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人脑胶质瘤组织中神经前体细胞表达
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/
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"摘要#

!

目的
!

探讨神经前体细胞表达发育下调蛋白
/

"

4W[[/

#在胶质瘤组织中的表达情况及其与临床

病理参数间的关系%方法
!

选取
1%$1

年
'

月至
1%$8

年
'

月于该院神经外科手术治疗的
/(

例胶质瘤患者的胶

质瘤组织及瘤周组织!通过免疫组织化学法$

e?+@?E,N;"@

检测不同级别胶质瘤患者肿瘤组织和瘤周组织中

4W[[/

的表达与分布!分析
4W[[/

水平与临床病理参数之间的关系%结果
!

胶质瘤组织中
4W[[/

的表达

明显高于瘤周组织"

><=(&/%$

!

!<%&%%$

#!

e\_

高级别胶质瘤组织中
4W[[/

的表达明显高于
e\_

低级

别胶质瘤组织"

><=)&)/0

!

!<%&%%'

#%

4W[[/

的表达与肿瘤直径$

e\_

分级有关"

!

1

<8&'/$

$

$%&$/)

!

!

$

%&%8

#%结论
!

4W[[/

在人脑胶质瘤组织中呈高表达!且与肿瘤
e\_

病理分级相关%
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胶质瘤是神经系统中最常见的恶性肿瘤#患者生

存期短)病死率高)预后差&

$

'

*神经前体细胞表达发

育下调蛋白
/

$

4W[[/

%是一种类泛素蛋白#与泛素约

有
)%i

的氨基酸序列相同#

/%i

同源#主要在心肌和

骨骼肌中特异性表达&

1

'

*

4W[[/

和底物相结合#参

与翻译后可逆性修饰的过程称为
4?!!

I

;7@#",

#即

4W[[

化*该修饰可调控细胞内的多种代谢途径#其

异常将导致人类神经退行性疾病和肿瘤的发生&

'.0

'

*

目前已有相关研究报道
4W[[/

蛋白在肺癌&

8

'

)肝内

胆管癌&

)

'及结肠癌&

-

'中异常高表达#但其在人脑胶质

瘤中的表达情况却较少报道*本研究通过免疫组织

化学法和
e?+@?E,N;"@

检测胶质瘤组织中
4W[[/

的

表达及分布#并初步探讨
4W[[/

的表达与临床参数

的关系*

A

!

资料与方法

A&A

!

一般资料
!

选取
1%$1

年
'

月至
1%$8

年
'

月于

'1%1

重庆医学
1%$(

年
)

月第
0/

卷
$1

期

"
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本院神经外科手术治疗的
/(

例胶质瘤患者的胶质瘤

组织及瘤周组织#获取标本后保存于
=/%]

冰箱内*

其中#

e\_

分级
#

级
$)

例#

$

级
'(

例$少突胶质细

胞瘤
$0

例%#

!

级
1%

例$少突胶质细胞瘤
$%

例%#

"

级
$0

例*纳入标准!首发病例(镜下手术全切除(术

前未接受放)化疗及其他治疗*本研究均已获得患者

家属同意及本院伦理委员会批准*

A&B

!

方法

A&B&A

!

主要试剂和仪器
!

兔抗人
4W[[/

单克隆抗

体购自北京索莱宝科技有限公司(二抗反应增强液)二

抗增强酶标山羊抗小鼠"兔免疫球蛋白
Y

$

Q

A

Y

%聚合物

及二氨基联苯胺$

[5̀

%显色液购自北京中杉金桥生物

技术有限公司(聚偏二氟乙烯$

9d[P

%膜购自美国
M#;#.

D

"E?

公司(荧光显微镜购自日本
4#R",

公司*

A&B&B

!

免疫组织化学检测
4W[[/

表达
!

/(

例标本

在离体后经
$%i

甲醛固定#行常规石蜡包埋等处理#

将包埋标本以
'

(

2

厚度连续切片#置于防脱剂预处

理后的载玻片上*滴加
4W[[/

抗体$稀释比为
$g

$%%

%于
0]

冰箱中孵育过夜(磷酸盐缓冲液$

9̀ V

%清

洗后添加反应增强液)增强酶标山羊抗小鼠"兔
Q

A

Y

复合物#

[5̀

显色液镜下显色观察(苏木素复染#清水

返蓝后中性树胶封片#于镜下观察*以
9̀ V

液代替一

抗作阴性对照*

A&B&C

!

e?+@?E,N;"@

检测
!

取冰冻组织标本
18%

2

A

#剪碎后放入匀浆器中#加入预冷的蛋白裂解液
$

2T

#在冰上匀浆
'%2#,

#使蛋白质充分裂解(将匀浆

后的液体倒入
$&82TW9

管中#煮沸
82#,

后
$%%%%

E

"

2#,

离心*将离心后的上清液析出#在冰上分装至

1%%

(

T

的
W9

管中#置于
=-%]

冰箱保存*二喹啉甲

酸$

:̀5

%法进行蛋白定量#十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯

酰胺$

V[V.95YW

%凝胶电泳分离样品后电转移至

9d[P

膜*

8i

脱脂奶粉
0]

封闭过夜*加入兔抗人

4W[[/

抗体$

$g$%%%

%

0]

孵育过夜#加入羊抗兔二

抗$

$g$%%%%

%

'-]

孵育
$B

*采用凝胶成像系统进

行分析#测定各条带的吸光度值*将每个标本测得的

4W[[/

条带吸光度值与内参甘油醛
.'.

磷酸脱氢酶

$

Y59[\

%条带吸光度值相比#所得比值代表该标本

中
4W[[/

蛋白的表达水平*

A&B&E

!

结果判断
!

由本院两名经验丰富的病理医师

采用双盲法阅片和双评分半定量法进行评分#光镜下

观察
/

个高倍镜视野#计数
4W[[/

阳性细胞*其中

以阳性细胞百分比小于或等于
18i

为
$

分#

%

18i

&

8%i

为
1

分#

%

8%i

&

-8i

为
'

分#

%

-8i

为
0

分*

按染色程度评分!无染色者为
%

分#淡黄色者为
$

分#

黄色或棕黄色者为
1

分#褐色者为
'

分*最后以两者

评分总和为最终评分结果!

%

分为阴性#

$

&

-

分为阳

性#其中
$

&

'

分为低表达#

0

&

-

分为高表达*

A&C

!

统计学处理
!

采用
V9VV18&%

对数据进行处理

与分析*运用
6S*

法对数据进行正态分布检验#计量

资料以
J Â

表示#肿瘤组织与瘤周组织#

e\_

低病

理级别与高病理级别组织中
4W[[/

的表达比较采用

两独立样本
>

检验#

4W[[/

的表达与临床病理参数

间的关系采用
!

1 检验#以
!

$

%&%8

为差异有统计学

意义*

B

!

结
!!

果

B&A

!

4W[[/

在脑组织中的表达和分布
!

4W[[/

在

肿瘤组织细胞核中高度表达#而在细胞质中表达相对

较弱#可见黄色或棕黄色的阳性颗粒物质$图
$

%*

4W[[/

蛋白水平在瘤周组织中为
%&$$^%&%1

#在肿

瘤组织中为
%&0'^%&%)

#

e\_

低病理级别$

#

)

$

%

中为
%&'1̂ %&$0

#高病理级别$

!

)

"

%中为
%&81^

%&%/

#瘤周组织与肿瘤组织比较差异有统计学意义

$

><=(&/%$

#

!<%&%%$

%#

e\_

低病理级别与
e\_

高病理级别比较差异有统计学意义$

><=)&)/0

#

!<

%&%%'

%#见图
1

*

4W[[/

表达分布情况见表
$

*

表
$

!!

4W[[/

在不同级别和不同组织中的表达%

)

&

组织类型
)

阴性 低表达 高表达

瘤周组织
/( 8- '% 1

肿瘤组织
/( $/ 18 0)

低级别
88 $- 1' $8

高级别
'0 $ 8 1/

表
1

!!

肿瘤组织中
4W[[/

蛋白的表达与

!!!

临床病理因素的关系%

)

&

项目
)

阴性 阳性
!

1

!

年龄$岁%

$&%%/ %&01-

!$

08 '( ) ''

!'

08 8% $1 '/

性别
%&)'' %&00'

!

男
0- / '(

!

女
01 $% '1

肿瘤直径$

G2

%

)&-/8 %&%$)

!$

' 0% $' 1-

!'

' 0( 8 00

e\_

分级
$%&$/) %&%%$

!

低级别
88 $- '/

!

高级别
'0 $ ''

胶质瘤成分
1&0-)

%&$$)

7

!

少突细胞
10 / $)

!

非少突细胞
)8 $% 88

肿瘤部位
%&'0/ %&/0%

!

额叶
1' 8 $/

!

颞叶
0% - ''

!

顶叶
1) ) 1%

!!

7

!采用连续性校正
!

1检验

01%1

重庆医学
1%$(

年
)

月第
0/

卷
$1

期



图
$

!!

免疫组织化学检测胶质瘤组织和瘤周组织中
4W[[/

的表达

B&B

!

4W[[/

的表达与临床病理因素的关系
!

4W[[/

的表达与
e\_

分级)肿瘤直径有相关性

$

!

$

%&%8

%#与患者性别)年龄)胶质瘤成分及肿瘤部

位无相关性$

!

%

%&%8

%#见表
1

*

!!

$

!瘤周组织(

1

!肿瘤组织(

'

!低病理级别胶质瘤组织(

0

!高病理级

别胶质瘤组织(

Y59[\

!对照内参

图
1

!!

e?+@?E,N;"@

检测脑组织中
4W[[/

蛋白水平

C

!

讨
!!

论

!!

4W[[/

是由
4W[[/

基因编码的由
/$

个氨基酸

残基构成的多肽#又称
3HN$

#在大多数真核生物中广

泛表达#高度保守#在细胞功能的调控中发挥了重要

作用&

/

'

*

4W[[

化是一种蛋白质翻译后修饰途径#通

过该途径#

4W[[/

与底物蛋白结合可调节蛋白质的

功能#此过程中涉及
'

种酶!激活酶
W$

)结合酶
W1

及

连接酶
W'

&

(

'

*目前已知
4W[[/

修饰的主要底物是

GH;;#,

家族#该蛋白家族可作为
GH;;#,.3Q4Y

泛素连接

酶$

:3T+

%的分子骨架&

$%

'

#且在多种人类癌症中发现

:3T+

的亚基存在着过表达)突变或者扩增等现象*

已有研究表明#

4W[[

化途径过度激活将会导致人类

恶性实体瘤的进展&

8.-

'

(此外#

4W[[/

通路的抑制因

子
MT40(10

也已显示出了较好的抗肿瘤特性&

$$

'

*

人脑胶质瘤的发生和发展是一个多因素)多环节

的病理性改变过程*由于内部分子结构异常复杂#人

脑胶质瘤在临床上的治疗效果不容乐观*在肿瘤细

胞中#蛋白质主要参与增殖)迁移等重要活动并为肿

瘤的生长提供营养物质&

$1

'

*目前已有少量研究报道

4W[[

化过度激活有可能与胶质瘤$

"

级%组织的恶

性程度相关联&

$'

'

#此外#肿瘤组织中
4W[[/

蛋白的

高表达也提示了患者预后不良*

本研究显示#

4W[[/

在肿瘤组织中的阳性表达

为
-(&/i

$

-$

"

/(

%#明显高于瘤周组织中的
'8&(i

$

'1

"

/(

%#这提示
4W[[/

可能在胶质瘤的发生和发展

中起重要作用*

4W[[/

在
e\_

高病理级别中的阳

性表达为
(-&$i

$

''

"

'0

%#明显高于
e\_

低病理级

别中的
)(&$i

$

'/

"

88

%#本研究还通过检测不同
e\_

病理级别中的蛋白水平#更加明确了
4W[[/

蛋白在

胶质瘤组织中表达上调#且随着肿瘤
e\_

病理级别

的升高而升高#这与文献&

$'

'报道情况基本一致#这

表明
4W[[/

可能在胶质瘤的进展过程中发挥重要作

用*由于大多数胶质瘤与周围组织分界不明显#术中

难以保证对肿瘤做到全切除&

$0

'

#这可能导致胶质瘤术
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后复发#因此#

4W[[/

蛋白的表达程度是否可作为快

速判断肿瘤边界的定量指标#对临床一线医生后续手

术全切胶质瘤有重要意义*此外#本课题组发现#胶

质瘤组织中
4W[[/

的表达与患者
e\_

病理分级)

肿瘤直径有关$

!

$

%&%8

%#而与年龄)性别)肿瘤细胞

成分及肿瘤部位无明显相关性$

!

%

%&%8

%*

4W[[/

的表达随着肿瘤直径的增大而增加#可能是肿瘤组织

中
4W[[/

蛋白经
4W[[

化抑制
:H;;#,+

与
:54[$

的相互作用#促进了
:H;;#,

与接头蛋白和底物识别亚

基的结合#增强
:3T+

的生物活性#从而加速了肿瘤

的生长和增殖&

$8

'

*据此#本研究假设
4W[[/

表达水

平的增高促进了胶质瘤的病理级别及体积的改变#

4W[[/

蛋白可能有望作为判断胶质瘤生物学特征的

分子新靶点*

综上所述#本研究初步分析了
4W[[/

蛋白在胶

质瘤组织中的表达情况#为研究胶质瘤的生长机制)

侵袭进展提供了理论依据和参考*然而#

4W[[/

蛋

白的异常表达是通过何种途径来增强胶质瘤的生物

活性目前尚未明了*接下来本课题组将进行
4W[[/

参与胶质瘤发生)发展过程的机制研究#并对肿瘤患

者术后进行随访#进一步探讨
4W[[/

与胶质瘤患者

预后的关系*
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