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[摘要 ]　目的: 探讨 hnRN P A 2öB 1 对非小细胞肺癌 (N SCL C)的诊断价值及与N SCL C 临床病期、淋巴结转移的关系。方法:

标本系胸外科手术切除的石蜡包埋组织或新近手术切除标本, 其中原发性N SCL C 39 例、肺良性肿瘤 22 例、正常肺 50 例, 各

组年龄、性别均具可比性。采用免疫组化 S2P 法和流式细胞术 (FCM )分别检测肺组织 hnRN P A 2öB 1 的表达及细胞内 hnRN P

A 2öB1 的含量。结果: (1)N SCL C 组 hnRN P A 2öB 1 免疫组化表达阳性率 (7414% ) 显著高于肺良性肿瘤组 (4011% , P <

0101) 及正常肺组 (3810% , P < 0101) ,N SCL C 组中有淋巴结转移者阳性率 (9417% ) 明显高于无淋巴结转移者 (5510% , P <

0105) ; (2)N SCL C 细胞内 hnRN P A 2öB1 定量测定含量 (67125±14102, 阳性率 8211% ) 显著高于肺良性肿瘤细胞 (31179±

6179, 阳性率 415% , P < 0101)及正常肺细胞 (30115±5185, 阳性率 0, P < 0101) ,N SCL C 组中有淋巴结转移者阳性率 (100% )

明显高于无淋巴结转移者 (6510% , P < 0105)。结论: hnRN P A 2öB 1 对N SCL C 的诊断、病情预测、判断淋巴结转移的程度均

具有重要的临床价值。FCM 与免疫组化方法相比, 具有阳性率高、简便、快速等优点。
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[ ABSTRACT ]　Objective: To study the relat ionsh ip betw een heterogeneous nuclear ribonucleop ro tein (hnRN P) A 2öB 1 and

non2sm all cell lung cancer (N SCL C). M ethods: Specim ens w ere ob tained du ring cardio tho racic su rgery, in luding 39 N SCL C, 22

ben ign pu lmonary lesions, and 50 no rm al lungs. A ll the specim ens w ere m atchab le in term s of age and sex. H nRN P A 2öB 1 in
patien ts w ith N SCL C w ere detected by imm unoh istochem ical techn ique and flow cytom etry (FCM ). Results: Po sit ive rate of

hnRN P A 2öB 1 in patien ts w ith N SCL C w as m arkedly h igher than that in the o ther group s (P < 0. 01). T he po sit ive rate in
stage É 2Ê w as m arkedly low er than that in stage Ë 2Ì (P < 0. 05). T he po sit ive rate in pat ien ts w ith lymph nodes m etastasis
w as m arkedly h igher than that in pat ien ts w ithou t lymph nodes m etastasis (P < 0. 05). FCM show ed that the po sit ive rate of

hnRN P A 2öB 1 in patien ts w ith N SCL C w as sign ifican tly h igher than tho se in the o ther group s (P < 0. 01). T he po sit ive rate in
stage É 2Ê w as m arkedly low er than that in stage Ë 2Ì (P < 0. 01). T he po sit ive rate in pat ien ts w ith lymph nodes m etastasis

w as m arkedly h igher than that in pat ien ts w ithou t lymph nodes m etastasis (P < 0. 05). Conclusion: D etect ion of hnRN P
A 2öB1 has a sign ifican t value in early diagno sis and p redict ion of N SCL C.
[KEY WORD S]　lung tumo r; cancer, non2sm all cell lung; hnRN P A 2öB 1; imm unoh istochem ical techn ique; flow cytom etry

[A cad J Sec M ilM ed U niv, 2004, 25 (11) : 120221204 ]

Ξ 　 肺癌在我国的发病率和病死率居各种恶性肿瘤

的首位。近年来关于异质性细胞核核糖蛋白A 2öB 1

(heterogeneou s nuclear ribonucleop ro tein A 2öB 1,

hnRN P A 2öB 1) 与非小细胞肺癌 (non2sm all cell

lung cancer,N SCL C)关系的研究引起人们重视。我

们采用免疫组化和流式细胞术 (f low cytom etry,

FCM ) 分别检测了 39 例原发 N SCL C 组织中 hn2
RN P A 2öB 1 的表达及细胞内含量, 并与肺良性肿瘤

及正常肺进行比较, 以探讨 hnRN P A 2öB 1 与

N SCL C 的关系及临床意义。

1　材料和方法

1. 1　研究对象　全部标本均系济南军区总医院胸

外科手术切除的石蜡包埋组织或新近手术切除标

本。肺癌组 39 例, 其中男性 25 例, 女性 14 例; 年龄

30～ 78 岁, 平均年龄 53. 0 岁。病变É～ Ê 期 22 例,

Ë～ Ì 期 17 例; 无淋巴结转移 20 例, 有淋巴结转移

19 例。肺良性肿瘤组 22 例, 男性 14 例, 女性 8 例;
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年龄 28～ 71 岁, 平均年龄 52. 4 岁。正常肺组 50 例,

男性 34 例, 女性 16 例; 年龄 27～ 79 岁, 平均年龄

53. 5 岁。3 组年龄、性别均无差异。

1. 2　试剂　一抗抗 hnRN P A 2öB 1 单抗 (鼠抗人

703D 4)由国际癌症协会 (美国)M u lsh ine 博士馈赠;

S2P 染色试剂盒购自北京中山生物技术公司; FCM

阴性对照一抗羊抗鼠 IgG, 二抗异硫氰酸荧光素

(F ITC) 标记的羊抗鼠 IgG, 为美国 Pharm ingen 产

品, 由北京岳泰生物公司提供。

1. 3　免疫组化染色　采用 S2P 法进行免疫组化染

色, 抗 hnRN P A 2öB 1 单抗 (1∶100) 4℃过夜孵育,

DAB 显色。同时以生理盐水取代一抗作阴性对照,

其余条件相同。结果判断根据相关文献[ 1 ]制定, 采用

双盲法对每张切片在高倍镜 (×400)下计数 15 个视

野, 用阳性细胞染色强度和阳性细胞在癌细胞中的

比例来判定染色结果。 (A )以染色强度分别计: 0 分

为无阳性反应细胞, 1 分为浅黄色, 2 分为棕黄色, 3

分为棕褐色; (B ) 以染色阳性细胞比例计: 1 分为阳

性细胞数占 1%～ 10% , 2 分为阳性细胞数占

11%～ 50% , 3 分为阳性细胞数占 51%～ 100%。A、

B 两项相乘得分> 2 分被视为免疫染色阳性。

1. 4　FCM 测定　取切除的受检组织 0. 5～ 1. 0 g,

置于重叠的 100 目铜网及 300 目尼龙网上, 切成 1

mm 3 碎块, 以眼科镊持碎块在网上轻搓, 边搓边以

磷酸盐缓冲液 (PBS) 将搓下的细胞冲洗入置于网下

方的平面皿中, 直至将组织搓完。收集细胞悬液于

10 m l 离心管中, 以 800 röm in 离心 5 m in, 以 2 m l

PBS 液漂洗, 再以 1 500 röm in 离心 5 m in, 弃上清

液, 调整细胞数为 106öm l 左右, 4℃保存。每支试管

各加 500 Λl 细胞悬液, 再加相应的一抗工作液或阴

性对照一抗 20 Λl 20 m in, 再加二抗工作液 20 Λl, 均

避光反应 30 m in。上机前以荧光微球调整仪器的变

异系数并稳定在 2% 以内, 上机后收集 1 万个细胞,

荧光强度以对数放大, 光散射数据存软盘, 测试完后

在M acin to sh650 计算机上用 CellQ uest P lo t 软件

(BD 公司提供) 分析数据, 由 H P 1200 cöPS 打印结

果。hnRN P A 2öB 1 表达量以 hnRN P A 2öB 1 荧光强

度系数大小表示[ 2 ]。

1. 5　hnRN P A 2öB 1定量测定阳性界值的确定　本

研究测定了 50 例正常肺细胞内 hnRN P A 2öB 1 含

量, (xθ + 2s) 为 30. 15+ 2×5. 85, 得 41. 85, 选用≥

45. 00 为阳性界值认为是合理的。

1. 6　统计学处理　采用 ς2 检验。

2　结　果

2. 1　hnRN P A 2öB 1 免疫组织化学表达　光镜下

hnRN P A 2öB 1 阳性反应产物呈棕黄色, 颗粒状, 主

要分布于肿瘤细胞胞质中, 少数肿瘤细胞核内也见

阳性产物, 间质无表达 (图 1A ) ; 阴性对照未见

hnRN P A 2öB 1反应产物 (图 1B )。N SCL C、肺良性肿

瘤、正常肺 3 组 hnRN P A 2öB 1 免疫组化表达阳性

率 分 别 为 74. 4% (29ö39)、40. 1% (9ö22)、38. 0%

(19ö50) , N SCL C 组 显 著 高 于 其 他 2 组 ( P <

0. 01)。

图 1　肺组织 hnRNP A2öB1 免疫组化 S-P 染色结果

F ig 1　Imm unoh istochem ica l sta in ing for hnRNP A2öB1 in lung tissue

A : Po sit ive (10×40) ; B: N egative (10×10)

2. 2　FCM 测细胞内 hnRN P A 2öB 1 含量　N SCL C

组细胞内 hnRN P A 2öB 1 的含量为 67. 25±14. 02,

阳性率 82. 1% (32ö39) (图 2A ) ; 肺良性肿瘤组细胞

内含量为 31. 79±6. 79, 阳性率 4. 5% (1ö22) (图

2B ) ; 正常肺组细胞内含量为 30. 15±5. 85, 均为阴

性 (图 2C)。N SCL C 细胞内 hnRN P A 2öB 1 的含量

显著高于肺良性肿瘤细胞及正常肺细胞内 hnRN P

A 2öB 1 的含量 (P < 0. 01)。
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图 2　流式细胞术测肺组织细胞内 hnRNP A2öB1 的含量

F ig 2　Con ten t of in tracellular hnRNP A2öB1 in lung tissue by FM C

A : N SCL C cell; B: L ung benign tumo r cell; C: N o rm al lung cell

2. 3　N SCL C 临 床 病 期 与 hnRN P A 2öB 1 的 关

系　É～ Ê 期N SCL C 患者 hnRN P A 2öB 1 免疫组

化表达阳性率 (13ö22, 59. 1% ) 及定量测定阳性率

( 15ö22, 68. 2% ) 均明显低于 Ë ～ Ì 期 (16ö17,

94. 1% ; 17ö17, 100. 0% , P < 0. 05)。

2. 4　N SCL C 淋巴结转移与 hnRN P A 2öB 1 的关

系　有淋巴结转移患者 hnRN P A 2öB 1 免疫组化表

达阳性率 ( 18ö19, 94. 7% ) 及定量测定阳性率

(19ö19, 100. 0% ) 均明显高于无淋巴结转移者

(11ö20, 55. 0% ; 13ö20, 65. 0% , P < 0. 05)。

3　讨　论

hnRN P A 2öB 1 是一种重要的RNA 连接蛋白,

是细胞核中异质性细胞核核糖蛋白核心复合体的主

要成分, 由 hnRN PA 2 和 hnRN PB 1 组成。 hnRN 2
PA 2 和 hnRN PB 1 的相对分子质量分别为 34 000

和 37 000。hnRN P A 2öB 1 基因是 7p 15 的一个单独

复制基因, 由 12 个外显子构成。hnRN P A 2öB 1 广

泛低量存在于正常肺组织中, 参与许多重要的细胞

生理作用, 包括RNA 的拼接, 端粒、端粒酶DNA 序

列的调节, m RNA 由胞核到胞质的转运, 细胞有丝

分裂、成熟、分化及凋亡的调节等[ 3～ 5 ]。

近年研究[ 1 ] 发现, 肺癌组织中 hnRN P A 2öB 1

的异常表达与N SCL C 密切相关。本研究采用免疫组

化和 FCM 两种方法分别检测了同一N SCL C 患者肿

瘤组织中 hnRN P A 2öB 1 的表达及癌细胞内 hnRN P

A 2öB 1 的含量。免疫组化研究结果显示N SCL C 组阳

性率显著高于肺良性肿瘤组及正常肺组阳性率 (P <

0. 01) , 提示 hnRN P A 2öB 1 对非小细胞肺癌具有重

要的诊断价值。研究还发现 22 例É～ Ê 期患者中 13

例阳性, 阳性率 59. 1% ; 17 例Ë～ Ì 期患者中仅 1

例阴性, 阳性率 94. 1% ; 两者相比有显著性差异(P <

0. 05)。20 例无淋巴结转移患者中 11 例 hnRN P

A 2öB 1表达阳性, 阳性率为 55. 0% ; 19 例有淋巴结转

移患者中也仅 1 例阴性, 阳性率为 94. 7% ; 两者相比

有显著性差异 (P < 0. 05)。提示 hnRN P A 2öB 1 表达

强度与N SCL C 的病变早晚期密切相关, 病变越晚

期, hnRN P A 2öB 1 的表达阳性率越高。

目前, 关于肺癌细胞内 hnRN P A 2öB 1 的定量

分析国内外均未见报道。本研究采用 FCM 对

N SCL C 细胞内 hnRN P A 2öB 1 含量进行了定量测

定, 发现N SCL C 细胞内 hnRN P A 2öB 1 的含量显著

高于肺良性肿瘤细胞及正常肺细胞 (P < 0. 01)。22

例É～ Ê 期患者中 15 例阳性, 阳性率为 68. 2% ; 17

例Ë～ Ì 期患者均为阳性, 两者相比有显著性差异

(P < 0. 05)。20 例无淋巴结转移者中 13 例阳性, 阳

性率 65. 0% ; 19 例有淋巴结转移者均为阳性, 两者

相比有显著性差异 (P < 0. 05)。

综上所述, 采用免疫组化和 FCM 两种方法检测

结果较一致, 说明不管选用哪种检测方法对N SCL C

的诊断、病情预测、判断预后均具有重要临床价值。但

两种方法相比, FCM 的敏感性、特异性和阳性率均高

于免疫组化法, 且具有简便、快速等优点。
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