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原位杂交与免疫组化技术用于评价化疗后结直肠癌
患者 ＭＬＨ１、ＭＳＨ２ 和 ｈＭＳＨ６ 表达水平的对比研究
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摘　 要:　 目的　 探讨原位杂交方法和免疫组化方法两种不同方法在检测评价直肠癌术后新辅助化疗治疗后

患者三种错配修复蛋白(ｈＭＬＨ１、ｈＭＳＨ２ 和 ｈＭＳＨ６)表达水平的效果ꎮ 　 方法　 选取本院收治的散发性结直肠癌

(ＳＣＲＣ)患者 ２６０ 例ꎬ取手术切除的肿瘤组织ꎬ使用较原位杂交和免疫组化法测定 ｈＭＬＨ１、ｈＭＳＨ２ 和 ｈＭＳＨ６ 表达水

平的效果ꎬ比较三种指标之间的关联性ꎮ 　 结果　 不同部位的肿瘤各种特征之间未见明显差别ꎮ 原位杂交法检测

ｈＭＬＨ１、ｈＭＳＨ２、ｈＭＳＨ６ 的阳性率显著高于免疫组化检测的阳性率ꎻ免疫组化法检测结果提示 ｈＭＬＨ１ 与 ｈＭＳＨ２ 的

表达无明显相关性ꎬｈＭＬＨ１ 或 ｈＭＳＨ２ 与 ｈＭＳＨ６ 表达分别呈正相关ꎻ原位杂交法检测结果提示 ｈＭＬＨ１ 与 ｈＭＳＨ２ꎬ
ｈＭＬＨ１ 与 ｈＭＳＨ６ꎬｈＭＳＨ２ 与 ｈＭＳＨ６ 表达均呈正相关ꎮ 　 结论　 原位杂交法和免疫组化方法两种方法在检测评价

直肠癌术后辅助化疗后患者三种错配修复蛋白 ｈＭＬＨ１、ｈＭＳＨ２ 和 ｈＭＳＨ６ 表达水平的效果中原位杂交法更优ꎮ
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　 　 错配修复基因(ｍｉｓｍａｔｃｈ ｒｅｐａｉｒ ｇｅｎｅꎬＭＭＲ)蛋

白的表达缺失常见于散发性的结直肠癌( ｓｐｏｒａｄｉｃ
ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａꎬＳＣＲＣ)患者中ꎬ该病的发生、发
展过程均可能存在潜在的关联ꎬ对于 ＭＭＲ 蛋白在

ＳＣＲＣ 中表达的具体状态以及其与临床病理参数之

间的相互关联ꎬ尚鲜有研究涉及ꎬ而此类相关研究的

结论将大大增加人们对于 ＳＣＲＣ 生物学行为的认

识ꎬ以及对其发病机制的深入探索[１￣３]ꎮ 免疫组化

技术已经是检验界非常成熟和常用的方法之一ꎬ这
种方法虽常用ꎬ但也存在着许多问题ꎬ如常可见临床

上出现 ＨＥ 切片比较典型而免疫组化却提示阴性的

案例ꎻ近年来发展起来的原位杂交技术是利用碱基

配对原理ꎬ结合组织化学和免疫组织化学的检测技

术的检测方法ꎬ显示出自己的优势[４￣６]ꎮ 本研究通

过免疫组化法和原位杂交两种方法分别对 ＳＣＲＣ 肿

瘤组 织 中 ３ 种 ＭＭＲ 蛋 白 ( ｈＭＬＨ１、 ｈＭＳＨ２ 和

ｈＭＳＨ６)的表达状态进行测定ꎬ然后进行比较评价ꎬ
希望有助于为 ＳＣＲＣ 患者制定个体化的化疗方案ꎬ
并未判断患者预后提供参考ꎮ

１　 资料与方法

１.１　 一般资料 　 　 选取本院 ２０１３ 年至 ２０１５ 年间

收治的 ＳＣＲＣ 患者 ２６０ 例ꎬ其中男 １４０ 例ꎬ女 １２０
例ꎻ平均年龄(６２.７±１１.２)岁ꎻ肿瘤部位:本研究中肿

瘤右半结肠的患者有 ７５ 例ꎬ位于左半结肠 ９０ 例ꎬ直
肠肿瘤患者 ９８ 例ꎻ从组织分化程度角度来看:高分

化腺癌患者共计 ２０ 例ꎬ中分化腺癌共 １６５ 例ꎬ低分

化及黏液性腺癌 ７８ 例ꎻ从淋巴结转移角度统计:研
究中转移阳性病例 １４９ 例ꎬ转移阴性 １１４ 例ꎮ 全部

患者未进行过放化疗ꎬ手术切除肿瘤组织固定后石

蜡包埋备用ꎮ 全部患者知情同意ꎮ
１.２　 材料与方法 　 　 研究中使用试剂均为上海长

嘉生物科技有限公司ꎬ即用型 ｈＭＬＨ１ 鼠抗人单克隆

抗体工作液(Ｗ￣０７２１)、即用型 ｈＭＳＨ２ 鼠抗人单克

隆抗体工作液(Ｗ￣０７２２)和即用型 ｈＭＳＨ６ 鼠抗人单

克隆抗体工作液 (Ｗ￣０７２３)ꎮ 免疫组化测定使用

Ｂｅｎｃｈｍａｒｋ ＸＴ 自动染色仪系统ꎬ手工滴定运行方式

(手工加抗体)完成ꎬＯｌｙｍｐｕｓ Ｄｐ７０ 图像采集分析仪

完成研究中的行图像获取工作ꎮ 原位杂交检测

(ＩＳＨ)法检测使用石蜡切片脱蜡后ꎬ置于 ０.８％胃蛋

白酶盐酸混合液中ꎬ３７ ℃水浴箱消化 １０ ｍｉｎꎬ使用

ＴＢＳ 洗 ５ ｍｉｎꎬ乙醇脱水然后室温干燥ꎮ ９８ ℃变性

１０ ｍｉｎ 后冰浴退火ꎬ再置于 ３７ ℃水浴箱中杂交 １ｈꎬ
虽有 ＴＢＳ 洗在洗涤 ５ ｍｉｎꎬ共 ３ 次ꎬ滴加碱性磷酸酶

标记的地高辛抗体后ꎬ室温放置 ０.５ ｈꎬ洗涤两次后

加 ＢＣＩＰ / ＮＢＴ 并于暗处显色ꎬ然后使用 ０.３％核固红

衬染ꎬ常规脱水后透明封片ꎮ
１.３　 判断标准　 　 结果判断标准:ｈＭＬＨ１、ｈＭＳＨ２、
ｈＭＳＨ６ 三种蛋白的表达阳性均定位于细胞核内ꎬ所
以本研究中依据染色强度和阳性细胞率来进行计算

评分[４￣６]ꎮ 以在 ２００ 倍的视野下随机的 １０ 个视野为

计数对象ꎬ记数每个视野中正常黏膜以及肿瘤细胞

的染色情况ꎮ 染色强度的评价见于 ０ 分:无染色ꎬ１
分:弱染色ꎬ２ 分:中等染色ꎬ３ 分:强染色ꎮ 阳性细胞

率:０ 为<１％ꎻ１ 为<２５％ꎻ２ 为< ５０％ꎻ３ 为< ７５％ꎻ４
为≥７５％ꎮ 最后以染色强度与阳性细胞率之和作为

评分:０~２ 分:阴性ꎬ３ ~ ５ 分:阳性ꎬ６ ~ ７ 分:强阳性ꎮ
评价过程采取双盲法ꎮ
１.４　 统计分析　 　 应用 ＳＰＳＳ １８.０ 统计软件包进行

统计分析ꎮ 计数资料采用两个(或多个)样本率比

较的 χ２ 检验ꎻ计量资料使用 ｔ 检验或方差分析完

成ꎻ相关性分析采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 等级相关分析ꎬ检验

水准 α＝ ０.０５ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异具有统计学差异ꎮ

２　 结　 　 果

２.１　 原位杂交法与免疫组化法检测指标阳性情况

　 　 如见表 １ 所示ꎬ与免疫组化( ＩＨＣ)检测各指标

的阳性率比较ꎬ原位杂交法( ＩＳＨ)检测 ｈＭＬＨ１ꎬｈＭ￣
ＳＨ２ꎬ ｈＭＳＨ６ 的 阳 性 率 较 高ꎬ 分 别 为 ６５. ００％ꎬ
６３ ４６％ꎬ６１.５４％ꎮ

表 １　 原位杂交和免疫组化检测三种指标的阳性率对比

阳性率 ｈＭＬＨ１ ｈＭＳＨ２ ｈＭＳＨ６

ＩＳＨ １６９(６５.００) ｂ １６５(６３.４６) ｂ １６０(６１.５４) ｂ

ＩＨＣ １００(３８.４６) ９８(３７.６９) １０３(３９.６２)

　 　 与 ＩＨＣ 方法比较:ｂ:Ｐ<０.０１

２.２　 两种方法检测 ｈＭＬＨ１、ｈＭＳＨ２、ｈＭＳＨ６ 表达阳

性的相关性分析　 　 分别使用两种检测方法得出的

三种指标的检测阳性率结果ꎬ然后分别进行三种指

标之 间 的 相 关 性 分 析ꎬ 使 用 免 疫 组 化 法 检 测

ｈＭＬＨ１、ｈＭＳＨ２、ｈＭＳＨ６ 在 ＳＣＲＣ 肿瘤组织中表达阳

性率的相关分析ꎮ 结果提示ꎬｈＭＬＨ１ 与 ｈＭＳＨ２ 的

表达无明显相关性( ｒｓ ＝ ０.０７ꎬＰ ＝ ０.２６３)ꎬｈＭＬＨ１ 与

１５１中南医学科学杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ４５ 卷第 ２ 期



ｈＭＳＨ６ 表达呈正相关( ｒｓ＝ ０.４５ꎬＰ<０.０１)ꎬｈＭＳＨ２ 与

ｈＭＳＨ６ 表达呈正相关( ｒｓ ＝ ０.３７ꎬＰ ＝ ０.００４)ꎻ而是用

原位杂交法检测 ｈＭＬＨ１、ｈＭＳＨ２、ｈＭＳＨ６ 在 ＳＣＲＣ
肿瘤组织中表达阳性率的相关分析结果提示

ｈＭＬＨ１ 与 ｈＭＳＨ２ 的表达呈正相关( ｒｓ ＝ ０. １０ꎬＰ ＝
０ ０３３)ꎬｈＭＬＨ１ 与 ｈＭＳＨ６ 表达呈正相关( ｒｓ ＝ ０.５６ꎬ
Ｐ< ０. ０１)ꎬ ｈＭＳＨ２ 与 ｈＭＳＨ６ 表达呈正相关 ( ｒｓ ＝
０ ６３ꎬＰ<０.０１) (见表 ２)ꎮ 患者ꎬ男ꎬ５４ 岁典型病例

图片见图 １~２ꎮ

表 ２　 两种方法检测 ｈＭＬＨ１、ｈＭＳＨ２、ｈＭＳＨ６
表达阳性的相关性分析对比

ｈＭＬＨ１ 与 ｈＭＳＨ２ ｈＭＬＨ１ 与 ｈＭＳＨ６ ｈＭＳＨ２ 与 ｈＭＳＨ６

ＩＳＨ ０.１０ａ ０.５６ｂ ０.６３ｂ

ＩＨＣ ０.０７ ０.４５ｂ ０.３７ｂ

　 　 ａ:Ｐ<０.０５ꎬｂ:Ｐ<０.０１

图 １　 免疫组化法测定结直肠癌患者(２００×)　 Ａ:ＭＬＨ１ꎬＢ:ＭＳＨ２ꎬＣ:ｈＭＳＨ６

图 ２　 原位杂交法测定结直肠癌患者(２００×)　 Ａ:ＭＬＨ１ꎬＢ:ＭＳＨ２ꎬＣ:ｈＭＳＨ６

３　 讨　 　 论

结直肠癌在我国的发病患病近年来显著增加ꎬ
且有年轻化趋势ꎬ明确疾病发生发展的规律对于诊

断治疗作用重大ꎬ对于诊治工作能够真正有的放矢

具有重要意义ꎮ 有研究提示错配修复基因的种系突

变ꎬ以及突变所引起的微卫星稳定性欠佳都可能与

肿瘤的发生和发展存在潜在联系[７￣９]ꎬ本研究中使

用免疫组织化学方法对 ｈＭＬＨ１、ｈＭＳＨ２、ｈＭＳＨ６ 三

个主要的错配修复基因蛋白的表达情况进行测定ꎬ
比较指标之间的相互联系ꎬ进而间接判断 ＳＣＲＣ 肿

瘤组织中该基因的突变情况ꎬ结果提示ꎬ使用免疫组

化法检测 ＳＣＲＣ 肿瘤组织中 ｈＭＬＨ１、ｈＭＳＨ２、ｈＭＳＨ６
的表达阳性率ꎬ 通过相关分析发现ꎬ ｈＭＬＨ１ 与

ｈＭＳＨ２ 的表达无显著相关性ꎬ而 ｈＭＬＨ１ 与 ｈＭＳＨ６
的表达呈正相关关系ꎬｈＭＳＨ２ 与 ｈＭＳＨ６ 的表达也

呈正相关ꎻ同时应用原位杂交方法进行同期测定ꎬ结

论相似ꎬ且原位杂交法更为精准ꎮ 本研究中ꎬ阳性率

分析结果提示原位杂交法检测 ｈＭＬＨ１ 的阳性率为

６５.００％ꎬ显著高于免疫组化检测的阳性率ꎬ检测 ｈＭ￣
ＳＨ２ 和 ｈＭＳＨ６ 的阳性率也表现为原位杂交法的阳

性率高于免疫组化检测的阳性率ꎬ这些结果均提示

原位杂交法具有较高的可信度和准确度ꎮ 究其原

因ꎬ主要与原位杂交技术的原理相关ꎬ其探针是根据

碱基配对原则来完成检测的ꎬ检测过程中因为仅与

靶基因序列杂交ꎬ所以探针—靶核酸的结合力要强

于抗原—抗体的结合力ꎬ因此在一定程度上减少了

免疫组化方法中容易出现的假阳性和假阴性问题ꎮ
另一方面ꎬ原位杂交法使用福尔马林固定组织ꎬ不会

与蛋白产生交联作用ꎬ所以 ＤＮＡ 和 ｍＲＮＡ 蛋白质

所受的影响也相对都比较小ꎬ而免疫组化方法中组

织因为使用福尔马林固定而容易产生蛋白交联ꎬ对
实验结果的影响就会比较大ꎮ 从操作层面上来说原

位杂交法也相对更具优势ꎬ (下转第 １６４ 页)
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　 　 (上接第 １５２ 页)
该方法具有耗时更少ꎬ而且操作更方便和安全的优

势特征[１０￣１１]ꎮ
综上ꎬ原位杂交法和免疫组化方法两种不同方

法在检测评价直肠癌术后新辅助化疗治疗后患者三

种错配修复蛋白 ｈＭＬＨ１、ｈＭＳＨ２ 和 ｈＭＳＨ６ 表达水

平的效果中原位杂交法更优ꎬ值得临床推广ꎮ
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