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纤维粘连蛋白和整合素β1在人脑胶质瘤中的表达及其意义
赵杰  刘跃亭*
（山西医科大学第一医院神经外科，山西太原030001）
【摘要】目的  研究纤维粘连蛋白、整合素β1在胶质瘤中的表达及其与恶性程度的相关性，探讨纤维粘连蛋白、整合素β1在人脑胶质瘤的诊断及恶性程度判断中的临床意义。方法  应用免疫组织化学的方法检测60例脑胶质瘤组织标本、15例正常脑组织标本中纤维粘连蛋白、整合素β1的表达。结果  ①正常脑组织标本中纤维粘连蛋白和整合素β1均不表达。②纤维粘连蛋白在胶质瘤中的阳性表达率为31.67% (19/60)并均随肿瘤恶性程度增高而增高(P<0.05)。③整合素β1在胶质瘤中的阳性表达率为40.00(24/60)，并均随肿瘤恶性程度增高而增高(P<0.05)。④纤维粘连蛋白和整合素β1的表达存在相关性(r=0.312，P<0.05)。 结论  ①人脑胶质瘤组织中纤维粘连蛋白、整合素β1的表达与胶质瘤病理分级呈正相关。②检测脑胶质瘤组织中纤维粘连蛋白、整合素β1的表达有助于胶质瘤患者的诊断及恶性程度判断。
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The Expression and Significance of Fibronectin and Integrin β1 in Human Brain Glioma

ZHAO Jie, LIU Yue-ting

(Department of Neurosurgery, First Hospital of Shanxi Medical University, Taiyuan 030001, China)

[Abstract] Purpose To explore the expression of fibronectin and integrinβ1 in human glioma cell of the patientswith neurogliocytoma and to see whether or not fibronectin and integrinβ1 expression associate with thedifferentiation and pathologic grading. It was expected that this study could reveal some essentialqualities of the glioma and provide potential application for judging the malignant grades andbiological treatment. Methods The expression of fibronectin and integrinβ1 was detected in 60 cases of human glioma and 15 specimens of normal brain tissues by immunohistochemistry staining. Result Normal brain tissue specimens of Fibronectin and integrin β1 did not express.The positive rates of fibronectin were 31.67% (19/60) in glioma.The positive rates of fibronectin increased along with the elevation of glioma malignancy(P<0.05). The positive rates of integrinβ1 were 40.00%(24/60) in glioma.The positive rates of integrinβ1 increased along with the elevation of glioma malignancy(P<0.05). Significant positive correlation was observed between the expression of fibronectin and integrinβ1(r=0.518, P<0.05). Conclusion The positive correlation existed between the expression of fibronectin and integrinβ1 and the pathological grading of the human glioma.Detecting fibronectin and integrinβ1 in the human glioma can be used in diagnosing, judging the malignancy degree and the prognosis.
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    胶质瘤是人类中枢神经系统最常见的肿瘤，它的主要生物学特性为局部侵袭性生长而罕见颅外转移。脑胶质瘤细胞的侵袭性生长和复发是胶质瘤临床治疗失败的主要原因。研究发现，黏附分子家族中的整合素参与了肿瘤细胞的黏附和迁移等多个环节，通过介导细胞与细胞外基质蛋白、细胞之间的黏附和信号转导等作用，直接和间接地影响肿瘤细胞的侵袭性，包括胶质瘤细胞的侵袭性[1]。整合素家族的配体主要是细胞外基质成分。在正常脑组织中，血管基底膜和胶质界膜处的细胞外基质主要包括W型胶原蛋白、纤维粘连蛋白(FN)、层粘连蛋白(LN)和玻粘连蛋白等[2，3]。我们采用免疫组织化学方法检测了脑胶质瘤中整合素β1、纤维粘连蛋白表达，了解二者在脑胶质瘤组织中的表达情况，并分析它们与肿瘤分化程度及侵袭转移的关系。
1　材料与方法
1.1  材料 
收集2007年9月到2010年6月山西医科大学第一医院神经外科胶质瘤手术切除的标本60例。标本蜡块来源于山西医科大学第一医院病理科。患者均有详细的临床资料和手术记录，术前均未接受放疗和化疗。男女比例为1.7∶1；年龄为18～68岁。其中低度恶性组（Ⅰ级和Ⅱ级）占35例，高度恶性组（Ⅲ级和Ⅳ级）占25例。按WHO（2000）神经上皮肿瘤分类标准[4]对原发胶质瘤进行组织学分级：Ⅰ级（毛细胞型星形细胞瘤和室管膜下巨细胞星形细胞瘤）16例，Ⅱ级（弥漫性星形细胞瘤）19例，Ⅲ级（间变形星形细胞瘤）13例，Ⅳ级（胶质母细胞瘤和髓母细胞瘤）12例；15例正常脑组织标本为急性颅脑损伤患者行内减压术切除的脑组织。所有标本均经10%福尔马林固定，石蜡包埋，3μm厚连续切片。
1.2  方法 
脱蜡至水后按免疫组织化学S-P法操作。一抗抗人FN单克隆抗体购自北京中杉金桥生物技术有限公司；抗人整合素β1单克隆抗体购自北京中杉金桥生物技术有限公司；二抗和S-P试剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司。2种染色均以PBS代替一抗，设立阴性对照。视野采图及测量采用BI2000高清晰图象处理系统软件。FN及整合素β1在胶质瘤细胞中表达结果判定采用在400倍镜下随机采集10个视野，以Lu等[5]的双项积分法行阳性细胞计数：①细胞阳性率：<5%，0分；5% ~25%，1分；26% ~50%，2分；51% ~75%，3分；>75%，4分。②染色强度:淡黄色，1分；黄或深黄色，2分；褐或棕褐色，3分。二者计分相乘>1分为阳性。统计学处理用SPSS13.0统计软件进行分析，采用χ2检验和Spearman相关分析，检验水准取0.05，P<0.05，认为有统计学意义。
2  结  果
2.1  在正常脑组织中纤维粘连蛋白和整合素β1均不表达。
2.2  纤维粘连蛋白在脑胶质瘤组织中的表达
胶质瘤细胞中FN表达为弥漫分布于胞质内的棕黄色颗粒，在低度恶性组和高度恶性组的阳性表达率分别为20.00%及48.00%（χ2=5.284，P=0.022），其差异有统计学意义，见表1。 在低度恶性胶质瘤中仅见少数细胞FN阳性染色，并随恶性程度升高而增加。对研究组胶质瘤恶性程度与纤维粘连蛋白阳性表达率应用Spearman相关分析得出：r=0.835，P＜0.05，证实纤维粘连蛋白阳性表达率与胶质瘤恶性程度成正相关，见表2。
2.3  整合素β1在脑胶质瘤组织中的表达
胶质瘤细胞中整合素β1表达主要分布于胞膜，在低度恶性组和高度恶性组的阳性表达率分别为  25.71%及60.00%（χ2=7.143，P=0.008)，其差异均有统计学意义，见表1。在低度恶性胶质瘤中仅见少数细胞中整合素β1阳性染色，并随肿瘤级别升高而增加。对研究组胶质瘤恶性程度与整合素β1阳性表达率应用Spearman相关分析得出：r=0.876，P＜0.05，证实整合素β1阳性表达率与胶质瘤恶性程度成正相关，见表2。
2.4  纤维粘连蛋白、整合素β1的关系
纤维粘连蛋白的阳性表达率和整合素β1的阳性表达率呈正相关关系(r=0.518，P＜0.05)。
表1  纤维粘连蛋白、整合素β1在正常脑组织和不同恶性程度脑胶质瘤中的阳性表达
	   组别                   例数         FN阳性表达               整合素β1阳性表达
                                    阳性例数（%） P值           阳性例数（%） P值

	正常脑组织组                15       0(0)                        0(0)

低度恶性组（Ⅰ级和Ⅱ级）    35       7(20.00%)    0.022          9(25.71%)     0.008

高度恶性组（Ⅲ级和Ⅳ级）    25       12(48.00%)                  15(60.00%)


表2  纤维粘连蛋白、整合素β1在胶质瘤中的表达
	    病理级别             例数           FN的表达                  整合素β1表达
                                   -    +    ++    +++          -    +    ++    +++  

	低度恶性组（Ⅰ级和Ⅱ级）  35       28   3    3     1            26   4    5     0    

高度恶性组（Ⅲ级和Ⅳ级）  25       13   3    5     2            10   4    8     3     


3  讨  论
在众多影响肿瘤侵袭和转移的因素中，ECM是阻止肿瘤转移的第一道屏障，在肿瘤浸润转移过程中，肿瘤细胞与周围的外基质之间发生一系列的动态变化。细胞黏附分子在细胞与细胞外基质间的黏附及信息传递中发挥很重要的作用，进而调节细胞的生长、分化、增殖，甚至肿瘤的转移。
3.1  脑胶质瘤中整合素β1表达的意义
整合素β1作为重要的细胞黏附分子和信号转导分子，在肿瘤的转移过程中有极其重要的作用。整合素通过介导细胞与细胞外基质蛋白、细胞之间的黏附和信号转导等作用，参与了胶质瘤瘤细胞的黏附和迁移等多个环节，直接和间接地影响胶质瘤细胞的侵袭性。在U-251/lacZ和ANI/lacZ胶质瘤细胞的黏附实验中发现，抗整合素β1抗体可明显抑制胶质瘤细胞对胶原蛋白IV的黏附，表明整合素β1与胶质瘤细胞的侵袭性相关[6]。整合素家族的配体主要是细胞外基质成分。通过与细胞外基质相互作用，而参与胶质瘤细胞的侵袭过程[7，8]。整合素α3β1能与LN相结合，促进U251、A172和T98G胶质瘤细胞的侵袭，但给予一定剂量的抗β1抗体可使胶质瘤细胞在LN基质中的侵袭力下降[9]。
3.2  脑胶质瘤中纤维粘连蛋白表达的意义
肿瘤的侵袭与转移必须要求两个条件：肿瘤血管生成及破坏细胞外基质(extra-cellularmatrix，ECM)。在众多影响肿瘤侵袭和转移的因素中，ECM是阻止肿瘤转移的第一道屏障，在肿瘤浸润转移过程中，肿瘤细胞与周围的外基质之间发生一系列的动态变化。FN作为ECM的主要成分之一，对细胞黏附、迁移、分化都发挥着重要的作用，其对肿瘤生物学行为的影响也日益成为关注的焦点。对人脑胶质瘤ECM的免疫组织化学研究显示，在肿瘤病理状态下血管基底膜及增生的血管内皮细胞FN表达明显增多，同时在肿瘤间质也出现FN表达[10]，即外源性FN。除了外源性FN对胶质瘤侵袭的促进作用，肿瘤细胞自身分泌的FN成分也为胶质瘤恶性进展提供了条件。除了外源性FN对胶质瘤侵袭的促进作用，肿瘤细胞自身分泌的FN成分也为胶质瘤恶性进展提供了条件。胶质瘤细胞能自身合成内源性FN，并随胶质瘤恶性程度增加内源性FN的合成和分泌不但能增强胶质瘤细胞的运动能力，还能通过影响细胞的生存时间、刺激组织分泌生长因子等方式间接影响胶质瘤的生物学行为[11]。故内源性和外源性FN均在胶质瘤侵袭性生物学行为中发挥重要作用[12]。
综上所述，FN在胶质瘤侵袭性生物学行为中发挥重要作用，同整合素β1相互作用促进胶质瘤细胞的运动、迁移能力。由于胶质瘤细胞外基质成分丰富，对单一成分的研究只能初步解释胶质瘤侵袭特性的单方面机制，实际这种肿瘤生物学行为是不同机制构成的网络共同作用的结果。因此通过研究整合素和细胞外基质对胶质瘤的影响，可以为胶质瘤临床诊断及治疗提供线索和依据。
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