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Abstract:Objective　Toinvesti gatetheex pressionofPCNA 、VEGFinretinoblastomaandtherelationshi pbe 2
tweenthemandthedifferentiation,o pticnerveinfiltration. Methods　Theex pressionofPCNA 、VEGFin22

casesofRbtissuewereanal yzedb yusin gS 2Pimmunohistochemicalmethod. Results　The positiveratesof

PCNAandVEGFwere 58.2% and 63.6% respectively,andallthe expression weresi gnificantlyrelatedto

thedifferentiationde gree ( P < 0.05 ) andnerveinfiltration ( P < 0.05 ) .Theex pressionofPCNAwas

markedlycorrelatedwiththeex pressionofVEGF ( P < 0.01 ) . Conclusion　Determinin gPCNAandVEGF

playim portantroleinevaluatin gthehistolo gicalcharacteristicsandbiolo gicalbehaviorofRb.
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摘 　要 :目的 　探讨 PCNA(proliferatin gcellnuclearanti gen, 增殖细胞核抗原) 、VEGF 在视网膜母细胞瘤

(retinoblastoma,Rb )中的表达及其与 Rb 分化程度和视神经浸润的关系。方法 　应用 PCNA 单克隆抗

体、VEGF 多克隆抗体、采用 S2P 免疫组化法 ,对 22 例 Rb 常规石蜡标本行 PCNA、VEGF 表达的测定。

结果 　PCNA、VEGF 在 Rb 中表达阳性率分别为58.2% 和63.6% ,均与 Rb 的分化程度、视神经浸润有关

( P < 0.05 ) ,而且 PCNA 与 VEGF 的表达有明显相关性 ( P < 0.01 ) 。结论 　测定 PCNA、VEGF 对于确

定 Rb 的组织特性和生物学行为具有重要意义。
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0 　引言

视网膜母细胞瘤 ( retinoblastoma,Rb ) 是婴幼儿

较为常见的眼内恶性肿瘤 ,恶性度高 ,严重危害患者

的视力和生命。近年来有关 VEGF ( VascularEn 2
dothelialGrowthFactor, 血管内皮生长因子) 在肿瘤

生长浸润中作用的研究越来越多 , 但对 Rb 中

VEGF 的作用了解甚少。PCNA (proliferatin gcell

nuclearanti gen, 增殖细胞核抗原) 免疫组化染色能

够反映细胞的增殖状态。我们对手术切除的 22 例

Rb 标本进行研究 ,探讨 Rb 中 PCNA、VEGF 表达情

况及与 Rb 分化程度、视神经浸润的关系。

1 　材料与方法

1.1 　材料 　收集哈医大附属第一医院和附属第二

医院病理科 1999 年 1 月 1 日～2002 年 12 月 31 日

手术切除的 Rb 标本 22 例 ,标本经 10% 中性福尔马

林固定 ,石蜡包埋。22 例 Rb 术前均未行化疗或放

疗。取 Rb 周围正常视网膜组织作为正常对照。

1.2 　主要试剂及方法 　鼠抗人 PCNA 单克隆抗体

(购自武汉博士德公司) 、兔抗人 VEGF 多克隆抗

体、S2P 试剂盒、DAB 显色剂均购自福州迈新公司。

将 Rb 组织块行 4μm 连续切片 ,采用 S2P 免疫

组化染色方法进行 PCNA、VEGF 染色 ,其中 VEGF

抗原在加一抗前对组织块行高温高压抗原修复 ,其

余步骤按说明书进行。用已知 VEGF 阳性的肺癌

组织、已知 PCNA 阳性的卵巢癌组织作为阳性对

照 ,用 PBS 代替一抗作为阴性对照。

1.3 　结果判定

1.3.1 　PCNA 染色结果判定[1] 　PCNA 阳性染色

为细胞核着棕黄色或棕褐色 ,选择每张切片中具有

代表性的 5～8 个视野 ,计数 500 个以上肿瘤细胞 ,

以细胞核着棕黄色或棕褐色为 PCNA 阳性细胞 ,计

算其标记指数 (labellingindex,LI ) 。

　PCNALI=PCNA 阳性细胞数/ 计测肿瘤细胞总数 (100% )

计算出平均 LI, 将高于平均 LI 的 Rb 定为高

LI 表达 ,低于平均 LI 的定为低 LI 表达。

1.3.2 　VEGF 阳性染色标准[2] 　为细胞浆着淡黄

色至棕褐色颗粒。计数 5 个视野 ,阳性细胞数 <

5% 、5% ～25% 、26% ～50% 、51% ～75% 、>75% 分

别为 - 、+ 、++ 、+++ 和 ++++ 。为统计方便 ,

将无表达和 + 定为阴性 ,余为阳性。
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1.4 　统计学处理 　本文数据采用χ2 检验。

2 　结果

2.1 　临床病理特点 　22 例 Rb 患者年龄为 2 个月

～5 岁 ,平均2.4 岁 ,按照 Rb 中有无菊形团排列分为

分化型和未分化型 ,其中分化型 8 例 ,未分化型 14

例 ;瘤细胞浸润视神经者 8 例 ,无浸润者 14 例。

2.2 　PCNA、VEGF 免疫组化染色 　Rb 周围正常

视网膜组织除 1 例 PCNA 和 VEGF 弱阳性外 ,其余

均为阴性。PCNA、VEGF 在 Rb 中表达的阳性率分

别为58.2% 和63.6% 。PCNA、VEGF 表达与肿瘤

分化程度及视神经浸润明显相关 ,见表 1。PCNA

与 VEGF 在 Rb 中表达呈正相关性 ,见表 2。

　　表 1 　　PCNA、VEGF表达与肿瘤分化程度的关系

分组
PCNA VEGF

高 LI 低 LI + -

分型

　未分化型 12 2 3 12 2 3

　分化型 3 5 2 6

视神经浸润

　+ 8 0 3 8 0 3

　- 7 7 6 8

　　3 P < 0.05

　　表 2 　　PCNA、VEGF在 Rb中表达的相关性

PCNA
VEGF

+ -
P

高 LI 13 2

低 LI 1 6
<0 .01

3 　讨论

肿瘤的生长和转移是一个复杂的过程 ,且受诸

多因素的影响。实体瘤的持续生长和侵袭转移有赖

于充足的微血管生成和血液供应[3] 。在调控血管

生成的诸多因子中 ,血管内皮生长因子 (VEGF ) 是

最近几年研究的热点之一 , 它一方面可以增加血管

通透性 ,有利于血浆蛋白、纤维蛋白原外渗 ,促进血

管生成和新基质形成 ,另一方面 ,VEGF 促进血管内

皮细胞有丝分裂 ,刺激血管内皮细胞增殖[4] 。

本文研究表明 ,VEGF 表达与 Rb 的组织学分

型相关 ,未分化型 Rb 细胞 VEGF 表达明显高于分

化型 ,且有视神经浸润组的 Rb 组织中 ,VEGF 表达

明显高于视神经未浸润组 ( P < 0.05 ) ,说明 VEGF

的表达与肿瘤的分化、浸润能力有关[5] 。即分化越

差、浸润能力越强的 Rb 中 ,VEGF 的表达越强 ,这

一结果与傅涛等[6] 的研究结果一致。所以对肿瘤

组织进行 VEGF 检测 ,不仅可以判断肿瘤的生物学

行为 ,也为探讨肿瘤治疗提供了一个新思路。

评价细胞的增殖状态对阐明肿瘤的生物学特性

具有重要意义。增殖细胞核抗原 ( PCNA) 是一种仅

在增殖细胞中合成表达的核内多肽 ,能与 DNA 多

聚酶辅助蛋白结合 ,参与细胞 DNA 复制 ,其表达与

细胞周期有关 ,主要表达于增殖周期的 S 期、G1 期、

G2 初期 ,可作为判断各种恶性肿瘤细胞增殖和其恶

性度及预后的估价指标[7] 。我们的研究结果表明 :

PCNA 表达与 Rb 的组织学分型相关 ,未分化型 Rb

细胞 PCNALI 明显高于分化型 ,反映肿瘤细胞增殖

活性与分化程度间的相关性。同时本试验显示肿瘤

细胞浸润视神经组的 Rb 组织 ,平均 PCNALI 明显

高于视神经未浸润组 ( P < 0.05 ) ,这表明 Rb 的浸润

能力与肿瘤细胞的增殖活性有关 ,增殖活性越高 ,其

浸润度越大[8,9] 。由于 PCNA 的免疫组化测定简单

易行 ,结果稳定 ,可作为判断肿瘤预后的检测指标之

一。

在 Rb 组织中 ,PCNA 的表达与 VEGF 的表达

具有明显的正相关性 ( P < 0.01 ) ,即随 VEGF 表达

增强 ,PCNALI 值增高 ,说明 VEGF 有促进肿瘤细

胞增殖的作用 ,这一作用可能是通过促进肿瘤血管

生成而促进肿瘤细胞增殖的 ,这为我们进一步认识

肿瘤的生长、浸润提供了依据。
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