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脑胶质瘤组织
#

)

连环蛋白#血管内皮生长因子的表达与微血管密度及其

相关性研究

张惊宇!张力娜!舒永伟!郑永慧!初婷婷!赵
!

虹"

!杨子超

哈尔滨医科大学附属第四医院神经内科#哈尔滨
!
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!摘要"

!

目的"探讨脑胶质瘤组织
%

%

连环蛋白+血管内皮生长因子的表达与微血管密度以及三者的相关性'方法"

$"

例脑

胶质瘤标本和
/"

例健康对照标本#其中脑胶质瘤组包含低级别脑胶质瘤标本
!-

例和高级别脑胶质瘤标本
!#

例'采用免疫组

织化学法检测各组织标本中
%

%

连环蛋白的表达%采用
[9I8970

印迹法检测血管内皮生长因子的表达水平%应用抗
DU#"$

抗体

检测新生血管内皮细胞表面标志蛋白
DU#"$

的表达水平#计算微血管密度'结果"脑胶质瘤组
%

%

连环蛋白表达阳性率+血管内

皮生长因子表达水平和微血管密度均较对照组明显升高!

!

$

"2"$

"'与低级别脑胶质瘤组相比#高级别脑胶质瘤组的
%

%

连环

蛋白表达阳性率+血管内皮生长因子表达水平和微血管密度均明显升高!

!

$

"2"$

"'

%

%

连环蛋白表达阳性率+血管内皮生长因

子表达水平+微血管密度三者间均呈正相关性!

!

$

"2"#

"'结论"脑胶质瘤患者中
%

%

连环蛋白表达阳性率+血管内皮生长因子

表达水平及微血管密度均明显升高#其中高级别脑胶质瘤中升高更明显'

!!

!关键词"
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脑胶质瘤%

%

%

连环蛋白%血管内皮生长因子%微血管密度
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脑胶质瘤是临床上备受关注的脑肿瘤之一#其

发病率占颅内肿瘤的
/$2"Y

以上'大多数脑胶质

瘤患者确诊时#肿瘤已经高度异质性'脑胶质瘤相

对其他肿瘤预后更差#致死率更高(

#%!

)

'脑胶质瘤的

侵袭和复发受多种基因+蛋白以及细胞因子等信号

通路的共同调控(

&

)

#但其发生机制目前仍未阐明'

%

%

连环蛋白的功能广泛#其中最重要的功能之

一是参与肿瘤细胞的增殖和迁移#因此目前成为人
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们研究恶性肿瘤发生机制的一个热点(

/

)

'血管内皮

生长因子 !

N>IA4@>790:68E9@?>@

L

76S8EC>A867

#

cP\B

"多由血管内皮细胞合成和分泌#是一类促进

血管生成的关键因子#能刺激肿瘤新生血管的形

成#并参与介导肝癌+肺癌+肾癌和颅内肿瘤等多种

肿瘤的发生和发展过程(

$

)

'因此#抑制肿瘤血管生

成已成为治疗颅内恶性肿瘤!如脑胶质瘤等"的新

策略(

'

)

'本研究通过检测脑胶质瘤组织中
%

%

连环蛋

白+

cP\B

的表达水平和微血管密度#探讨其与脑

胶质瘤血管生成的相关性'

D

!

材料与方法

#2#

!

标
!

本
!

$"

例脑胶质瘤标本及
/"

例健康对

照标本购自上海锐赛生物技术有限公司'根据

[OV

脑胶质瘤分类和分级标准(

)

)

#

$"

例脑胶质瘤

标本中#

*

级
#)

例+

)

级
#!

例+

+

级
#&

例+

,

级
(

例'

*

级和
)

级为低级别脑胶质瘤#共
!-

例%

+

级

和
,

级为高级别脑胶质瘤#共
!#

例'

#2!

!

免疫组织化学法检测
%

%

连环蛋白表达阳性

率
!

羊抗人
%

%

连环蛋白单克隆抗体+

3%G

试剂盒和

U+*

显色试剂盒均购自北京中杉金桥生物技术有

限公司'标本经
#"Y

甲醛溶液固定#石蜡包埋#

$

&

1

切片#然后应用免疫组织化学
3%G

法检测
%

%

连环蛋白的表达!具体操作按试剂盒说明书进

行"'以试剂公司提供的阳性切片作为阳性对

照#以磷酸盐缓冲液!

G*3

"作为阴性对照'光学

显微镜下#细胞膜+细胞质和细胞核出现棕黄色+

棕褐色颗粒或均质染色时#判定为
%

%

连环蛋白阳

性表达'

/""

倍显微镜下观察#每张切片观察
#"

个视野#每个视野计数
#""

个肿瘤细胞#计算阳

性细胞百分数#取平均值'结果判定$根据阳性

细胞所占百分数进行分级#

$

$Y

为阴性!

l

"#

$Y

"

!$Y

为弱阳性!

d

"#

!'Y

"

$"Y

为中度阳

性!

(

"#

#

$"Y

为强阳性!

)

"'

#2&

!

[9I8970

印迹法检测
cP\B

表达水平
!

裂解

新鲜胶质瘤组织和正常脑组织后#提取总蛋白#用

*D+

法进行蛋白质定量'每例样本各取
#$

&

L

蛋

白#行
3U3%

聚丙烯酰胺凝胶!

3U3%G+\P

"电泳#电

泳结束后转膜#用
$Y

脱脂牛奶室温封闭
!E

#再分

别加入
cP\B

一抗!

#i$""

"和
%

%>A8?0

一抗!

#i

!""

%两种一抗均由美国
3>08>D74R

公司提供"#

/g

反应过夜%

G*3

洗涤后#加入
#i$"""

稀释的辣根

过氧化物酶标记的抗
cP\B

一抗和抗
%

%>A8?0

一抗

抗体!购自北京中杉金桥生物技术有限公司"%

PDW

法染色后#应用凝胶成像系统显像'采用
,1>

L

9`

软件进行目的蛋白的定量分析'

#2/

!

检测肿瘤微血管密度
!

以
DU#"$

蛋白作为血

管内皮细胞的特异性标志物#用抗
DU#"$

抗体检测

新生血管内皮细胞表面的
DU#"$

表达水平'

DU#"$

蛋白染色可呈棕色或棕黄色#以
#"Y

细胞质

呈棕黄色者判定为表达阳性'参照
P?AE890

等(

(

)报

道的方法计数微血管#将与相邻微血管+肿瘤细胞

或其他结缔组织不相连的任何棕黄色区域作为一

条独立的微血管'先在
#""

倍光学显微镜下全面观

察切片#确定肿瘤组织内血管密度最高的区域%再

在
!""

倍镜下#将与周围肿瘤细胞和结缔组织明显

区别的棕黄色的内皮细胞或细胞丛作为一个血管#

若不相连#分支结构即可作为一个血管'分别记录

$

个视野内的微血管数#取平均数作为微血管密

度值'

#2$

!

统计学处理
!

采用
3G33#)2"

软件进行分

析'计量资料以
%

%j&

表示#两组间比较采用独立样

本
.

检验'计数资料的两组间比较采用
#

! 检验'

利用
3

5

9>71>0

相关分析法分析
%

%

连环蛋白表达阳

性率+

cP\B

表达水平+微血管密度的相关性'检

验水准!

$

"为
"2"$

'

$

!

结
!

果

!2#

!

脑胶质瘤组与健康对照组的
%

%

连环蛋白表达

阳性率"

cP\B

表达水平"微血管密度的比较
!

脑

胶质瘤组的
%

%

连环蛋白表达阳性率+

cP\B

表达水

平和微血管密度均较对照组明显升高#差异有统计

学意义!

!

$

"2"$

#表
#

"'

!2!

!

高级别脑胶质瘤组与低级别脑胶质瘤组的

%

%

连环蛋白表达阳性率"

cP\B

表达水平"微血管

密度比较
!

高级别脑胶质瘤组的
%

%

连环蛋白表达

阳性率+

cP\B

表达水平和微血管密度均较低级

别脑胶质瘤组明显升高#差异有统计学意义!

!

$

"2"$

#表
!

"'

!2&

!

%

%

连环蛋白表达阳性率"

cP\B

表达水平"微

血管密度的相关性研究
!

%

%

连环蛋白表达阳性率与

cP\B

因子表达水平显著正相关!

0

I

X"2(&&

#

!

$

"2"#

"%

%

%

连环蛋白表达阳性率与微血管密度呈显著

正相关!

0

I

X"2)('

#

!

$

"2"#

"%血管内皮生长因子

表达水平和微血管密度呈显著正相关!

7IX"2))"

#

!

$

"2"#

"'

"##

!

中国临床医学
!

$%"&

年
'

月
!

第
$(

卷
!

第
#

期
!!

DE?09I9̀6470>@6CD@?0?A>@a9:?A?09

#

$%"&

#

c6@2$(

#

=62#



表
D

!

脑胶质瘤组与对照组
#

)

连环蛋白表达阳性率#血管内皮生长因子表达水平#微血管密度比较

组别
$

%

%

连环蛋白阳性表达率!

Y

"

cP\B

表达水平!

5L

&

1W

" 微血管密度!个&视野"

脑胶质瘤组
!% +#2% $(2(!,#2#+ +&2+,"$2"

健康对照组
#% #$2! "+2$!,"2(# "%2&,(2#

.

值
. *2"* *2"! (&2'!

!

值
. %2%%$ %2%%% %2%%%

表
$

!

高级别脑胶质瘤组与低级别脑胶质瘤组
#

)

连环蛋白表达阳性率#血管内皮生长因子表达水平#微血管密度比较

组别
=

%

%

连环蛋白表达阳性率!

Y

"

cP\B

表达水平!

5L

&

1W

" 微血管密度!个&视野"

高级别脑胶质瘤组
$" *%2! $!2"(,#2+$ '$2(,"(2%

低级别脑胶质瘤组
$* &$2" $"2!&,$2'" +(2#,!2&

!

$

!

.

"值
. !2"" (2%* $2*!

!

值
. %2%$# %2%%$ %2%%(

(

!

讨
!

论

脑胶质瘤源自神经上皮层#是中枢神经系统常

见的预后较差的原发性肿瘤'脑胶质瘤的年发病

率约为
$

&

#"

万#发病年龄高峰
&"

"

/"

岁(

-

)

'脑胶

质瘤的发生是一个涉及多基因的多步骤+多阶段的

复杂过程'

细胞内的许多信号转导通路参与脑胶质瘤的发

生和发展过程'细胞外分子信号结合细胞表面的特

异性受体#并将信号转导入细胞内#再通过细胞内各

种信号转导途径的相互作用#将信号转导入细胞核#

最终活化相应的核内转录因子#调节相应转导基因的

表达#使该细胞完成转分化(

#"

)

'多项研究表明#

[08

信号通路为重要的细胞信号转导通路#参与调控细胞

多种生命过程#如细胞分化+细胞增殖与凋亡+细胞免

疫与应激#进而参与肿瘤的发生等(

##

)

'在脑胶质瘤

中#

[08

信号通路尤其是
[08

&

%

%

连环蛋白信号通路

与肿瘤的发生和发展密切相关(

#!

)

'

研究(

#&

)表明#

[08

信号通路严重影响中枢神经

系统的发育!尤其是胚胎阶段"%

[08

信号通路还参

与细胞的成熟!包括细胞增殖+分化#以及细胞的转

移和定位过程"'

[08

信号通路的特异性在于其发

挥作用的时间仅局限于胚胎期#在婴幼儿时期作用

减弱#随着机体的成熟#

[08

信号通路的作用逐渐

消失'但在特殊的生理病理刺激信号作用下#

[08

信号被激活#其中以脑组织缺血的刺激作用最为明

显'

%

%

连环蛋白是
[08

信号通路的关键蛋白'抑

制
%

%

连环蛋白的去磷酸化+抑制
%

%

连环蛋白向核内

转移+在
%

%

连环蛋白水平抑制
[08

信号通路的激活

是目前人们广泛关注的靶向治疗方案'抑制
[08

信号通路是脑胶质瘤等肿瘤的基因治疗策略之一'

本研究结果显示#脑胶质瘤组
%

%

连环蛋白阳性表达

率较对照组升高#高级别脑胶质瘤组的
%

%

连环蛋白

阳性表达率较低级别脑胶质瘤升高#说明
%

%

连环蛋

白表达增加与脑胶质瘤的发生和发展相关'

肿瘤血管生成是一个复杂的病理生理过程'

充足的血供才能支持肿瘤细胞的生长+浸润和转

移'

cP\B

是促进肿瘤血管生成的关键刺激因子#

几乎参与肿瘤血管生成的每个环节(

#/

)

'

cP\B

可

以通过旁分泌等方式#加快血管内皮细胞的增殖#

重构血管#促进新生血管的形成'

cP\B

可能通过

促进原有血管网的扩张和过度生长#以及刺激血管

内皮祖细胞的分化#从而促进新生血管形成'微血

管密度可用来判定肿瘤血管的生成情况(

#$

)

'本研

究发现#脑胶质瘤组的
cP\B

表达水平及微血管密

度较对照组升高!

!

$

"2"$

"#高级别脑胶质瘤组的

cP\B

表达水平及微血管密度较低级别脑胶质瘤

显著升高!

!

$

"2"$

"#说明
cP\B

参与肿瘤血管的

形成#进而使肿瘤细胞过度增殖'此外#本研究发

现#

%

%

连环蛋白表达阳性率+

cP\B

表达水平+微血

管密度三者之间均呈正相关性#提示
[08

信号通路

与脑胶质瘤的血管生成明显相关'

综上所述#本研究发现脑胶质瘤中
%

%

连环蛋白

表达+

cP\B

表达及微血管密度均显著增加#在高

级别脑胶质瘤中增加更明显#提示
%

%

连环蛋白表达

阳性可反映脑胶质瘤的发生和发展'但本研究入

组例数较少#且为单中心研究#故结论尚须多中心+

大样本的研究来进一步证实'

$##
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