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采用组织芯片技术检测胃黏膜病变中缺氧
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　　摘要：目的　研究缺氧诱导因子 －１α（ＨＩＦ１α）在胃黏膜病变中的表达及其意义。方法　采用
组织芯片技术制作 １２０例各类胃黏膜病变的组织芯片，免疫组织化学方法检测 ＨＩＦ１α的表达。结果
　１２０例各类胃黏膜病变中 ＨＩＦ１α阳性率为 ２８．３％。慢性浅表性胃炎、伴肠化生慢性萎缩性胃炎、
伴异型增生慢性萎缩性胃炎和肠型胃癌中 ＨＩＦ１α的阳性率分别为 ０．０％，１０．０％，４０．０％ 和
６３．３％。肠型胃癌和伴异型增生慢性萎缩性胃炎中 ＨＩＦ１α的阳性率均显著高于慢性浅表性胃炎和
伴肠化生慢性萎缩性胃炎（Ｐ＜０．０５）。结论　ＨＩＦ１α可以作为一种较好的胃癌前病变标志物。应
用组织芯片大规模检测临床组织样本是可行的，具有高效、快速、方便、经济、准确的特点。
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　　缺氧诱导因子 －１（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１，
ＨＩＦ１）是缺氧条件下广泛存在于哺乳动物和人体
内的一种转录因子，其活性对维持肿瘤细胞的能量

代谢、新血管生成、促进肿瘤增殖和转移起着重要

作用。ＨＩＦ１是一种异源二聚体，主要由 ＨＩＦ１α

　　项目基金：江西省卫生厅重大科技计划资助项目 （２００１０１０６）。

　　收稿日期：２００３－０２－２０；　修订日期：２００３－０６－２７。

　　作者简介：刘勇（１９７０－），男，江西吉安人，江西省人民医院副主任

医师，主要从事病理方面的研究。

和 ＨＩＦ１β两个亚单位组成；ＨＩＦ１α决定 ＨＩＦ１的

氧调 节 活 性，ＨＩＦ１β决 定 ＨＩＦ１二 聚 化 的 稳 定

性［１］。作者采用组织芯片技术制作 １２０例各类胃黏

膜病变的组织芯片，用免疫组织化学方法检测 ＨＩＦ

１α的表达，探讨其在胃黏膜病变中表达的意义。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　标本来源　从本院病理科档案材料中选
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取 １９９９～２００２年石蜡包埋组织 １２０例，其中慢性

浅表性胃炎 ３０例，伴肠化生慢性萎缩性胃炎 ３０

例，伴异型增生慢性萎缩性胃炎 ３０例，肠型胃癌

３０例。所有标本均经 １０％福尔马林溶液固定，石

蜡包埋。

１．１．２　组织芯片制作机的主要组成　（１）打孔

针：目前常用的打孔针有直径为 ０．６ｍｍ和 ２．０ｍｍ

的两种，为了特定需要可购买到直径为 １．０ｍｍ和

１．５ｍｍ打孔针。每一种打孔针中心都有 １根配套

的实心针，它能将采集到的组织蜡芯推出。本实验

采用 １．０ｍｍ打孔针。（２）距离调节器：用它能准

确地控制打孔针前后左右移动的距离，从而使组织

芯能整齐地排列在组织芯片蜡块中。本仪器系本

实验室自制。

１．２　组织芯片制作［２］

１．２．１　组织芯片的基本制作过程　第一，设计芯

片，即根据需要按不同的种类或顺序设计组织样品

的排列方式；第二，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；第三，对

供体组织 ＨＥ切片作形态学观察并在供体蜡块上准

确标记所需要的靶点；第四，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；第五，常规方法作 ４～５μｍ切片，裱

于玻片上，以备实验使用。

１．２．２　组织芯片模块制备　将熔化石蜡（加入等

量的蜂蜡）制作 ４ｃｍ×２ｃｍ×１ｃｍ大小的空白蜡块，

设计 １５×８点组织列阵，用打孔机制成模块。

１．２．３　组织芯片的设计和制备　将原蜡块放在

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，随即置于预先设计的阵

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 ５５℃的铜板上 ３０ｍｉｎ，轻压模块使

组织柱在模块中排平。对组织芯片蜡块切片，切下

的组织平整地粘贴于载玻片上。一个组织芯片蜡

块一般可切 ４～５μｍ的连续切片约 １００张。

１．３　组织芯片免疫组化标记［３］

兔抗人多克隆抗 ＨＩＦ１α抗体为武汉博士德生

物工程有限公司产品，工作浓度 １∶１００，生物素 －

链霉菌卵白素检测系统（ＳＰ）试剂盒，购自福州迈

新生物技术有限公司。３％过氧化氢封闭内源性过

氧化物酶，２０％鸡蛋清封闭内源性生物素，严格按

说明书操作，ＤＡＢ显色。ＴＢＳ代替一抗作阴性对

照，以已知阳性切片作阳性对照。

１．４　结果判断［４］

染色阳性信号呈棕黄色，采用显微摄像计算机

图像分析系统，计算组织芯片中阳性细胞和肿瘤细

胞或腺上皮细胞的数量。判断标准为：无阳性细胞

为阴性（－）；阳性细胞 ＜肿瘤细胞或腺上皮细胞

的 ５０％者为阳性（＋）；阳性细胞 ＞肿瘤细胞或腺

上皮细胞的 ５０％者为强阳性（＋＋）。

１．５　统计学分析

实验数据的统计学分析采用配对资料 χ２检验。

２　结　果

免疫组化标记示 ＨＩＦ１α阳性位于细胞核（图

１，２，３）。１２０例各类胃黏膜病变中 ＨＩＦ１α阳性

表达 ３４例，阳性率为 ２８．３％。各类胃黏膜病变中

ＨＩＦ１α的表达情况见附表。肠型胃癌和伴异型增

生慢性萎缩性胃炎中 ＨＩＦ１α的阳性率均显著高于

慢性浅表性胃炎和伴肠化生慢性萎缩性胃炎（Ｐ＜

０．０５）。

图 １　组织芯片蜡块　　　　　图 ２　组织芯片的单个组织芯　　　　　图 ３　胃癌细胞核示 ＨＩＦ１α阳性

３７２
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附表　各类胃黏膜病变中 ＨＩＦ１α的表达

病变类型 例数
ＨＩＦ１α

（－） （＋）（＋＋） ％

慢性浅表性胃炎 ３０ ３０ ０ ０ ０

伴肠化生慢性萎缩性胃炎 ３０ ２７ ３ ０ １０．０

伴异型增生慢性萎缩性胃炎 ３０ １８ ９ ３ ４０．０

肠型胃癌 ３０ １１ １１ ８ ６３．３

　　 注：与肠型胃癌比较Ｐ＜０．０１

３　讨　论

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。组织芯片技术原理：通过组织芯片制作

机细针打孔的方法，从众多的组织蜡块（供体蜡

块）中采集到数十至上千的圆柱形小组织（组织

芯），并将其整齐排放到另一个空白蜡块（受体蜡

块）中而制成组织芯片蜡块。然后，对组织芯片蜡

块进行切片，再将切片转移到载玻片上而制成组织

芯片。组织芯片的特点是：体积小，信息含量大，一

次性实验即可获大量结果。组织芯片可做 ＨＥ染

色、特殊染色、免疫组化染色、ＤＮＡ和 ＲＮＡ原位杂

交、荧光原位杂交。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，因 而 倍 受 组 织 病 理 学 家 的 重 视［２］。

１９９８年 Ｋｏｎｏｎｅｎ等［５］首 次 采 用 组 织 芯 片 技 术 将

６４５例乳腺癌组织固定于载体上，同时进行多种基

因检测，结果发现 ｅｒｂＢ２和 ｍｙｃ表达在雌激素受体

（ＥＲ）阴性者明显高于 ＥＲ阳性者，ｐ５３阳性者明显

高于 ｐ５３阴 性 者；而 ＣＣＮＤ１基 因 则 与 ｐ５３，ＥＲ，

ｅｒｂＢ２表达无明显关系。从此，众多学者开始对组

织芯片技术进行研究，并不断将其发展和完善，其

应用也愈来愈广泛［６，７］。笔者制作了慢性浅表性胃

炎、肠化生、异型增生、肠型胃癌 ４种病变在一起的

胃黏膜疾病组织芯片，每张芯片上有 １２０个样品，

排列整齐，圆形或类圆形，较少的皱折和掉片现象。

仅用 １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，在最短的时间内可获得胃

黏膜疾病中 ＨＩＦ１α表达的全部数据。本研究提

示，应用组织芯片大规模高效检测临床组织样本是

可行的；组织芯片技术与传统的病理学技术相比，

具有快速、方便、经济、准确的特点，该项技术应用

前景广阔。

肿瘤细胞存在着对缺血缺氧的自身调节和适

应，其机制主要是提高葡萄糖转运、糖酵解及形成

肿瘤血管体系。ＨＩＦ１作为缺氧条件下广泛存在于

细胞内的一种转录因子，调节多种基因的表达，

ＨＩＦ１的靶基因涉及肿瘤细胞能量代谢、血管生成、

肿瘤转移、离子代谢及儿茶酚胺代谢等，这些靶基

因的启动子或增强子内含有一个或多个缺氧反应

元件，典 型 的 核 苷 酸 序 列 为 ５′ＴＡＣＧＴＧＣ３′，是

ＨＩＦ１的 ＤＮＡ结合位点，ＨＩＦ１与缺氧反应元件结

合调节基因产物的表达量。这些基因产物在维持

肿瘤细胞的能量代谢、新血管生成、促进肿瘤增殖

和转移起着重要作用［８］。Ｚｈｏｎｇ等［９］分析了 １７９例

肿瘤标本中 ＨＩＦ１α的表达，发现 １９种类型肿瘤中

有 １３种可见 ＨＩＦ１α呈不同程度的表达，其中结

肠、前列腺、乳腺的癌前病变中发现 ＨＩＦ１α的阳性

表达。Ｂｏｓ等［１０］发现正常乳腺组织和乳腺的良性

病变中无 ＨＩＦ１α表达，在高分化导管原位癌、低分

化导管原位癌和浸润性导管癌中 ＨＩＦ１α的阳性率

为 ５５％，７５％和 １００％；ＨＩＦ１α水平增高与肿瘤细

胞高增殖状态、血管内皮生长因子的表达和微血管

密度相关。另外，除缺氧外某些癌基因的激活和肿

瘤抑制基因的失活也会影响 ＨＩＦ１的表达。Ｊｉａｎｇ

等［１１］证明在缺氧和非缺氧条件下，癌基因 ｖｓｒｃ产

物可使 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ转录和 ＨＩＦ１的 ＤＮＡ结合活

性增加。Ｒａｖｉ等［１２］发现肿瘤细胞中肿瘤抑制基因

ｐ５３纯合性缺失可使 ＨＩＦ１α水平升高。

本组实验结果显示，肠型胃癌和伴异型增生慢

性萎缩性胃炎中 ＨＩＦ１α的阳性率均显著高于慢性

浅表性胃炎和伴肠化生慢性萎缩性胃炎，且前二种

病变中 ＨＩＦ１α的阳性率无明显差异。此结果提示

ＨＩＦ１α可以作为一种较好的胃癌前病变标志物。

胃癌及其癌前病变中 ＨＩＦ１α过度表达，可能与某

些癌基因的激活和肿瘤抑制基因的失活有关，其机

制有待进一步探讨。
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原发灶不明的腹壁转移性黏液腺癌１例
欧阳植庭

（中南大学湘雅医院 普外科，湖南 长沙 ４１０００８）
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中图分类号：Ｒ７３５．５　　　　文献标识码：Ｄ

　　患者　女，６２岁。２００４年 ２月
２３日入院。患者于 １９９９年 １０月发

现右上腹壁一拇指大小包块并 伴 有

痛、痒、红肿，包块逐渐增大，于 ２０００

年 ３月在当地医院行穿刺活检，诊断

为“腹壁炎性包块”，给予消炎治疗无

效，不久包块穿刺处有胶冻状液体溢

出，约 ５～１ｍｌ／ｄ。２０００年 １０月在当

地医院住院，诊断为“腹壁窦道”， 行

　　收稿日期：２００４－０３－０６。

　　作者简介：欧阳植庭（１９４５－），男，湖南

资兴人，中南大学湘雅医院主任医师，主要从

事胃肠道肿瘤方面的研究。

窦道切除术，术后伤口愈合。２００１年

４月右上腹壁包块复发并溃烂，在当

地医 院 诊 断 为 “腹 壁 窦 道 伴 感 染”。

行窦道切开清除术，术后伤口经久不

愈，且 切 口 周 围 出 现 数 个 直 径 约 为

２ｃｍ，１．５ｃｍ及 １ｃｍ，０．５ｃｍ的红色硬

结，并 先 后 破 溃 流 胶 冻 状 液 ６０～

７０ｍｌ／ｄ。体重下降 １０ｋｇ。体查：甲状

腺及乳房均未扪及肿块，腹部平坦未

扪及包块。胸片心肺未发现异常。胃

镜及结肠镜检查均未发现明显异常。

全消化道钡餐检查未发现异常。Ｂ超

检查未发现腹部及妇科病变。腹壁溃

烂处组织病检报告为腹壁转移性高分

化黏液腺癌。患者放弃进一步治疗。

自动出院。

讨论　高分化黏液腺癌常见于消

化道、甲状腺、乳腺及卵巢。消化道及

卵巢肿瘤常见于腺内转移，其次为肺、

颅内及骨转移；而甲状腺癌、乳腺癌常

见于区域性淋巴转移，其次为骨及肺

部转移。腹 壁 转 移 为 癌 肿 的 晚 期 表

现，常见有原发肿瘤的临床表现。类

似本例发生腹壁转移癌达 ４年多而始

终未发现原发癌灶者实属罕见。
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