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不同固定时间对乳腺癌 CK5/6,E-Cadherin,P120 表达的影响
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【摘 要】：目的：研究不同组织固定时间对乳腺癌组织免疫组化标记物 CK5/6,E-Cadherin,P120表达的影响。方法：从 2020-2021

年两年时间本科室送检的术中冰冻乳腺癌新鲜标本中选取 102例标本进行研究，每例选取 4组固定时间，固定结束分别进行三种

抗体 CK5/6,E-Cadherin,P120进行免疫组化染色，最后在显微镜下判读对比不同固定时间的表达情况。结果：离体 20分钟固定 12

小时三个标记物表达效果最好，离体 20分钟固定 1小时和离体 20分钟固定 30天次之，而离体 48小时固定 12小时表达效果最差。

结论:不同组织固定时间对免疫组化标记物 CK5/6,E-Cadherin,P120的表达效果差异显著，具有统计学意义（P＜0.001）
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乳腺癌目前是女性发病率高死亡率也高的恶性肿瘤，其特

异性也很大，其不同的类型临床治疗方法以及患者的预后也存

在差别，其中从恶性程度上分有浸润性乳腺癌和原位癌其鉴别

的重要标记物之一就是 CK5/6。从肿瘤来源上分有导管癌和小

叶癌其鉴别的重要标记物是 E-Cadherin，P120。所以 CK5/6，

E-Cadherin，P120三个标记物表达的正确与否直接影响到乳腺

癌分型的诊断，免疫组化得结构影响因素众多：组织固定，脱

水包埋，染色方法，判读标准等。本文着重探讨组织固定时间

对免疫组化标记物 CK5/6，E-Cadherin,P120表达结果的影响。

1 材料与方法

1.1一般材料

在 2020-2021年期间从芜湖市第二人民医院病理科送检的

术中冰冻乳腺标本中找出确诊为非特殊类型乳腺癌的标本 102

例标本进行研究。病人年龄 30-65岁，一般情况良好无合并其

它肿瘤，术前无化疗，放疗，靶向治疗等辅助治疗。根据冰冻

取材结果选取肿瘤直接大于 2cm的标本。

1.2仪器与试剂

（1）仪器：罗氏全自动免疫组化仪 Bench Mark-XT,莱卡

石蜡切片机 2235，莱卡全自动脱水机 PELORIS II

（2）试剂：固定液 10％中性福尔马林，一抗 CK5/6(MX040)

迈新，E-Cadherin(LBP2-ECAD)安必平，P120(MYR1-P120)安

必平。二抗：罗氏二抗系统 HRPMultime

1.3方法

（1）实验方法：从 2020-2021年两年时间本科室送检的术

中冰冻乳腺癌新鲜标本中选取 102例标本进行研究，每例选取

4组固定时间：A:离体 48h后固定固定 12h，B:离体 20min 内

固定固定 1h，C:离体 20min内固定固定 12h，D:离体 20min内

固定固定 30day。每例标本取材 4块组织大小都为 0.5cm×0.5cm

×0.3cm，分别安上述 4组时间进行固定。固定结束后选择同一

脱水程序（75%乙醇 30min→85%乙醇 60min→95%乙醇 60min

→无水乙醇 60min→无水乙醇 80min→二甲苯 40min→二甲苯

60min→二甲苯60min→石蜡40min→石蜡60min→石蜡60min）

脱水。脱水完成后石蜡包埋制成蜡块，所有蜡块先制作一张

HE切片显微镜下观察，选出四组标本都含有肿瘤成分（且肿

瘤细胞＞500个）的病例。经过筛查有 96组病例符合要求。把

这 96组病例 384个蜡块安 1-A，1-B，1-C，1-D进行编号，每个蜡

块切三张白片分别进行三种抗体（CK5/6，E-Cadherin，P120）

的免疫组化染色。最后对所有切片免疫组化结果进行分析。

（2）统计学方法：分析软件 spss22.0，检验方法：秩和检

验（Kruskal-Wallis）以 P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

抗体 CK5/6 在正常乳腺导管肌上皮上表达如果癌组织周

围 CK5/6不表达则提示肿瘤浸润。抗体 E-Cadherin为细胞表面

的一种粘附蛋白在乳腺正常细胞和癌细胞膜上多有表达。P120

是和E-Cadherin蛋白紧密链接的一种蛋白，当E-Cadherin蛋白缺失

时其表达部位会从膜表达转变成细胞浆表达，这也是乳腺小叶

癌的特征性表达。每种抗体根据表达强弱分为四类分别为：

（1）≥60%靶细胞阳性且着色清晰记阳性+++。

（2）30%-60%靶细胞阳性记阳性++。

（3）1%-30%靶细胞阳性记阳性+。

（4）＜1%靶细胞阳性记阴性-。

现将 48组实验结果总结如下表：
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表 1 CK5/6抗体表达情况与组织固定时间的关系

Tab.1 The relationship between CK5/6 antibody expression

and tissue fixation time

Fixed time Expressive intensity

+++ ++ + -

A:After 48 h,they were fixed for 12 h 0 0 6 90

B:After 20min,they were fixed for 1 h 10 32 50 4

C:After 20min,they were fixed for 12 h 94 2 0 0

D:After 20min,they were fixed for 30d 40 20 18 18

注：N=96,H=267.83，P＜0.001，四组实验方法结果具有

显著差异，其中 C组实验方法，表达强度最高，随后是 D.B，

A组效果最差。

Note：N=96,H=267.83，P＜0.001.The results of the four

experimental methods showed significant difference,In Group

C,the expression intensity was the highest.Then came D.B.,and

GroupAwas the least effective.

表 2 E-Cadherin抗体表达情况与组织固定时间的关系

Tab.2 The relationship between E-Cadherin antibody

expression and tissue fixation time

Fixed time
Expressive

intensity

+++ ++ + -

A:After 48 h,they were fixed for 12 h 0 0 4 92

B:After 20min,they were fixed for 1 h 12 12 30 48 6

C:After 20min,they were fixed for 12 h 92 4 0 0

D:After 20min,they were fixed for 30d 30 38 22 6

注：N=96,H=287.02，P＜0.001，四组实验方法结果具有

显著差异，其中 C组实验方法，表达强度最高，随后是 D.B，

A组效果最差。

Note：N=96,H=287.02，P＜0.001.The results of the four

experimental methods showed significant difference,In Group

C,the expression intensity was the highest.Then came D.B.,and

GroupAwas the least effective.

表 3 P120抗体表达情况与组织固定时间的关系

Tab.3 The relationship between P120 antibody expression

and tissue fixation time

Fixed time Expressive intensity

+++ ++ + -

A:After 48 h,they were fixed for 12 h 0 0 4 92

B:After 20min,they were fixed for 1 h 4 24 50 18

C:After 20min,they were fixed for 12h 92 4 0 0

D:After 20min,they were fixed for 30d 30 36 28 2

注：N=96,H=299.548，P＜0.001，四组实验方法结果具有

显著差异，其中 C组实验方法，表达强度最高，随后是 D.B，

A组效果最差。

Note：N=96,H=299.548，P＜0.001.The results of the four

experimental methods showed significant difference,In Group

C,the expression intensity was the highest.Then came D.B.,and

Group Awas the least effective.

3 讨论分析

三个标记物 CK5/6,E-Cadherin，P120都是 C组达效果最好

且位置准确着色均匀醒目，A组表达效果最差大部分病例出现

完全不表达。第 B,D组三个标记物表达部分病例出现表达变弱

少数病例不表达。因此组织固定时间对抗体CK5/6，E-Cadherin，

P120表达有影响（p＜0.001）有统计学意义。免疫组织化学就

是检测组织内的相应抗原分子所以抗原的保存完好与否是免

疫组织化学成败的关键，而组织固定就是通过福尔马林固定液

使蛋白质分子发生铰链聚集从而防止组织自溶从而防止抗原

丢失。人体组织在离体后如果不能及时固定就会在外界微生物

的作用下迅速发生自溶。离体 48小时后抗原基本完全丢失。

如果虽然及时固定但是固定时间不足（＜12h）也会因为蛋白

铰链聚集不够而在后续的脱水包埋过程中发生抗原丢失。而固

定时间过长也会使抗原“丢失”因为固定时间过长超过 30d会

使蛋白质发生过度铰链从而使抗原不能很好暴露影响和抗体

结合。组织固定及时相比固定不足和过度固定对免疫组化得影

响更重要，及时合适的固定时间对免疫组化标记物 CK5/6，

E-Cadherin，P120正确表达很重要，离体 20min内固定固定 12h

的固定效果最好。
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