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摘 要!%目的& 探讨脑胶质瘤标本中
=1>)#

和
?@A!#"

表达及其相关性' %方法& 胶质瘤患者
!E

例"根据
F?4

病理分级分低级别组
<!

例(

!

级
B

例"

"

级
$

例$"高级别组
<!

例)

#

级
$

例"

$

级
B

例*"以其中
<"

例低级别胶质瘤患者瘤旁部分脑组织作为对照组+ 对三组标本进
行针对

=1>)<

和
?@A!<

的免疫组化,实时荧光定量核酸扩增检测和免疫印迹分析检测"对所
得得数据进行统计分析+%结果& 免疫组化结果显示

=1>)<

和
?@A!<"

表达蛋白均主要定位在
细胞核内" 且有随着胶质瘤病理级别升高而增强表达的趋势+ 三组标本的

=1>)<

和
?@A!<"

的相对
GH;I

表达量和相对蛋白表达量组间差异有统计学意义!

JK":"B

*#且
=1>)<

和
?@A!

<"

在胶质瘤中的表达呈正相关!

JK":"B

*+ %结论&

?@A!<"

和
=1>)<

在胶质瘤中表达升高"且
两者表达呈正相关+
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神经胶质瘤是最为常见的神经系统原发性的恶

性肿瘤"预后较差%

<

&

"即使目前因术中神经导航系统

及术中磁共振的合理应用而大大提高了手术精确性

并减少相关损伤 %

!

&

"以及日趋成熟的术后的放化疗

手段也相应改善术后生存期%

%dB

&

"但脑胶质瘤的整体

预后依然不佳+近年来靶向免疫治疗成为新的方向"

通过激活机体自身的免疫系统" 使其产生对肿瘤有

特异性拮抗反应的抗体" 或将具有拮抗肿瘤作用的

专
题
报
道
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特异性抗体人为导入体内的治疗!

F

"

$
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$ 有关神经胶质

瘤的发生发展的机制研究非常广泛" 并开始尝试针

对某些关键通路加以调控" 目前已发现缺氧诱导因

子
!# GHIB(J2)!2-K672-+ L)7M(14 ;

"

89:!;N

在快速生长

而处于缺氧状态下的肿瘤细胞中起到极为重要作

用!

>

#

$

89:!;#

作为活性亚单位在肿瘤的血管形成"细

胞能量代谢"细胞增殖凋亡"高度侵袭及易转移性"

放化疗失敏感性及预后不良性等方面均起到关键作

用!

E

"
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#

$

近年"新发现的基因心肌缺血预适应上调蛋白
;

%

3I(7)1K2)* 247H,327 B1,7(-K2M2(-2-+ 6B!1,+6*)M,K

B1(M,2- ;

"

A2B6;

&"定位于大鼠的染色体
5*!O;

"包含

有
=

个外显子和
P

个内含子" 通过多组织膜
3QR<

印记技术发现"该基因在心'脑的表达量较为突出"

而在其他组织中少表达甚至不表达!

;;

#

$ 其结构为一

典型的
SQ<T $?!8!

型锌指蛋白" 由此推测该新基

因所具有的功能应该是以转录抑制为主( 后续的研

究亦证实
A2B6*

可抑制多种信号通路的活性 !

;!

"

;%

#

$

同时相关实验发现人脑胶质瘤细胞中
A2B6*

的表

达明显增加" 提示可能参与胶质瘤的病理发展过

程 !

;P

"

;=

#

$

采用生物信息学分析提示在
A2B6;

的启动子

内存在数个潜在的转录因子结合位点" 位于
A2B6;

转录起始位点
U=F!VU=="

的序列正是
89:!;

的结合

序列
!7M?<?'@'+77)M!

"该序列包含有
89:!;

保守的

缺氧反应元件 %

HIB(J2) 1,4B(-4, ,*,3,-M 8QW

&

X=%!

Q?'@'!%"

&"而
89:!#&

对下游基因的调节主要通过

与
8QW

结合而起到对下游调控的作用" 由此
89:!

#&

可能通过对
A2B6#

的表达影响"从而抑制相关凋

亡基因表达!

#F

#

$ 本研究通过对不同级别的人脑胶质

瘤同时对其
89:!#&

及
A2B6#

行免疫组化及
QM0?Q

和
Y,4M .*(M

检测"分析两者在人脑胶质瘤中可能的

关系$

'

材料与方法

!"!

一般资料

选取
!&#%

年
##

月至
!&#P

年
E

月湘雅三医院

神经外科行)颅内胶质瘤切除术*并由湘雅三医院病

理科切片确认为胶质瘤的患者
!P

例" 从
!P

例患者

切下的胶质瘤标本中心部位获取胶质瘤标本" 将其

中
Y8Z

病理分级为
"V#

级的
#!

份标本定为高级

别组%

"$

例"

$

级
=

例&"将
%V&

级的
#!

份标本定

为低级别组%

%

级
=

例"

&

级
$

例&(同时将低级别组

中
#&

份瘤旁脑组织标本作为对照组$

!"#

免疫组织化学
[<T?

检测方法

从
%

组标本中选取同等量部分样本进行常规石

蜡切片$切片经脱蜡'水化处理后用
0T[

洗片
=32-(

!

次$ 按标准试验程序对组织进行抗体制片"封片后

镜下观察$

P&&

倍镜下随机选取
=

个视野" 根据

Q,33,*,

等提出的免疫反应积分打分法进行阳性判

断!

#$

#

"即+根据阳性细胞在组织细胞中所占比例以及

阳性细胞染色强度判定实验结果$ 按显色细胞数记

分+无阳性细胞记为
&

分"阳性细胞数
\#]%

为
;

分"阳

性细胞数
;]%)!]%

为
!

分" 阳性细胞数
!!]%

为
%

分(

按细胞显色深浅记分"无阳性反应细胞为
&

分"浅黄

色为
;

分"棕黄色为
!

分"棕褐色为
%

分$两项积分相

乘"

&

为%

U

&"

;)!

为%

^

&"

%)P

为%

^^

&"

F)E

为%

^^^

&$

!"$

实时荧光定量
0?Q

检测

在冰上将各组样本分离"

@Q9_Z`

试剂盒提取

总
QR<

$ 用分光光度法测定
QR<

浓度与纯度"

U

>&*

保持备用$

[6B,14712BM

逆转录试剂盒合成第一

链
7DR<

$

a0?Q

扩增体总反应体系为
;&'*

" 其中

[CTQ" '1,,- A)4M,1 A2J ='*

" 正反引物各
&O%'*

"

7DR< !'*

"无核酶水
!OP'*

$ 针对
89:!;!

'

A2B6;

设

计的特异性正反引物见
@).*, ;

(扩增反应共进行
%E

个循环$ 反应完成后由软件自动进行基线调整并将

获取的数据进行自动分析" 之后软件会算出达到阈

值的最低循环数比
X?M

值
N

"实验中对每个标本针对

目的基因测量
%

次"对获取的
?M

值取平均后再采用

相对表达量计算法对各组基因
3QR<

表达量进行

比较分析$

!"%

免疫印迹分析检测方法

将三组标本加液氮磨碎"按常规方法用贝博公

司的核蛋白提取试剂盒提取总蛋白$用
T?<

法进行

&'()* ! +,- ./01*/ 2*3045 3*67*58*

>PE
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蛋白定量! 制作出
=>

的浓缩胶和
<&>

分离胶后对

蛋白混合液进行不连续电泳分离蛋白" 将分离后的

蛋白进行抗体孵育和化学发光法显色! 用
?1@)<

灰

度值
A!!,5B1+

灰度值#

CDE!#"

灰度值
A!!,5B1+

灰度值

表示
?1@)#

及
CDE!#"

相对表达水平!

!"#

统计学处理

采用统计软件
FGFF!&:&

进行统计分析"实验数

据以均数
#

标准差表示"组间比较应用
B

检验"多组

间比较采用方差分析$ 两基因的相关性分析采用

G2,*3(+

法$

GH&:&=

为差异有统计学意义!

!

结 果

$"!

免疫组化检测不同组间
CDE!<"

和
?1@)<

表达

情况

三组标本进行免疫组化检测后" 通过
I&&

倍镜

下观测"对照组中细胞形态基本正常"不存在明显的

细胞核异型性和细胞排列不密集"且其中着色较少"

CDE!<"

和
?1@)<

的表达为%

J

&! 低级别组中能明显

看到细胞密集度明显增高"且存在核异型表现"细胞

坏死表现不明显"符合胶质瘤
#K$

级表现"且核染

色也较为明显且增多 "

CDE!<"

和
?1@)<

的表达为

%

LL

&! 高级别组中"可以明显观察到细胞大量密集

且排列紊乱"细胞核固缩坏死明显增多"细胞核异型

性明显"且存在血管反应表现"符合胶质瘤
%K&

级

表现" 核染色明显增多且细胞间质内也可见到多量

的着色颗粒"

CDE!#"

和
?1@)#

的表达为 %

LLL

&! 见

E16)*2 #

!

$"$

实时荧光定量
G/M

检测不同组间
CDE!#"

及

?1@)#

表达情况

CDE!#"

和
?1@)#

的
NM;O

相对表达量组间差异

有统计学意义%

GH":"=

&"见
P,Q-2 !

!

CDE!<"

和
?1@)<

的
NM;O

相对表达量随着胶质瘤病理级别升高而升

高%

E16)*2 !

&! 对三组数据进行
G2,*3(+

相关性分析"

表明
CDE!<"

与
?1@)<

呈正相关%

*R":ST

"

GH":"=

&!

$"% U23B2*+!Q-(B

检测不同组间
CDE!<"

和
?1@)<

表达

情况

CDE!<"

和
?1@)<

的蛋白表达量在
%

组间差异

有统计学意义"两种基因的蛋白表达量随着胶质瘤

病理级别的升高而升高%见
E16)*2 %

"

E16)*2 I

&! 两

种基因不同组别的相对蛋白表达量经
G2,*3(+

相关

CDE!<"

?1@)<

/(+B*(- 6*()@ V(W 6*,X2 6*()@ C160 6*,X2 6*()@

&'()*+ ! ,--)./0'12/30+-'345 *+1)521 /6 7,&!!! 4.8 9':)!;,7<"=>>?

;(B2

'

Y

'

5(N@,*2X W1B0 B02 5(+B*(- 6*()@

"

G H":"=:Z

'

5(N@,*2X W1B0

-(W 6*,X2 6*()@

"

GH":"<:

@4A5+ $ B+542'C+ +D:*+11'/. /6 -BEF '. +430 (+.+

[*()@

F,N@-2

+)NQ2*

M2-,B1\2 2]@*2331(+ (. NM;O

CDE!<" ?1@)<

/(+B*(- 6*()@ <" <:""#":<" <:""#":"I

V(W 6*,X2 6*()@ <! !:%%#":<$

﹟
!:<!#":<=

﹟
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Z
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性分析进行分析!结果显示两者呈正相关"

'(&)*+

!

,-&)&#

#$

%

讨 论

脑胶质瘤作为脑内原发最常见的恶性肿瘤!死

亡率极高%

#.

&

'在恶性肿瘤中存在众多细胞调控通路

的异常! 而
/01!2"

作为肿瘤细胞中重要的转录因

子!其可调节多达
!&&

个左右的基因%

2*

&

!其异源二聚

体的结构构包含了敏感的
"

亚基和非氧敏感的
!

亚基!其中
"

亚基在氧调节下!通过与下游基因的

结合发挥对下游基因的多种调控作用$ 其可能影响

到胶质瘤的发生发展的多个环节!包括()

2

#参与肿

瘤内血管形成全过程! 其通过对血管内皮生长因子

345617

的控制调节 %

!"

&

!促进胶质瘤内血管内皮细胞

的增殖!迁移!侵袭以及血管通透性的增加!从而为

胶质瘤内的血管形成创造了条件'*

!

#参与细胞能量

代谢!增强糖酵解%

!2

&

'*

%

#调节细胞的凋亡及增殖!有

研究表明通过
/01!2"

途径对细胞增殖产生促进作用

的同时又能对细胞的分化产生抑制作用 %

!!

&

+ 说明

/01!2"

在胶质瘤细胞非控制性生长调节中有着重

要的地位$

/01!2"

在人体多种细胞内存在!特异性

一般!而新发现的
89:;2

证实在大脑和心脏组织内

大量表达!而在其他人体组织细胞内表达量极少%

!%

&

$

相关研究表明
89:;2

通过多种途径抑制细胞的凋

亡过程! 其中有
89:;2

可能通过抑制
<,!2

的表达

从而抑制丝裂原活化蛋白激酶信号转导通路介导的

细胞凋亡功能%

!=

&

$ 也有研究表明
89:;2

抑制线粒体

凋亡通路相关的促凋亡基因
>?@

%

!A

&

!其通过直接抑

制
>?@

的表达! 间接促进了
>BC!!

抗凋亡基因的表

达!从而阻断线粒体凋亡信号相关通路$

89:;2

可能

通过以上调节方式抑制心肌细胞凋亡$ 考虑
89:;2

在心肌和脑内大量表达! 且其与抑制细胞凋亡密切

相关! 由此推测其在脑组织特别是胶质瘤细胞中起

到重要抗凋亡的作用! 通过生物信息软件对
89:;C

中
2)ADE

的启动子序列进行筛查分析后发现! 其启

动子序列当中存在着数个转录因子可能的结合位

点! 其中
!BFG<G6H6IBB?F!

是
/01!#

的结合序列!该

序列中包含有保守的
/J53A#!JG6H6!%#7

!根据现阶

段的基础研究以及生物学分析我们可以认为
/01!

#"

在转录水平对
89:;#

的表达进行调控!并且王慷

慨等 %

#+

&已通过细胞实验初步证明
/01!#"

通过上调

89:;#

的表达以调控其对心肌细胞的保护作用 $

/01!#"

在调节
89:;#

上可能有重要作用!本实验目
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的 在 于 探 讨 胶 质 瘤 细 胞 中 是 否 存 在
=>?!#"

与

@1A)#

抑制细胞凋亡通路的可能!

本实验通过对不同级别胶质瘤组织标本中的

=>?!#"

及
@1A)#

进行免疫组化检测"在镜下可以明

确
=>?!#"

以及
@1A)#

大部分着色于细胞核中"且随

着胶质瘤级别升高"染色的细胞核越多#说明
@1A)#

与
=>?!#"

均是定位于核内并发挥相关作用"这与袁

盾等 $

#B

"

#C

%在
@1A)#

的前期研究结论"即
@1A)#

是定

位于细胞核内并发挥转录调节作用结果一致! 同时

本研究也直观的发现随着胶质瘤级别的升高"

=>?!

#"

及
@1A)#

的表达阳性程度均明显增强!

为了进一步证明两者表达随着胶质瘤级别升高

而升高" 针对同一批标本中不同级别组的胶质瘤组

织同时进行
=>?!#!

和
@1A)#

的
DE/F

及
G23H!I(-H

检测!通过对检测获得的数据进行统计学分析"在实

时荧光定量核酸扩增后发现
=>?!<"

以及
@1A)<

的

JF;K

相对表达量随着胶质瘤的病理级别升高而变

化! 而
G23H!I-(H

中
=>?!<"

及
@1A)<

的蛋白相对表

达量结果也有相同变化#由此证实
=>?!<"

及
@1A)<

蛋白表达量随着胶质瘤级别升高而增高!

且本研究显示两者在人脑胶质瘤发生中呈明显

正相关" 说明两者在胶质瘤细胞的发生发展中可能

存在着不可忽视的相关联系!现有关于
=>?!<"

的研

究一直提示在细胞缺氧的环境中" 其发挥着双重作

用"而对这种作用机制的了解仍在持续深入!虽然本

实验表明了
=>?!<"

与
@1A)<

在胶质瘤的发生发展

可能存在正相关"而关于
=>?!<"

与
@1A)<

在胶质瘤

中以何种途径发挥作用尚缺乏研究" 希望未来进一

步的研究可以阐明两者的靶向分子作用机制! 本研

究为
=>?!<"

在胶质瘤细胞凋亡中的作用提供了一

种新的思路"由于
=>?!<"

在多种细胞中表达"针对

=>?!<"

为靶点的治疗可能产生较大的副作用"而

@1A)<

在心&脑中特异性大量表达"针对
@1A)<

为靶

点的治疗可能在未来成为针对胶质瘤治疗新的研究

方向!
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