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　　肝癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一, 且肝癌的预后很

差。肝癌发生的分子机制仍有待进一步研究。 20世纪 90年

代末出现的组织芯片技术为医学分子生物学提供了一种高

通量 、大样本及快速的分子水平的分析工具。本文就组织芯

片技术及其在肝癌中的应用作一简要综述。

1　组织芯片的概念及发展

　　组织芯 片 (tissuechip) 又称组 织微阵 列 (tissue

microarray, TMA),它是将数十至上千个不同个体的微小组织

按预先设计或研究需要整齐地排放在一个石蜡模块而形成

组织微阵列生物芯片, 简称组织芯片。 它克服了传统病理学

方法和 DNA芯片技术中存在的某些缺陷, 使人类第一次有

可能利用成百上千份自然或处于疾病状态的组织标本, 同时

研究某一个待定基因和基因所表达的产物。这对人类后基

因组学的深入研究与发展,特别是对研究待定基因及其所表

达的蛋白质与疾病之间的相互关系 、疾病的分子诊断 、预后

指标的确定 、治疗靶点的定位 、治疗效果的预测 、抗体和药物

的筛选以及基因治疗的研发等方面均有着十分重大的实用

价值。 1998年 Kononen等 [ 1]首先提出组织芯片概念, 他们制

作了乳腺癌的组织芯片,研究发现石蜡包埋标本和新鲜标本

的结果无显著差别,试验数据与传统病理切片相应研究结果

完全一致。随后, 组织芯片得到了越来越多的应用。

2　组织芯片的分类

　　根据需要可以制作各种不同组织的组织芯片, 但目前用

于科研的组织芯片多数是肿瘤组织芯片, 从功能上它们可分

为 [ 2, 3]:( 1)多肿瘤组织芯片 (multi-tumorTMAs);( 2)肿瘤进

展组织芯片 (tumorprogressionTMAs);( 3 )肿瘤预后组织芯

片 (patientoutcomeTMAs)。

3　组织芯片的制作及注意事项

3.1　组织芯片的基本制作过程 [ 1] 　 ( 1 )首先收集待研究的

石蜡标本, 经复核诊断后, 确定具有代表性的合适区域并进

行适当标记。 ( 2)制作受体蜡块, 通过组织芯片制作机细针

打孔的方法 (也有手工制作 )在受体蜡块上打孔。 ( 3)在供

体蜡块上取数十至上千个圆柱形小组织 (一般直径在 0.6 ～
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2.0 mm), 再将它放在已制备好的受体石蜡块的小孔内。

( 4)对组织芯片蜡块进行切片:其切片方式可与普通石蜡切

片方法一样, 但用一套切片辅助系统 (包括胶膜 、光胶玻片 、

紫外线灯等 )效果会更好。

3.2　组织芯片制作过程中应注意　 ( 1)受体石蜡模块的质

量 [ 4]:受体石蜡模块要求在柔韧性和硬度之间要达到一个平

衡。另外, 制作受体蜡块时要避免气泡出现。 ( 2)宜选择较

厚的存档组织蜡块, 定位要准确。 ( 3)钻头打孔时要深浅适

当 、一致,孔距要适宜, 打孔和推样不宜过猛。

4　组织芯片的特点

4.1　组织芯片的优点　 ( 1)高通量 (high-throughput):一次

检测可获取大量的生物学信息。 ( 2)大样本:一次实验可分

析成百上千种同一或不同疾病的组织标本。 ( 3)省时快速,

简便经济:几周之内可完成数千个组织标本的一个或数个基

因表达或蛋白分子的定位 、定量 、定性分析。而所需费用仅

为传统病理学方法的 1/10 ～ 1/100[ 5] 。 ( 4)用途广泛:可应

用免疫组化 (IHC) 、荧光原位杂交 (FISH) 、mRNA原位杂交 、

TUNEL、原位 PCR。 ( 5)结果可靠:一次实验即可完成数千个

组织标本的分析, 同时进行, 条件一致 , 故无批内和批间误

差。 ( 6)对原始组织蜡块损坏小:由于制作组织芯片钻取的

组织很小 (直径 0.6 ～ 2.0 mm), 对原组织蜡块损坏不大, 原

始组织块可反复使用 。 ( 7)利于大样本回顾性研究。

4.2　组织芯片的局限性　 ( 1)构成组织芯片的小组织能否

代表原来的组织:Moch[ 2]和 Richter[ 6]等强调,组织芯片是对

肿瘤群体的研究, 而不是对个体的研究。同时他们对组织异

源性的影响进行了组织芯片与普通切片对比性研究, 研究结

果显示差异并不影响到相关参数的确定。 ( 2)无效组织:要

对供体石蜡标本进行准确的定位,且组织样本的取材不宜过

浅, 一般主张为 3 mm。 ( 3)要避免组织片的移位或脱落:组

织芯片模块中组织标本表面必须平滑水平, 制成后应放置在

37 ℃的培养箱内 10 ～ 15 min。使用石蜡切片辅助带移系统

进行干裱片及紫外线烤片有助于避免制片过程中组织片的

移位或脱落。

5　组织芯片在肝癌中的应用

　　Fan等 [ 7]将肝细胞肝癌 (HCC)标本制成组织芯片, 用免

疫组织化学技术检测 HepPar1的表达, 结果显示 HepPar1

是肝细胞肝癌分化的敏感标志物。傅军等 [ 8]利用组织芯片

技术, 检测焦点黏附激酶 (FAK)在 HCC中的表达,结果表明

FAK在 HCC组织中表达明显增高。刘凯等 [ 9]建立了 HCC

的组织芯片, 应用免疫组织化学技术检测 P21和 Rb蛋白的

表达情况。结果表明 P21和 Rb蛋白表达缺失可能与 HCC

的发生发展有密切联系, 两者可能通过负反馈机制相互调

节。何煦等 [ 10]应用组织芯片技术以免疫组织化学方法检测

HCC中 HBsAg和 HBcAg表达情况。结论提示:随着 HCC的

发展, HBV(HBsAg和 HBcAg)抗原的表达降低。他们 [ 11]还

研究 HCC中库普弗细胞的分布情况, 结果表明在同一患者

的肝组织标本中, HCC组织中的库普弗细胞数少于癌旁及远

癌正常组织, 随着肿瘤体积的增大和组织分化程度的降低,

库普弗细胞数减少。 Wang等 [ 12]利用组织芯片技术研究

HCC中 HBsAg表达情况。 结合 RT-PCR和 Southernblot方

法, 认为 HBVDNA整合 HCC细胞中是 HBV感染诱发肝癌

的分子机制。张卫国等 [ 13]应用组织芯片技术及免疫组织化

学方法检测 HCC中 KAI1/CD82蛋白的表达。认为 KAI1/

CD82蛋白表达丧失可能与肝细胞癌恶性进展及转移能力增

强有关。陆建平等 [ 14]应用组织芯片技术研究分析肝脏良恶

性病变中增殖细胞核抗原 (PCNA) 、Ki-67和微血管密度

(MVD)的表达差异及其相互关系,结果显示, PCNA及 Ki-67

的高表达与肿瘤细胞的活跃增殖关系密切, 癌旁肝硬化组织

也显示一定的增殖活性, 似乎预示有恶变可能。朱明华

等 [ 15]应用组织芯片技术及免疫组织化学方法检测了 HCC中

p16INK4a、p21WAF1 、p33ING1b、p53、p57KIP2 、p73、mdm2、ATM的表

达。研究表明癌组织中 8种基因的阳性率均高于癌旁组织,

8种基因在不同分化程度的 HCC组织间表达没有统计学意

义差异。另外, 他们 [ 16]还运用组织芯片技术对 HCC中 5种

细胞周期蛋白 (cyclinA、 cyclinB、cyc-linD1、cyclinD3及

cyclinE)在癌组织 、癌旁组织及正常肝组织中的表达情况进

行研究。结果 5种细胞周期蛋白均显示不同程度的过表达。

同时表明在 HCC中 G1期的细胞周期蛋白处于高表达状态,

并与肿瘤侵袭有关。 Wang等 [ 17]运用组织芯片技术对 HCC

中 HBx、p65、IκB-α和 ubiquitin(泛素 )进行研究。结果显示

HBx激活 NF-KappB不是通过其反式激活能力。 Hu等 [ 18]利

用组织芯片技术研究发现 vimentin(波形蛋白 )的过表达与

HCC的转移密切相关, 表明 vimentin过表达在肝细胞肝癌转

移中起着重要的作用。

6　总结与展望

组织芯片技术作为一种新的技术,具有高通量 、高效率 、

经济方便 、准确及对原始石蜡块损伤小的特点, 基于组织和

细胞水平的高通量技术, 能原位 、定量 、平行应用在 DNA、

RNA和蛋白水平的研究, 它必将广泛应用于基础及临床研

究, 特别是在肿瘤方面的研究。
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体外循环对肺脏的损伤及肺保护的研究进展
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　　随着体外循环 (CPB)技术和外科技术的提高,心内直视

手术的安全性大大提高。 CPB对肺脏的损伤, 从难以察觉的

亚临床损伤到成人呼吸窘迫综合征 (ARDS) (发生率约

2% ) [ 1] ,仍然是临床常见的并发症, 现就其损伤机制及防治

方法的研究进展作一综述。

1　CPB对肺脏的损伤机制　

1.1　系统性炎性反应 (SIRS)　 ( 1)白细胞与血管内皮细胞

黏附并在肺内聚集是引起损伤的前提条件, CPB开始后血液

与体外管道接触, 通过补体途径使 CD11b/CD18迅速在白细

胞表面表达并与血管内皮细胞表面的细胞间黏附分子-1

(ICAM-1)结合,介导白细胞与内皮细胞的黏附,另外 P-选择

素在介导中性粒细胞与内皮细胞在后微静脉上的黏附发挥

重要的作用 [ 2] 。 ( 2)CPB时血液与体外管道及氧合器的接触

及机械性剪切力使多形核白细胞激活并进一步释放血小板

活化因子 、肿瘤坏死因子 、蛋白酶类如基质金属蛋白酶 、弹性

蛋白酶等。它们可使肺泡内皮的通透性增加, 使肺的超微结

构发生改变, 从而引起肺的损伤 [ 3] 。 ( 3)花生四烯酸代谢产

物如前列腺环素 、前列腺素 E2具有扩张肺血管的作用, 而白

三烯 B4和血栓素 B2使肺血管收缩, 这些代谢产物在肺损伤

中的具体作用相互机制还没完全阐明。 Friedman等 [ 4]研究

认为, CPB时花生四烯酸代谢产物相互之间机制的破坏是导

致术后肺损伤的原因 。 ( 4)CPB期间肠黏膜缺血和再灌注损

伤导致血管壁和内脏黏膜屏障损伤, 通透性增加, 大量内毒

素得以进入体循环。内毒素可刺激多形核白细胞激活并释

放大量炎性介质而引起肺脏的损伤。

1.2　肺脏的缺血 -再灌注损伤　 ( 1)CPB开始后, 特别当腔

静脉完全阻断后,肺动脉的血供基本停止, 此时支气管动脉

和侧支循环是肺脏供血唯一途径。 Schlensak等 [ 5]研究发现,

CPB结束时支气管动脉的血流量降低为基础值的 13%,

60 min后才恢复到基础值的水平, 同时, 支气管动脉和侧支

循环的分布是不均匀的, 肺脏相对其他器官处于高温状态,

耗氧量大,容易发生缺血缺氧性损害。 CPB时肺脏的缺血缺

氧使Ⅱ型上皮细胞合成表面活性物质减少, 易发生肺不张。

( 2)肺血管内皮细胞缺血缺氧后亦可发生线粒体肿胀和细胞

水肿, 开放循环恢复血流后, 大量氧合血液进入肺脏, 内皮细

胞产生大量的细胞毒性酶如髓过氧化物酶, 导致缺血 -再灌

注损伤。此处由于肺组织缺氧, 导致呼吸链中氧化酶受抑

制, 产生大量超氧阴离子等氧自由基加重肺损害。

2　肺保护的研究进展　

2.1　药物干预　通过围手术期给药达到预防和治疗目的,

针对炎症反应的不同层次 、不同阶段, 吸入外源性一氧化氮

可降低肺血管阻力,改善肺的顺应性;利用可溶性补体受体-

1(SCR-1)抑制补体的激活和释放 [ 6];白细胞黏附抑制剂

NPC15669可减少 CD11b/CD18D表达, 从而减轻白细胞在肺

内的聚集滞留 [ 7];抑肽酶能限制肿瘤坏死因子 、弹性蛋白酶

的释放和补体的激活,但 Englberger等 [ 8]则认为小剂量抑肽

酶不能抑制由 CPB引起的炎症反应, 但能改善术后出血;甲

泼尼龙能有效阻止各种炎性介质的释放,从而减轻了 CPB对

肺脏的损伤 [ 9];乌司他丁能抑制溶酶体酶的释放, 并能抑制

氧自由基的产生及黏附分子的表达,所以对 CPB术后的肺脏

可以起到很好的保护作用 [ 10] 。

2.2　外循环装置和技术的改进　膜式氧合器已广泛应用于

临床, 主要特点是血液和气体不直接接触,红细胞损伤 、血浆

蛋白变性以及气栓 、血栓的发生率都比鼓泡式氧合器低, 更

加符合人体的生理状态。搏动性 CPB对肺内白细胞聚集及

氧自由基产生和脂质过氧化都有明显抑制作用。肝素化管
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