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【摘要】 目的 研究 ∀# ∃
、

田
一

� 和 0泛(

蛋白在骨肉瘤中的表达情况
,

探讨 ∀# ∃
、

%1 ,
一

� 和 卫绝( 基因在

骨肉瘤发生和发展中的作用
,

研究三者在骨肉瘤中的表达与骨肉瘤组织学分级之间的关系
。

方法 采

用 2 ∀ 免疫组化方法观察  � 例骨肉瘤中 ∀# ∃ 蛋白
、

%1 卜� 蛋白和 压 ( 蛋白的表达情况
。

结果 �
!

在骨

肉瘤中∀# ∃ 蛋白
、

玫卜� 蛋白和 �弘(

蛋白的阳性率分别为 3�
!

4 5
、

33
!

6 5
、

3�
!

4 5
。

�
!

骨肉瘤 7 一 班级

中∀# ∃ 蛋白阳性率分别为  �
!

6 5
、

#∃
!

∃ 5
、

8#
!

6 5
,

在 7级与皿级之间存在显著性差异 )尸 9 :
,

: # /
。

∃
!

骨肉瘤 7 一 ; 级中 %1 ,
一

� 蛋白阳性率分别为  �
!

6 5
、

3�
!

# 5
、

4�
!

4 5
。

在 ∗级与 ��� 级之间存在显著性差

异)尸9 :
!

: #/
,

在 7级与 ; 级之间存在显著性差异 )尸 9 :
!

:� /
。

玫( 蛋白阳性率在各级间无显著性差异

)尸 < :
!

: # /
。

 
!

在骨肉瘤 ∀# ∃ 蛋白表达阴性组中氏�
一

� 蛋白的阳性率显著低于 ∀# ∃ 蛋白表达阳性组 )尸

9 :
!

: � /
。

#
!

在骨肉瘤 %1 ,
一

� 蛋白表达阴性组中浅( 蛋白的阳性率显著低于玫,
一

� 蛋白表达阳性组)尸 9

:
!

:# /
。

结论 利用 2 ∀免疫组化法检测骨肉瘤中 ∀# ∃
、

氏,
一

� 和 卫短(

蛋白的表达具有较高的敏感性及临

床实用价值
。

【关键词】 骨肿瘤 . 免疫组织化学 . 蛋白
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骨肉瘤是恶性骨肿瘤中常见的一种
,

是当今医学界十分

重视的难题之一
。

近年来
,

国内外学者对于骨肉瘤的原癌基

因及抑癌基因作深人的研究
,

取得了很多成果
。

本研究利用

2 ∀ 免疫组化法检测  � 例骨肉瘤蜡块标本中 ∀#∃
、

玫卜� 和

压
(

蛋白的表达
,

探讨三种蛋白在骨肉瘤中表达的敏感性 以

及临床实用价值
。

, 材料和方法

�
!

� 标本 收集中国医科大学附属第一
、

第二临床学院骨科

�48 #一 �44 8 年间
,

手术切除骨肉瘤标本  � 例
,

所有病例术前

均未经过化疗
、

放疗
。

以上标本均经 �: 5福尔马林固定
、

石蜡

包埋
、

常规连续切片
,

厚约 #脚
,

分别作 Ω0 染色与免疫组化染

色
。

所有 7犯 染色石蜡切片均请两位病理专家重新审阅
。

骨
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Δ 彻
Φ ,

� : :�
,

、Μ ,
!

�#
,

Ζ+
!

 � �#

肉瘤分级按 ∀ΦΑ 1= 等川的标准明确病理分级
,

分为工一皿级
。

骨肉瘤患者临床资料
[

骨肉瘤患者共  � 例
,

年龄 � 一 #∃

岁
,

平均 �3
!

6 岁 .男 ∃� 例
,

女 �� 例
,

男女之比为 �
!

8 � [ ,
。

�
!

� 主要试剂 � 鼠抗人 � ! 蛋白单克隆抗体购自北京中

山公司
,

工作浓度为 ∀ #  ∃
。

% 鼠抗人 &∋ (一) 蛋白单克隆抗体

购自北京中山公司
,

工作浓度为 ∀ #  ∃
。

∗ 兔抗人 氏
+
蛋白单

克隆抗体购自北京中山公司
,

工作浓度为 ( #  ∃
。

,− �试剂

盒 .即用型 /购至中山公司
,

工作浓度为 ∀ # ∃∃

∀
0

! 方法
、

原理

∀
0

!
0

∀ 方法 免疫组织化学链霉菌素亲生物素一过氧化物

酶法 . − � 法 /
。

∀
0

!
0

) 原理 利用抗原和抗体特异性结合
,

采用生物素标记

的第二抗体与链霉菌素抗生物素蛋白连接的过氧化物酶及基

质色素混合液来测定组织和细胞中的抗原
,

研究组织和细胞

中抗原的定位
,

将免疫学和组织学融为一体
。

∀
0

1 操作步骤

∀
0

1
0

∀ 石蜡切片高温抗原修复 � 组织切片脱蜡
、

水化后
,

!2峡3 甲醇处理 ∀∃ 分钟
。

% 蒸馏水洗切片 !次
,

每次 ) 分

钟
。

∗ 将 巧44 一 !∃ ∃∃ 间 4
0

4( 5 678
0

∃ 的构椽盐缓冲液注人

不锈钢压力锅中加热至沸腾
。

切片置于金属架上
,

放人锅内
,

切片位于液面以下
。

当液体开始沸腾.约加热  一 8 分钟后 /
,

计时 (一) 分钟
。

然后将压力锅端离热源
,

冷水冲至室温后
,

取出切片
,

蒸馏水洗后
, �&− 洗 ! + 9 分钟

。

∀
0

1
0

) − � 免疫组化染色 � 每张切片加 ( 滴过氧化酶阻

断溶液
,

以阻断内源性过氧化物酶的活性
,

室温下孵育 ∀∃ 分

钟
。

% �(犯 冲洗 ! 次
,

每次  分钟
。

∗ 每张切片加一滴  2 一

∀∃ 2 正常山羊血清 .�&− 稀释 /封闭
,

!: ℃下孵育 ∀∃ 分钟
,

减

少非特异性背景
,

不必冲洗
,

只需吸去多余的液体
。

,倾去血

清
,

每张切片滴加 ∀ #  ∃ 稀释的第一抗体
,

!: ℃下孵育 8∃ 分

钟
。

; �&− 冲洗 !次
,

每次  分钟
。

<每张切片加一滴生物

素标记的第二抗体
,

!: ℃ 下孵育 !∃ 分钟
。

= �&− 冲洗 !次
,

每次  分钟
。

>每张切片加一滴辣根酶标记链霉卵白素工作

液
,

!: ℃下孵育 !∃ 分钟
。

? �&− 冲洗 ! 次
,

每次  分钟
。

≅

每张切片加 )滴新鲜配制的显色剂 .∀/ Α& /显色
,

显微镜下观

察!一 ∀∃ 分钟
。

> 自来水冲洗
,

苏木素复染
,

中性树胶封固
。

注
#
� 阳性对照为已检出的 � ! 、

段(一) 、

压
+
蛋白阳性片

。

%
�&− 代替一抗作为阴性对照

。

∀
0

 结果判定 � !蛋白染色为骨肉瘤标本细胞核内出现

深浅不一
、

粗细不等的颗粒状
、

棕褐色染色 Β玫(一) 蛋白及 压
+

蛋白染色为骨肉瘤标本细胞浆内出现均匀
、

颗粒状
、

棕褐色染

色
。

含有 ∀乃 以上 .含 ∀乃 /免疫组化染色阳性细胞的肿瘤标

本定为染色阳性
,

阳性细胞 Χ ∀ Δ! 者定为免疫组化染色阴性
。

对于每一张肿瘤切片
,

选取 ∀∃ 个高倍视野. + )∃∃ 或 + 1∃∃ /
,

计算该肿瘤的阳性细胞平均百分比
。

按肿瘤阳性细胞百分比

将肿瘤染色结果分为 !级
#
阳性细胞百分比小于 ∀Δ! 为阴性

,

介于 ∀Δ! 和 )Δ! 之间为弱阳性
,

大于 )Δ! 为强阳性
。

∀
0

8 统计方法 本实验采用扩检验进行实验数据的分析和

处理
。

) 结果

)
0

∀ 免疫组化染色结果 巧!蛋白染色在骨肉瘤标本表现

为细胞核内深浅不一
、

粗细不等的颗粒状
、

棕褐色染色
,

细胞

浆未见明显着色
,

阳性细胞多呈弥漫性或局灶性分布 Β 玫∀一)

蛋白及 Ε如+ 蛋白染色在骨肉瘤标本表现为细胞浆内均匀
、

颗

粒状
、

棕褐色染色
,

细胞核未见明显着色
,

阳性细胞多呈弥漫

性或局灶性分布
。

)
0

) � !蛋白
、

&∋ (
一

) 蛋 白
、

氏
+
蛋 白在骨肉瘤中的表达情况

在 1) 例骨肉瘤蜡块标本中 � !蛋白
、

&∋ (一) 蛋白
、

浅+ 蛋白

的阳性率分别为 8∀
0

Φ 2 、

88
0

: 2 、

8∀
0

Φ 2
,

三种蛋白的表达无

显著差异 .� Γ ∃
0

∃  /
,

见表 ∀
、

)
、 !。

其中 � !蛋白弱阳性为

∀Φ 例
、

强阳性为 : 例
,

玫(
一

)蛋白弱阳性为 ∀∃ 例
、

强阳性为 ∀Η

例
,

&Ι +
蛋白弱阳性为 Φ 例

、

强阳性为 ∀: 例
。

表 ∀ � ! 蛋白在骨肉摘的表达情况

病理分级 例数 � !蛋白表达情况 阳性率

. 2 /料一:

( 级 ∀) : 1 ∀ 1 ∀
0

:

∀∀级 ∀8 : : )  8
0

!

∀∀∀ 级 ∀1 ) Η 1 Η  
0

:

在 工级与 ϑ 级间无显著性差异.扩
Κ ∃

0

8∃Η
,

尸Γ ∃
0

∃ /在

ϑ 与Λ 级间无显著性差异 .扩
Κ !

0

∀∀
,

尸 Γ ∃
0

∃  /
,

在 工与 ∀∀∀级

之间存在显著性差异.扩
二  

0

  
,

尸Χ ∃
,

∃  /
。

表 9 &Μ 卜) 蛋白在骨肉摘的表达情况

病理分级 例数 氏卜)蛋白表达情况 阳性率
一 十 Ν十 . 2 /

骨肉瘤 1) ∀1 ∀∃ ∀Η 8 8
0

:

Ε 级 ∀) : ) ! 1∀
0

:

Ο( 级 ∀8 8 1 8 8)
0

 

Λ 级 ∀1 ∀ 1 Φ Φ )
0

Φ

在 Ε 级与 ϑ 级间无显著性差异 .扩
Κ ∀

0

∀ΦΗ
,

尸 Γ ∃
0

∃ /
,

在 ϑ 与 Λ 级间无显著性差异 .扩
二 !

0

Η 
,

尸 Χ ∃
0

∃ /
,

在 Ε 与∀∀∀

级之间存在显著性差异. + 9 Κ :
0

Φ ::
,

6 Χ ∃
0

∃ ∀ /
。

表 ! &曲+ 蛋白在骨肉摘中的表达情况

病理分级 例数 氏
+
蛋白表达情况 阳性率

一 Ν 十Ν . 2 /

骨肉瘤 1) ∀8 Φ ∀: 8∀
0

Φ

Ε 级 ∀) ! ! 8 :  
0

∃

∀∀ 级 ∀8  1 : 8 Η
0

Η

Λ 级 ∀1 Η ) 1 1)
0

Φ

骨肉瘤中在工级与 ϑ 级间无显著差异.才
Κ ∃

0

∀Η8∀
,

尸 Γ

∃
0

∃ /
,

在 ϑ 与 Λ 级间无显著差异 .扩
Κ )

0

∃!:
,

尸 Γ ∃
,

∃ /
,

在

Ε 与 Λ 级之间无显著差异.扩二 )
0

: ! Φ
,

尸 Γ ∃
0

∃  /
。

将骨肉瘤患者根据 � !蛋白的表达情况分为 � !表达

阳性组和 � !表达阴性组
,

比较二组中玫(一) 蛋白表达情况
。

)8 例巧!蛋白表达阳性的骨肉瘤中
,

别
一)蛋白阳性例数为

))例
,

&∋ (一)蛋白阳性率为 Η1
0

8 2 Β ∀8 例 � !蛋白表达阴性的

骨肉瘤中
,

&∋(
一

) 蛋 白阳性例数 为 8 例
,

玫(一)蛋白阳性率为

!:
0

 2 Β 在骨肉瘤� !蛋白表达阳性组中&∋ (一) 蛋白阳性率显

著高于巧!蛋白表达阴性组 . +Π Κ :
0

ΗΦ
,

尸Χ ∃
0

∃∀/
。

将骨肉瘤患者根据 玫Ε一) 蛋 白的表达情况分为压(一) 表




