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　　摘　要：目的　观察转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）及活化素受体样激酶１（ＡＬＫ１）在人脑胶质瘤细胞中的表达及其在胶质细胞

瘤病理分级中的意义。方法　采用半定量ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及免疫组织化学染色等方法检测３２例人脑胶质瘤及３例正常

脑组织中ＴＧＦβ１及ＡＬＫ１ｍＲＮＡ及蛋白的表达水平。结果　人脑胶质瘤细胞中存在ＴＧＦβ１及 ＡＬＫ１ｍＲＮＡ和蛋白表达。

与正常组比较，高级别胶质瘤组ＴＧＦβ１及ＡＬＫ１ｍＲＮＡ和蛋白表达均显著升高（犘＜０．０５），其中ＡＬＫ１的高表达与胶质瘤病理

级别呈明显正相关（狉＝０．２９７，犘＜０．０５）。结论　人脑胶质细胞瘤中，ＡＬＫ１可能参与了胶质瘤的恶变过程。
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　　胶质瘤是中枢神经系统最常见的恶性肿瘤，约占颅内肿瘤

的４０％～５０％，其治疗仍是当今世界的一大难题。转化生长

因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）是多种组织细

胞的生长抑制调控因子，其与不同型受体结合后对细胞生长起

调节作用，但其在胶质瘤中的作用机制尚未完全明确。本课题

拟探讨活化素受体样激酶１（ａｃｔｉｖｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｌｉｋｅｋｉｎａｓｅ１，

ＡＬＫ１）及ＴＧＦβ１在人脑胶质瘤细胞中的表达水平及其在胶

质细胞瘤病理分级中的意义。

１　材料与方法

１．１　材料　收集南昌大学第一附属医院神经外科２０１１年６

月至２０１２年９月手术切除的胶质细胞瘤新鲜标本３２例，其

中，男１４例，女１８例；年龄３１～５６岁，平均４３．５岁；所有病例

均按Ｋｅｒｎｏｈａｎ分级进行分组，均经病理学检查证实诊断，其中

Ⅰ级组６例，均为毛细胞性星形细胞瘤；Ⅱ级组８例，其中弥漫

性星形细胞瘤５例，包括纤维性、原浆性、肥胖性星形细胞瘤，

少枝胶质瘤３例；Ⅲ级组８例，其中间变性星形细胞瘤４例，间

变性少枝胶质瘤２例，间变性少枝星形细胞瘤２例；Ⅳ级组１０

例，其中胶质母细胞瘤６例，髓母细胞瘤４例。由于正常脑组

织标本难以获取，３份正常组均取自脑外伤内减压术患者

标本。

１．２　主要仪器及试剂　鼠抗人 ＴＧＦβ１单克隆抗体（ｓｃ

１３０３４８）、兔抗人ＡＬＫ１抗体（ｓｃ２８９７６）、ＨＲＰ标记羊抗兔ＩｇＧ

抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）。ＳＰ试剂盒，ＤＡＢ二氨基联苯显色剂

试剂盒，ＰＢＳ液等均购自福州迈新生物技术有限公司。Ｍ

ＭＬＶ反转录试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）。Ｔｒｉｚｏｌ试剂为美国Ｇｉｂ

ｃｏＢＲＬ产品。仪器包括Ｏｌｙｍｐｕｓ显微镜、ＳｙｎｇｅｎｅＧｅｎｅＴｏｏｌｓ

凝胶成像系统、微波炉等。ＡＬＫ１、ＴＧＦβ１和βａｃｔｉｎ等引物均

由上海博亚生物公司合成。

１．３　ＲＮＡ的提取及半定量ＲＴＰＣＲ　脑胶质瘤标本组织无

菌条件下保存于液氮罐冻存管中，无菌匀浆器匀浆后沉淀中加

入Ｔｒｉｚｏｌ试剂，根据试剂说明提取总 ＲＮＡ于－７０℃贮存备

用，行半定量 ＲＴＰＣＲ分析。按照Ｐｒｏｍｅｇａ公司的 ＭＭＬＶ

反转录酶操作说明书进行，反转录体系在３７℃孵育１ｈ。βａｃ

ｔｉｎ、ＴＧＦβ１和ＡＬＫ１的ＰＣＲ引物分别为βａｃｔｉｎ上游引物：５′

ＣＡＴＣＴＣＴＴＧＣＴＣＧＡＡ ＧＴＣＣＡ３′，下游引物：５′ＡＴＣ

ＡＴＧＴＴＴＧＡＧＡＣＣＴＴＣＡＡＣＡ３′，扩增产物为３０８ｂｐ；

ＴＧＦβ１上游引物：５′ＡＧＧＴＣＡＣＣＣＧＣＧＴＧＣＴＡＡＴ３′，

下游引物：５′ＴＣＡＡＣＣＡＣＴＧＣＣＧＣＡＣＡＡＣＴ３′，扩增产
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物为３０９ｂｐ；ＡＬＫ１上游引物：５′ＡＧＣＣＧＣＡＡＴＧＴＧＣＴＧ

ＧＴＣＡＡ３′，下游引物：５′ＡＧＴＣＣＴＣＣＡＣＧＡ ＴＧＣＣＡＴ

ＴＣ３′，扩增产物为２６４ｂｐ；ＰＣＲ扩增条件：９５℃ｃＤＮＡ退火６５

ｓ；５３℃引物退火５５ｓ；７２℃引物延伸４５ｓ，总共３０个循环，循

环终止后７２℃终延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用２％琼脂糖电泳溴

化乙锭显色，ＤＮＡ片断在ＳｙｎｇｅｎｅＧｅｎｅＴｏｏｌｓ下扫描分析，取

ＴＧＦβ１及ＡＬＫ１／βａｃｔｉｎ灰度比值作为各组胶质细胞瘤标本

及正常对照中ＴＧＦβ１及 ＡＬＫ１ｍＲＮＡ平均相对含量，记录

结果，以狓±狊表示。

１．４　总蛋白的提取及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　手术切除的新鲜脑

胶质瘤标本组织无菌条件下保存于液氮罐冻存管中，每组分别

称取１００ｍｇ组织，用冷ＰＢＳ漂洗３次。加入２００μＬ细胞裂解

液，冰上匀浆后裂解３０ｍｉｎ。按照蛋白裂解抽提试剂盒进行提

取胶质瘤总蛋白并样品蛋白含量的测定，配制５％积层胶及

８％分离胶进行灌胶上样，每组各取３０μｇ蛋白进行十二烷基

磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ），电泳后将蛋白质

从ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶转移至硝酸纤维膜，５％脱脂奶粉

ＰＴＳＴ室温封闭１ｈ。硝酸纤维膜与一抗（ＴＧＦβ１，ＡＬＫ１）４℃

孵育过夜，ＰＴＳＴ漂洗４×１０ｍｉｎ。再与辣根过氧化物酶标记

二抗３７℃孵育１ｈ行化学发光及曝光，显色后用Ｓｙｎｇｅｎｅ

ＧｅｎｅＴｏｏｌｓ系统扫描半定量分析显影条带，对结果进行图像分

析，ＴＧＦβ１、ＡＬＫ１蛋白表达量＝（目的蛋白电泳条带灰度值／

ＧＡＰＤＨ条带灰度值）×１００％。

１．５　免疫组织化学染色检测 ＡＬＫ１、ＴＧＦβ１　按照免疫组织

化学ＳＰ试剂盒（福建迈新公司）步骤，各组标本予脱蜡、甲醛

固定及内源性过氧化物酶及血清封闭后在玻片上滴加鼠抗人

ＴＧＦβ１单克隆抗体及兔抗人 ＡＬＫ１抗体染色并二抗和链亲

和素一过氧化物（ＳＡ／ＨＲＰ）标记，ＤＡＢ显色至微黄，苏木素复

染后中性树胶封片。同时做用ＰＢＳ代替一抗的阴性对照。高

倍视野（×４００）下见胞质内有棕黄色或褐色颗粒为染色阳性细

胞。采用双盲法观察５～１０个视野，计数５００个细胞，计算高

倍视野下１００个细胞中阳性细胞数。阳性细胞率小于或等于

１０％为阴性，大于１０％为阳性。

１．６　统计学处理　数据输入ＳＰＳＳ１３．０统计软件，所有实验

组均进行方差齐性分析，均数比较采用两样本狋检验，采用

Ｓｐｅａｒｍａｎ非参数相关检验做相关分析。

２　结　　果

２．１　ＴＧＦβ１及ＡＬＫ１ｍＲＮＡ表达的ＲＴＰＣＲ检测结果（图

１～２）　将提取的总ＲＮＡ与目的基因和内参照基因的引物进

行逆转录和ＰＣＲ扩增，扩增产物与ＰＣＲＭａｒｋｅｒ电泳，结果通

过计算机灰度扫描并与内参照（βａｃｔｉｎ）比较出半定量 ＲＴ

ＰＣＲ相对表达含量。与正常组灰度比（０．７３０±０．０８９）相比，

脑胶质瘤Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ级组ＴＧＦβ１灰度比升高，分别为０．７４７±

０．０７８、０．７５１±０．０９２、０．７６０±０．０８４，差异无统计学意义（犘＞

０．０５）；脑胶质瘤Ⅳ级组灰度比为０．８４７±０．０７８，差异有统计

学意义（犘＜０．０５）。Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ及Ⅳ级组Ⅰ型受体 ＡＬＫ１相对

表达量分别为０．７８３±０．０６４、０．８２７±０．０８１、０．９８３±０．０７６及

１．６８３±０．０６５，与正常对照组（０．６３５±０．０８９）比较，差异有显

著统计学意义（犘＜０．０１）。

２．２　ＴＧＦβ１、ＡＬＫ１蛋白表达的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果（图

３）　通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组脑胶质瘤标本ＴＧＦβ１、ＡＬＫ１

蛋白表达显示，ＴＧＦβ１在正常组及Ⅰ级组表达低下，而Ⅱ、Ⅲ

级和Ⅳ级组ＴＧＦβ１表达明显升高，与正常组比较差异有统计

学意义（犘＜０．０５）；另各组脑胶质瘤标本中ＡＬＫ１蛋白表达明

显升高（犘＜０．０５），Ｓｐｅａｒｍａｎ秩相关分析显示各蛋白表达均与

肿瘤病理分级呈正相关（狉＝０．２９７，犘＜０．０５）。

　　１：正常对照组；２：脑胶质瘤Ⅰ级组；３：脑胶质瘤Ⅱ级组；４：脑胶质

瘤Ⅲ级组；５：脑胶质瘤Ⅳ级组；６：ＰＣＲＭａｒｋｅｒ。

图１　　半定量ＲＴＰＣＲ检测ＴＧＦβ１在

各组标本中的表达水平

　　１：正常对照组；２：脑胶质瘤Ⅰ级组；３：脑胶质瘤Ⅱ级组；４：脑胶质

瘤Ⅲ级组；５～６：脑胶质瘤Ⅳ级组；７：ＰＣＲＭａｒｋｅｒ。

图２　　半定量ＲＴＰＣＲ检测ＡＬＫ１在各组中的表达水平

　　１：正常对照组；２：脑胶质瘤Ⅰ级组；３：脑胶质瘤Ⅱ级组；４：脑胶质

瘤Ⅲ级组；５：脑胶质瘤Ⅳ级组。

图３　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＬＫ１蛋白在各组中的表达水平

表１　　正常脑组织及胶质瘤组织ＴＧＦβ１、

　　　　　ＡＬＫ１表达水平比较

组织标本 狀

阳性率

ＴＧＦβ１ ＡＬＫ１

Ⅰ级 ６ ３３．３％（２／６） ５０％（３／６）

Ⅱ级 ８ ３７．５％（３／８） ６２．５％（５／８）

Ⅲ级 ８ ６２．５％（５／８） ７５％（７／８）

Ⅳ级 １０ ８０％（８／１０） ９０％（９／１０）

正常脑组织 ３ ０％（０／３） ３３．３％（１／３）

２．３　免疫组织化学染色法（表１，图４）　正常组及胶质瘤组

ＴＧＦβ１、ＡＬＫ１阳性率见表１。由表１可见，正常组几乎不存

在ＴＧＦβ１表达，但有ＡＬＫ１表达，低级别组（Ⅰ～Ⅱ级）ＴＧＦ

β１表达处于低水平，高级别组（Ⅲ～Ⅳ级）胶质瘤组织表达明

０４１３ 重庆医学２０１４年８月第４３卷第２４期



显升高（犘＜０．０５），其阳性率分别为６２．５％（５／８）、８０％（８／

１０）。发现不同级别胶质瘤组均存在胞质内有棕黄色或褐色颗

粒ＡＬＫ１染色阳性细胞而对照组少见染色阳性细胞。与对照

组比较，各级别组 ＡＬＫ１阳性细胞百分率差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。

　 　

　　Ａ：正常对照组；Ｂ：ＴＧＦβ１阳性表达；Ｃ：ＡＬＫ１阳性表达。

图４　　免疫组化染色（×４００）

３　讨　　论

转化生长因子是一种具有多功能的生长因子，属于一组调

节细胞生长和分化的ＴＧＦβ超家族，有着重要的病理及生理

功能。ＴＧＦβ１是ＴＧＦβ超家族中多种组织细胞的生长调控

因子之一，其对肿瘤的负性调节作用得到大量文献证实。

ＴＧＦβ１早期研究主要集中在其参与炎症、组织修复方面，近期

发现其与细胞分化、生长与发育，尤其是控制细胞增殖及迁徙、

血管生成及肿瘤免疫等密切相关。ＴＧＦβ１在脑胶质瘤中的研

究结果比较复杂，其作用机制尚未明确，国内外对其表达量与

胶质瘤的恶性程度相关性有不同的报道。Ｙａｍａｎａｋａ等
［１］认

为ＴＧＦβ１在绝大多数恶性胶质瘤中都有分泌，而且ＴＧＦβ１

的活性形式是 ＴＧＦβ２的１０倍。Ｓｔｉｌｅｓ等
［２］使用免疫组织化

学方法研究 ＴＧＦβ１在胶质瘤内的表达，认为与其恶性度有

关。文献［３４］通过用免疫组织化学方法检测了胶质瘤，认为

ＴＧＦβ１的表达与胶质瘤的分级呈正相关。另外，有研究发

现［５６］在恶性胶质瘤患者的血清中也检测到 ＴＧＦβ１的升高，

认为这种升高与患者肿瘤分级、进展、肿瘤患者预后密切相关，

可能是胶质瘤治疗的靶点。而Ｓａｍｕｅｌｓ等
［７］在１７例胶质瘤免

疫组织化学检测显示ＴＧＦβ１蛋白表达与肿瘤的恶性级别并

不相关。Ｍｅｒｚａｋ等
［８］研究发现ＴＧＦβ１对胎儿脑细胞和胶质

瘤细胞株均有抑制作用，但与胶质瘤恶性程度无关。本实验中

通过检测不同级别胶质瘤组织中ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ和蛋白表达

发现正常处于低水平的ＴＧＦβ１蛋白表达出现升高，高级别胶

质瘤显著升高并与低分级胶质瘤比较差异有统计学意义，与文

献报道一致，但研究发现ＴＧＦβ１在 ｍＲＮＡ水平无此现象，考

虑是否从ｍＲＮＡ翻译成蛋白过程中受到调控，导致其与蛋白

表达水平不一致，使蛋白过度表达，ＴＧＦβ１功能上调，其机制

需进一步探讨。

ＴＧＦβ在细胞中一般以无活性形式合成与分泌，其生物学

作用是由细胞膜上的特异受体介导的，不仅ＴＧＦβ而且其受

体在调节细胞中起重要作用。体外研究发现多种肿瘤（例如肠

道癌、肝癌、肺癌、前列腺癌）等都存在ＴＧＦβ１的高表达，并可

抑制细胞的增殖，在体内许多肿瘤细胞却对ＴＧＦβ１介导的生

长抑制无明显应答，而存在促进肿瘤生长的可能，考虑ＴＧＦβ１

作用可能存在双重性或多重性［９１０］。文献推测胶质瘤的发生、

发展及恶性胶质瘤的高侵袭性可能与ＴＧＦβ的受体表达异常

或介导的信号通路有关［１１］。许多细胞表面都有ＴＧＦβ受体，

研究发现哺乳动物ＴＧＦβ受体主要存在着Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型３种形

式，相对分子质量分别为５３×１０３、（７０～８５）×１０３ 和（２５０～

３５０）×１０３。Ⅰ、Ⅱ型 ＴＧＦβＲ均为糖蛋白，是跨膜的丝氨酸

苏氨酸激酶，具有蛋白酶活性。有文献表明其与ＴＧＦβ１的亲

和力要比和ＴＧＦβ２的亲和力大１０～８０倍，是ＴＧＦβ１主要受

体。Ⅲ型ＴＧＦβ受体本身缺乏活性，对于其如何参与信号的

传递尚不清楚。ＡＬＫ１是ＴＧＦβ１家族蛋白中的Ⅰ型受体，是

７个ＴＧＦβ１的Ⅰ型受体中的一个，通过介导ＴＧＦβ１参与多

条信号通路调节细胞增殖、分化和凋亡等众多生物学过程。有

研究表明采用基因打靶技术灭活鼠ＡＬＫ１基因，ＡＬＫ１纯合子

胚胎死在中孕期，表现为严重的血管异常，例如人 ＡＬＫ１基因

突变可直接导致遗传性出血性毛细血管扩张症［１２］。另发现当

血管发生早期缺乏 ＡＬＫ１会导致动静脉之间形成分流，而管

床形成的过程中ＡＬＫ１也是必需的
［１３］，提示其在动静脉形成

的过程中，无论在结构、功能以及分子特征上均具有重要的作

用。Ｃｕｎｈａ等
［１４］对血管细胞表面一种 ＡＬＫ１受体进行研究，

当阻断老鼠肿瘤中的ＡＬＫ１受体时，发现血管再生受到抑制，

肿瘤停止生长，认为 ＡＬＫ１可能是肿瘤治疗新靶标。研究发

现ＡＬＫ５抑制增殖、网络形成和管状血管形成以及诱导细胞

凋亡，而ＡＬＫ１在内皮细胞，它与ＴＧＦβ１结合，通过下游信号

分子Ｓｍａｄ２／３拮抗ＡＬＫ５信号通道的作用
［１５１６］，导致内皮细

胞的增殖和迁移，两种Ⅰ型受体对ＴＧＦβ１的调节作用是相反

的。因此，推测ＡＬＫ１ＴＧＦβ１ＡＬＫ５之间平衡与否是血管生

成异常的根本原因［１７］。目前认为ＴＧＦβ１促血管生成主要是

其通过调控内皮细胞的基因增加胶原蛋白的形成和聚集，因而

参与血管内皮细胞的出芽和管腔形成，同时可使内皮形成广泛

的分支管状结构，促进了肿瘤组织血管的生成。肿瘤生长和浸

润的关键是肿瘤血管的发生，新生血管提供肿瘤细胞营养和养

分，肿瘤细胞通过内渗至血液系统，导致肿瘤转移，这也是目前

抗肿瘤药物作用的重要靶点。本实验通过检测Ⅰ型受体

ＡＬＫ１ｍＲＮＡ 蛋白等发现随着胶质瘤病理分级的升高，其

ＡＬＫ１ｍＲＮＡ蛋白表达明显升高并与胶质瘤的病理分级具有

正相关性，可能是体内Ｉ型受体 ＡＬＫ１的高表达介导ＴＧＦβ１

信号通路。本研究发现高级别胶质瘤中 ＡＬＫ１及ＴＧＦβ１呈

高表达状态，其是否参与了肿瘤恶变过程、是否与肿瘤侵袭性

相关等具体机制值得深入研究，以期为临床诊治提供新靶点和

方法。
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