

细胞膜

（狀）

细胞质

（狀）

细胞膜和

细胞质（狀）

总检出率

（％）

Ｃ２８蛋白

细胞膜

（狀）

细胞质

（狀）

细胞膜和

细胞质（狀）

总检出率

（％）

卵巢上皮性肿瘤组织 １７３ ３２ ９７ １８ ６４．２ ２１ ８１ １５ ５０．２

卵巢转移性腺癌组织 １５ ０ ３ ０ ２０．０ ２ ７ ２ ４６．７

正常卵巢组织 ８ ０ ０ ０ ０．０ ０ ０ ０ ０．０

表２　　ＭＥＴ４与Ｃ２８蛋白阳性表达之间的关系（狀）

ＭＥＴ４蛋白 狀
Ｃ２８蛋白

阳性 阴性

狀 １７３ ８７ ８６

阳性 １１１ ５２ ５９

阴性 ６２ ３５ ２７

２．２　ＭＥＴ４和Ｃ２８蛋白免疫组织化学染色结果比较　在卵

巢上皮性肿瘤组织中，ＭＥＴ４蛋白阳性检出率为６４．２％（１１１／

１７３），高于Ｃ２８蛋白的阳性检出率［５０．２％（８７／１７３）］，差异有

统计学意义（犘＜０．０５）；在卵巢转移性腺癌组织中，ＭＥＴ４蛋

白阳性检出率为２０％（３／１５），Ｃ２８蛋白阳性检出率为４７％

（７／１５）；在正常卵巢组织中，ＭＥＴ４和Ｃ２８均无染色，见表１。

ＭＥＴ４和Ｃ２８蛋白共同检出为阳性的有５２例，ＭＥＴ４检出阳
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性而Ｃ２８未检出阳性的有５９例，Ｃ２８检出阳性而 ＭＥＴ４未

检出阳性有３５例，见表２。

２．３　ＭＥＴ４和Ｃ２８蛋白阳性染色与临床病理参数间关系　

ＭＥＴ４和Ｃ２８蛋白阳性表达与卵巢上皮性肿瘤患者的临床病

理参数无显著关系。ＭＥＴ４在细胞质、Ｃ２８在细胞膜的阳性

表达与病理分级显著相关（犘＜０．０５）。

３　讨　　论

癌基因犕犈犜编码的酪氨酸激酶受体及其配体 ＨＧＦ在卵

巢癌的侵袭行为中起重要作用。约７０％ 的人卵巢癌中表达

ＭＥＴ蛋白，且约３０％过表达
［８１０］。ＭＥＴ蛋白过表达患者的总

生存时间（１７个月）显著低于 ＭＥＴ 阴性患者（３２个月）
［４］，

ＭＥＴ蛋白在卵巢上皮性肿瘤组织中过表达表明预后差
［１１１２］。

同时，在卵巢上皮性肿瘤患者的腹水中发现高水平 ＨＧＦ
［１３］。

ＨＧＦ具有显著促进卵巢癌细胞生长和侵袭的能力
［１４］，且研究

发现，采用中和抗体、拮抗剂或小干扰ＲＮＡ下调 ＭＥＴ蛋白的

表达能够阻断 ＨＧＦ的作用，并在体内实验中抑制卵巢癌细胞

的腹膜播散和腹水形成［１５１６］。口服小分子 ＭＥＴ抑制剂（ＰＦ

２３４１０６６）在卵巢癌转移模型中可有效降低肿瘤负荷，延长生存

时间［１７］。因此，ＭＥＴ／ＨＧＦ通路可能是干预治疗卵巢上皮性

肿瘤的潜在靶点［１８］。

目前 ＭＥＴ抑制剂的研究取得了令人鼓舞的成果。一些

胃癌细胞和非小细胞肺癌细胞系对 ＭＥＴ抑制剂敏感。ＨＧＦ／

ＭＥＴ自分泌回路活化或者经 犕犈犜 基因扩增的细胞系经

ＭＥＴ酪氨酸蛋白激酶抑制剂（ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＴＫＩ）

处理后凋亡［１９］。临床前研究发现，ＭＥＴ抑制剂或 ＨＧＦ中和

剂影响动物模型中肿瘤发生和肿瘤细胞的转移概率。已有一

些项目进入临床试验：（１）Ｔｉｖａｎｔｉｎｉｂ（ＡＲＱ１９７）
［２０］，Ⅰ期试验

显示２７％的患者疾病稳定超过４个月，Ⅱ期试验联合Ｅｒｌｏｔｉｎ

ｉｂ，患者反应率和总生存率有所增加。目前已进入Ⅲ期临床试

验，用 于 治 疗 转 移 性 非 小 细 胞 肺 癌。（２）Ｃａｂｏｚａｎｔｉｎｉｂ

（ＸＬ１８４）
［２１］，Ｃａｂｏｚａｎｔｉｎｉｂ是多激酶抑制剂，靶向 ＭＥＴ、血管

表皮生长因子受体２（ｖａｓｃｕｌａｒｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ

２，ＶＥＧＦＲ２）等。Ⅱ、Ⅲ期临床试验表明，６０％胶质母细胞瘤患

者的肿瘤体积明显减小，且总疾病控制率达到５０％。（３）

Ｆｏｒｅｔｉｎｉｂ（ＸＬ８８０）
［２２］，靶向 ＭＥＴ和 ＶＥＧＦＲ２，Ⅰ期试验显示

５５％的患者稳定病情，目前联合Ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ进入Ⅱ期试验。（４）

Ｃｒｉｚｏｔｉｎｉｂ（ＰＦ０２３４１０６６）
［２３］，同时抑制 ＭＥＴ和间变性淋巴瘤

激酶（ａｎａｐｌａｓｔｉｃｌｙｍｐｈｏｍａｋｉｎａｓｅ，ＡＬＫ），Ⅲ期临床试验表明

对 ＭＥＴ或 ＡＬＫ 阳性的患者均有抑制肿瘤生长和转移的

作用。

还有一些 ＭＥＴ靶向制剂是单克隆抗体，如：（１）Ｒｉｌｏｔｕ

ｍｕｍａｂ（ＡＭＧ１０２）
［２４］，抗 ＨＧＦ单克隆抗体通过中和 ＨＧＦ而

干扰 ＭＥＴ受体的活性，单独或联合表皮生长因子受体（ｅｐｉ

ｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）阻断抗体Ｐａｎｉｔｕｍｕｍａｂ

进入Ⅰ、Ⅱ期临床试验。（２）ＭｅｔＭＡｂ（ＯＡ５Ｄ５），是一种单价

拮抗抗体，能抑制胶质母细胞瘤Ｕ８７细胞系和胰腺癌ＢｘＰＣ３、

ＫＰ４细胞系的细胞增殖和运动能力。Ⅱ期临床试验联合Ｅｒｌｏ

ｔｉｎｉｂ用于非小细胞肺癌，患者生存期从６．４个月延长至１２．４

个月［２５］。

实验室前期通过单克隆抗体技术和噬菌体表面展示筛选

技术获得１株鼠源性单克隆抗体 ＭＥＴ４，可特异性结合石蜡包

埋组织中 ＭＥＴ受体的胞外段，对多种肿瘤细胞进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ、免疫组织化学和免疫荧光染色分析，实验结果显示

ＭＥＴ４的特异性、敏感性、可重复性均优于市场上其他抗 ＭＥＴ

抗体［５］。

本研究采用 Ｎｕａｎｃｅ光谱成像分析系统定量分析组织芯

片的免疫组织化学染色结果，证实了 ＭＥＴ４能特异结合卵巢

上皮性肿瘤细胞表面的 ＭＥＴ受体。ＭＥＴ受体表达水平与卵

巢上皮性肿瘤患者的年龄和病理类型无显著相关性。ＭＥＴ４

蛋白的细胞质表达阳性、Ｃ２８蛋白的细胞膜表达阳性与病理

分级有关。比较 ＭＥＴ４与Ｃ２８蛋白阳性染色结果，２个抗体

阳性染色部位均位于细胞膜和细胞质，在卵巢原发性上皮性肿

瘤中，ＭＥＴ４蛋白的阳性总检出率高于Ｃ２８蛋白，且 ＭＥＴ４

蛋白在卵巢原发性上皮性肿瘤中的阳性率显著高于卵巢转移

性腺癌，因此，ＭＥＴ４有更好的特异性和更高的检出率。今后

受益于靶向阻断 ＨＧＦ／ＭＥＴ信号通路的肿瘤治疗和筛选的肿

瘤患者将会更多，ＭＥＴ４可能具有更高的临床应用价值。
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发现ｒｔ１９４的突变，说明本院 ＨＢＶ耐药主要针对拉米夫定、替

比夫定、恩曲他滨，而对其他核苷类药物的耐药比较少见。在

联合突变方面，在已发生ｒｔ２０４位点突变的 ＨＢＶ中有５０％伴

ｒｔ１８０位点的突变，而ｒｔ１８０位点突变均伴随ｒｔ２０４位点突变，

这种ｒｔ１８０联合ｒｔ２０４突变的ＨＢＶ，与ｒｔ２０４单独突变相比，其

对恩替卡韦及替比夫定敏感性显著降低［６７］；而存在２个以上

位点突变的 ＨＢＶ中，主要是ｒｔ２０４和（或）ｒｔ１８０联合其他位点

突变，这种多位点的联合突变不但增加了 ＨＢＶ耐药的复杂性

及疾病的难治性，对 ＨＢＶ的其他生物学特性的影响也值得进

一步探讨。在本研究中，ｒｔ１８１位点突变率较低，这与曹亦菲

等［５］、李敏伟等［８］的研究结果有差异，可能与本研究病例较少

有关，但是否存在地区差异等原因还值得进一步研究。在突变

类型 方 面，以 ｒｔＭ２０４Ｉ最 为 常 见，其 次 是 ｒｔＮ／Ｈ２３８Ｔ 与

ｒｔＬ１８０Ｍ，本研究还在２例 ＨＢＶ中发现阿德福韦相关的少见

突变类型Ｎ／Ｈ２３８Ａ，在１例 ＨＢＶ中发现恩替卡韦相关的少

见突变类型Ｉ１６９Ｍ，这种少见突变类型的临床意义有待进一步

研究。

在应用核苷类似物治疗慢性乙型肝炎的过程中，随着用药

时间的延长，犚犜基因耐药相关性变异是难以避免的，因此，采

用核苷类药物治疗的慢性乙型肝炎患者，有必要在选用核苷类

药物治疗前或治疗过程中定期进行 ＨＢＶ犚犜基因序列分析，

从而选择更有效的抗病毒药物，以提高抗病毒治疗的疗效。
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［８］ 李敏伟，陈智，邵骏斌，等．拉米夫定耐药者 ＨＢＶＰ基因ｒｔＬ１８０Ｍ

和ｒｔＭ２０４Ｖ／Ｉ突变分析［Ｊ］．中华传染病杂志，２００５，２３（３）：１７６

１７７．

（收稿日期：２０１３０１２７）
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