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ＡＮＸＡ２和ＥＧＦＲ在人脑胶质瘤中的表达及临床意义

杨　斌１，刘献志１，李进军１，辛艳超１，翟　瑛２　　（４５００５２郑州，郑州大学第一附属医院：神经外科１，口腔颌面外科２）

　　［摘要］　目的　研究ＥＧＦＲ和ＡＮＸＡ２信号通路在不同级别人脑胶质瘤组织中的表达情况及临床意义。方法　 采
用免疫组化ＳＰ法分别对３８例低级别胶质瘤（Ⅰ、Ⅱ级）和３８例高级别胶质瘤（Ⅲ、Ⅳ级）以及１０例正常脑组织中的
ＡＮＸＡ２和ＥＧＦＲ的表达情况进行检测，并分析 ＥＧＦＲ和 ＡＮＸＡ２表达情况及其相关性。结果 　 与正常脑组织相比，
ＥＧＦＲ和ＡＮＸＡ２在人脑胶质瘤中的表达均显著增加。通过阳性区平均积分光密度定量分析，在正常组、低级别胶质瘤
组、高级别胶质瘤组ＥＧＦＲ和 ＡＮＸＡ２数值分别为（１０６．４９±５．６９）和（１０３．５２±３．７５）、（１２４．９６±３．３９）和（１２５．６２±
２３７）、（１４９．６６±４．６３）和（１４８．２３±５．２９），各组之间 ＥＧＦＲ和 ＡＮＸＡ２的测定值有统计学差异（Ｆ＝８６．５８，Ｆ＝１０１．８３，
Ｐ＜０．０５），并且ＥＧＦＲ和ＡＮＸＡ２表达也呈现显著正相关（ｒ＝０．５２１，Ｐ＜０．０５）。结论　 ＥＧＦＲ和ＡＮＸＡ２在人脑胶质瘤
中的表达均显著增加，且其表达具有的相关性。ＥＧＦＲ和ＡＮＸＡ２信号通路可能在人脑胶质瘤的发生、发展中起着一定的
协同作用。

　　［关键词］　 人脑胶质瘤；ＥＧＦＲ；ＡＮＸＡ２；免疫组化
　　［中图法分类号］　Ｒ７３０．２３；Ｒ７３０．２６４；Ｒ７３９．４１　　 ［文献标志码］　Ａ

［通信作者］　刘献志，电话：（０３７１）６６８６２２４２Ｅｍａｉｌ：ｌｘｚ＠ｚｚｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　胶质瘤是颅内最常见的恶性肿瘤，其本质是一种
多基因异常疾病。由于人脑胶质瘤在在发病过程中程

侵袭性生长，所以治疗困难，手术难以全部切除，预后

较差。膜联蛋白 Ａ２（ａｎｎｅｘｉｎ２，ＡＮＸＡ２）是一类钙依
赖的磷脂结合蛋白，在 ＤＮＡ合成及细胞增殖中起重
要作用，其 Ｃ端可以和 ｃｍｙｃｍＲＮＡ结合，来调节
ｃｍｙｃ基因的功能，ｃｍｙｃ基因编码的蛋白可以作为转
录来促进因子细胞增殖，在肿瘤形成中发挥着生理和

病理的多重作用［１］。上皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）的是一种具有酪氨酸蛋
白激酶活性的膜受体，与生长因子（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ，ＥＧＦ）构成的ＥＧＦ／ＥＧＦＲ信号通路，被激活后可
以将细胞外的信号传递到细胞内和细胞核，现在已发

现ＥＧＦＲ在恶性肿瘤中活性明显增高，可能与肿瘤的
恶性程度有一定关系［２］。本研究观察 ＥＧＦＲ和
ＡＮＸＡ２在不同病理级别人脑胶质瘤组织以及正常脑
组织中的表达及其相关性，进一步探索人脑胶质瘤侵

袭性的机制。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　选取本科２００８年５月至２０１１年２月收治的胶质瘤住院患
者手术切除且保存完好的胶质瘤组织石蜡包埋标本７６例，其
中女性４０例，男性３６例，患者年龄６．５～８３岁（４４．０９±２０６）
岁。根据２０００年修改的ＷＨＯ神经系统肿瘤分级标准来对其
进行组织学的分级，其中Ⅰ级１０例，Ⅱ级２８例，Ⅲ级２２例，Ⅳ
级１６例，其中把Ⅰ级和Ⅱ级人脑胶质瘤合并为低级别度恶性

组，把Ⅲ级和Ⅳ级人脑胶质瘤级合并为高级别度恶性组，另取
１０例脑外伤患者的正常脑组织作对照，正常脑组织均来自本科
同期因颅脑损伤行颅内减压术中切除的正常脑组织，并经我院

病理科病理检验证实为正常脑组织。选取标准，所有患者无其

他严重合并症，无肥胖、糖尿病等代谢性疾病，术前均行ＭＲＩ或
ＣＴ检查，且患者均为第１次手术治疗，术前未进行过化疗和放
疗。所有标本在手术切除后去除出血、坏死、电灼的组织，用生

理盐水反复冲洗去除血污，２ｈ内用１０％福尔马林溶液浸泡固
定，１周内用石蜡包埋，留以备用。
１．２　主要仪器与试剂
１．２．１　实验仪器　　电子天平（ＢＳ２２４Ｓ德国，２２０ｇ／０１ｍｇ）、
德国Ｌｅｃｉａ显微照相系统（上海山富科学仪器有限公司）、分析
系统（上海山富科学仪器有限公司，ＢｉｏｓｅｎｓＤｉｇｉｔａｌＩｍａｇｉｎｇＳｙｓ
ｔｅｍｖ１．６）。
１．２．２　实验试剂　　兔抗人多克隆抗体 ＥＧＦＲ和 ＡＮＸＡ２为
美国Ｓｉｇｎａｌｗａｙａｎｔｉｂｏｄｙｓ公司生产；免疫组化染色采用 ＳＰ法，
ＳＰ９００１试剂盒、ＤＡＢ试剂盒、苏木精染液、ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ７２～
７４）均购于北京市中杉金桥生物技术有限公司；其他实验必备
试剂均由郑州大学基础医学院生化实验室提供。

１．３　实验方法
　　采用ＳＰ法进行 ＥＧＦＲ和 ＡＮＸＡ２检测，操作严格按照试
剂盒说明书进行。兔抗人多克隆抗体ＥＧＦＲ和ＡＮＸＡ２分别用
ＰＢＳ稀释为１∶１００的浓度；ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照；采用已
知阳性表达的胶质瘤标本作为阳性对照。

１．４　免疫组织化学结果分析
　　ＥＧＦＲ和ＡＮＸＡ２免疫组化均采用ＰＢＳ代替一抗作空白对
照，已知有阳性表达的肿瘤标本作为阳性对照，同时应用组内

对照。

　　采用ＢｉｏｓｅｎｓＤｉｇｉｔａｌＩｍａｇｉｎｇＳｙｓｔｅｍｖ１．６分析系统在统一
光强，统一放大倍数（１０×４０）下测量表达情况，以染色最淡的
视野为起点。任选５个视野测定其阳性区平均积分光密度作
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为ＥＧＦＲ和ＡＮＸＡ２阳性表达的量化指标。实验采用配对设计
的方法，将ＥＧＦＲ与ＡＮＸＡ２按照编号进行配对，并排除其他可
能影响因素，从而便于相关性分析。

１．５　统计学处理
　　应用ＳＰＳＳ１６．０统计软件，对于样本均数的比较用方差分
析，以及ＬＳＤｔ检验和Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ法检验。

２　结果

２．１　ＥＧＦＲ在各组人脑胶质瘤中的表达
　　根据ＢｉｏｓｅｎｓＤｉｇｉｔａｌＩｍａｇｉｎｇＳｙｓｔｅｍｖ１．６分析系统分析示
阳性区平均积分光密度。平均积分光密度反映了 ＥＧＦＲ阳性
表达情况：在正常组为（１０６．４９±５．６９），在低级别胶质瘤中为
（１２４９６±３．３９），在高级别胶质瘤中为（１４９６６±４６３）。行方
差分析结果显示有统计学差异（Ｆ＝８６．５８，Ｐ＜０．０５），提示阳
性区平均积分光密度在正常组、低级别胶质瘤组、高级别胶质

瘤组中不全相同，再行ＬＳＤｔ检验和 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ法检验，结果各
组之间均有统计学差异（Ｐ＜０．０５），提示 ＥＧＦＲ表达随着胶质
瘤恶性级别的提高而增加（图１）。

! "

Ａ：低级别胶质瘤组织；Ｂ：高级别胶质瘤组织
图１　ＥＧＦＲ在不同级别质瘤组织中的表达　（ＳＰ×４００）

２．２　ＡＮＸＡ２在各组人脑胶质瘤中的表达
　　根据ＢｉｏｓｅｎｓＤｉｇｉｔａｌＩｍａｇｉｎｇＳｙｓｔｅｍｖ１．６分析系统分析示
阳性区平均积分光密度。平均积分光密度反映了 ＡＮＸＡ２阳
性表达情况：在正常组为（１０３．５２±３．７５），在低级别胶质瘤中
为（１２５．６２±２．３７），在高级别胶质瘤中为（１４８．２３±５．２９）。行
方差分析结果为有统计学差异（Ｆ＝１０１．８３，Ｐ＜０．０５），提示阳
性区平均积分光密度在正常组、低级别胶质瘤组、高级别胶质

瘤组中不全相同，再行ＬＳＤｔ检验和 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ法检验，结果各
组之间均有统计学差异（Ｐ＜０．０５），提示 ＡＮＸＡ２表达随着胶
质瘤恶性级别的提高而增加（图２）。
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Ａ：低级别胶质瘤组织；Ｂ：高级别胶质瘤组织

图２　ＡＮＸＡ２在不同级别胶质瘤组织中的表达　（ＳＰ×４００）

２．３　ＥＧＦＲ与ＡＮＸＡ２相关性分析
　　在对实验材料分组处理时，采用将 ＥＧＦＲ与 ＡＮＸＡ２实验

编号配对设计的方法，分析它们之间的相关性。在７６例病例
标本中，ＥＧＦＲ和ＡＮＸＡ２在人脑胶质瘤中阳性表达率分别为
５７．８９％和６０．５２％，其中３４例为同时阳性表达。行 Ｓｐｅａｒｍａｎ
相关性分析，结果显示人脑胶质瘤中 ＥＧＦＲ与 ＡＮＸＡ２的表达
呈现一定的正相关性（ｒｓ＝０．４０２，Ｐ＜０．０１）。而根据阳性区平
均积分光密度测定结果也提示ＡＮＸＡ２与ＥＧＦＲ的表达存在相
关（ｒ＝０．５２１，Ｐ＜０．０５）。两种测定方法的相关系数存在差异，
可能是由于仪器的精确度或者实验操作等因素所造成的误差

引起。

３　讨论

　　ＡＮＸＡ２是一类受 Ｃａ２＋调节、能够与带负电荷的
膜磷脂结合的蛋白家族，在许多原核和真核细胞中广

泛表达。目前已发现 ＡＮＸＡ２在人类多种恶性肿瘤中
均有异常表达。ＡＮＸＡ２的过表度达程度与肿瘤组织
大小、侵袭力、组织类型、和病理级别密切相关［３］。本

实验结果显示：ＡＮＸＡ２的表达随着人脑脑胶质瘤恶
性程度的增高而增高，对于 ＡＮＸＡ２在人脑胶质瘤的
发生发展过程中的可能的作用机理主要有以下４个方
面：首先，ＡＮＸＡ２的 Ｃ端可以和 ｃｍｙｃｍＲＮＡ相结合，
以调节ｃｍｙｃ基因的功能，ｃｍｙｃ基因编码的蛋白质可
以作为转录因子致使肿瘤细胞的增殖，因此 ＡＮＸＡ２
在ＤＮＡ的合成及人脑胶质瘤细胞的分化和增殖中起
重要作用。其次，ＡＮＸＡ２可以在一定程度上增强
ＤＮＡ聚合酶的活性，使肿瘤细胞的生长和扩散速度增
快。再者，ＡＮＸＡ２还是 ＥＧＦＲ／ｒａｓ／ＭＡＰＫ／ＰＫＣ信号
转导通路的底物，ＥＧＦＲ的自分泌是目前认为是人脑
胶质瘤生长和侵袭的主要原因之一，而 ＡＮＸＡ２对此
信号通路可能有重要的作用［４］。最后，ＡＮＸＡ２还参与
了人脑胶质瘤向周围组织的局部浸润和转移，这可能

是由于ＡＮＸＡ２与组织蛋白酶 Ｂ、ＰＬ、ｔＰＡ、ＰＬＧ以及
Ｓ１００家族等等物质的共同协同作用，，并且促进人脑
胶质瘤血管的形成和延伸，进一步增强人脑胶质瘤的

侵袭性和恶性度［５］。

　　ＥＧＦＲ影响基因表达主要是通过跨膜信号传导系
统将细胞外的信号转送到细胞内，从而促进细胞的增

殖。根据研究发现在人体许多的实体肿瘤中均存在着

ＥＧＦＲ的高度表达或者异常表达［６］。本实验采用阳性

区平均光密度定量测定的方法检测人脑胶质瘤中ＥＧ
ＦＲ的表达情况，结果显示ＥＧＦＲ表达随着胶质瘤恶性
程度的提高而增加。其原因可能是与ＥＧＦＲ基因在恶
性人脑胶质瘤中的重排，突变和过表达有关。ＥＧＦＲ
基因重排后，产生异常转录物，同时阻遏基因的作用弱

化，导致正常结构的ＥＧＦＲ基因大量表达，异常和正常
转录物的共同表达使得大量转录产物借助于信号转导

使细胞的生长失去控制，最终恶性化［７］。另外 ＥＧＦＲ
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基因的突变也是诱发过度表达的因素之一，ＥＧＦＲ基
因扩增的部位大部分在细胞内区和跨膜区，只有小部

分在胞外区，扩增程度常与受体过表达程度一致，突变

基因较正常基因表达的ＥＧＦＲ缺少了与配体结合的胞
外区及梭基末端二个酪氨酸自磷酸化部位，这样的改

变导致ＥＧＦＲ不受配体的调控便可以持续的产生相当
于ＥＧＦ的信号从而被激活，从而促使细胞增殖，细胞
侵袭性也同时增强［８－９］。通过研究提示ＥＧＦＲ的阳性
表达率与胶质瘤级别有一定的正相关性，这启发我们

如果能够阻断 ＥＧＦＲ的重排或突变所导致的过度表
达，则可能会抑制细胞异常增殖，从而阻断人脑胶质瘤

恶性进展。

　　对ＥＧＦＲ和ＡＮＸＡ２人脑胶质瘤中的表达相关性
的研究，国内尚没有明确的结论，但是国外文献中有所

报道，本实验通过使用免疫组织化学的方法试图探索

ＥＧＦＲ和 ＡＮＸＡ２之间的关联性，通过阳性区平均光
密度分析，提示了 ＡＮＸＡ２的表达与 ＥＧＦＲ的过度表
达有一定正相关性，说明在人脑胶质瘤的发生、发展过

程中，ＥＧＦＲ与 ＡＮＸＡ２可能起着协同作用，共同参与
人脑胶质瘤的侵袭性生长。其机制可能是ＡＮＸＡ２是
ＥＧＦＲ／ｒａｓ／ＭＡＰＫ／ＰＫＣ信号转导通路的底物，ＡＮＸＡ２
可明显增强ＤＮＡ聚合酶的活性，并且诱导ＥＲＫ１／２的
磷酸化，从而激活ＭＡＰＫ的信号转导通路，当ＥＧＦＲ和
ＡＮＸＡ２在人脑胶质瘤细胞中同时高表达时 ＭＡＰＫ信
号通路的作用得到显著加强，从而促进人脑胶质瘤细

胞的侵袭性生长［１０］。同时，ＡＮＸＡ２还可以促使肿瘤
细胞外基质的降解和纤维蛋白的级联水解，从而加速

了人脑胶质瘤细胞的迁移和脱落，这更加促进了人脑

胶质瘤细胞的相周围组织的转移。但是 ＥＧＦＲ与
ＡＮＸＡ２相互作用的具体分子生物学机制，还待进一
步研究。

　　综上所述，ＥＧＦＲ和 ＡＮＸＡ２都是反映人脑胶质
瘤细胞增殖和侵袭活性的标志性物质，因而针对 ＥＧ
ＦＲ的过度表达进行干预的同时，适当运用 ＡＮＸＡ２抑
制剂联合治疗人脑胶质瘤，可能会产生一定的治疗效

果，尤其是在原发的人脑经胶质瘤中可能将更加有效。
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