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细胞凋亡的影响%方法
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例正常脑组织进行
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免疫组织化学方法检测!同

时检测程序性死亡受体
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$在胶质瘤浸润性
A

淋巴细胞的表达!进行相关性分析!
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法检测胶质瘤内浸润性淋巴细胞

的凋亡!应用流式细胞术分析
FGOV!

促进胶质瘤患者外周血中活化
A

细胞的凋亡情况%结果
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$!与胶质瘤病理分级'坏死和预后相关"

%

&

+L+#

$%部分胶质瘤组织及浸润
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胞表达
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阳性的胶质瘤病例淋巴细胞凋亡表达较
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阴性病例明显增高%
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组患者外周血活化
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细胞的

凋亡率为
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阻断
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抗
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胶质瘤是十分常见的中枢神经系统肿瘤#恶性度高#患者

生存率低'程序性死亡受体
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#

FGO!

"是

免疫球蛋白家族的一种膜蛋白#在继发感染中对免疫介导的组

织损伤有重要的保护作用#它包含程序性死亡
O

配体
!
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FGOV!
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和程序性死亡
O

配体
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FGOV*

"两种抑制性配体'研究表明#
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在非小细胞肺癌*卵巢癌*肾细胞癌等众多肿瘤高表

达+
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'本实验采用免疫组织化学法观察
FGO!

(

FGOV!

在人胶

质瘤组织中的表达#分析其与临床病理特征相关性'

A[%WV

法检测胶质瘤内浸润性淋巴细胞的凋亡#流式细胞术分析
FGO

V!

促进胶质瘤患者外周血中活化
A

细胞的凋亡情况#为胶质

瘤免疫治疗提供理论依据'
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!

资料与方法

!L!

!

一般资料
!

正常脑组织
!J

例选自脑外伤脑出血患者#胶

质瘤组织
J+

例均取自解放军第
!+!

医院病理科
*++I$*+!!

年的病理标本#术前未经化疗*放疗与激素治疗#病理诊断明确

且有完整的临床病理资料#均取得知情同意'其中男
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级
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级
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例#
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级
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例'病例资料的随访通过电话和户籍

查访两种方法进行#随访时间大于或等于
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个月#随访成功

#K

例!

,IL#Q

"'胶质瘤患者外周血选取术后确诊在院的胶质

瘤
-

级患者!因
-

级患者
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的表达率高"#均取得患者及

家属同意'
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免疫组织化学方法
!

采用的
!+Q

中性甲醛固定石蜡

包埋组织#

K

%

8

脱蜡水化组织切片#热修复后磷酸缓冲盐溶液

!

FC(

"洗涤#放置
'

*

P

*

中孵育
!#8-5

#滴加一抗孵育过夜!

K

d

"#二抗室温孵育
M+8-5

后经二氨基联苯胺!

G7C

"显色#苏

木精复染'免疫组织化学结果判断)!

!

"首先用光学显微镜进

行观察#
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*
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主要定位于胶质瘤细胞质或细胞膜#阳

性染色为细胞质出现黄色或者褐色颗粒#呈弥漫性分布$!
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"在

K++

倍视野下#避开出血和坏死区域#选取具有代表性的肿瘤

区域#随机选择
!+

个视野#计数
#++

!
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个细胞#计算每个

病例的肿瘤细胞阳性率$!

M

"肿瘤细胞阳性率评分)
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为
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分$
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为
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为
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为
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分$
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为
K

分$!

K

"同时根据染色强度进行记分)无染

色
+

分$淡黄色
!

分#棕黄色
*

分#棕褐色
M

分$!

#

"最后根据肿

瘤细胞阳性率和染色程度进行评分相加)

+

!

M

分为低表达#

K

!

I

分为高表达'
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法检测淋巴细胞凋亡
!

切片脱蜡并经抗原修

复及
FC(

洗涤后
'

*

P

*

中孵育
*+8-5

#清洗后滴加
#+

%

V

末端

脱氧核糖酸转移酶!

A9A

"反应液常温孵育
!=

#洗涤后滴加辣

根过氧化物酶标记的链霉亲和素!
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"遮光孵育

*#8-5

#

G7C

显色苏木素复染封片#阴性对照以
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代替

A9A
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流式细胞术检测淋巴细胞凋亡
!

分别收集
#

例健康和

胶质瘤
-

级患者的抗凝新鲜外周血#梯度离心提取单个核细胞

后经尼龙毛获得
A

淋巴细胞'经过聚羟基脂肪酸酯!

F'7

"活

化的
A

细胞接种于
*K

孔板#每孔
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, 个(
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#培养
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=

后分为空白组!加入
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"*拮抗组!抗
FGO!k FGOV!

"和实

验组!加
FGOV!

"共培养
KJ=

#收集
A

细胞#经异硫氰酸荧光素

标记的膜联蛋白
B

!

755;X-5BOT&A)

"避光孵育
!#8-5

#流式

细胞仪检测细胞凋亡'

!L#

!

统计学处理
!

采用
(F((!IL+

软件进行数据分析#计量

资料用
LfG

表示#比较采用
H

检验$计数资料用率表示#比较

采用
!

* 检验#以
%

&

+L+#

为差异有统计学意义'

"

!

结
!!

果
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!

免疫组织化学检测
FGOV!

在胶质瘤组织中蛋白表达
!

结果显示)

FGOV!

主要定位在肿瘤细胞的细胞质或细胞膜#呈

棕黄色着色
FGOV!

在人正常胶质细胞不表达#在部分胶质瘤

中阳性表达
K*L#+Q

!

MK

(

J+

"#见图
!

'

!!

7

)正常神经胶质细胞不表达
FGOV!

$

C

)胶质瘤低表达
FGOV!

$

)

)

胶质瘤高表达
FGOV!

图
!
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免疫组织化学检测
FGOV!

在正常胶质细胞*

胶质瘤组织的低表达及高表达'

g*++

(

"L"

!

FGOV!

与胶质瘤临床病理因素之间的相关性分析
!

实验

对胶质瘤
FGOV!

的表达与肿瘤位置*大小*有无坏死及临床病

理分期及年龄等进行相关性分析#结果显示#病理分级越高#

FGOV!

的表达水平越高!

%

&

+L+!

"$

FGOV!

表达与和胶质瘤分

级相关的坏死有关#而与患者的年龄*性别*肿瘤位置*大小无

关#见表
!

*

*

'

表
!

!!

FGOV!

在
J+

例胶质瘤组织中的表达与

!!!

临床病理特征'

-

(

项目
-

FGOV!

表达

低表达 高表达
%

年龄
+L,#M

!#

K#

岁
*" " *

!"

K#

岁
#! !I ,

性别
+L+"#

!

女
M# !! M

!

男
K# !# #

肿瘤部位
+LIK!

!

额部
*" !+ *

!

顶叶
!* + !

!

枕叶
I * +

!

颞部
!K K *

!

其他
!J !+ M

肿瘤直径
+L+"I

!#

K/8 !" I *

!"

K/8 ,! !" ,

坏死
+L++!

!

无
K" , !

!

有
M! *+ I

^'P

分级
+L+++

!#

*K * +

!,

*+ I *

!-

MM !I ,

表
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J+

例胶质瘤患者在不同影响因素下
FGOV!

!!!

表达可信区间分析

项目 危险比
"#Q#$ %

年龄
+LJ", +LKJ#

!

!L"#I +LI,J

性别
+L,*K +L*#*

!

!L#II +LM!K

肿瘤位置
+LJM# +L,!+

!

!L+!I +L##+

肿瘤直径
!L*K* +L,K!

!

ML+J, +L*!,

有无坏死
+LK*! +L*"#

!

+LI+M +L++!

^'P

分级
+LK+" +L*,K

!

+LIK" +L+++

FGOV!

表达
+LMJM +L!JI

!

+LI*" +L++#

"L#

!

FGOV!

的表达与患者的预后关系
!

按照材料与方法中的

分类说明#将
FGOV!

在胶质瘤中的表达分为低表达组!评分

+

!

M

分"和高表达组!评分
K

!

I

分"'进行
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?
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生存
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分析发现)

FGOV!

低表达组患者
#

年生存率明显高于
FGOV!

高表达组的患者!

%

&

+L+#

"#见表
M

*图
*

'

表
M

!!

#K

例胶质瘤随访成功患者
FGOV!

表达
#

年生存率

FGOV!

表达
- #

年存活率
%

不表达
M! ,!LMQ +L!IM

低表达
!J ##L,Q +L!K"

高表达
# *+L+Q +L+!K

图
*

!!

FGOV!

在胶质瘤组织中
Z2

?

125OE;-;.

生存曲线分析结果

"L$

!

胶质瘤局部浸润的淋巴细胞表达
FGO!

并出现凋亡
!

免

疫组织化学染色显示胶质瘤
-

级瘤组织内浸润的部分淋巴细

胞表达
FGO!

'

A[%WV

法检测结果显示
FGOV!

强阳性的病例

中胶质瘤组织内浸润的淋巴细胞出现凋亡#然而
FGOV!

阴性

的胶质瘤病例瘤组织内淋巴细胞凋亡数少#见图
M

'

图
M

!!

免疫组织化学检测胶质瘤
-

级局部浸润淋巴

细胞出现凋亡'

A[%WVg*++

(

图
K

!!

FGOV!

对外周血活化
A

细胞凋亡的影响

"L%

!

FGOV!

对患者外周血活化
A

细胞凋亡的影响
!

流式细

胞结果显示重组人
FGOV!

与健康或胶质瘤患者外周血活化的

A

细胞共培养后#重组人
FGOV!

组的凋亡率为
K*L##Q

#明显

高于空白对照组#加入抗
FGO!

阻断
FGOV!

与
A

淋巴细胞结合

后#

FGOV!k

抗
FGO!

组
A

淋巴细胞凋亡率下降至
*,LJ+Q

#见

图
K

'

#

!

讨
!!

论

!!

恶性胶质瘤患者复发率高*预后较差#迄今为止#胶质瘤局

部微环境调节其侵袭性*增殖*凋亡等生物学异常行为的具体

分子机制仍不清楚+

K

,

'因此#阐明恶性胶质瘤细胞凋亡发生的

分子机制#对胶质瘤的治疗及其预后有着重要的意义'

研究发现
FGOV!

可以独立作为胰腺癌患者预后评价的指

标$同时在胃癌患者#高表达
FGOV!

患者临床分期晚#病理分

化差+

#O,

,

#

FGOV!

高表达病例其肿瘤扩散指数
@-O,I

表达也上

调#肿瘤细胞培养中运用阻断剂下调
FGOV!

后肿瘤细胞的转

移与复发也程相对静止状态+

IOJ

,

'在非小细胞肺癌中#

FGOV!

在肿瘤细胞及肿瘤间质与淋巴细胞表达成正相关#也与临床分

期及预后呈正相关+

"

,

'这都提示阻断
FGOV!

可能是肿瘤免疫

治疗的有效手段'本研究检测了
J+

例胶质瘤石蜡切片中
FGO

V!

的表达#结果发现胶质瘤各级别之间
FGOV!

的表达差异有

统计学意义!

%

&

+L+#

"#

FGOV!

的表达随胶质瘤级别的增高而

增高#进一步的随访显示胶质瘤高表达
FGOV!

的患者
#

年生

存率较低+

!+O!!

,

'

在机体的免疫应答过程中#

A

细胞是适应性免疫的生发中

心'

A

细胞在静息状态下低表达
FGO!

#而
A

细胞的激活引起

FGO!

的表达上调'本研究表明胶质瘤中浸润性淋巴细胞部分

表达
FGO!

#同时
A%[WV

实验结果显示高表达
FGOV!

组胶质

瘤内浸润性淋巴细胞凋亡明显#流式细胞结果也显示
FGOV!k

抗
FGO!

组
A

细胞的凋亡率明显下降#

FGOV!

蛋白促进胶质瘤

外周血活化
A

细胞的凋亡#这提示了胶质瘤高表达的
FGOV!

与淋巴细胞表达的
FGO!

结合促进淋巴细胞的凋亡#进而抑制

抗肿瘤免疫功能'这可能与
A

细胞跨膜受体
FGO!

与配体
FGO

V!

结合后#其碳端结构域磷酸化继而去磷酸化其下游因子磷

脂酰
M

激酶和脾酪氨酸激酶#进而抑制
A

细胞活化#诱导
A

细

胞凋亡+

!*O!M

,有关'

综上所述#人胶质瘤组织异常高表达
FGOV!

#且与病理分

级和患者预后密切相关#

FGOV!

与
FGO!

结合促进肿瘤内浸润

的
A

淋巴细胞的凋亡#因此
FGO!

(

FGOV!

信号通路有望成为

胶质瘤免疫治疗的靶点之一'
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本研究通过临床数据进一步证实了在胰腺炎急性期#患者

血浆
7

?

;1-5O!M

和
7

?

;1-5OM,

水平显著升高#且胰腺炎症越重#

血浆
7

?

;1-5O!M

和
7

?

;1-5OM,

水平升高越明显'血浆
):F

水平

作为评估
7F

严重程度及预后的指标被广泛认可#入院
KJ=

内
):F

"

!#+8

S

(

9V

预测
(7F

的灵敏度*特异度分别为
J+Q

和
,#Q

+

!M

,

'本研究证实#入院第
K

天
(7F

患者的血浆
):F

水平显著高于
E7F

患者#与先前的研究结论一致$但在入院

时
(7F

和
E7F

患者的
):F

水平比较差异无统计学意义

!

%

"

+L+#

"#因此
):F

在早期评估
7F

的严重程度仍有一定局

限性'而本研究证明#血浆
7

?

;1-5O!M

和
7

?

;1-5OM,

水平在患

者入院时已发生显著改变#与
7F7)'W

#

评分呈显著正相

关#且
(7F

与
E7F

患者的血浆
7

?

;1-5O!M

和
7

?

;1-5OM,

水平

差异有统计学意义!

%

&

+L+#

"#故
7

?

;1-5O!M

和
7

?

;1-5OM,

反映

7F

的严重程度比
):F

更为敏感#是早期有效预测
(7F

的指

标'从另一方面而言#对于血浆
7

?

;1-5O!M

和
7

?

;1-5OM,

水平

升高的患者#应密切观察临床表现#警惕重症化倾向#及时干

预#为患者提供最佳的治疗方案#改善预后'
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