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组织芯片技术应用于检测乳腺癌组织中 ｐ１６
和 ｃｙｃｌｉｎＤ１的表达
李宏涛１，熊永萍１，徐明亮１，刘勇２，袁晟２

（１．江西省丰城市人民医院 病理科，江西 丰城 ３３１１００；２．江西省人民医院 病理科，江西 南昌 ３３０００６）

　　摘要：目的　探讨乳腺癌组织中多肿瘤抑制蛋白（ｐ１６）和细胞周期蛋白（ｃｙｃｌｉｎＤ１）的表达及其
意义。方法　采用组织芯片技术制作 ８０例乳腺癌组织芯片，同时用 ＳＰ免疫组织化学方法检测乳腺癌

组织芯片中 ｐ１６和 ｃｙｃｌｉｎＤ１的表达。结果　８０例乳腺癌中 ｐ１６和 ｃｙｃｌｉｎＤ１的阳性率分别为 ４０．０％

和 ５３．８％。乳腺癌中 ｐ１６低表达与 ｃｙｃｌｉｎＤ１的高表达呈负相关（ｒ＜－０．４９）；ｐ１６低表达、ｃｙｃｌｉｎＤ１

高表达与乳腺癌的淋巴结转移密切相关。结论　ｐ１６和 ｃｙｃｌｉｎＤ１的表达水平可以作为评估乳腺癌预

后的参考指标。应用组织芯片大规模高效检测临床组织样本是可行的，具有快速、方便、经济、准确的

特点。 ［中国普通外科杂志，２００８，１７（５）：４９４－４９６］
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　　近年来，在有关乳腺癌的病因、诊断、治疗、
预后判断及乳腺癌发生、发展过程中的分子生物

学变化的研究出现了许多新进展，细胞增殖调控

是其研究的热点之一。细胞增殖调控异常与肿瘤

的发生密切相关［１］。细胞增殖调控机制的研究包

括：研究细胞如何启动和完成有关细胞增殖的生

物学事件；研究细胞如何保证这些事件精确地按

次序进行。细胞增殖调控是十分复杂而微妙的过

程，细胞内外多种因子参与这一过程［２］。笔者采

用组织芯片技术结合免疫组织化学（免疫组化）

技术检测了 ｐ１６和 ｃｙｃｌｉｎＤ１在乳腺癌组织中的
表达，以探讨它们之间的关系及其意义。

１　材料和方法

１．１　标本及其一般资料
８０例 乳 腺 癌 组 织 取 自 丰 城 市 人 民 医 院

２０００—２００４年手术切除标本。患者年龄 ３２～７１
（平均 ４８．９）岁，术前均未经放疗及化疗。组织

学类型：浸润性导管癌 ６３例，髓样癌 １２例，浸润

性小叶癌 ５例。淋巴结转移：阳性 ５３例，阴性

２７例。全部标本经福尔马林溶液固定，常规石蜡

包埋。

１．２　组织芯片制作［３－４］

１．２．１　组织芯片制作机的主要组成　（１）打孔

针：本实验使用直径为 ２ｍｍ的打孔针，打孔针中

心有一根配套的实心针，能将采集到的组织蜡芯

推出。（２）距离调节器：系一能准确地控制打孔

针按所需距离前后左右移动，可使组织芯整齐地

排列在组织芯片蜡块中的小仪器，该调节器为本

科室自制。

１．２．２　组织芯片的制作过程　（１）根据需要将

组织按不同的种类或顺序设计组织样品的排列方

式；（２）根据设计将受体蜡块进行打孔，孔径大小

与供体组织钻取孔径大小一致；（３）对供体组织

ＨＥ切片作形态学观察，并在供体蜡块准确标记

所需要的靶点；（４）利用打孔仪钻取靶点组织，并

转移至受体蜡块相应的孔位上，即制成所需的阵

列蜡块。（５）常规方法作厚 ４～５μｍ切片，裱于

玻片上，以备免疫组化实验使用。

１．２．３　组织芯片模块制备　将熔化石蜡制作成

４
'

×２
'

×１
'

大小的空白蜡块，设计１０×８点

组织列阵，用打孔机制成模块。
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１．２．４　组织芯片的设计和制备　将原蜡块置于
４５℃温箱中烘 ５～１０ｍｉｎ，然后用打孔针从组织
块选定部位逐个取出组织芯，随即放入预先设计

的阵列模块中，排布成组织芯片。最后，将制成

的组织芯片面朝下放在铜板上，于 ５５℃放置
３０ｍｉｎ，轻压模块使组织柱在模块中排平。对组
织芯片蜡块进行切片，以备实验使用。

１．３　组织芯片免疫组化标记
采用免疫组化（ＳＰ）方法，单克隆抗 ｐ１６抗体

（ＺＪ１１）、单克隆抗 ｃｙｃｌｉｎＤ１抗体（ＤＣＳ／６）和 ＳＰ
试剂盒均购自福州迈新生物技术有限公司，即用

型。滴加抗体前，切片经高压处理，修复暴露抗

原。以已知阳性切片作阳性对照，以 ＰＢＳ代替一
抗作空白对照，ＤＡＢ显色。
１．４　结果判断［５－６］

ｐ１６和 ｃｙｃｌｉｎＤ１均定位于细胞核，免疫组化
染色阳性均为棕黄色。采用显微摄像计算机图像

分析系统计算。判断标准：阴性（－），无阳性细
胞；阳性（＋），阳性细胞少于肿瘤细胞的 ５０％；
强阳性（＋＋），阳性细胞多于肿瘤细胞的 ５０％。
１．５　统计学处理

实验数据的统计学处理采用 χ２检验和相关

系数检验。

２　结　果

２．１　乳腺癌组织中 ｐ１６的表达
８０例乳腺癌组织芯片中，ｐ１６阳性 １９例，强

阳性 １３例，阳性率为 ４０．０％（３２／８０）。不同组
织学类型的乳腺癌中 ｐ１６的表达差异无显著性
（Ｐ＞０．０５）。淋巴结转移阳性组 ｐ１６的表达明
显低于阴性组（χ２＝２１．６，Ｐ＜０．００５），ｐ１６的低
表达与乳腺癌淋巴结转移有明显关系（Ｐ＜０．０５，
ｒ＜０．５９）（表 １）。
２．２　乳腺癌组织中 ｃｙｃｌｉｎＤ１的表达

８０例 乳 腺 癌 组 织 芯 片 中，ｃｙｃｌｉｎＤ１阳 性

２３例，强阳性 ２０例，阳性率为 ５３．８％（４３／８０）。
不同组织学类型的乳腺癌中，ｃｙｃｌｉｎＤ１的表达组
间无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。淋巴结转移阳性
组 ｃｙｃｌｉｎＤ１的表达明显高于阴性组（χ２ ＝２０．０，
Ｐ＜０．００５），ｃｙｃｌｉｎＤ１的高表达与乳腺癌淋巴转
移有明显关系（Ｐ＜０．０５，ｒ＜０．６１）（表 １）。
２．３　乳腺癌中 ｐ１６与 ｃｙｃｌｉｎＤ１表达的相关性

４８例 ｐ１６阴性乳腺癌中 ｃｙｃｌｉｎＤ１阳性３５例，

阳性率 ７２．９％；３２例 ｐ１６阳性乳腺癌中 ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１阳性 ８例，阳性率 ２５．０％。两者比较差异有
显著性（χ２ ＝１７．６０，Ｐ＜０．００５），相关系数检验
显示两者呈负相关 （Ｐ＜０．００５）ｒ＜ －０．４９）
（表２）。

表１　ｐ１６和ｃｙｃｌｉｎＤ１在乳腺癌中的表达

生物学指标 ｎ
ｐ１６（例）

（－） （＋）（＋＋） ％

ｃｙｃｌｉｎＤ１（例）

（－） （＋）（＋＋） ％

组织学类型

　浸润性导管癌 ６３ ３６ １６ １１ ４２．９ ３０ １９ １４ ５２．４

　髓样癌 １２ ９ ２ １ ２５．０ ５ ３ ４ ５８．３

　浸润性小叶癌 ５ ３ １ １ ４０．０ ２ １ ２ ６０．０

淋巴结转移

　阳性 ５３ ４２ ８ ３ ２０．８ １５ ２１ １７ ７１．７

　阴性 ２７ ７ １１ ９ ７４．１１） ２２ ３ ２ １８．５１）

　　注１）：与淋巴结转移阳性组比，Ｐ＜０．００５

表２　乳腺癌中ｐ１６与ｃｙｃｌｉｎＤ１表达的关系

ｐ１６ ｎ
ｃｙｃｌｉｎＤ１（例）

（－） （＋） （＋＋） ％

（－） ４８ １３ ２１ １４ ７２．９

（＋） １９ １４ ３ ２ ２６．３

（＋＋） １３ １０ ２ １ ２３．０

　　注：ｒ＜－０．４９，Ｐ＜０．００５

３　讨　论

细胞周期调控的分子机制涉及 ｃｙｃｌｉｎ、细胞周
期蛋白依赖激酶（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｓ，ＣＤＫｓ）
以及 ＣＤＫｓ抑制蛋白三种分子的相互作用，其核
心是 ＣＤＫｓ的活性表达及调控。细胞增殖的关键
是 Ｇ１期的启动，因此对细胞的研究多集中在Ｇ１／Ｓ
期，即细胞在静止状态下是如何进入 ＤＮＡ合成期
的。在 Ｇ１期的调控和 Ｇ１／Ｓ期转换过程中起关键
作用的是两种 Ｇ１期 ｃｙｃｌｉｎ即 ｃｙｃｌｉｎＤ１和 ｃｙｃｌｉｎＥ。
在 Ｇ１期中 ｃｙｃｌｉｎＤ１和 ＣＤＫ４结合，导致 ＣＤＫ４活
化；活化的 ＣＤＫ４可使视网膜母细胞瘤（ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓ
ｔｏｍａ，Ｒｂ）易感基因的蛋白产物磷酸化，失去抑制
转录因子 Ｅ２Ｆ的作用；Ｅ２Ｆ可启动 ＤＮＡ合成，从
而使细胞从 Ｇ１期进入 Ｓ期

［２］。以上激活过程可

通过 ＣＤＫｓ抑制因子的作用而受到抑制。目前认
为 ｐ１６蛋白的作用较为专一，仅在 Ｇ１期竞争 ｃｙｃ
ｌｉｎＤ１与 ＣＤＫ４结合，抑制 ＣＤＫ４活性，从而抑制

５９４
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细胞增殖。

多肿瘤抑制基因（ｍｕｌｔｉｐｌｅｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｇｅｎｅ
１，ＭＴＳ１）又称 ｐ１６基因，是一种肿瘤抑制基因，
该基因位于人 ９号染色体的 ｐ２１区域［７］。ｐ１６广
泛存在于各种肿瘤中，在食管癌、黑色素瘤、胰腺

癌及胃癌等组织中都检测到 ｐ１６基因的高频率
突变及缺失，其编码 １６ｋＤ的蛋白产物，是 ＣＤＫ４
的抑制因子［８］。在早期胃癌中，ｐ１６的表达与组
织类型、分化程度、淋巴结转移状况无明显关系，

仅与癌细胞的浸润程度有关［９］。

ｃｙｃｌｉｎＤ１由 ２９５个氨基酸组成，分子质量为
３４ｋＤ，其在细胞中的功能是促进 Ｇ１／Ｓ期的转变
进而促进细胞周期，与细胞增殖有关。目前在人

类多种肿瘤中发现其基因扩增、转位、重排和蛋

白过表达［１０］。ｃｙｃｌｉｎＤ１的表达与肺癌的组织类
型无关，而其高表达对肺癌细胞的淋巴转移起重

要作用［１１］。ｃｙｃｌｉｎＤ１的表达与胆管癌的分化程
度及有无远处或淋巴结转移有相关，而与其他病

理学指标无关 ［１２］。ｃｙｃｌｉｎＤ１的阳性表达与肝癌
的肝内转移和肝癌的分化程度有关，其过度表达

与患者术后 ＜３年生存期相关［１３］。

笔者先前的研究表明，在不同组织学类型和

淋巴结转移的大肠癌中，ｐ１６和 ｃｙｃｌｉｎＤ１的表达
无显著差异，ｐ１６的表达与癌细胞的浸润程度呈
负相关，ｃｙｃｌｉｎＤ１的表达与癌细胞的浸润程度呈
正相关［１４］。有研究表明 ｐ１６和 ｃｙｃｌｉｎＤ１与乳腺
癌的发生，发展密切相关［１５］。本实验显示不同组

织学类型的乳腺癌中 ｐ１６和 ｃｙｃｌｉｎＤ１的表达差
异无显著性。提示 ｐ１６和 ｃｙｃｌｉｎＤ１的表达与乳
腺癌的组织学类型无关。乳腺癌淋巴结转移阳性

组 ｐ１６的表达显著低于阴性组，乳腺癌淋巴结转
移阳性组 ｃｙｃｌｉｎＤ１的表达高于阴性组。乳腺癌
中 ｐ１６与 ｃｙｃｌｉｎＤ１的表达呈负相关，提示细胞周
期调控因子 ｐ１６的低表达和 ｃｙｃｌｉｎＤ１的高表达
对乳腺癌淋巴结转移起重要作用。故认为 ｐ１６
和 ｃｙｃｌｉｎＤ１的表达水平可以作为评估乳腺癌预
后的参考指标。

组织芯片（组织微阵列）一般是指将数十至

上千个小组织整齐地排放在一张载玻片上而制成

的组织切片［４］，其的特点是：体积小，信息含量

大，一次性实验即可获大量结果。组织芯片蜡块

可做 １００～２００张连续切片。这样用同一套组织
芯片即可迅速对上百种生物分子标记（如抗原、

ＤＮＡ和 ＲＮＡ）进行分析、检测［２］。笔者等制作了

８０例乳腺癌的组织芯片，每张组织芯片上 ８０个
样品，排列整齐，外形为圆形或类圆形，较少有皱

折和掉片现象。仅用几张芯片即完成了全部实

验，极大地节约了研究经费和降低了劳动量，在

最短的时间内获得了大肠癌中 ｐ１６和 ｃｙｃｌｉｎＤ１
表达的全部数据。因此认为，应用组织芯片大规

模高效检测临床组织样本是可行的，具有快速、

方便、经济、准确的特点。
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ｃｒｏａｒｒａｙｓｆｏｒｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｍｏｌｅｃｕｌａｒｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｏｆｔｕｍｏｒ
ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ［Ｊ］．ＮａｔＭｅｄ，１９９８，４（７）：８４４－８４７．

［５］　刘勇，路名芝，文进．细胞周期调控基因 ｐ２１ＷＡＦ１／
ＣＩＰ１在膀胱移行细胞癌中的表达［Ｊ］．中华病理学杂
志，２０００，２９（６）：４４３－４４４．

［６］　刘勇，路名芝．细胞周期调控因子 ｐ２７、ｃｙｃｌｉｎＥ和 Ｋｉ
６７在早期胃癌中的表达［Ｊ］．中华普通外科杂志，
２００２，１７（６）：３６６．

［７］　ＫａｍｂＡ，ＧｒｕｉｓＮＡ，ＷｅａｖｅｒＦＪ，ｅｔａｌ．Ａｃｅｌｌｃｙｃｌｅｒｅｇｕｌａｔｏｒ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｇｅｎｅｓｉｓｏｆｍａｎｙｔｕｍｏｒｔｙｐｅｓ［Ｊ］．Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ，１９９４，２６４（５１５７）：４３６－４４０．

［８］　刘勇，路名芝，李启明．肺癌中 ＭＴＳ１／ｐ１６和 ｐ５３基因
产物表达与细胞增殖的关系［Ｊ］．临床与实验病理学
杂志，１９９８，１４（２）：１３４－１３６．

［９］　刘勇，李启明，王夷黎，等．ｐ１６，ｐ５３蛋白和增殖细胞
抗原在早期胃癌中的表达［Ｊ］．中华实验外科杂志，
１９９９，１６（６）：５７３．

［１０］ ＭａｓｕｄａＭ，ＨｉｒａｋａｗａＮ，ＮａｋａｓｓｈｉｍａＴ，ｅｔａｌ．ＣｙｃｌｉｎＤ１
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｈｙｐｏｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｓ［Ｊ］．
Ｃａｎｃｅｒ，１９９６，７８（３）：３９０－３９５．

［１１］杨海玉，刘勇，路名芝．肺癌中抑癌基因 ｐ２１和癌基
因 ｃｙｃｌｉｎＤ１的 表 达 ［Ｊ］．中 华 结 核 与 呼 吸 杂 志，
２０００，２３（１１）：７０３（附插页）．

［１２］徐晓军，罗仑昆，何振平，等．细胞周期相关基因 ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１在胆管癌中的表达及其临床意义［Ｊ］．中国普通外
科杂志，２００４，１３（２）：１３８－１３９．

［１３］董俊峰，吴小鹏．原发性肝细胞癌 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ，ｃｙｃｌｉｎＤ１的
表达及其临床意义［Ｊ］．中国普通外科杂志，２００７，１０
（２）：１５６－１５９．

［１４］李宏涛，袁晟，李艳琴，等．采用组织芯片技术检测大
肠癌组织中 ｐ１６和 ｃｙｃｌｉｎＤ１的表达［Ｊ］．临床肿瘤学
杂志，２００４，９（５）：４５６－４５８．

［１５］田兴松，周文红．乳腺癌细胞中 ｐ１６，ｐ５３，ＣＤＫ４／ｃｙｃ
ｌｉｎＤ１的表达和预后的关系［Ｊ］．中国普通外科杂志，
２００５，１４（４）：２６０－２６４．
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