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Abstract:Objective　Tostud ytheincidenceofPTEN,Mdm2and p53ex pressionindifferenthisto patholo2
gical gradesofastroc ytomaandshowthereasonofthe p53/Mdm2autore gulatoryfeedback 2loopmodelisab 2
normalintumorcell. Methods　Thesur gicals pecimensfrom68brainastroc ytoma patientswereanal ysedto

detectMdm2and p53ex pressionwithimmunohistochemicalmethod. Results　TheincidenceofMdm2and

p53ex pressionwas 41.2% (28/68 ) and 45.6% (31/68 ) respectivelyinastroc ytoma.Withthe gradeofastro 2
cytomaincreasin gthelevelsofMmd2, p53 proteinincreased.Therewasa positivecorrelationbetween

Mdm2, p53ex pressionand gradeofastroc ytomab yusin gtheS pearmanCorrelationtesttoanal ysethedata.

18casesexhibitedbothMdm2and p53 positiveex pressionand27casesexhibitbothMdm2and p53ne gative

expression,sotheincidenceofsimultaneousstainin gornostainin gwas 66.2% (45/68 ) .Instatistics,a posi2
tivecorrelationwasfoundbetweenMdm2and p53ex pression. Conclusion　Therewasa positivecorrelation

betweenhisto pathological gradesofastroc ytomaandMdm2accumulation, p53ex pression.Mdm2accumula 2
tionwasinaccordancewith p53ex pression.Mdm2and p53co 2expressionwasthebiolo gicalcharacterofhi gh

gradetumor.
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摘　要 :目的　探讨不同组织病理分级的星形细胞瘤中 Mdm2、p53 的表达水平 ,并从蛋白质水平分析在

肿瘤细胞中 p53/Mdm2 负反馈调节机制紊乱的原因。方法　采用免疫组织化学方法检测 68 例星形细

胞瘤标本中 Mdm2和 p53 的表达水平。结果 　星形细胞瘤中 Mdm2 和 p53 的表达率分别是41.2%

(28/68 )和45.6% (31/68 ) ,随着肿瘤恶性程度的增加 ,Mdm2、p53 的表达率呈上升趋势 ,Spearman 等级

相关分析显示 ,Mdm2、p53 的表达与肿瘤分级呈正相关。Mdm2 表达和 p53 一致表达符合率达66.2%

(45/68 ) ,两者的表达密切相关 ( P < 0.05 ) ,Spearman 等级相关分析 Mdm2 表达与 p53 表达呈正相关 ( P

< 0.01 )。结论　Mdm2、p53 的表达与星形细胞瘤组织病理分级呈正相关。Mdm2的表达与 p53 的表达

存在一致性 ,两者的联合表达是肿瘤高度恶性的生物学标志。
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0　引言

细胞 p53/Mdm2 负反馈调节环[1] 在生理状态

下既可调节 p53 蛋白活性又可调节 Mdm2 基因的

表达 ,但在机体发生肿瘤的情况下 ,p53/Mdm2 负反

馈调节机制紊乱 ,肿瘤细胞中 Mdm2 和 p53 蛋白大

量积聚。本研究通过检测不同级别的星形细胞瘤中

Mdm2、突变型 p53 的表达情况 ,探讨它们与肿瘤分

级的相关性 ,并从蛋白质水平分析在肿瘤细胞中

p53/Mdm2 负反馈调节机制紊乱的原因。

1　材料与方法

1.1 　样本　收集暨南大学医学院附属华侨医院神

经外科 1993 年 1月～2001 年 1月间临床资料完整

的手术切除脑星形细胞瘤标本 68例 ,男性 42例 ,女

性 26例 ,年龄 9～67岁 ,平均年龄37.1 岁 ,患者术前

均未接受化疗和放疗。按照 1993 年 WHO 星形细

胞瘤分类标准 ,根据 HE 染色和 GFAP 免疫组化染

色对 68例星形细胞瘤标本进行组织病理学分类 ,其

中Ⅰ级 10 例 , Ⅱ级 17 例 , Ⅲ级 12 例 , Ⅳ级 29 例。

对照组为 10例患者非肿瘤部位的正常脑组织。

1.2 　抗体和试剂　一抗为鼠抗人 Mdm2 单克隆抗

体 (工作浓度 1∶100,NeoMarkers 公司)和鼠抗人突
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变型 p53 单克隆抗体 (工作浓度为 1∶200,Santa

Cruz公司) 。10% 非免疫动物血清、生物素化小鼠

IgG、抗辣根过氧化物酶标记的链霉素卵白素及

DAB显色试剂盒均购自美国 Maxim 公司。

1.3 　方法　按免疫组化 S2P染色法进行。每批染

色均以已知阳性片做阳性对照 ,以 PBS代替一抗做

阴性对照。

1.4 　判断标准　Mdm2 蛋白主要在细胞核表达 ,部

分细胞胞浆和胞膜也呈阳性反应 ,呈棕黄色颗粒状 ;

p53 阳性部位定位于细胞核 ,呈棕黄色颗粒状。根

据阳性染色细胞的量将免疫组化染色分为 4 个等

级 : (1)阴性 ( - ) :阳性细胞数 <5%; (2)阳性 ( + ) :

阳性细胞数在 5%～25%; (3)中度阳性 ( ++ ) :阳

性细胞数在 25% ～50%; (4)强阳性 ( +++ ) ,>

50% 。

1.5 　统计方法 　在 SPSS 10.0 统计软件包上采用

χ2检验和 Spearman 等级相关分析对实验数据进行

统计学处理。

2　结果

2.1 　免疫组化染色特征　Mdm2 阳性细胞呈灶性

或散在分布 ,多见于坏死组织和增生血管周围 ,坏死

周围呈栅栏状排列的瘤细胞呈强阳性表达 ,部分肿

瘤细胞胞核染成深褐色。p53 阳性表达定位于胞

核 ,为棕黄色颗粒 ,细胞膜及细胞浆不着色。在高度

异型和间变瘤细胞中 p53 蛋白呈强阳性表达 ,尤其

见于一些大核瘤巨细胞 ,胞核免疫组化染色呈深褐

色。

2.2 　Mdm2 表达与星形细胞瘤病理分级的关系 　

Mdm2 蛋白总阳性率为41.2% (28/68 ) 。其中 Ⅰ级

10.0% (1/10 ) 、Ⅱ级23.5% (4/17 ) 、Ⅲ级41.7% (5/

12) 、Ⅳ级62.1% (18/29 ) 。Spearman 等级相关分析

显示 ,Mdm2 阳性表达与瘤组织病理分级呈正相关

( r = 0.417 , P = 0.000 , P < 0.01 ) 。随着肿瘤级别

升高 ,Mdm2 阳性表达率呈上升趋势。28 例 Mdm2

阳性表达标本中有 8 例表现强阳性 ( +++ ) ,多形

性胶质母细胞瘤 ( Ⅳ级)占了 5 例 (5/8, 62.5% ) ,这

说明 Mdm2 强阳性表达主要见于高级别星形细胞

瘤 ,统计结果见表 1。

表 1　Mdm2阳性表达与星形细胞瘤病理分级的相关性

病理分级 例数
Mdm2

- + ++ +++ 阳性率 ( %)
P值

星形细胞瘤Ⅰ级 10 9 1 0 0 10.0 <0 .01

星形细胞瘤Ⅱ级 17 13 2 1 1 23.5

星形细胞瘤Ⅲ级 12 7 1 2 2 41.7

星形细胞瘤Ⅳ级 29 11 5 8 5 62.1

2.3 　p53 表达与星形细胞瘤病理分级的关系　p53

蛋白总阳性率为45.6% (31/68 ) 。其中 Ⅰ级10.0%

(1/10 ) 、Ⅱ级35.2% (6/17 ) 、Ⅲ级50.0% (6/12 ) 、Ⅳ

级62.1% (18/29 ) ,Spearman 等级相关分析显示 p53

阳性表达与瘤组织病理分级呈正相关 ( r = 0.391 , P

= 0.001 , P < 0.01 ) 。Ⅰ级与 Ⅱ级、Ⅱ级与 Ⅲ级、Ⅲ

级与Ⅳ级的阳性表达率相比均无统计学差异 ( P >

0.05 ) ,提示 p53 突变在肿瘤发生早期就存在 ,随着

肿瘤恶性程度增加 ,其表达率有上升趋势 , 统计结

果见表 2。

表 2　p53阳性表达与星形细胞瘤病理分级的相关性

病理分级 例数
p53

- + ++ +++ 阳性率 ( %)
P值

星形细胞瘤Ⅰ级 10 9 1 0 0 10.0 <0 .01

星形细胞瘤Ⅱ级 17 11 3 2 1 35.2

星形细胞瘤Ⅲ级 12 6 2 2 2 50.0

星形细胞瘤Ⅳ级 29 11 4 7 7 62.1

2.4 　Mdm2 表达与 p53 表达的关系　Mdm2 和 p53

表达均为阳性的标本有 18例 ,均为阴性者有 27例 ,

一致表达符合率达66.2% (45/68 ) ,统计学分析显示

两者的表达密切相关 (χ2 = 6.709 , P = 0.01 , P <

0.05 ) 。等级相关分析结果提示 Mdm2 表达与 p53

表达呈正相关 ( r = 0.555 , P = 0.000 , P < 0.01 ) ,统

计结果见表 3。

表 3　Mdm2表达与 p53表达的相关性

p53
Mdm2

- + ++ +++
P值

- 27 4 6 0 <0 .01

+ 10 0 0 0

++ 3 5 3 0

+++ 0 0 2 8

2.5 　Mdm2/ p53 联合表达与星形细胞瘤病理分级

的相关性　68 例脑星形细胞瘤中 ,Mdm2/ p53 联合

表达 18 例 ,其中 Ⅱ级 1 例 ( 6% ) , Ⅲ级 4 例

(22.2% ) , Ⅳ级 13 例 (72.2% ) 。表明 Mdm2/ p53

联合表达主要见于多形性胶质母细胞瘤 ,是肿瘤高

度恶性的生物学标志。

3　讨论

Mdm2 高表达在人类软组织肿瘤如肉瘤、骨肉

瘤、白血病中非常常见 ,也见于食管癌、高级别星形

细胞瘤和神经母细胞瘤。Mdm2 高表达标志着肿瘤

的高度恶性、侵袭性、转移性、化疗药物耐药性等生

物学特征 ,也是预后不好的指标[2] 。有关 p53 基因

在人脑星形细胞瘤中的突变及表达异常 ,国内外有

较多研究报道 ,但存在很多争议 ,其中争论最多的是
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p53 基因的异常是发生在肿瘤的晚期还是早期。有

些研究认为 p53 基因异常在星形细胞瘤发生早期就

存在 ,它不但见于多形性胶质母细胞瘤也见于低级

别星形细胞瘤。在他们的实验中 ,p53 突变在高级

别和低级别星形细胞瘤中均存在[3] 。但有些学者

在研究中发现 p53 基因突变仅见于胶质母细胞瘤和

间变型星形细胞瘤 ,而未见于低度恶性星形细胞瘤 ,

因而认为 p53 基因异常是星形细胞瘤发生晚期的分

子事件[4] 。本研究检测了不同级别的星形细胞瘤

中 Mdm2、突变型 p53 蛋白的表达水平 ,发现随着星

形细胞瘤恶性程度的增加 ,Mdm2、突变型 p53 蛋白

表达率也上升 ,Mdm2、突变型 p53 蛋白表达与星形

细胞瘤病理分级呈正相关。本研究结果还提示 ,p53

突变在肿瘤发生早期就存在 ,是肿瘤发生早期的分

子事件 ,随着肿瘤恶性程度增加 ,其表达率有上升趋

势。

Mdm2 蛋白与 p53 结合并抑制 p53 的功能 ,这

是 Mdm2 促进癌细胞生长的主要机制之一。Mdm2

抑制 p53 蛋白的活性主要是通过以下两种方式 :形

成 Mdm22p53 蛋白复合物 ;或促进 p53 蛋白的降解。

此外 ,Mdm2 还作为一种穿梭蛋白介导 p53 蛋白的

核浆转运。在非应激的情况下 ,Mdm2 维持 p53 蛋

白低水平 ,主要是通过增强 26S 蛋白小体的蛋白降

解作用。在应激的情况下 ,Mdm2 连接到 p53 蛋白

的能力被阻断或改变 ,防止了 Mdm2 介导的降解作

用 ,p53 蛋白被激活[1,5] 。本研究在同一星形细胞瘤

病例中同时检测 Mdm2 和 p53 蛋白的表达 ,结果表

明一致表达符合率达66.2% ,显示两者的表达具有

协同性。在 18例 p53/Mdm2 联合表达的星形细胞

瘤病例中 ,Ⅳ级 13 例占72.2% ,可见 p53/Mdm2 联

合表达主要见于高级别星形细胞瘤 ,是肿瘤高度恶

性的生物学标志。p53 与 Mdm2 之间存在负反馈调

节机制 ,Mdm2 高表达能够介导 p53 蛋白的降解 ,两

者的表达应该具有拮抗性 ,而不是表现为协同性 ,这

与我们的研究结果似乎相互矛盾。我们认为细胞内

突变型 p53 蛋白大量积聚会激活 Mdm2 基因转录 ,

从而导致 Mdm2 蛋白表达增加。但由于突变型 p53

蛋白稳定性增强 ,它能抵抗 Mdm2 蛋白对它的降解

作用而继续刺激 Mdm2 基因的转录 ,最终引起肿瘤

细胞内 p53 和 Mdm2 蛋白的大量积聚。Kubbutat

等[6]也认为 Mdm2 或 p53 蛋白被修饰如磷酸化后 ,

蛋白的稳定性增强 ,Mdm2 对 p53 蛋白的降解作用

会受到抑制。

实验中我们还发现 Mdm2 蛋白在细胞浆和细

胞膜中表达的现象。尽管有文献把 Mdm2 蛋白在

胞浆和胞膜的表达归为非特异染色[7] ,但我们认为

Mdm2 在胞浆和胞膜的表达也有研究意义。它可能

提示 Mdm2 基因大量转录但蛋白入核运动受阻 ,积

聚在胞浆 ,从而引起胞浆和胞膜的阳性染色。

Mdm2 蛋白在胞浆合成后 ,在核定位信号的引导下

从胞浆进入胞核 ,这一过程需要 PI3K/Akt 信号转

导通路的参与[8] 。PTEN 是一个具有磷酸酶活性的

抑癌基因 ,它对 PIP3 的 3’磷酸特异去磷酸阻滞

PI3K/Akt 信号转导通路[9] 。有研究表明 ,野生型

PTEN 基因转染可以阻滞 Mdm2 蛋白的入核过

程[8] ,肿瘤细胞中 Mdm2 蛋白在胞浆的积聚是否与

PTEN 基因有关尚需进一步探讨。
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