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VEGF和 MMP一2在垂体腺瘤中的表达及其相互关系的研究 

田加坤，霍 钢，易 勇，李九州 

(重庆医科大学附属第一医院神经外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨血管内皮生长因子(VEGF)和基质金属蛋白酶 一2(MMP一2)在垂体腺瘤中的表达及其与垂体腺瘤侵袭 

性的相关性。方法 用免疫组化 sP法和 RT—PCR方法对55例垂体腺瘤标本的 VEGF及 MMP一2表达进行研究，分析其表达 

与侵袭性垂体腺瘤的关系及两者之问的相关性。结果 VEGF在侵袭性垂体腺瘤中的强阳性及阳性表达率分别为 56．3％和 

100％，明显高于非侵袭性垂体腺瘤中的 17．4％和56．5％(P<0．05)，MMP一2在侵袭性垂体腺瘤中的强阳性及阳性表达率分 

别为65．6％和93．8％，明显高于非侵袭性垂体腺瘤中的 13．0％和 43．5％(P<0．01)。侵袭性垂体腺瘤组中 VEGF mRNA的 

表达明显高于非侵袭性垂体腺瘤组(0．768 4-0．050，0．209 4-0．032，P<0．01)，侵袭性垂体腺瘤组中 MMP一2 mRNA的表达明 

显高于非侵袭性垂体腺瘤组(1．126±0．081，0．425±0．083，P<0．01)。侵袭性腺瘤组中 MMP一2与 VEGF的表达成正相关 

(r=0．463，P<0．01)，非侵袭性腺瘤组中MMP一2与 VEGF的表达无明显相关性。结论 MMP一2及 VEGF的高表达与垂体 

腺瘤的侵袭性密切相关。MMP一2 VEGF在肿瘤侵袭及新生血管形成过程中存在着内在联系。 
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Expressions and their Relationship of VEGF and MM 

P一2 in Pituitar、，Adenomas 

Tian Jiakun．et af 

(Department of Neurosurgery，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To detect the expressions of VEGF and matrix metalloproteinase一2(MMP一2)in invasive pituitary adenomas 

and noninvasive pituitary adenomas，and to evaluate the relationship between the expression of VEGF and pituitary adenomas．methods： 

The expressions of VEGF、MMP一2 and MMP一2 were examined by immunohistochemical method，and the expressions of VEGF and 

MMP一2 mRNA were also examined by RT—PCR assay．The correlation between VEGF and MMP一2 ．and the correlation between ex— 

pression of VEGF、MMP一2 and invasiveness of pituitary adenomas were studied．Results：The intense expression and total expression 

rate of VEGF of pituitary adenomas patients with invasion(56．3％ ，100％ respectively)were significantly higher than those without 

(17．4％ ，56．5％respectively，P<0．05)，and the intense expression and total expression rate in MMP一2 in pituitary adenomas pa— 

tients with invasion(65．6％ ，93．8％ respectively)were also significantly higher than those without(13．0％ ，43．5％ respectively．P< 

0．()1)．Both mRNA expressions of VEGF and MMP一2 were also observed significantly higher in invasive pituitary adenomas(0．768± 

0．050，1．126±0．081 respectively)than those without invasion(0．209±0．032，0．425±0．083 respectively．P<0．01)．There was a 

positive correlation between VEGF and MMP一2 mRNA expressions in invasive pituitary adenomas(r=0．463，P<0．()1)，and there 

was no correlation between them in noninvasive pituitary adenomas．Conclusions：VEGF and MMP一2 might be associated with the ag— 

gressiveness and invasion in pituitary adenomas，and they might have close relationship in the invasiveness and angiogenesis of pituitary 

adenomas． 
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垂体腺瘤属于良性肿瘤，一般不发生转移，但大 

约有 30％侵入到周围结构，其侵润性生长与其他肿 
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主要研究方向：侵袭性与垂体腺瘤。 

瘤一样也是血管依赖性的，因此有效的阻断肿瘤的 

血供和抑制肿瘤新生血管的形成能抑制肿瘤的生 

长 。血管内皮生长因子是肿瘤组织中促血管生 

成的最主要的血管生成因子 。基质金属蛋 白酶 

是一组蛋白水解酶，能破坏基底膜和结缔组织，在肿 
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瘤的侵袭过程中起着重要的作用。我们应用免疫组 

织化学和 RT—PCR两种方法检测垂体腺瘤 中 

VEGF和 MMP一2的表达，以探讨其表达与侵袭性 

垂体腺瘤的关系及两者之间的相关性，并进一步阐 

明 MMP一2在垂体腺瘤侵袭性行为中的作用机制。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

垂体腺瘤标本来自2003年 5月至 2004年7月，重庆医 

科大学神经外科 55例垂体腺瘤患者的组织标本。其中男 

29例，女 26例。平均年龄 43．8(14～70)岁。32例为侵袭 

性，23例为非侵袭性垂体腺瘤，均经手术治疗和病理检查确 

诊 。 

侵袭性垂体腺瘤的判断标准 ：(1)结合 Wilson改 良的 

Hardy 分类法及 Knosp 分级 、分期标准，判断垂体腺瘤侵 

袭性。本研究中将 Wilson改良的 Hardy分类法 III～IV级或 

C、D、E期和／或 Knosp2级以上作为垂体腺瘤侵袭性的判断 

标准。(2)术前影像学改变，CT及 MRI可见海绵窦、鞍旁及 

下丘脑等邻近结构的破坏。(3)术中所取鞍底骨质、鞍底硬 

膜经病理学检查证实有肿瘤细胞侵犯 ，可确定该肿瘤为侵袭 

性。(4)术中见鞍底骨质及硬脑膜被侵袭破坏，肿瘤突入蝶 

窦腔或侵入海绵窦及鞍旁。符合其中之一者即可确定为侵 

袭性腺瘤。 

1．2 方法 

组织标本收集及处理 手术时取所需组织 ，一部分置人 

10％甲醛溶液内固定，另一部分新鲜肿瘤组织，用生理盐水 

洗净，立即置人液氮备用。 

1．2．1 免疫组织化学(SP法) 

主要试剂：MMP一2兔抗人多克隆抗体购 自深圳 晶美 

公司，VEGF兔抗人多克隆抗体 ，SABC试剂盒及 DAB显色 

剂购自北京中山公司，其他试剂由重庆医科大学组胚教研室 

提供。 

步骤：垂体腺瘤标本经 10％甲醛固定，石蜡包埋作 5txm 

组织连续切片。组织切片用二甲苯常规脱腊各30 min，梯度 

乙醇水合各5min，一张作 HE染色(图 1)用于重新确认病理 

结果，其余切片作免疫组织化学染色。切片常规脱蜡至水 

后 ，H O 灭活内源性过氧化物酶，微波修复抗原，正常山羊 

血清封闭，分别滴加 VEGF及 MMP一2单抗，4℃过夜，滴加 

生物素化二抗及过氧化物酶标记的抗体，DAB显色，苏木精 

复染，脱水透明封片。阴性对照选择 PBS代替一抗(图2)。 

判断标准：VEGF以细胞质呈棕黄色或黄色为阳性 (图 

3)，MMP一2以细胞质呈清晰棕黄色或棕色为阳性(图4)。 

在 ×400视野下计算200个肿瘤细胞，计算免疫反应阳性的 

细胞百分比。根据 VEGF及 MMP一2反应阳性细胞显色强 

度及范围进行评价：(1)阴性(一)：无阳性细胞染色。(2)弱 

阳性(+)：阳性细胞小 于 50％或显色浅。(3)强 阳性 (+ 

+)阳性细胞大于 5o％或显色深。 

1．2．2 逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)分析 

逆转录 PER(RT—PCR)Trizol(Invitrogen Life Technolo- 

es公司)试剂提取细胞总 RNA，RNA含量通过 752型紫外 

分光光度计测定26Onto和28Ohm的吸收值确定，按 01)260 

= 4OtrgRNA计算 RNA的产率，0D260／280在 1．8～2．0视为 

抽提的 RNA纯度很高。 

RT—PCR采用二步法，按操作手册进行。内参照 p— 

action(产物大小 323bp)及 PCR引物皆由上海博亚生物技术 

有限公司提供。PCR反应条件：① 94％预变性 5min，②35 

循环：94℃ 45s，55℃ 45s，72℃ 1minl5s，( 2℃延伸 5min。 

制备 1．5％琼脂糖凝胶(含0．5 g／ml EB)，分别取5PCR 

产物进行电泳，紫外灯下拍照，采用图像分析软件 Scion Im— 

age(Beta 4．02版，Scion Corporation)比较电泳条带相对光密 

度值，获得 VEGF、MMP一2 mRNA相对表达量。 

VEGF、MMP一2及 B—actin引物序列(引物均经 Primer 

premier version 5．0软件设计，oilgo6．65软件验证)见表 1。 

表 1 VEGF、MMP一2及 B—actin引物序列 

引物序列 扩增片 

断长度 

Antisense 5 一GAAGTGGTGAAG下rCATGGATGTC一3 
VEGF 541bp 

Sense 5 一CGATC ’CTGTATCAGTCTrrCC一3 ‘ 

Antisense 5 一1TrGGTGTAGGrI'GTAAATGGGTG一3 

MMP一2 483bp 
Sense 5 一TGGCAAGTACGGCTYCTGTC一3 一 

Antisense 5 一GCCATI'CACCGATI'CAGTCGTC一3 
B—actin 323bp 
。 Sense 5 一AGCGCGTCCCGTCAAGTCAG一3 ‘ 

PCR产物的相对定量：PCR产物于 1．5％琼脂糖凝胶电 

泳，然后行光密度扫描，以 VEGF或 MMP一2的光密度值与 

内参照 B—action的光密度之比值作为相互间比较的参数。 

VEGF、MMP一2的 mRNA扩增 片断长 度分 别为 541bp、 

483bp。 

1、3 统计学分析 

测得数据用均数 ±标准差( ±S)表示，数据处理在统计 

软件 SPSS11．0上完成。统计 方法采用 t检验 、x 检验和 

Pearson相关分析等进行统计学处理。P<0．05具有统计学 

意义。 

2 结 果 

2．1 免 疫组 化显 色： 

在侵袭性和非侵袭性垂体腺瘤组织中VEGF的 

强阳性表达率分别为56．3％和 17．4％，阳性表达率 

分别为 100％和 56．5％4，差异均具有显著性(P< 

0．05)。在侵袭性和非侵袭性垂体腺瘤组织中 MMP 
一 2的强阳性表达率分别65．6％和 13．0％，阳性表 
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持，血管的生长在这一过程中起到十分重要的作用。 

肿瘤的生长依赖于血管的形成，新生血管形成也是 

肿瘤侵袭与转移的必要条件之一。垂体腺瘤为富含 

血管的肿瘤，临床研究中，刘运生等 发现侵袭性 

垂体腺瘤除原有的供血动脉增粗外，尚有更多的新 

生肿瘤血管供血。而垂体腺瘤属于颅底肿瘤之一， 

周围毗邻重要结构，手术难度相对较大，特别是侵袭 

性垂体腺瘤手术难以全切，术后易复发。因此探索 

垂体腺瘤多途径治疗具有现实的临床意义。有研究 

表明，有效的阻断肿瘤的血供和抑制肿瘤新生血管 

的形成能抑制肿瘤的生长 。VEGF是 1983年 由 

Senger等 从腹水和瘤细胞培养介质中纯化得到的 
一 种蛋白质，分子量为 34—46KD的二聚体糖蛋白， 

为血小板源性生长因子超家族成员之一。VEGF基 

因位于染色体 6p21．3，有8个外显子和 7个内显子 

组成，全长 14kb。目前已知人体细胞中存在4种不 

同的 VEGF氨基 酸 残 基，在 大 多数 情 况 下 以 

VEGF165表达 。VEGF通过与细胞膜上特异性受 

体结合而发挥多种生物学效应：特异性地促进内皮 

细胞(endothelial cell，EC)分裂增值；增加微血管，初 

级毛细血管后静脉和小静脉的通透性，促进血管内 

液体及血浆蛋白渗出；改变内皮细胞的基因表达方 

式，诱导其合成大量的蛋白水解酶。此外 VEGF可 

改变内皮细胞的活化形式，上调尿激酶型纤溶酶原 

激活物(urokinase type plasminogen activator，uPA)等 

的表达，刺激血管内皮的增生，这不仅可促进内皮细 

胞移动，促进新生血管的生成 一 。而且还有利于 

肿瘤细胞脱落进行血管或向周围扩散，为肿瘤侵袭 

转移创造条件。这可能也是本研究结果显示 VEGF 

表达与垂体腺瘤侵袭性有关的最重要的理论基础， 

当然也不排除其他因素共同作用的结果。本实验结 

果显示侵袭性垂体腺瘤中VEGFmRNA的表达较非 

侵袭垂体腺瘤显著增高，表明垂体腺瘤的侵袭性在 

发生机制上与血管生成存在密切关系。 

基质金属蛋白酶是一组结构和功能相关的锌 

离子依赖型内肽酶，在肿瘤侵袭转移过程中不仅降 

解细胞外基质，而且xCH,t,瘤新生血管的形成也起到 

非常重要的作用 “ 。MMP一2是其中的一种，它 

以无活性的前体形式产生，Liuweiping等  ̈采用两 

种方法对54例垂体腺瘤进行研究，结果发现侵袭 

性垂体腺瘤 MMP一2的表达明显高于非侵袭性垂 

体腺瘤，并认为 MMP一2的高表达与肿瘤的侵袭性 

密切相关，MMP一2可以作为肿瘤侵袭性一项有效 

的指标。近年有人报道 ，MMP一2与 VEGF在 

肿瘤的发生发展过程中可能有协同作用，两者的共 

同表达可以作为血管发生的标志。本研究结果也 

证明了这两点，即侵袭性垂体腺瘤 MMP一2的表达 

明显高于非侵袭性垂体腺瘤、侵袭性垂体腺瘤中 

MMP一2与 VEGF表达呈正相关，具有一致性。 

MMP一2与 VEGF多同时表达，强阳性表达之间无 

明显差异，说明 VEGF可能促进 MMP一2的产生。 

本实验 VEGF与 MMP一2的表达为肿瘤的生物学 

侵袭行为提供了补充材料，在侵袭性垂体腺瘤临床 

生物学行为的评估中具有十分重要的意义，有助于 

提醒临床医生注意肿瘤本身固有的生物学侵袭性， 

从而为指导侵袭性垂体腺瘤的临床治疗提供了一 

定的理论基础 。 
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机制与 survivin有一定关系。 

本研究发现，子宫内膜异位症的异位内膜中 

survivin蛋白阳性表达率为67．5％，明显高于正常 

在位子宫内膜的表达率 4．2％，两组之间的蛋 白表 

达率差异有统计学意义。表明 survivin基因在子宫 

内膜异位症高表达，提示 survivin基因可能通过抑 

制异位内膜细胞的凋亡而使得异位内膜细胞的净生 

长率提高，使细胞过量蓄积，导致异位内膜细胞的增 

殖失控，促使子宫内膜异位症出现类似恶性肿瘤的 

侵袭性生长，因此 survivin基因对子宫内膜异位症 

的发生、发展起着重要作用。 

本研究发现子宫内膜异位症异位内膜在增生期 

的survivin阳性表达率为 68．0％，分泌期的阳性表 

达率为66．7％，两组之间的蛋白表达率差异无统计 

学意义，表明异位内膜组织中 survivin蛋白的表达 

不随着月经周期的变化而变化，即与月经周期无关。 

这一结果支持子宫内膜异位症存在“自主性”，有相 

对非激素依赖的特点。 

Konno等 研究发现，survivin在正常子宫内膜 

中有一定的低表达，在月经周期的分泌晚期 survivin 

表达稍高，而在增生期未检测到 survivin的表达。 

本研究发现，25例正常在位子宫内膜组织中，14例 

增生期在位子宫内膜 survivin蛋白表达均为阴性， 

11例分泌期在位子宫内膜只有 1例表达阳性，其余 

10例均为阴性，这与 Konno等 的报道一致。但 

survivin在正常月经周期中的变化以及在月经周期 

中的作用还需作进一步的研究说明。 

随着对survivin基因结构和功能的了解 日益清 

楚，以survivin为靶点进行基因治疗的研究已在一 

部分恶性肿瘤中展开。Mesri等_3 用腺病毒介导的 

survivin显性负性突变体(survivin—T34A)转染乳腺 

癌、宫颈癌、前列腺癌、肺癌及大肠癌细胞系，发现这 

些肿瘤细胞均出现不同程度的自发性凋亡，而同样 

被转染的正常纤维母细胞、内皮细胞和平滑肌细胞 

却未受影响。Blanc—Brude等 在乳腺癌模型中注 

入 survivin—T34A后，发现该突变体不但能触发细 

胞凋亡，并能抑制肿瘤血管生成。以上研究均表明 

抑制 survivin的功能能诱导恶性肿瘤细胞的凋亡， 

抑制肿瘤生长，并且不影响正常细胞及组织的功能， 

而子宫内膜异位症具有类似恶性肿瘤的行为，结合 

survivin在异位内膜中高表达的特性，推测阻断 sur． 

vivin的表达可促进异位内膜细胞凋亡，因此可考虑 

对子宫内膜异位症患者补充靶向survivin的基因治 

疗，该治疗方法可能会为子宫内膜异位症的治疗带 

来新的生机。 
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