
以下特征: (1)单侧或双侧发生。本组 9 例中 7 例单侧, 2 例双

侧, 单侧脑裂畸形较双侧者多见。单侧脑裂畸形多数一侧一

裂, 但本组 1 例左侧双裂实属罕见。(2)根据裂隙壁是否融合

而分为分离型和融合型。分离型CT 可清晰显示其裂隙, 裂

隙两旁内衬灰质。融合型因CT 无裂隙显示, 容易漏诊, 但若

发现横贯大脑半球的与灰质密度相同的带状影, 其外端脑表

面出现凹陷, 内端脑室呈现天幕状憩室, 即可作出明确诊断。

(3)裂隙多位于中央前或后回区。但本组左侧双裂者裂隙分

别位于左颞、枕叶。从发病机制来看, 胚生发组织产生于整个

侧脑室壁, 任何部位的胚生发组织的节段性形成缺损或早期

移行失败均可产生相应部位的脑裂畸形。 (4) 常与其他脑先

天性发育畸形并存, 如巨脑回、多微脑回、灰质异位、无脑回、

胼胝体发育不全及透明隔缺如等。其中以透明隔缺如为多,

本组 9 例中 7 例伴有透明隔缺如。

脑裂畸形需与脑发育不全和脑穿通畸形鉴别, 裂隙旁有

异位的灰质是其特征性表现。
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Ξ 　 组织芯片或称组织微阵列 ( t issue m icroarray, TM A ) 技

术, 是近年来发展起来的以形态学为基础的分子生物学新技

术。Kononen 等创立了真正意义的 TM A , 目前已应用到肿瘤

的早期诊断、预后, 以及与 cDNA 基因芯片相结合, 进行高表

达基因的定位研究[1～ 5 ]。本研究将重点介绍组织芯片构建的

原则及如何提高 TM A 切片成功率。

1　材料和方法

1. 1　仪器和材料　组织芯片及其 0. 6 mm、2 mm 组织穿刺

针均为Beecher In strum en ts 产品, 组织切片机为德国L eica

公司产品, 型号RM 2145。肝癌组织 150 例, 胰腺癌组织 250

例, 均为本院 1998～ 2001 年外科手术标本, 200 例各种肿瘤

和正常组织均为 2000 年本院外科手术标本或尸检取材标

本。

1. 2　组织芯片制作　组织标本先在H 2E 切片上确定典型的

肿瘤和相应的正常组织, 并在相应的蜡块上作好标记, 根据

要求选择不同大小孔径的穿刺针, 将组织按一定规则转移至

长 45 mm ×宽 28 mm ×高 15 mm 的蜡模中。

1. 3　载玻片的准备　市售载玻片经洗涤剂煮沸, 流水冲洗

干净, 晾干 80℃烤干, 清洁液泡 18 h, 充分水洗, 蒸馏水洗,

95% 乙醇和无水乙醇洗, 1%A PES 泡 1～ 2 m in, 取出后无水

乙醇洗 2 m in, 晾干后即可使用。

1. 4　TM A 模块制备　取 97. 5 g 莱卡石蜡与2. 5 g蜂蜡

(2. 5% ) (上海华灵) 混合, 制成长 45 mm ×宽 28 mm ×高 15

mm 的空白蜡块, 在该蜡块 30 mm ×18 mm 范围内设计 14×

32 点组织阵列, 用组织仪打孔 (0. 6 mm )制成 TM A 模块。将

构建好的 TM A 芯片蜡块用一金属框架包埋, 放入 60℃温箱

中约 1 h, 在蜡将要完全溶解前, 取出室温下冷却, 使其与新

插入的小圆柱状组织溶为一体, 取下蜡块, 于 4℃冰箱中保存

备用。

1. 5　切片过程　切片前蜡块需在 4℃中预冷 4 h 左右, 然后

取出, 快速夹在切片机上进行修正。等修到全部组织完整为

止。此时, 将- 20℃预冷冰袋贴在蜡块上 5～ 10 m in 左右, 快

速连续切片 30～ 50 张左右, 再用冰袋冷冻组织块, 重复上述

过程, 直至将组织切完。将 4 Λm 连续切片分别漂在凉水中,

让其自然展开, 按顺序将切片转移至 42℃的温水中展片 2

m in 左右, 将其贴在涂有A PES 切片粘合剂的载玻片上, 晾

干, 60℃中烤片 3 m in 左右, 58℃中继续烤片 18 h, - 20℃保

存备用。

1. 6　TM A 免疫组化标记　3 张组织芯片分别用Cyclin D 1、

Cyclin D 3、Cyclin A、CyclinB、p 73、 p 53、M DM 2、A TM、

p 33 IN G1、k i267、Survivin、p 16、p 27、p 21、Caspas3 抗体及改进后

的 IHC2CSA 法进行免疫组化标记。方法参阅相关文献[6 ]。
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2　结果和讨论

在 TM A 的构建和切片中, 蜡块存在易碎、裂开、脆等问

题, 切片时不利于切片的完整和连续性。因此, 要切好一张完

整并且能够连续的切片, 必须对常规用的石蜡进行改进。

TM A 所用蜡必须做到既要有一定的硬度, 又要有一定的韧

性。我们比较了国内几家石蜡生产厂家生产的蜡和莱卡公司

石蜡, 发现石蜡的硬度是够了, 但均缺乏韧性。我们在几种型

号的石蜡中分别加入 1%、2% 和 3% 的蜂蜡, 结果在 58℃的

石蜡加入 2. 5% 左右的蜂蜡, 并经过反复的加温、冷却, 制成

的蜡模效果非常好, 能够非常稳定、完整地连续切片。

除了要有适合 TM A 的蜡外, 切片中的一些小细节, 也

会影响切片的成功率。 (1) 蜡模块要足够大, 组织四周预留

0. 5～ 0. 7 cm 的空间。 (2) 构建好的 TM A , 要用金属框架包

好, 并在 58℃温箱中存放 1 h, 使蜡和组织重新溶为一体, 室

温下冷却, 如果温度太高, 时间过长, 会使 TM A 蜡块完全溶

解, 组织排列混乱, 造成不必要的失败。(3) TM A 块不要放在

- 20℃中冷藏, 否则易裂开, 造成切片不完整。我们采用在

4℃中保存 4 h, 修完蜡块后用冰袋 (- 20℃) 冰组织, 这样效

果非常理想, 并最大限度地一次切完整个蜡块, 每次冰后可

连续切 30 张左右, 将切片刀换一个位置, 切完片后应保存在

- 20℃～ - 40℃的冰箱中备用。(4)组织芯片设计时, 每个圆

柱状组织之间应留一定的间距, 一般 0. 2 mm 为最佳, 文献

报道[7 ]预留 2 倍于组织的空间最为理想。

本研究分别选用 2 种切片粘贴方式, 一种是用胶带粘贴

连续的 TM A , 然后转移到涂有聚合胶的载玻片上, 用滚筒轻

轻压平, 使胶带上的组织紧紧粘在玻片上, 紫外线照射 2

m in, 再用特制的去油污洗液浸泡, 使胶带从玻片上脱离、晾

干, - 20℃保存。另一种是常规的贴片方式。2 种贴片方式的

实验结果表明, 采用胶带方法主要是胶带很难从玻片上分

离, 经常会带一部分组织下来, 造成贴片不完整, 而且操作有

一定难度, 价格也较昂贵, 常规方法既方便, 又经济, 而且用

IHC 方法的强抗原修复也不脱片。但R imm 等[7 ]则认为胶带

法要优于常规方法。

本研究利用原发性肝癌和胰腺癌 TM A , 分别检测了 14

种不同抗体, 其阳性率和阳性强度要略高于文献报道; 和大

切片的组织相比, 其阳性细胞数基本一致, 其中有 3 例 TM A

呈阳性表达, 而常规却是阴性。Caspase 和 p 21 TM A 全部阴

性, 大组织切片同样也呈阴性。
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KL RL 1, a novel k iller cell lectin- l ike receptor, inh ib its na tura l k iller cell cytotox ic ity

H an Y, Zhang M , L i N , Chen T , Zhang Y, W an T , Cao X. ( In st itu te of Imm uno logy, Second M ilitary M edical U n iversity,

Shanghai, Ch ina)

[ABSTRACT ]　N K cell inh ib ito ry recep to rs p lay impo rtan t ro les in the regu lat ion of target su scep tib ility to natu ral k illing.

H ere w e repo rt the mo lecu lar clon ing and functional characterizat ion of a novel N K cell recep to r, KL RL 1, from hum an and

mouse dendrit ic cells. KL RL 1 is a type II transm em brane p ro tein w ith an imm uno recep to r tyro sine2based inh ib ito ry mo tif and

a C2type lect in2like dom ain. T he KL RL 1 gene is located in the cen tral region of the N K gene comp lex in bo th hum ans and

m ice, on hum an ch romo som e 12p 13 and mouse ch romo som e 6F3, adjacen t to the o ther KL R genes. KL RL 1 is p referen tia lly ex2
p ressed in lympho id t issues and imm une cells including N K cells, T cells, dendrit ic cells and monocytesöm acrophages. W estern

b lo t and fluo rescence confocal m icro scopy analyses indicated that KL RL 1 is a m em brane2associated glycop ro tein,w h ich fo rm s

a heterodim er w ith an as yet un iden tified partner. H um an and mouse KL RL 1 are bo th p redicted to con tain pu tat ive imm uno re2
cep to r tyro sine2based inh ib ito ry mo tifs ( IT IM s) , and imm unop recip ita t ion experim en ts demonstrated that KL RL 1 associates

w ith the tyro sine pho sphatases SH P21 and SH P22. Consisten t w ith its po ten tia l inh ib ito ry function, p retreatm en t of target cells

w ith hum an KL RL 12Fc fusion p ro tein enhances N K2m ediated cyto tox icity. T aken together, ou r resu lts demonstrate that KL 2
RL 1 belongs to the KL R fam ily and is a novel inh ib ito ry N K cell recep to r.

[B lood, 2004, Epub ahead of p rin t ]
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