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摘　要 :目的　探讨组织芯片技术在原位杂交中的应用及 h TER和 h TERT在人体多种常见肿

瘤中的表达。方法　利用自行研制的专用器具制作组织芯片 ,采用原位杂交技术 ( ISH)检测 230

例人体肿瘤和正常组织中 h TER和 h TERT基因的表达。结果　①组织芯片中组织样本的组织

学结构完整 ,满足病理学实验要求 ;采用组织芯片技术消耗的实验材料、试剂为普通方法的

1/ 23。②在人体正常组织和良性肿瘤、恶性肿瘤组织中 ,h TER和 h TERT的表达与肿瘤的性质

明显相关 ( P < 0. 005) 。结论　组织芯片技术提供了一种快速、有效的组织学方法 ,可广泛应用

于原位杂交实验 ,并有可能在肿瘤生物学研究中发挥重要的作用。同时 ,h TER和 h TERT表达

上调有可能作为人体肿瘤诊断与鉴别诊断的重要组织学指标。
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ABSTRACT :Objective　To explore the application and values of tissue chip in ISH , and to analyse

h TER and h TERT mRNA expressions in different human tumor types. Methods 　 Patent

embedding instrument was used to prepare tissue chips. Then , ISH was used to determine the

expressions of h TER mRNA and h TERT mRNA in 230 specimens of human tissues (10 cases of

normal tissues ; 13 cases of benign tumors ; 207 cases of malignant tumors) . Results 　①The

histological st ructure of the specimens was complete in tissue chips. It met the requirements of

pathological experiments. The quantities of the experimental regents and materials of the

experiments were only 1/ 23 times of making the same experiment by common methods. ②The

expressions of h TER mRNA and h TERT mRNA in normal tissues , benign and malignant tumors

were significantly related to characterization of tumor ( P < 0. 005) . Conclusion 　Up2regulation of

h TER and h TERT expression can be used as an important histological sign for the diagnosis and

identification of human tumor. And tissue chip provides a rapid and powerful histological mehtod

that may be used in ISH and plays an important role in tumor biology.

KEY WORDS :tissue chip ; tumor ; human telomerase ; in situ hybridization ( ISH)

　　生物芯片技术一般包括基因芯片和蛋白芯片。

1988年 Kononen 1 报道了一种组织微阵列 ( Tissue
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microarry)技术 ,也叫组织芯片 ( Tissue chip)技术 ,

是生物芯片 (Biochip)的一个新类型。本研究应用

这一技术和原位杂交技术 ( in situ hybridization

technology , ISH)检测 230例人体多种肿瘤和正常

组织中端粒酶 h TER mRNA和 h TERT mRNA的

表达。
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1　材料和方法　

1 . 1　标本来源 　230 例标本均取自 1999 年西安

交通大学第二医院病理科外检标本 ,其中包括恶性

肿瘤 207例 :胃腺癌 22例 ,食管鳞癌 21例 ,十二指

肠腺癌 3 例 ,结肠腺癌 12例 ,直肠腺癌 5 例 ,肝细

胞癌 7例 ,肝胆管细胞癌 1例 ,胆囊腺癌 4例 ,胰腺

腺癌 2例 ,喉鳞癌 8例 ,上颌窦鳞癌 1例 ,扁桃体鳞

癌 1例 ,肺鳞癌 4例 ,肺腺癌 2例 ,膀胱移行细胞癌

12例 ,输尿管移行细胞癌 2 例 ,肾盂移行细胞癌 1

例 ,肾脏透明细胞癌 17例 ,乳腺癌 26例 ,甲状腺乳

头状癌 14例 ,甲状腺滤泡状癌 3例 ,甲状腺髓样癌

3例 ,子宫内膜腺癌 2例 ,宫颈鳞癌 5例 ,外阴鳞癌

1例 ,卵巢囊腺癌 3例 ,平滑肌肉瘤 2 例 ,B细胞淋

巴瘤 5例 ,髓母细胞瘤 5例 ,神经母细胞瘤 2例 ,视

网膜母细胞瘤 1 例 ,肾母细胞瘤 2 例 ,精原细胞瘤

1例 ,恶性黑色素瘤 2例 ,神经纤维肉瘤 1例 ,软骨

肉瘤 1例 ,恶性纤维组织细胞瘤 3例 ;良性肿瘤 13

例 ;乳腺纤维腺瘤 2例 ,胃平滑肌瘤 1例 ,小肠平滑

肌瘤 1例 ,神经纤维瘤 2例 ,胃息肉 1例 ,结肠息肉

1例 ,甲状腺腺瘤 4例 ,肾上腺腺瘤 1例 ;正常对照

组织 10例 :胃粘膜 1例 ,食管粘膜 1 例 ,小肠粘膜

1例 ,肝脏组织 1 例 ,乳腺组织 1 例 ,宫颈组织 1

例 ,支气管粘膜 1 例 ,肾脏组织 1 例 ,脾脏组织 1

例 ,甲状腺组织 1例。

1 . 2　包含 23例样本的组织芯片制备 　按照本研

究室建立的制备方法制备 4×6规格 (行×列)的组

织芯片 (容量为 23份组织样本/张) 。其制备方法

如下 :先在光学显微镜下对 230例入选标本石蜡蜡

块的 HE切片进行观察 ,选择合适区域 ,利用自行

研制的专用器具挖取蜡块内组织 ,挖取出的组织呈

圆柱形 ,直径 1. 5 mm ,长 3 mm ,将其每 23例样本

为一组依次包埋于同一石蜡蜡块中并编号。然后 ,

常规石蜡切片 ,厚 5μm ,附于涂有 1 g·L - 1多聚赖

氨酸的载玻片上 ,烤干 ,制备组织芯片共 20张。

1 . 3　原位杂交　10人份 h TER和 h TERT原位杂

交试剂盒均购自北京医科大学病理学系。按说明

书操作。

1 . 4　结果判断

1 . 4 . 1　组织芯片质量判定　从切片有无皱折、缺

损、脱片和实验消耗时间、试剂、材料等方面与常规

切片比较。

1 . 4 . 2　原位杂交结果判定　细胞质或细胞核内出

现紫棕色颗粒为阳性。染色强度分级为 :阴性

( - ) :肿瘤细胞不显色 ;阳性 ( + ) :阳性细胞数 <

25 % ;阳性 ( 6 ) :肿瘤细胞呈紫色 ,并且阳性细胞数

为 25 %～50 % ;强阳性 ( 7 ) :肿瘤细胞呈深紫色 ,

阳性细胞数 > 50 %。

1 . 5　结果统计　秩和检验。

2　结　　果

2 . 1　组织芯片观察结果　制作的 20张组织芯片上 ,

直径 1. 5 mm的圆形组织样本均以规则的点阵方式排

列 ,组织学结构完整 ;18份组织样本脱片 ,可分析样本

221例(共 442 份组织样本) ,平均脱片率为 (3. 9 ±

2. 4) %;原组织样本石蜡蜡块完整 ,仍可继续切片 ;原

位杂交切片染色背景清晰、对比良好(见图 1～3)。

图 1　制备的 4×6规格组织芯片

ISH检测 hTER的表达

图 2　组织芯片上组织样本显微结构

ISH检测 hTER的表达

图 3　hTER mRNA在食道鳞状细胞癌中的表达

ISH法 NB T/ BCIP显色 ,阳性信号位于细胞

浆中 ( 7 ) 　×200

2 . 2　原位杂交检测结果

2 . 2 . 1　h TER mRNA和 h TERT mRNA的表达　

见表 1。
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表 1　hTER mRNA和 hTERT mRNA在 230例人体肿瘤和正常组织中的表达率

标 本
例数

(例)

可分析例数

(例)

-

hTER hTERT

+

hTER hTERT

6

hTER hTERT

7

hTER hTERT

恶性肿瘤 207 201 23 36 33 62 66 53 79 50

% 97. 1 11. 4 17. 9 16. 4 30. 8 32. 8 26. 4 39. 3 24. 9

良性肿瘤 13 11 5 7 5 4 1 0 0 0

% 84. 6 45. 5 63. 6 45. 5 36. 4 9 0 0 0

正常对照 10 9 4 7 5 2 0 0 0 0

% 90 44. 4 77. 8 55. 6 22. 2 0 0 0 0

　　　　注 : HC hTER = 110. 048 ,HC hTERT = 100. 245 , P < 0. 005

2 . 2 . 2　h TER mRNA和 h TERT mRNA阳性细胞

的组织学分布 　h TER阳性信号分布于肿瘤细胞

的细胞质和部分细胞核中 ,在正常组织中 h TER的

表达仅限于基底层 ,只有少数基底细胞出现弱阳性

表达 ,在良性肿瘤中阳性细胞呈散在性分布 ,且多

为弱阳性表达 ,在恶性肿瘤中阳性细胞呈团状、巢

状、片状弥漫性分布。h TERT阳性信号分布于肿

瘤细胞的细胞质中 ,而阳性细胞的分布与 h TER的

分布规律相似 ,即在正常组织中仅限于基底层 ,只

有少数散在的基底细胞出现弱阳性表达 ,在良性肿

瘤中呈散在性分布 ,且多为弱阳性表达 ,在恶性肿

瘤中阳性细胞呈团状、巢状、片状弥漫性分布。

3　讨　　论

3 . 1　人体肿瘤与端粒酶　本研究利用组织芯片和

原位杂交技术对 207 例人体常见恶性肿瘤、13 例

良性肿瘤和 10 例正常组织进行了 h TER 和

h TERT mRNA 的检测 ,结果提示 :随着病程的进

展 , h TER 和 h TERT 的表达明显上调 ( P <

0. 005) ,表明 h TER和 h TERT的活化与肿瘤的发

生和进展显著相关。

但是在本实验中还发现 ,11. 4 %(23/ 207)恶性

肿瘤中 h TER 阴性 ,17. 9 % (36/ 207)恶性肿瘤中

h TERT阴性 ,而在 55. 6 %(5/ 9)正常组织中 h TER

呈弱阳性表达 ,22. 2 % (2/ 9)正常组织中 h TERT

呈弱阳性表达。推测前者可能是存在其他的端粒

酶外机制导致肿瘤的发生 ;对于后者 ,有研究发现

h TER和 h TERT 的表达与细胞的高增殖活性有

关 2 , Kenji 3 等学者发现细胞的增殖与 h TERT的

表达关系更为密切 ,推测可能是这些正常对照组织

中包含有不典型增生、高增生性上皮 ,而不典型增

生的细胞、腺体细胞象肿瘤细胞一样拥有高的增殖

活性 ,因而正常对照组织中 h TER和 h TERT表达

上调。这一结果揭示可能 h TER 亚基和 h TERT

亚基表达上调在肿瘤发生的过程中仅发挥着基础

性的作用 ,而各亚基间的表达水平及其之间的相互

平衡、各亚基的转录和转录后修饰及某些我们目前

还不知的因素可能在端粒酶活性调节和肿瘤的发

生发展中发挥重要作用。

从阳性信号和阳性细胞的分布来看 ,随病变程

度的增加 h TER和 h TERT的表达上调 ,且 h TER

和 h TERT 阳性细胞向全层弥散。这与 Kazuo Y

等研究宫颈癌的结果一致 4 。

因此认为 ,h TER和 h TERT表达上调、分布紊

乱对于鉴别肿瘤的良恶性具有重要意义 ,并有可能

作为恶性肿瘤诊断的病理组织学指标。

3 . 2　组织芯片技术　组织芯片技术是针对在原位

检测不同样本的同一实验指标设计的。可同时对

数十个组织样本进行 DNA、RNA或蛋白水平的原

位组织学研究。

本研究利用自行研制的已取得国家专利的制

作组织芯片的专用器具 (专利号 ZL 00207528. 8 ,

专利号 ZL 00262393. 5) ,在制备的 4×6规格的 20

张组织芯片上 ,共有 460份组织样本 ,其中 18份组

织样本脱片 ,平均脱片率仅为 (3. 9±2. 4) %。仅用

10人份 h TER和 h TERT原位杂交试剂便完成了

对 230例标本中 h TER 和 h TERT两个指标的原

位杂交检测 ,所消耗的实验材料、试剂和时间仅为

普通方法的 1/ 23 ,因此可极大地节约实验材料 ,提

高了实验效率。运用组织芯片和 FISH 技术 ,

Schraml 5 等学者在一周内检测了 17 种肿瘤 397

例样本中 CCND1、CM YC和 ERBB2三种癌基因的

表达。Richter 6 在两周内检测 1 842 例膀胱癌患

者中 2 317份样本中 cyclin E基因 CCN E的表达。

可见应用这一技术使得一次切片、染色便可完成普

通方法所需要的几十次实验操作 ,这对于大样本的

回顾性研究具有重大意义。同时 ,由于组织块的选

取是依据原组织蜡块的 HE切片为依据的 ,可人为

控制组织实质和间质的比例 ,并避开了过多的间质
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的适宜的应激能够升高血清中的甲状腺激素水

平 8 。我们在实验中发现 ,单纯缺水应激组大鼠

血清中的甲状腺素水平显著升高 ,而情绪应激组大

鼠血清中的甲状腺素水平无显著变化 ,这就意味

着 ,应激也能对甲状腺系统的活动进行调节 ,但这

种调节作用是复杂的 ,多方面的 ,而且还会因应激

原的不同而有所不同。与单纯缺水应激相比 ,情绪

应激引起的反应可能更为广泛 ,不但能够活化甲状

腺系统 ,而且同时激活抗甲状腺系统 ,以限制应激

引起的反应。

GH系统也与应激反应有关 ,急性应激可以降

低大鼠外周血中 GH的分泌 9 ,这种作用是通过下

丘脑 CRF 的释放 ,导致生长抑素分泌增加引起

的 10 。本实验发现 ,慢性情绪应激与慢性生理性

应激对外周血中的 GH均无显著影响。这也从另

一方面说明了 ,机体对应激的反应是一种复杂的生

理过程 ,随着应激的持续进行 ,多个过程被启动 ,促

进 GH分泌的机制与抑制 GH分泌的机制相互作

用 ,相互影响 ,从而使外周血中 GH并未表现出明

显的变化。

由以上可知 ,应激刺激对机体的影响是复杂的、

多方面的 ,能够通过调节 HPA轴 ,甲状腺系统等多

个系统的活动而对机体进行调节。不同类型应激的

作用也不尽相同 ,情绪应激较单纯缺水应激强度更

大 ,引起的反应也更为广泛 ,能够激活多个系统 ,共

同协调应激引起的生理、生化反应 ,以最大限度地降

低应激引起的损害 ,使动物能更好地适应环境。
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和出血及坏死区 ,减少其对实验结果的影响。此外 ,

由于将多个组织样本排列于同一切片 ,使原位杂交

尽可能地在同一条件下进行 ,减少了传统实验方法

中不同样本间的实验误差。组织芯片作为一种新的

生物芯片 ,可与原位杂交技术相结合 ,应用于组织学

的原位研究中 ,并将会在很大程度上提高病理组织

学的研究效率。
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