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　　摘要：目的　探讨垂体瘤转化基因 (ＰＴＴＧ)和碱性成纤维细胞生长因子 (ｂＦＧＦ)在胶质瘤中表达及二者相互
关系。方法　40例星形细胞胶质瘤患者手术标本,病理学分级为Ⅰ级 8例、Ⅱ级 10例、Ⅲ级 13例、Ⅳ级 9例。逆
转录聚合酶链式反应 (ＲＴ-ＰＣＲ)检测 ＰＴＴＧｍＲＮＡ及 ｂＦＧＦｍＲＮＡ的表达,免疫组化检测二者蛋白表达。结果　
ＰＴＴＧｍＲＮＡ、ｂＦＧＦｍＲＮＡ及蛋白表达均随着肿瘤病理级别的增高而增加 (Ｐ<0.05或 Ｐ<0.01)；ＰＴＴＧ蛋白表
达与 ｂＦＧＦ蛋白表达呈显著正相关 (ｒ=0.523,Ｐ<0.05)。结论　ＰＴＴＧ和 ｂＦＧＦ与胶质瘤的生物学行为有密切
关系,二者共同促进胶质瘤的发生发展。
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　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｉｔｕｉｔａｒｙｔｕｍｏｒｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｅｎｅ(ＰＴＴＧ)ａｎｄｂａｓｉｃｆｉｂｒｏ-
ｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ(ｂＦＧＦ)ｉｎｇｌｉｏｍａｓａｎｄｄｅｔｅｃｔｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｍ.Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙ-
ｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ(ＲＴ-ＰＣＲ)ｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＴＴＧｍＲＮＡａｎｄｂＦＧＦｍＲＮＡｉｎｔｈｅｓｐｅｃｉ-
ｍｅｎｓｆｒｏｍ40ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｇｌｉｏｍａ,ｉｎｖｃｌｕｄｉｎｇ8ｃａｓｅｓｏｆｇｒａｄｅⅠ,10ｇｒａｄｅⅡ,13ｇｒａｄｅⅢ ａｎｄ9ｇｒａｄｅⅣ.Ｔｈｅｐｒｏ-
ｔｅｉｎｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｂｙＰＴＴＧａｎｄｂＦＧＦｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｕｓｉｎｇｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ-ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ(ＳＰ)ｍｏｔｈｅｄ.
Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＰＴＴＧｍＲＮＡａｎｄｂＦＧＦｍＲＮＡｗｅｒｅｂｏｔｈｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｇｒａｄｅｏｆｇｌｉｏｍａ(Ｐ
<0.05ｏｒＰ<0.01).ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＴＴＧｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｏｆｂＦＧＦｐｒｏｔｅｉｎ(ｒ=0.523,Ｐ
<0.05).Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅａｂｎｏｒｍａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＴＴＧｍＲＮＡａｎｄｂＦＧＦｍＲＮＡｐｌａｙｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅｓｉｎｔｈｅｂｉｏｂｅｈａｖ-
ｉｏｒｓｏｆｇｌｉｏｍａ.

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｇｌｉｏｍａ；ｐｉｔｕｉｔａｒｙｔｕｍｏｒｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｅｎｅ；ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ

　　胶质瘤是颅内常见的恶性肿瘤,预后差,目前仍
是神经外科的难题之一。已经证实胶质瘤的发生是
多基因、多步骤的过程。新近发现的垂体瘤转化基
因 (ｐｉｔｕｉｔａｒｙｔｕｍｏｒｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｅｎｅ,ＰＴＴＧ)在细胞增
殖、转化、肿瘤发生发展中起着重要作用。血管新生
是肿瘤生长和转移过程中一个关键限速步骤,碱性
成纤维细胞生长因子 (ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ,
ｂＦＧＦ)是发动肿瘤血管新生的主要活化因子之一。
本研究检测胶质瘤标本中 ＰＴＴＧ和 ｂＦＧＦ表达情况,
以探讨两者与胶质瘤生物学特征及其相互关系。

1　资料和方法
1.1　临床资料　徐州医学院第二附属医院及南京
医科大学第一附属医院神经外科切除的胶质瘤标本

40例；患者中男28例,女12例；年龄 13～67岁,平均
36.2岁；按 2000年 ＷＨＯ制定的中枢神经系统肿瘤
分类标准,病理学分级为Ⅰ级 8例、Ⅱ级 10例、Ⅲ级 13
例、Ⅳ级9例。所有标本均经病理学检查证实。
1.2　主要试剂　Ｔｒｉｚｏｌ、ｄＮＴＰｓ、ＤＮＡａｓｅⅠ、ＴａｐＤＮＡ聚
合酶、Ｏｌｉｇｏ(ｄＴ)15、ＡＶＭ逆转录酶 (Ｐｒｏｍｅｇａ公司 ),
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ｂＦＧＦ、ＰＴＴＧ鼠抗人单克隆抗体 (ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司 ),
ＳＰ、ＤＡＢ试剂盒 (北京中山生物工程公司 )。
1.3　逆转录、聚合酶链反应 (ＲＴ-ＰＣＲ)方法　用
Ｔｒｉｚｏｌ法提取细胞总 ＲＮＡ,ＧｅｎｅＱｕａｎｔ核酸定量仪分
光光度仪测定浓度和纯度,Ｄ260/280=1.6～2.0,逆
转录合 成 ｃＤＮＡ。合 成 ｃＤＮＡ的 总 反 应 体 系 为

25μｌ,包括 0.5μｇＯｌｉｇｏ(ｄＴ)15、2μｇｍＲＮＡ、10Ｕ
ＡＶＭ逆转录酶。ＰＣＲ反应引物 (上海生物工程公
司 )设计如下：ＰＴＴＧ引物,上游 5′-ＣＴＡＡＧＧＡＴ-
ＧＧＧＣＴＧＡＡＧＣＴＧ-3′,下游 5′- ＣＡＡＡＣＡＧＧＴＧ-
ＧＣＡＡＴＴＣ-3′,扩增长度 496ｂｐ；ｂＦＧＦ引物,上游
5′- ＣＡＡＧＣＧＧＣＴＧＴＡＣＴＧＣＡＡ -3′,下 游 5′-
ＣＣＣＡＧＧＴＣＣＴＧＴＴＴＧＧＡ-3′,扩增长度为 340ｂｐ；
β2Ｍ引物,上游 5′-ＧＴＡＡＧＣＡＧＣＡＴＣＡＴＧＣＡ-3′,
下游5′-ＴＧＧＡＧＧＡＡＣＣＴＧＧＴＣＡ-3′,扩增长度300
ｂｐ。ＰＣＲ反应体系包括：逆转录混合液 4μｌ、ＴａｐＤ-
ＮＡ聚合酶 0.8μｌ、3种引物 (50μｍｏｌ/Ｌ)各 1μｌ。
ＰＣＲ循环条件：变性 95℃ 5ｍｉｎ,94℃ 1ｍｉｎ,56℃
1ｍｉｎ,72℃ 1ｍｉｎ,35个循环,延伸 72℃ 10ｍｉｎ。
1%琼脂糖凝胶电泳,将凝胶在图像分析系统分析,
计算 ＰＴＴＧ、ｂＦＧＦ的 Ｄ值 (未见阳性扩增带记为0),
以 β2Ｍ的 Ｄ值为参照,计算比值。
1.4　免疫组化方法及结果判定　免疫组化采用链
霉素抗生素 -过氧化物酶 (ＳＰ)法,5μｍ连续切片,
加入一抗前用微波处理以促使抗原暴露。ＰＴＴＧ单
抗、ｂＦＧＦ单抗工作浓度均为 1∶100,ＤＡＢ显色。ＰＢＳ
代替一抗作阴性对照。以肿瘤细胞核或细胞质中出
现黄色或棕黄色为阳性表达,阳性染色细胞条件为
细胞结构清晰、阳性颗粒定位好、着色与背景对比清
晰。高倍镜下观察 500个细胞的阳性细胞数,根据
阳性细胞所占的比例进行表达判定：<10%为阴性
(-),≥10%为阳性 (+)。
1.5　统计学处理　采用华西医科大学研制的ＰＥＭＳ统
计软件处理。实验所得数据用 ﹣ｘ±ｓ表示,单因素方差
分析总体有差异后进一步 ＬＳＤ两两比较各组间差异；

半定量资料差异采用趋势性卡方检验和 Ｓｐｅａｒｍａｎ相

关分析。以 Ｐ<0.05为差异有统计学意义。
2　结　果
2.1　ＰＴＴＧｍＲＮＡ、ｂＦＧＦｍＲＮＡ表达与胶质瘤病理
级别的关系　ＲＴ-ＰＣＲ结果显示,38例胶质瘤标本
可见 ＰＴＴＧｍＲＮＡ阳性扩增带 (图 1),1例Ⅰ级、1
例Ⅱ级未见扩增,其表达随着肿瘤病理级别的增高
而显著增加；单因素方差分析表明 4组 (病理分级 )

总体间差异有统计学意义 (Ｆ =33.282,Ｐ <
0.01),ＬＳＤ两两比较各组间差异有统计学意义 (Ｐ
<0.01)(表 1)。ｂＦＧＦｍＲＮＡ结果显示,38例胶质
瘤标本阳性扩增 (图 2),1例Ⅰ级、1例Ⅱ级标本未
见扩增带,其表达随着肿瘤病理级别的增高而显著
增加；单因素方差分析表明 4组总体间差异有统计
学意义 (Ｆ=28.774,Ｐ <0.01),ＬＳＤ两两比较各
组间差异有统计学意义 (Ｐ<0.01)(表 1)。

表 1　ＰＴＴＧｍＲＮＡ、ｂＦＧＦｍＲＮＡ的表达 (Ｄ比值 )
病理分级 ｎ ＰＴＴＧｍＲＮＡ∗ ｂＦＧＦｍＲＮＡ∗

Ⅰ级 8 0.907±0.065 0.891±0.056
Ⅱ级 10 1.109±0.083 1.019±0.124
Ⅲ级 13 1.312±0.089 1.141±0.071
Ⅳ级 9 1.499±0.215 1.271±0.076

　　组间两两比较：∗ Ｐ均 <0.01

图 1　ＲＴ-ＰＣＲ检测 ＰＴＴＧｍＲＮＡ表达结果
Ｍ.ＰＣＲＭａｒｋｅｒ　1～4.分别为Ⅰ ～Ⅳ级胶质瘤

图 2　ＲＴ-ＰＣＲ检测 ｂＦＧＦｍＲＮＡ表达结果
Ｍ.ＰＣＲＭａｒｋｅｒ　1～4.分别为Ⅰ ～Ⅳ级胶质瘤

2.2　ＰＴＴＧ、ｂＦＧＦ蛋白表达与胶质瘤病理级别的关
系　ＰＴＴＧ蛋白阳性表达主要定位于肿瘤细胞的胞

质,弥漫性全细胞分布,少量定位于细胞核 (图 3),
本组 40例中,阴性表达 13例,阳性表达 27例,ＰＴ-
ＴＧ蛋白表达随着肿瘤病理级别的增高而增加,各组
间差异有显著性 (χ2=9.538,Ｐ <0.05)(表 2)。
ｂＦＧＦ的表达以肿瘤细胞胞质着色为主,阳性细胞呈
簇状分布于血管周围 (图 4),本组 40例中,阴性表
达 16例,阳性表达 24例,ｂＦＧＦ蛋白表达随着肿瘤
病理级别的增高而增加,各组间差异有显著性 (χ2
=8.091,Ｐ<0.05)(表 2)。
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图 3　胶质瘤 ＰＴＴＧ蛋白免疫组化 (ＳＰ染色,×200) 图 4　 胶质瘤 ｂＦＧＦ蛋白免疫组化 (ＳＰ染色,×200)

2.3　ＰＴＴＧ、ｂＦＧＦ蛋白在胶质瘤中表达的相关性
　40例胶质瘤标本：ＰＴＴＧ阴性表达 13例中,ｂＦＧＦ
阴性 10例,阳性 3例；ＰＴＴＧ阳性表达 27例中,ｂＦ-

ＧＦ阳性表达 21例,阴性表达 6例。Ｓｐｅａｒｍａｎ等级
相关分析显示：ＰＴＴＧ与 ｂＦＧＦ蛋白表达之间呈正相

关 (ｒ=0.523,Ｐ<0.01)。
表 2　ＰＴＴＧ、ｂＦＧＦ蛋白免疫组化检测结果

病理分级 ｎ
ＰＴＴＧ

阴性 (例 ) 阳性 (例 ) 阳性率 (% )
ｂＦＧＦ

阴性 (例 ) 阳性 (例 ) 阳性率 (% )
Ⅰ级 8 5 3 37.5 6 2 25.0
Ⅱ级 10 5 5 50.0 5 5 50.0
Ⅲ级 13 3 10 76.9 4 9 69.2
Ⅳ级 9 0 9 100 1 8 88.9

3　讨　论
　　肿瘤新生血管的形成在肿瘤的生长、侵袭、转移
中起到重要的作用,没有血管就没有肿瘤的观点已
得到众多的支持。目前,已经鉴定出来的众多促进
肿瘤血管生成的生长因子,主要有血管内皮生长因
子 (ＶＥＧＦ)、表皮生长因子 (ＥＧＦ)、血小板源性生
长因子 (ＰＤＥＣＧＦ)、ＦＧＦ等,其中 ＦＧＦ是一种具有广
泛生物活性的肽类物质,通过自分泌或旁分泌的形
式促进细胞分裂增殖并强烈刺激肿瘤的血管生成。
ＦＧＦ家族目前已发现有 9名成员,分别命名为 ＦＧＦ
-1～9。依据其等电点的不同,ＦＧＦ-1和 ＦＧＦ-2
也分别称为酸性 ＦＧＦ(ａＦＧＦ)和碱性 ＦＧＦ(ｂＦＧＦ)。
　　ｂＦＧＦ对新生血管形成过程中的各个环节均有

促进作用,可趋化血管内膜的各类细胞,并诱导这些
细胞表达胶原酶、蛋白水解酶等,这些酶类可以促使
血管内皮降解和刺激内膜各类细胞的增殖,诱导血
管内皮细胞长入胶原基质形成管腔,促进新生血管
生长。无论是在体内还是体外培养的血管内皮细
胞,都可在 ｂＦＧＦ的诱导下形成新的小血管。体外
培养的内皮细胞中给予 ｂＦＧＦ可以发现 ＶＥＧＦ的表

达增加。本研究结果显示 ｂＦＧＦｍＲＮＡ及其蛋白的

表达均随着胶质瘤病理级别的增加而显著增加,其
蛋白表达主要分布于血管周围,表明 ｂＦＧＦ参与促
进胶质瘤的血管生成,从而加速肿瘤细胞的增殖,参
与肿瘤细胞的分化,并向更高病理级别发展,在胶质
瘤的发生、发展中起着重要的作用。
　　ＰＴＴＧ定位于染色体 5ｑ33,含有 5个外显子和 4
个内含子,编码一个含 202个氨基酸残基、相对分子
质量为 22×103的蛋白质。在大多数正常人体组织
如结肠、胰腺、卵巢、大脑等,ＰＴＴＧ只有弱表达甚至
检测不到,但在多种增生活跃的组织,如胚胎肝、脾
脏、睾丸等存在 ＰＴＴＧ的表达,在肿瘤细胞中如肺
癌、膀胱癌、肝癌、垂体瘤、白血病、甲状腺癌等中高
表达,因此 ＰＴＴＧ是一种强劲的细胞转化基因,对细
胞的转化增殖和肿瘤的形成有重要的研究价值。体
外实验证实,过度表达 ＰＴＴＧ的 3Ｔ3细胞能形成明
显的细胞群落,而只转染载体的 3Ｔ3细胞和 3Ｔ3亲
代细胞则不形成。将过度表达 ＰＴＴＧ的 3Ｔ3细胞接
种于裸鼠皮下,3周内可形成肿瘤。ＰＴＴＧ在多种肿
瘤和肿瘤细胞系中过度表达,其促进肿瘤发生的机
制可能有以下几个方面：抑制姊妹染色单体的分离,
使高表达 ＰＴＴＧ的组织或细胞出现成瘤倾向；编码

一种蛋白封闭 Ｐ53蛋白同 ＤＮＡ的连接位点,从而抑
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制其转录活性和诱导凋亡的能力；诱导细胞转化；对

ｂＦＧＦ参与肿瘤血管生成的促进作用；通过反式激活

作用,促进 ｃ-ｍｙｃ和 ｂＦＧＦ等其他原癌基因的表
达。众多研究发现,ＰＴＴＧ与肿瘤的侵袭性、恶性程
度、细胞分化程度及预后密切相关 [1～4]。本研究运
用 ＲＴ-ＰＣＲ及免疫组化技术检测 ＰＴＴＧｍＲＮＡ及
其蛋白在胶质瘤中的表达发现,肿瘤的病理级别越
高,其表达越强,随着肿瘤病理级别的增高,ＰＴＴＧ
ｍＲＮＡ及其蛋白相应地增加,各组间差异有统计学
意义,表明 ＰＴＴＧ能够促进胶质瘤细胞向更高恶性
程度发展。
　　关于 ＰＴＴＧ促进肿瘤新生血管生成,国内外的
研究均表明与 ｂＦＧＦ的关系最为密切。ＰＴＴＧ促肿
瘤新生血管生成作用可能是通过 ｂＦＧＦ实现的。
Ｋａｋａｒ等 [5]研究表明,肺癌细胞中 ＰＴＴＧ的表达显著
增高,应用 ＲＮＡ干扰技术可以显著抑制肿瘤细胞的
生长,ｂＦＧＦ的表达水平显著下降,其血管生成也相
应地显著下降；ＭｃＣａｂｅ等 [6]的结果也表明 ＰＴＴＧ可
以促进垂体瘤中 ＦＧＦ-2(ｂＦＧＦ)表达,促进血管生
成并增加肿瘤的侵袭性；Ｔｆｅｌｔ-Ｈａｎｓｅｎ等 [7]发现
ＰＴＴＧ的过度表达可显著上调 ＦＧＦ-2的表达,并促
进肿瘤的血管形成。本实验发现 ＰＴＴＧ和 ｂＦＧＦ的
表达呈显著正相关,表明二者在肿瘤细胞的生成和
发展中起协同作用。我们认为 ＰＴＴＧ可以通过提高
ｂＦＧＦ的表达促进肿瘤新生血管的形成而促进肿瘤

的生长及向恶性转化。

　　本实验初步证实了 ＰＴＴＧ和 ｂＦＧＦ在胶质瘤中的

表达情况及二者的相关性。临床上对手术标本同时
进行二者的检测,有助于判断肿瘤恶性程度和预后。
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肺癌组织 Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ表达的免疫组织化学研究∗

王红兵1,苗　慧2,蔡晓敏3,吴秀英3,胡西旦3,迪力努3,陈春玲3

(1.徐州医学院附属医院肿瘤科,江苏 徐州 221002；2.徐州医学院 2004级肿瘤学专业研究生,
江苏 徐州 221002；3.新疆伊犁州新华医院内科,新疆 伊宁 835000)

摘要：目的　检测 Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ在肺癌组织、癌旁组织及正常肺组织中的表达,并探讨其在肺癌发生发展中的
作用。方法　采用免疫组化 ＳＰ法对 22例肺癌组织、相应的癌旁组织和 9例肺部良性病变旁正常肺组织中 Ｅ-
ｃａｄｈｅｒｉｎ的表达状况进行检测。结果　22例肺癌组织中 Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达减弱或缺失率 59.1% (13/22),明
显高于相应癌旁组织中蛋白表达减弱或缺失率 27.3% (6/22)；9例正常肺组织中 Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ均正常表达。结论
　Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ表达减弱或缺失是肺癌发生中的常见分子事件,可能参与了肺癌的发生发展过程。
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