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技术方法
·

分子标记物在肺腺癌预后评估中的意义

周宝森
‘ 戴晓淳

“ 何安光 2 杨春林 3 朱继江 4

摘要 对 93 例肺腺癌患者做分子流行病学研究
,

应用免疫组织化学染色方法
.

用 Co
x
多因素

回归模型
,

分析 p 21 蛋白
、

l〕53 蛋 白
、

细 胞增殖活性 (Pc N A )与预后的关系
。

结果表明
:

肺腺癌 pZI

蛋白阳性的
,

预后不好
,

表 达 阳性的死亡危险性是阴性的 2
.

08 倍
; p53 蛋白与肺腺癌预后无关 ;

PC N A 阳性百分 比高的
,

预后不好
,

肺腺癌 PCN A 阳性百分比 50 % 以上 的死亡 危险性是 肺腺癌

PC N A 阳性百分比 2() % 以下的 3
.

27 倍
。
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从分子水平阐述癌症的发生机理
,

一般

认为是癌基 因的激 活
,

抑癌基因的失活
。

有

关肺腺癌的癌基因
、

抑癌基因表达情况 已有

文献报道
,

但文献多局限在临床某一方面
,

本

文旨在通过肺腺癌的分子流行病学研究
,

明

确肺腺癌预后与
: a s 癌基因

、

p 53 抑癌基因的

表达产物 pZI 蛋白
、

p 53 蛋白及 PCN A 的关

系
。

材料与方法

l 中国医科大学流行病学教研室 沈阳 110 0 01

2 中国医科大学肿瘤研 究所肺癌研究室

3 中国医科大学研究生处

4 中国医科大学病理学 教研室

本课题为国家八五科技攻关资助项 目

一
、

标本
:
9 3 例原 发肺腺癌组织来 自中

国医科大学第一临床学院手术切除标本
,

其

中男性 66 例
,

女性 27 例
,

组 织 学类 型按

W H O 标准分类
,

组织病 理学分级和 p T N M

分期按国际抗癌联盟标准
。

标本取材后用

1 0 % 中性 福 尔马 林 固 定
,

石 蜡 包埋
,

制 成

5拼m 切 片
,

涂片按常规方法制备
。

二
、

免疫组织化学染色
:

采用链菌素亲生

物素
一 过氧化物酶免疫组化方法 (简称 S 一 P

法 )
,

S 一 P 试 剂盒为 Z ym e d
,

In C
.

产品 (购 自

北京中山生物公司 )
。

步骤如下
:

石蜡切片常

规二甲苯脱蜡
,

梯度酒精水化
,

PB S 洗 sm in;



2 3 2 C h in J E p id e m io l
,

A u g u s t 19 9 8
,

Vo l
.

19
,

N o
.

4

3 % H ZO : 一om in PBs 洗 s m in ; 10 % 山羊血清

(l : 15 ) 1 5 m in ; 一抗 为抗 p 5 3 单克隆抗体

D O 一 1
,

工作 浓度为 1 : 4 0 0
,

6Om in
,

PB S 洗

sm in ; 生物素标记二抗 (1 : 15 0 )15 m in PBS 洗

sm in ; S P(1 : 1 5 0 ) 15 m in
,

PB S 洗 sm in ; D A1 3

(si g m a 公司 )显色 5 一 10 m in
,

自来 水充分冲

洗 ;
苏木精或 甲基绿复染

;
脱水

、

透明
、

封固
。

p 2 1 染色同上
,

工作浓度为 1 : 1 0 0
。

对照
:

以

PBS 置换一抗作空白对照
,

用 已知阳性切片
作阳性对嗦

。

结果判断
: p 53 蛋 白的表达 以

细胞核呈清晰棕色或胞核胞浆同时呈棕色为

阳性
,

单纯胞浆着色而无胞核着色或胞核胞

浆均无着色为阴性
。

p 21 蛋白的表达以细胞

浆呈清晰棕色为阳性
,

细胞浆无棕色或与背

景着色一致为阴性
。

PCN A 以细胞核呈清晰

棕色为阳性
,

每例切片计数 3 00 一 500 个癌细

胞
,

算 出标记指数 (LI )
,

Ll 二 (阳性细胞数 /

计数细胞数 ) 丫 10 0 %
。

三
、

资料统计分析
:

资料处理用 W H O 和

CD C 编制的 E P巧 一 IN FO 软件
,

建立数据文

件并分析统计处理
。

预后分析用 E G R E T 软

件
。

50 % 为界分为三个等级
,

多因素分析调整性

别
、

细胞分化程度
、

肿瘤临床分期后
,

结果表

明肺癌 PCN A 阳性百分 比高 的
,

预后不好
,

肺癌 PC N A 阳性百分 比 50 % 以上的死亡危

险性是肺癌 PCN A 阳性百 分 比 20 % 以下的

3
.

2 7 倍
。

PCN A 不同数量级生存率曲线
,

经

10 9 一 :
an k 检验差异有显著性

。

附表 肺腺癌癌基 因
、

抑癌基 因表达
、

细胞增殖活性

与预后的关系

B R R A I刁R R R 9 5 % C I P值

P5 3

PZ I

PC N A

一 0
.

30 3 15 4 2 0
.

7 4

0
.

73 2 13 0 2 2
.

()8

0
.

59 17 19 7 1
.

8 1

3 9

9 了

0
.

4 0 一 1
.

4 2 0
.

3 2

0
.

5 4 一 3
.

5 7 0
.

0 6

1
.

18 一 3
.

3 3 0
.

0 1

讨 论

结 果

肺腺癌 ra s 癌基因
、

p53 抑癌基 因表达与

预后的关 系
,

用 CO
x 多因素回归模型

,

分析

肺腺 癌的术 后生存时 间与肺腺癌
ra s 癌基

因
、

p 5 3 抑癌基因表达的关系
,

多因素分析调

整性别
、

细胞分化程度
、

肿瘤临床分期后
,

p 21

蛋白阳性
、

p 53 蛋 白阳性 的 R R 值分 别 为

1
.

3 9
、

0
.

7 5 (附表 )
。

绘制 p Z I 蛋白阳性
、

p 5 3

蛋白阳性
、

阴性生存率曲线显示
,

夕1 蛋白阳

性的生存率曲线低于 p21 蛋白阴性的
,

经 109
一 ra n k 检验差异显著

,

p 53 蛋 白阳性的生存

率曲线高于 p 53 蛋白阴性
,

经 10 9 一 : an k 检验

无显著差异
。

肺腺癌癌细胞增殖活性与预后

的关 系
,

用 CO
x 多因素回归模型

,

分析肺腺

癌 的 术 后 生 存 时 间 与 肺 腺 癌 PC N A
,

将

PC N A 数量化
,

按 PCN A 阳性 百分比 20 %
、

有关 ra s 癌基 因的突变
,

M iya m ot 。
等川

报告临床四期的 p21 蛋白免疫组化染色阳性

率明显高于低期的
,

pZI 蛋 白免疫组化染色

阻陵的有较长的存活时间
。

N ish io H 等 [“]也

报道肺腺癌 p 21 蛋白免疫组化染色阳性有不

良的预后
,

本研究结果 pZI 蛋 白表达与预后

和上述报道结果一致
,

为控制临床分期
、

细胞

分化
、

性别对预后的影响
,

本研究应用了 CO
x

多因素模型控制上述 因素
,

结果
,

p 21 蛋白免

疫组化染色阴性的生存曲线优于 p 21 蛋 白免

疫组化染色阳性的
。

Ni sh io H 等[“〕报道肺腺

癌户 1 蛋白免疫组化染色阳性率为 80
.

5 %
,

而本研究结果 p 21 蛋白腺癌免疫组化染色阳

性率为 8 1
.

25 %
,

两个结果极为相似
。

肺癌 p 53 抑癌基因的突变
,

p 53 蛋 白表

达与临床分期
、

细胞分化
、

吸烟
、

不 良预后大

多数研究有关 [’一 ’]
。

T e ts u y a M it sd o m i等[’〕

用 CO
x
多因素回归模型报道 p 53 蛋白表达提

示不 良的 预 后
。

本 研 究 结 果 与 T es uy a

M it sd o m i等 [’]报道不一致
,

p 5 3 抑癌基 因表

达产物 p 53 蛋 白与预后无关 ; 这可能和研究

的样本为腺癌
,

p 5 3 蛋 白表达的阳性率较低

有关
。

PC N A 是 D N A 多聚酶
一 de h a

的一种辅

酶[6]
,

在 D N A 合成和细胞周期 的启动中起
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重要作用
,

在 G l 晚期开始合成
,

S 期达高峰
,

在 G Z 和 M 期又开始下降
,

是细胞增殖的一

个较好标志物 〔7 }
。

关 于 P c N A 染色在肺癌

中的生物学意义
,

文献报道和预后有关
,

是预

后的一个 独立 因素[8]
。

本研 究表 明
,

Pc N A

阳性细胞数 50 % 以上的死亡危险性是 20 %

以下的 3
.

2 7 倍
。

与文献报道
,

在 12 5 例一期

肺癌中
,

5 年生存率在 PC N A (十 )(阳性细胞

数> 5 % )为 4 7 %
,

在 PC N A ( 一 ) (阳性细胞

数< 5 % )为 7 6 %
,

各组之间有显著差别 (尸<

0
.

0 5) 的结果一致
,

故认为 PC N A ( + )的肺癌

具有高的增殖活性
,

P CN A 可用于肺癌预后

的评价〔9 1
。

是 反应肺癌 细胞的增殖 活性的

一个良好的标志物
。
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四川省首次从空调冷却水中分离到嗜肺军团菌

罗隆泽 谢仁栋 吕 强 祝小平 兰纪康 孙 莉

自 1 9 7 8 年军团菌正式命名以来
,

目前军团菌属

已分离出 3 9 个种
、

6 1 个血清型
。

我们于 1 99 7 年 1 1

月在成都市两星级宾馆冷却塔循环水分离到 2 株军

团菌(编号为 9 7 00 4
、

9 7 0 0 8 )
,

经送请中国预 防医学

科学院流行病学微生物学研究所 鉴定
,

确认为嗜肺

军团菌血清 1 型 (儿P l )
。

两 阳性标本在双 抗 BC Y E

培养基上第 5 天长出单个菌落
,

菌落直径 1 一 Z m m
、

灰白色
、

圆形
、

凸起
、

湿润
、

有光泽
。

该菌为革兰氏阴

性杆菌
,

Bc Y E
一

c ys 培养基和普通琼脂经 10 天培养

不生长
。

两 株菌具有相同的生长性状
:

具动力
,

氧化

酶
、

过氧化氢酶试验均阳性
,

明胶酶弱阳性
,

能分解

淀粉
,

不发酵葡萄糖
、

乳糖
、

麦芽糖
、

蔗糖
,

尿素酶阴

作者单位
:

四川省卫生防疫站 成都 6J 00 31

性
,

与军团菌特性相符
。

PCR 检查
,

两株菌均有军 团

菌特异的 3 8 6 bp 16 5 rR N A 基因片段和 2 06 卜pm ip 基

因片段
,

判定这二株菌均属于军团菌属嗜肺军 团菌

种
。

在 Ig M 介导的玻片凝集和试管凝集反应中
,

两

株菌与 Lp l 标准血 清呈明 显 凝集
,

与 I. p s
、

L p g
、

儿p lo 虽有不同程度的交叉凝集
,

但在 Ig G 介导的

D FA
、

IF A 中
,

只与 I沪 多价及 I
』

p l 标准血清呈阳性

反应
,

从而确定两株菌均为 L p l 型
。

从空调冷却塔水分离到军团 菌国 内外已有报

道
,

但在 四川省尚属首次
,

表明我省存在这种病原

菌
,

并对人群构成潜在威胁
。

(本文承蒙中国预 防医学科学院流研所万超群

教授指导
,

特此致谢)
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