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　　［摘要］　目的　探讨磷酸化缝隙连接蛋白４３（ＰＣｘ４３）在人脑胶质瘤细胞中的表达水平及其与肿瘤细胞增殖的相关性。方

法　该科２０１３年６月至２０１４年６月手术切除内减压正常脑组织１０例作为对照组，同时间段切除人脑胶质瘤标本６３例为试验

组。应用 ＨＥ染色、免疫组化法确定胶质瘤性质等级，通过 Ｋｉ６７的染色反映肿瘤细胞增殖情况。采用蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ）技术检测ＰＣｘ４３的表达。结果　研究发现，在正常脑组织中，ＰＣｘ４３的表达较 ＷＨＯ Ⅰ级胶质瘤中表达略低，但二者差异

无统计学意义（犘＝０．１４０），其余各组间表达差异有统计学意义（犘＜０．０５）。在各组之间ＰＣｘ４３表达差异有统计学意义（犘＜

０．０１），呈现逐渐增加的趋势。结论　ＰＣｘ４３与肿瘤细胞活性和胶质瘤恶性进展密切相关。
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　　脑胶质瘤是最常见的原发性颅内肿瘤，其５年病死率在全

身肿瘤中仅次于胰腺癌和肺癌，位列第三位［１］。随着影像技术

的不断进步，该肿瘤的检出率日趋增高，因其恶性程度高、术后

易复发、预后差等特点，严重威胁人类健康。胶质瘤发生的确切

病因尚不清楚。最近几年，一些学者研究发现，连接蛋白及其形

成的缝隙连接细胞间通讯与肿瘤发生、增殖、侵袭和转移有密切

的关系，在其中起关键作用［２３］。与肿瘤联系最为密切的缝隙

连接蛋白４３（Ｃｘ４３）
［４５］。研究表明，胶质瘤增殖水平与Ｃｘ４３

基因表达有相关性［６７］；但磷酸化Ｃｘ４３（ＰＣｘ４３）水平与胶质瘤

细胞增殖关系的研究罕有报道。本研究立足于胶质瘤发生、发

展及其生物学特征相关的基因蛋白表达，对比研究胶质瘤恶性

程度与ＰＣｘ４３水平的关系，探寻脑胶质瘤新的治疗靶点。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本科２０１３年６月至２０１４年６月手术切除内

减压正常脑组织１０例作为对照组，同时间段切除人脑胶质瘤

标本６３例为试验组。每例胶质瘤标本分成两部分：冰冻保存

一部分，以备试验使用；另一部分供病理分型。根据世界卫生

组织（ＷＨＯ）中枢神经系统肿瘤分类标准
［３］，确定标本类型，其

中提供试验标本４０例。ＷＨＯⅠ级１０例：毛细胞星形细胞瘤

７例，室管膜下巨细胞星形细胞瘤３例；ＷＨＯⅡ级１０例：少突

胶质细胞瘤４例，弥漫性星形细胞瘤６例；ＷＨＯ Ⅲ级１０例：

间变性少突胶质细胞瘤５例，间变性少突星形细胞瘤３例，间

变性室管膜瘤２例；ＷＨＯ Ⅳ级１０例：胶质母细胞瘤４例，髓

母细胞瘤４例，胶质肉瘤２例。

１．２　主要试剂　人Ｋｉ６７免疫组化试剂盒，一抗鼠抗人Ｋｉ６７

单克隆抗体，一抗小鼠抗人Ｃｘ４３抗体，兔抗人ＰＣｘ４３抗体，

二抗兔抗鼠辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记和山羊抗兔辣根过氧

化物酶标记，牛血清白蛋白（ＢＳＡ），蛋白 Ｍａｒｋｅｒ，磷酸化蛋白

抑制剂，化学增强发光试剂盒，０．４５μｍＰＶＤＦ膜、丙烯酰胺、β

ａｃｔｉｎ、ＴＥＭＥＤ、ＡＰＳ、ＳＤＳ、溴酚蓝等。

１．３　方法

１．３．１　病理检查　所有术中切除标本送病检后，应用 ＨＥ染

色、免疫组化法明确肿瘤性质及细胞增殖情况，并根据 ＷＨＯ

胶质瘤病理级别判定标准对标本进行分级。免疫组织化学染

色（ＳＰ法）－２０℃恒冷冰冻切片５μｍ，丙酮４℃固定１５ｍｉｎ，

３％ Ｈ２Ｏ２ 甲醇孵育１５ｍｉｎ、血清封闭４０ｍｉｎ，鼠抗人Ｋｉ６７单

克隆抗体以１∶１００的比例稀释，４℃过夜，二抗室温孵育８０

ｍｉｎ，ＨＲＰ标记链霉卵白素工作液室温孵育６０ｍｉｎ，ＤＡＢ溶液

显色，苏木素复染，封片。ＰＢＳ代替一抗作阴性对照。Ｋｉ６７免

疫组化涂片：每例镜下随机采集１０个视野，以镜下Ｋｉ６７阳性

细胞百分比和染色强度的乘积评分。（１）着色细胞占细胞计数

百分率小于５％计０分，５％～２５％计１分，２６％～５０％计２分，

５１％～７５％计３分，＞７５％计４分；（２）无染色计０分，染色强

度淡黄色计１分，棕黄色计２分，棕褐色计３分；（３）二者计分

相乘即阳性等级，０分提示阴性（－），１～４分提示弱阳性性

（＋），５～８分提示阳性（＋＋），９～１２分提示强阳性（＋＋＋）。
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１．３．２　蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）　１０００μＬ组织裂解液、

冷冻脑胶质瘤组织进行匀浆，裂解后，在４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ条

件下离心１０ｍｉｎ。取上清液分装后再加入蛋白上样缓冲液，

１００℃加热，使其变性８ｍｉｎ，置于－２０ ℃保存备用。采用

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＣｘ４３的表达。在恒压下，进行凝胶电泳，

取出胶版。电泳后通过湿法电转移方法转移至ＰＶＤＦ膜上，

封闭２ｈ。封闭结束，洗膜５次×５ｍｉｎ。用５％ＢＡＳ按１∶１

０００稀释第一抗体，将膜与一抗置孵育袋中４℃孵育过夜。用

ＴＢＳＴ洗膜３次×１０ｍｉｎ。用５％ＢＳＡ稀释按１∶２００００稀释

第二抗体，于室温下孵育２ｈ。孵育完成后洗膜３次×１０ｍｉｎ。

膜于化学发光检测试剂反应２ｍｉｎ，取出膜，甩去多余的液体，

感光、显影、定影。

１．４　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，采用单因素方差分析；组间比较采用χ
２ 关

联检验；有序变量间差异性采用非参数秩和检验；相关性分析

采用Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析进行处理，以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　病检　　ＨＥ染色：Ⅰ级胶质瘤细胞显示神经元细胞形

态正常，排列规则，胞质饱满，细胞核染色较正常，见图１；Ⅱ级

胶质瘤细胞显示神经细胞稀疏，排列较规则，数量无减少，神经

细胞胞质浓缩红染，胞核紫染，见图２；Ⅲ级胶质瘤细胞显示神

经细胞数量稀少，排列不规则、紊乱稀疏，间质水肿疏松，神经

细胞胞质浓缩红染，胞核皱缩，见图３；Ⅳ级胶质瘤细胞显示神

经细胞消失、稀疏，排列不规则、紊乱，数量明显减少，间质水

肿疏松，神经细胞胞质浓缩红染，胞核皱缩或溶解、碎裂，见图

４。免疫组化染色：Ｋｉ６７阳性表现为胞核棕黄或棕褐色染色，

Ｋｉ６７在正常脑组织中表达呈阴性，随着胶质瘤级别升高，Ｋｉ

６７染色细胞数目明显增加；Ｋｉ６７（－）未见胞核棕黄或棕褐色

染色，见图５；Ｋｉ６７（＋）胞核少量棕黄或棕褐色染色，见图６；

Ｋｉ６７（＋＋）胞核中量棕黄或棕褐色染色，见图７；Ｋｉ６７（＋＋

＋）胞核大量棕黄或棕褐色染色，见图８。

图１　　ＷＨＯⅠ级 ＨＥ染色（×２００）

图２　　ＷＨＯⅡ级 ＨＥ染色（×２００）

图３　　ＷＨＯⅢ级 ＨＥ染色（×２００）

图４　　ＷＨＯⅣ级 ＨＥ染色（×２００）

图５　　ＷＨＯⅠ级 Ｋｉ６７（－）

图６　　ＷＨＯⅡ级 Ｋｉ６７（＋）

２．２　ＰＣｘ４３表达　伴随胶质瘤恶性程度的增加，ＰＣｘ４３的

表达逐渐升高（犘＜０．０５），见图９。
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图７　　ＷＨＯⅢ级 Ｋｉ６７（＋＋）

图８　　ＷＨＯⅣ级 Ｋｉ６７（＋＋＋）

　　１：正常脑组织；２～５：分别为 ＷＨＯⅠ～Ⅳ级胶质瘤。

图９　　ＰＣｘ４３在各组中表达

２．３　等级资料　Ｋｉ６７在不同级别胶质瘤的表达差异有统计

学意义（犘＜０．０１），呈现递增态势，见表１。

表１　　Ｋｉ６７在不同级别胶质瘤中表达和相关性（狀）

胶质瘤等级 － ＋ ＋＋ ＋＋＋ χ
２ 犘

Ｓｐｅａｒｍａｎ

系数
犘

ＷＨＯⅠ ６ ４ ０ ０ ３５ ＜０．０１ ０．８３７ ＜０．０１

ＷＨＯⅡ ０ １０ ０ ０

ＷＨＯⅢ ０ ６ ３ １

ＷＨＯⅣ ０ ０ ０ １０

表２　　各组ＰＣｘ４３的表达情况

组别 狀 ＰＣｘ４３ 犉 犘

对照组 １０ ０．３８９８±０．１３５９ ９８．２５７ ＜０．０１

ＷＨＯⅠ １０ ０．５２１５±０．１３４９

ＷＨＯⅡ １０ １．２４０３±０．２９５０

ＷＨＯⅢ １０ １．５５４５±０．２３７６

ＷＨＯⅣ １０ １．７６６１±０．１０８５

２．４　单因素方差分析　各组ＰＣｘ４３的表达差异有统计学意

义（犘＜０．０１），胶质瘤等级增加，ＰＣｘ４３表达呈递增的态势，见

表２。正常脑组织中ＰＣｘ４３表达较 ＷＨＯⅠ级差异无统计学

意义（犘＝０．１４０），其余各组间的表达差异均有统计学意义

（犘＜０．０１）。

２．５　ＰＣｘ４３与 Ｋｉ６７表达的相关性　ＰＣｘ４３和 Ｋｉ６７表达

秩相关（ｓｐｅａｒｍａｎ）系数为０．７６９９，二者之间呈正相关（犘＜

０．０１）。

３　讨　　论

作为颅内最常见肿瘤的胶质瘤，其生物学特性各异，因级

别、性质不同有极大的变异性。检测肿瘤增殖活性，对于了解

肿瘤分化情况、预测生物学行为、评估预后和抉择治疗方案均

有非凡的意义。目前细胞增殖标记物应用最普遍，敏感性及特

异性相对较高的是Ｋｉ６７。在细胞有丝分裂的整个周期中，均

有Ｋｉ６７表达，对细胞增殖数量能够更全面、更精确地反映，而

且其半衰期短，出现假阳性结果的概率小，因此比评价细胞增

殖活性的其他检测方法更具优势。研究表明，随着胶质瘤

ＷＨＯ级别升高，肿瘤的恶性程度就越高，其Ｋｉ６７的表达就越

高，反映肿瘤组织的增殖活性能力就越强［８９］。本研究结果与

既往研究相符，进一步证实胶质瘤增殖潜能与Ｋｉ６７的表达呈

正相关。

近年来，诸多肿瘤基础研究方面发现，连接蛋白、缝隙连接

细胞间通讯对肿瘤的发生、发展起到重要调控作用。细胞间隙

连接通讯是细胞间信息直接交流的方式，是以细胞间隙连接

（ｇａｐｊｕｎｃｔｉｏｎ，ＧＪ）为路径构成的。ＧＪ也是细胞间信息直接交

流的惟一膜通道结构，除分化了的骨骼肌、红细胞及睾丸中成

熟的精子细胞外，ＧＪ在所有实质性器官或组织中也广泛存在。

通道蛋白Ｃｘｓ组成 ＧＪ。Ｃｘｓ是一种蛋白质，具有结构相似而

相对分子质量不同的多基因家族编码。在哺乳动物及人体中

发现Ｃｘｓ共有２１种。依相对分子质量不同，Ｃｘｓ命名划分为：

Ｃｘ２６、Ｃｘ３２、Ｃｘ３７、Ｃｘ４３等。目前，ＧＪ在细胞活动、内环境稳

定的维持、生长和发育调控等生命过程中被证明发挥十分关键

的作用；链接蛋白表达变化和细胞间缝隙通讯功能异常，均会

导致包括肿瘤等多种疾病的发生［２３］，是一种极具研究价值的

肿瘤治疗新靶点［１０］。多项研究已表明Ｃｘ４３与肿瘤的发生、转

移和治疗均有紧密联系［１１１２］。因此，对Ｃｘ４３表达的调控可以

作为对肿瘤生物学特性控制的方法之一。

连接蛋白大半可归属于磷蛋白，只是它们的磷酸化水平不

同。磷酸化是蛋白转录后常见的一种修饰，调控细胞间信号转

导方式主要是通过蛋白激酶和蛋白磷酸化酶的相互作用，并调

控着许多细胞内过程。这些过程可能参与涉及 Ｃｘ转运、组

装、解离、降解及通道的门控等各个环节。目前研究证实，Ｐ

Ｃｘ４３与肝癌的发生
［１３］、卵巢上皮癌的生物学特性密切相

关［１４］。但少见ＰＣｘ４３水平与胶质瘤细胞增殖关系的报道。

本研究通过对标本进行ＰＣｘ４３表达水平检测，发现：对照

组脑组织ＰＣｘ４３均呈现低表达，在低级别胶质瘤细胞中也仅

仅是部分表达，随着胶质瘤级别升高，ＰＣｘ４３表达水平呈上升

趋势（犘＜０．０５）。ＰＣｘ４３水平在胶质瘤中，随着肿瘤恶性程度

的增加而升高，与其增殖程度呈正相关。本研究认为，在低级

别胶质瘤中，ＰＣｘ４３受到某种机制的阻碍，而在高级别胶质瘤

中，ＰＣｘ４３的能力被极大提高，导致其蛋白表达显著升高。种

种迹象均提示：在Ｃｘ４３蛋白磷酸化过程中存在某种协同调节

细胞增殖周期的机制，可以促进肿瘤细胞的增殖活性。

ＰＣｘ４３可能有促进胶质瘤发生及向高级别转化作用，而

Ｃｘ４３抑制胶质瘤发生、发展。已有研究显示 ｍｉＲＮＡ可间接

调节脑胶质瘤的生长和发育。Ｊｉｎ等
［１５］研究显示 ｍｉＲ１２５通

过抑制Ｃｘ４３部分地促进胶质瘤生长。如此，就可以假设增加

Ｃｘ４３的表达可以抑制胶质瘤的发生。Ｙｕ等
［１６］对此进行了实
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验验证，他们对胶质瘤细胞引入外源性Ｃｘ４３，可逆转胶质瘤细

胞的恶性表现，甚至可逆转胶质瘤干细胞的恶性表现。调控

ｍｉＲＮＡ识别特定的目标ｍＲＮＡ和转录后水平促进Ｃｘ４３翻译

从而抑制胶质瘤发生，那么假设抑制或阻滞Ｃｘ４３磷酸化是否

可以减缓胶质瘤的生长甚至抑制其发生，ｍｉＲＮＡ是否参与Ｐ

Ｃｘ４３基因表达，它们之间存在怎么样的联系，种种假设和疑问

还有待进一步研究。

综上所述，ＰＣｘ４３水平变化与人胶质瘤细胞增殖性密切

相关，这可能是由于多种致癌因素协同参与了肿瘤的发生、发

展。在这一领域深入研究，可以进一步了解胶质瘤生物学病因

提供重要途径。
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ｓｏｕｎｄａｂｌａｔｉｏｎｆｏｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ

ａｎｄｈｙｐｅｒｓｐｌｅｎｉｓｍ：ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＪＵｌｔｒａｓｏｕｎｄ

Ｍｅｄ，２０１３，３２（１０）：１８５５１８６２．

［１６］ＣｕｉＬ，ＬｉｕＸＸ，ＪｉａｎｇＹ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｓｔｕｄｙｏｎｔｒａｎ

ｓｃａｔｈｅｔｅｒａｒｔｅｒｉａｌｃｈｅｍｏｅｍｂｏｌｉｚａｔｉｏｎ，ｐｏｒｔａｌｖｅｉｎｅｍｂｏｌｉ

ｚａｔｉｏｎａｎｄｈｉｇｈｉｎｔｅｎｓｉｔｙｆｏｃｕｓｅｄｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｓｅｑｕｅｎｔｉａｌ

ｔｈｅｒａｐｙｆｏｒｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＡｓｉａｎＰａｃＪＣａｎｃｅｒＰｒｅｖ，２０１２，

１３（１２）：６２５７６２６１．

［１７］ＮｉＳ，ＬｉｕＬ，ＳｈｕＹ．Ｓｅｑｕｅｎｔｉａｌｔｒａｎｓｃａｔｈｅｔｅｒａｒｔｅｒｉａｌｃｈｅ

ｍｏｅｍｂｏｌｉｚａｔｉｏｎ，ｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｃｏｎｆｏｒｍａｌｒａｄｉｏｔｈｅｒａ

ｐｙ，ａｎｄｈｉｇｈｉｎｔｅｎｓｉｔｙｆｏｃｕｓｅｄｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｆｏｒ

ｕｎｒｅｓｅｃｔａｂｌｅｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＪＢｉ

ｏｍｅｄＲｅｓ，２０１２，２６（４）：２６０２６７．

［１８］柯庆华，苏小岩，周世琼，等．超声聚焦刀联合三维适形放

疗治疗原发性肝癌的疗效分析［Ｊ］．实用癌症杂志，２０１１，

２６（２）：１８４１８７．

［１９］姚晖，龚金兰，李莉，等．立体定向放疗联合高强度聚焦超

声治疗原发性肝癌的临床研究［Ｊ］．实用癌症杂志，２０１４，

２９（１）：２９３２，５０．

（收稿日期：２０１６０７２２　修回日期：２０１６１００６）
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