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【摘要】背景与目的：探讨 &’(甲基鸟嘌呤 ()*+甲基转移酶 ,&’(-./0123456765()*+ -./012/8569:.859. ! ;<;=>与突变型 ?@#蛋白在原
发性与继发性胶质母细胞瘤 , 327AB259/A-5 ! <C;>中表达的差异性及其生物学意义。 材料与方法：应用免疫组织化学法检测 #D例 <C;
,原发性组 %#例和继发性组 $’例 > 中 ;<;=与突变型 ?@#蛋白的表达，比较两者在原发性与继发性 <C;中的表达差异；分析 ;<;=
与突变型 ?@#蛋白表达的相关性及其与预后的关系。 结果：原发性和继发性 <C;间突变型 ?@#蛋白的阳性表达率和表达强度差异
均有统计学意义 , & 均 E FG F%>。继发性 <C;中 ;<;=的阳性表达强度降低而突变型 ?@#蛋白的表达强度明显增强 , & E FG F%>，两者
表达呈负相关 , ’ H I FG ’F$! & E FG F%>。原发性 <C;中 ;<;=的表达与突变型 ?@#蛋白的表达无关 , & J FG F@>。K5L256(;.7.8生存分析
结果显示：原发性 <C;和 ;<;=高表达患者的生存时间缩短 ,MA3(856N检验，& E FG F@或 & E FG F%>。OAP多因素相关分析表明 <C;的
分型和 ;<;=的阳性表达是影响患者生存期的独立预后因素 ,分别为 & E FG F@和 & E FG F%>。 结论 Q &()基因突变是继发性 <C;的
发生过程中的高发事件，突变型 ?@#蛋白的表达强度增强与 ;<;=表达减弱有关。而原发性 <C;中 ;<;=的表达与突变型 ?@#蛋白
的表达无关。提示原发性和继发性 <C;在发生、发展的过程中有着不同的分子遗传学途径。<C;的分型、;<;=的阳性表达是影响
<C;患者生存期的独立预后因素。
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胶质母细胞瘤 H 5)<(>)$41(6$4 !-.#I是大脑最好发的
恶性肿瘤，约占颅内星形细胞肿瘤的 JKL M N9L O+ P。该

肿瘤发生的分子机制是多基因改变多步骤发展的过

程 O* P。)’( 基因是一种抑癌基因，&’( 基因突变已被证
实是最为常见的遗传改变 ! 多种肿瘤的发生和 &’( 基
因突变相关 O: P!在肿瘤细胞中有大量的 89:突变，其中
-：Q!RSA突变最常见 OT P。UJV甲基鸟嘌呤 VW,R甲基转
移酶 HUJV6312B)57$/</3VW,R 6312B)1%$/4E3%$43 ! #-#AI 是
人类 W,R修复系统中最重要的直接修复酶 ! #-#A的
正常表达是机体细胞修复烷化损害 ! 维持基因组 W,R
稳定性的重要基础，人类多种肿瘤的发生发展都可能

与 #-#A的缺失或突变有关 O9 XN P。Y3343等 OJ P 认为在肿

瘤发生中 #-#A的功能障碍与 89:表达降低有协同作
用。林英等 OZ P在胶质瘤 H包括不同级别的星形细胞瘤 I
的研究中报道 #-#A与突变型 89:蛋白的表达呈负相
关。在临床病理学上 -.#的发生可表现为原发性和继
发性两条不同的途径，并存在不同的分子遗传学改

变 O[ P 。那么在不同类型的 -.#中 #-#A与 &’( 基因的
表达关系如何？国内外文献并未见报道。本研究借助免

疫组织化学技术观察原发性与继发性 -.# 中 #-#A
与突变型 89:蛋白表达的关系，探讨它们在原发性与
继发性 -.#的发生及发展过程中的作用及其与预后
的关系。

! 材料与方法
!" ! 标本来源
收集本院 +[[K M *KKT年有随访资料的幕上继发性

-.#手术标本蜡块 *J例，其中男 +T例，女 +*例；平均
年龄 T:岁 H +* M J+岁 I。另随机挑选有随访资料的幕上
原发性 -.# +:例。其中男 N例，女 J例；平均年龄 9T& *
岁 H T: M NK岁 I；所有病例术前均未行放、化疗，术后接
受常规放、化疗。平均随访 +K& Z月 H 9 M *J月 I。肿瘤直
径平均为 T& T C6H*& K M J& 9 C6I。所有病例肿瘤组织均
常规固定、包埋，切片厚 T!6，\]染色。按 *KKK ^\U
分类标准进行组织学分型，原发与继发性 -.#的诊断
标准："原发性：患者首次发病即病理诊断为 -.#，且
临床病史不超过 :个月；#继发性：患者既往有 +次或 +
次以上的手术治疗史，且病理证实为其它低级别 H * M :
级 I的胶质瘤，本次继发肿瘤术后证实为 -.#病例。

!" # 免疫组化染色
#-#A、89:免疫组化检测试剂购于北京中杉试剂

公司。一抗工作浓度分别为 #-#A + _ +KK，89: + _ 9K。
染色方法采用二步免疫组化法。脱蜡后直接经

K& K+ 6() ‘ a、;\ J& K枸橼酸缓冲液微波处理，专用封闭
液封闭，加入单抗工作液，T b过夜。8.c 洗 9 6</ d :
次，依次加入二抗、酶复合物，+ 65 ‘ 6)底物液显色，苏
木素复染。用已知乳腺癌 #-#A阳性切片作阳性对照，
以小牛血清代替一抗作阴性对照。

!" $ 免疫组化染色结果判断标准
#-#A定位于肿瘤细胞核，呈棕黄色则为染色阳

性，少数细胞浆内可见较弱的表达。按表达情况分为 T
级：细胞均未着色或 e +L的瘤细胞着色，且极弱难以判
断为 H X I；+L M e +KL的瘤细胞着色为 H f I；+KL M
e :KL的瘤细胞着色为 H f f I；":KL的瘤细胞着色为
H f f f I。其中 e +KL的瘤细胞着色为阳性者定为低表
达，"+KL的瘤细胞着色为阳性者定为高表达。突变型
89:蛋白阳性染色定位于肿瘤细胞核呈棕黄色，按表达
情况分为 T级：细胞均未着色或 e +L的瘤细胞着色，且
极弱难以判断为 H X I；+L M e *9L的瘤细胞着色为
H f I；*9L M e 9KL的瘤细胞着色为 H f f I；"9KL的
瘤细胞着色为 H f f f I。其中 e *9L的瘤细胞着色为阳
性者定为低表达，"*9L的瘤细胞着色为阳性者定为高
表达。

!" % 统计学方法
运用 c8cc++& 9统计软件进行统计处理，免疫组化

结果将上述 H X I M H f f f I分别赋值 + M T，两组间的
#-#A和突变型 89:蛋白表达率采用卡方检验。各组内
#-#A和突变型 89:蛋白的表达强度采用秩和卡方检
验，用 c;3$%6$/相关分析。两组间各临床参数的比较用
方差分析。生存分析的比较用 g$;)$/V#3<3%生存曲线表
示，并进行 a(5V%$/@检验分析，影响 -.#术后生存期的
相关因素分析采用 Q(=比例风险模型。

# 结 果
#" ! $&例胶质母细胞瘤的临床病理资料分析
在收集的 :[例 -.#中原发性和继发性两组之间的

年龄、肿瘤大小、生存时间的方差分析显示：原发性 -.#
平均发病年龄比继发性 -.#大，差异有统计学意义
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表 + !,-风险模型分析结果
’./01 + #123042 ,5 !,- 61761228,9 .9.0:282

&’ ()*+,)- *./*.00,12 31.44,3,.2+；$"：0+)25)*5 .**1*；67(8&9：*.-)+,:.
*,0;；<=：<124,5.23. ,2+.*:)- > 54 ? %

@)*,)A-. & $" B)-5 67(8&9 &C:)-D.
EFG HI <= 41* 67(8&9

J1K.* L((.*
MN(.
O/.
P.7
P,Q.
RF#

STSM

%G %UV
W HG H%H
W HG $X%
HG %HE

W HG HEF
%G ##%

HG FHE
W HG %UH
HG #EF
HG %XU
HG UEH
HG FHE

FG HVX
HG HHF
HG UX%
HG #EU
HG H#V
YG VUF

#G %F%
HG EEH
HG XY$
%G %%Y
HG EHE
#G XVY

HG H$U
HG EU$
HG UE$
HG F#H
HG VUY
HG HHE

%G %Y$
HG XF$
HG #F%
HG XE#
HG #UV
%G #EY

VG FUU
%G #HU
%G YFF
%G FYE
$G #XY
%HG $FX

图 + ;.<0.9=)1816 生存分析 )>)’ 表达与生存时间之间的关
系 ?@,7=6.9A检验，! B C? CC+
D87361 + ’E1 6123042 ,5 ;.<0.9=)1816 .9.0:282 ,5 4E1 610.48,92 /14F119
)>)’ 1-<61228,9 .9G 236H8H.0 48I1 89 >J)? @,7=6.9A 4124，! B C? CC+

表 K LM 例胶质母细胞瘤的临床病理资料分析
’./01 K ’E1 .9.0:282 ,5 N0898N,<.4E,0,78N.0 G.4. ,5 LM N.212 ,5
>08,/0.24,I.2

=25.7 ’ () Z * + :)-D. & :)-D.
O/.8) 9
R*,[)*N T&S
P.3125)*N T&S

%#
$Y

FUG $# Z EG #F
U#G HH Z %UG FU

YG #VF HG H%Y!

S)7,[)- 5,)[.+.* 14 0,Q. 14 +D[1*8 3[9
R*,[)*N T&S
P.3125)*N T&S

%#
$Y

UG X% Z %G %#
UG %E Z %G $$

%G Y#$ HG $HE

PD*:,:)- +,[.8[12+\ 9
R*,[)*N T&S
P.3125)*N T&S

%#
$Y

VG FU Z #G FH
%$G HH Z UG VX

FG $V# HG H$X!

表 L 原发性和继发性>J)的免疫组化结果分析
’./01 L "9.0:282 ,5 $O! 89 <68I.6: .9G 21N,9G.6: >J)

’ ]=< .7(*.00,12 !$ R @)-D.
RF# .7(*.00,12 (10,+,:. *)+.
R*,[)*N T&S
P.3125)*N T&S

STSM .7(*.00,12 (10,+,:. *)+.
R*,[)*N T&S
P.3125)*N T&S

%#
$Y

%#
$Y

%FG #VI 8$ ^ %#9
VHG XXI 8$% ^ $Y9

XYG E$I 8%H ^ %#9
E$G #%I 8$U ^ $Y9

%FG #%U

%G V#F

HG HHH!

HG %XY

(F# .7(*.00,12 ,2+.20,+N
R*,[)*N T&S
P.3125)*N T&S

STSM .7(*.00,12 ,2+.20,+N
R*,[)*N T&S
P.3125)*N T&S

%#
$Y

%#
$Y

W
%%
F
W
#
$

_
$
U
_
H
F

_ _
H
%U

_ _
X
%$

_ _ _
H
#

_ _ _
#
X

%XG HV$

UG U%Y

HG HH%!

HG $UY

8+ ? YG #VF! & ? HG H%Y9，而生存时间却比继发性 T&S
短，差异有统计学意义 8+ ? FG $V#! & ? HG H$X9；两组间
肿瘤大小比较，差异无统计学意义 8& ‘ HG HF9 8表 %9。

a)(-)2CS.,.*生存分析结果显示，在 T&S中原发性
患者的生存时间比继发性缩短 8J1/C*)2; 检验，
& ? HG H%U9 8图 %9。STSM高表达的患者其生存时间缩
短 8J1/C*)2;检验，& ? HG HH$9 8图 $9。 <17多因素相关
分析表明 T&S的分型和 STSM的阳性表达是影响患者
生存期的独立预后因素 8分别 & ? HG H$U和 & ? HG HHE!
表 $9。患者年龄、性别、肿瘤大小、突变型 RF#蛋白的表
达与 T&S的预后生存期无关 8 & ‘ HG HF9。

!" ! 原发性与继发性 #$%中突变型 &’(蛋白和
%#%)的表达

STSM和 RF#在原发性和继发性 T&S中的表达见
图 # b Y。结果分析见表 #，本组 #E例 T&S出现突变型
RF#蛋白和 STSM的阳性表达分别为 $#例和 #U例，分
别占 FVG EXI和 VXG %VI，其中原发性 T&S 中突变型
RF#蛋白和 STSM的阳性表达率分别为 %FG #VI 8$ ^ %#
例 9和 XYG E$I 8%H ^ %#例 9，而在继发性 T&S中，分别为
VHG XXI 8$% ^ $Y例 9和 E$G #%I 8$U ^ $Y例 9，两组间突变
型 RF#蛋白阳性表达率和表达强度均有显著性差异
8!$ ? %FG #%U! & ? HG HHH；!$ ? %XG HV$! & ? HG HH%9，而
STSM 的阳性表达率和表达强度却均无显著性差异
8!$ ? %G V#F! & ? HG %XY；!$ ? UG %UY! & ? HG $UY9

!" ( 原发性 #$%中 %#%)与突变型 &’(蛋白表
达之间的关系

结果见表 U，本组 %#例原发性 T&S中 STSM和突
变型 RF#蛋白均呈阳性表达为 XG YEI 8% ^ %#例 9，突变
型 RF#蛋白未表达病例中 STSM阳性表达率与突变型
RF# 蛋白阳性表达病例比较，差异无统计学意义
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图 K ;.<0.9=)1816 生存分析 >J) 类型与生存时间之间的关
系 ?@,7=6.9A检验，! B C? CKP
D87361 K ’E1 6123042 ,5 ;.<0.9=)1816 .9.0:282 ,5 4E1 610.48,92 /14F119
23/4:<1 .9G 236H8H.0 48I1 89 >J)? @,7=6.9A 4124，! B C? CKP
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图 + 在原发性,-)中),)’阳性瘤细胞 .核呈棕黄色 /!+01 .$2! 3 400/ 图 4 在继发性 ,-)中),)’阳性瘤细胞 .核呈棕黄色 / 5 601
.$2! 3 400/ 图 7 在原发性 ,-)中突变型 87+蛋白阳性瘤细胞 .核呈棕黄色 / 5 601 .$2! 3 400/ 图 9 在继发性 ,-)中突变型 87+蛋
白阳性瘤细胞 .核呈棕黄色 /!701 .$2! 3 400/
:;<=>? + (@A>?BB;CD CE ),)’ ACB;F;G? BFH;D;D< .!+01/ IHB ;J?DF;E;?J KL FM? A>?B?DN? CE K>CID BFH;D;D< ;D FM? D=NO?; CE A>;PH>L <O;CKOHBFCPHB
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表 4 各组,-)中),)’与突变型A7+蛋白表达强度间的关系
’HKO? 4 ’M? >?OHF;CD K?FI??D ?@A>?BB;CD ;DF?DB;FL CE ),)’ HDJ P=R
FHDF 87+ A>CF?;D

(!
)* +, -./0 ’ H B& 8*DI，再将两者的表达强度赋值后
进行秩和检验，结果显示两者表达强度差异无统计学意

义 J!* H +& +F*! ’ H B& *CCI，?1/$%=$4相关分析显示呈负
相关趋势，但无统计学意义 J 1 H : B& 8+E，’ H B& *GDI

!" # 继发性 $%&中 &$&’与突变型 ()*蛋白表
达间的关系

结果见表 E，本组 *D例继发性 ->#中 #-#.和突
变型 <78蛋白阳性表达者占 C8& BFK J+G L *D例 I，突变型
<78蛋白未表达病例中 #-#.阳性表达率高于突变型
<78蛋白阳性表达病例，但统计结果显示两者的阳性表
达率差异无统计学意义 J!* H B& 7+D! ’ H B& EC8I。再将两
者的表达强度赋值后进行秩和检验，结果显示随 #-#.
的阳性表达强度降低而突变型 <78蛋白的表达强度明
显增强 J!* H ++& DB7! ’ H B& BBGI，?1/$%=$4相关分析显示
呈明显负相关 J 1 H : B& DB*，’ H B& BB+I。

* 讨 论
->#是中枢神经系统中最常见的高度恶性肿瘤，

尽管脑肿瘤的外科技术、放疗、化疗等综合治疗技术有

较大的发展，但 ->#的总体生存率仍非常低，治疗后平

均生存时间少于 +年。探讨影响 ->#预后的相关因子，
试图寻找提高 ->#生存期的有效方法，乃目前的研究
热点。本课题收集 8G例 ->#病例的临床病理资料并用
免疫组织化学染色，结果显示：原发性 ->#的平均发病
年龄明显大于继发性 ->#，但原发性 ->#患者的生存
时间却比继发性短；#-#.可以修复烷化剂化疗药造成
的 M,N损伤 OG :+B P，#-#.高表达的患者其生存时间短，
与生存时间呈负相关。此结果与 M(42(4 N#等 O++ :+* P的

研究结果相符。Q(0多因素相关分析表明 ->#的分型和
#-#.的阳性表达是影响患者生存期的独立预后因素，
而患者年龄、性别、肿瘤大小、突变型 <78蛋白的表达与
->#的预后生存期无关。此结果与 R3%(S( TUV$S3的研
究报道一致 O+8 :+E P。,$V$4/等 O+B P认为 #-#.是唯一与亚
硝脲耐药有关的因素。因此，我们认为在临床工作中有

必要对 ->#进行进一步的分型，并在患者化疗前对肿
瘤组织进行免疫组化检测 #-#.的表达情况，有助于
确定化疗方案和预后的判断。

有关突变型 <78蛋白表达对预后的影响，不同的学
者持完全不同的观点，?@U=3A5 #Q等 O+7 P认为 ’/2基因
的突变是判断 ->#的预后有效因子。而本研究数据显
示：虽然突变型 <78蛋白在继发性 ->#中的阳性表达
率明显高于原发性 ->#，但 Q(0多因素相关分析显示生
存时间与突变型 <78 蛋白的表达无关。此观点与
?3==(42 #W O+D P和 ?=35U X? O+C P等多数学者的研究结果相

同。

研究已证实在原发性和继发性 ->#中，<78 的突
变率并不相同。在继发性的 ->#中，7CK的突变集中在
两个热点编码子区域：*EF和 *C8。而原发性 ->#中仅
仅只有 +CK发生在该区域，而且继发性 -># Q1-岛的
-：Q#NY.突变发生频率比原发性高得多 OG P。本实验 8G
例 ->#中共出现 *8例突变型 <78蛋白阳性表达，占
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&’( )*+，其中原发性 ,-.的阳性表达率 %’( %’+ /$ 0 %%
例 1，而继发性却有 ’2( **+ /$% 0 $3例 1。两组间的阳性
表达率有明显的差异。突变型 4&#蛋白在继发性 ,-.
中的高表达，而在原发性 ,-.中的低表达，提示 &’(
基因的突变在继发性 ,-.的发生中是一个高发事件，
而且原发性与继发性 ,-.的分子遗传学改变存在一定
的差异性 5%# 6。

.,.7是一种修复 89:甲基化损伤的蛋白酶，在
人体的正常组织中均有表达。在其修复 89:甲基化或
高甲基化损伤的过程中，无需任何辅助因子或其他蛋白

的协助，可以将 89:分子中鸟嘌呤 ;3上的甲基转移到

.,.7自身第 %<&位的半胱氨基酸残基上，而使鸟嘌呤
得以复原，并使 89:的结构和功能得以恢复。=>?@ 4 5%’ 6

和 ABCD??DE . 5< 6 分别在肺癌和肠癌的相关研究中发现

.,.7 的功能异常，不能及时修复 89:损伤，导致 ,：
F!:G7突变。9HIHJKEH .等 5%) 6认为在继发性 ,-.发
生的早期阶段常发生 .,.7启动子甲基化导致 .,.7
的低表达，并与 &’( 基因突变的增加有关，尤其是与
&’(基因的 ,：F!:G7突变有关。
虽然本实验中 .,.7在两组 ,-.中的表达率和表

达强度没有差异，但发现突变型 4&#蛋白较强表达的病
例其 .,.7表达较弱，相反，突变型 4&#蛋白较弱表达
的病例其 .,.7较强表达。于是进一步分析原发性和
继发性 ,-.中 .,.7与突变型 4&#蛋白表达间的关系
发现，继发性 ,-.中两者呈明显负相关。即随 .,.7阳
性表达强度的降低而突变型 4&#蛋白阳性表达强度却
增强。说明在继发性 ,-.的发生、发展过程中 .,.7启
动子甲基化增强，.,.7的活性减弱，不能修复 4&#高
甲基化，可能导致 &’(基因 ,：F!:G7突变的发生。但
LKHM N 5$2 6却认为突变型 4&#蛋白可能与下调 .,.7的
表达有关。可见在继发性 ,-.中 .,.7与突变型 4&#
蛋白的确切关系有待进一步深入研究。而原发性 ,-.
中，虽然两者的表达强度有负相关的趋势，但统计学分

析显示 .,.7与突变型 4&#蛋白表达并无相关性，两者
表达强度也无明显的差异，其原因可能与它发生的基因

改变的途径不同有关，但有待进一步的深入研究。

综上所述，本研究通过免疫组织化学检测原发性和

继发性 ,-.中 .,.7和突变型 4&#蛋白的表达，发现
&’( 基因突变在继发性 ,-. 中是一高发事件，而且
.,.7表达与 &’(基因的突变的发生呈负相关。而原发
性 ,-.中 .,.7与突变型 4&#蛋白表达无相关性。在
原发性和继发性 ,-.中两者表达的差异，进一步证实
了原发性和继发性 ,-.在发生、发展的过程中有着不
同的分子遗传学途径。另外，,-.的预后与其分型和

.,.7的表达有关，与年龄、性别、肿瘤的大小及突变型
4&#的表达无关。
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中国环境诱变剂学会第 +-届学术交流会议定于 *DDG年 S月在哈尔滨举行，有关事宜通知如下：

一、会议时间及地点：时间 6 *DDG年 S月 +D H +-日。地点 6 黑龙江省哈尔滨市 .具体见第二论通知 /。

二、征文内容

+、环境中致癌物、生殖毒物、致突变物等方面研究的新进展、新方法、新规范；

*、环境因素致突变、畸变、癌变的分子机制；

Z、环境有害物质代谢组学；

-、食品、药品、化妆品、农药和化学品等有关物质的安全性和有效性评价；

R、相关的临床和基础研究的其它试验方法、检测报告、试验研究和综述性论文。

三、论文要求：为尚未公开发表的研究成果或文献综述。全文不超过 R DDD字，摘要限 FDD字 .包括背景与目的、材料与方法、结

果、结论 -个部分 /。按科学技术期刊编排格式撰写，标题下请注明作者姓名、单位、通讯地址、邮编、联系电话及 P H 5$1)地址。版面一

律用 U-纸，小四号宋体，英文用 \15;3 ,;V C(5$9字体，_(%<格式。投稿截止日期为 *DDG年 R月 Z+日。

四、投稿方式：论文通过 P H 5$1)发送给联系人，并同时将回执以邮寄或 P H 5$1)形式返回，回执采用复印件和扫描电子版均有效。

来稿请寄：哈尔滨市南岗区保健路 +RS号哈尔滨医科大学公共卫生学院营养与食品卫生学教研室 . +RDDF+/，李莉 收。电话：

D-R+ H FSRD*SZD，+ZF-RDSSRFE；传真：D-R+ H FSRD*FFR；P H 5$1) 6 )1)1:22d319$ & B(5
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