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［摘　要］目的：探讨人脑胶质瘤组织磷脂酰肌醇３羟激酶（ＰＩ３Ｋ）蛋白的表达及其与患者临床病理特征的关
系。方法：选取４５例胶质瘤患者手术切除的脑组织标本为实验组，收集患者年龄、大脑胶质瘤发生部位及病理
分级等临床病理特征，选取同期２５例脑血管病患者手术切除的脑组织标本为对照组；采用免疫组织化学链霉菌
抗生物素蛋白－过氧化物酶法（ＳＰ）检测 ＰＩ３Ｋ蛋白的催化亚基 ＰＩ３Ｋｐ１１０α、ＰＩ３Ｋｐ１１０β及调节亚基 ＰＩ３Ｋｐ８５的
表达，分析ＰＩ３Ｋ蛋白３种催化亚基与胶质瘤患者临床病理特征的关系。结果：实验组病理分级高级别胶质瘤
细胞密度明显增加、异型性明显、核深染、核分裂象增多，可见怪异的瘤巨细胞、微血管增生、肿瘤浸润范围广及

出血坏死；对照组脑组织水肿、神经细胞变性及减少、局部区域胶质细胞增生及神经纤维空泡变；实验组脑组织

细胞ＰＩ３Ｋｐ１１０α和ＰＩ３Ｋｐ１１０β阳性表达率均高于对照组，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），但 ＰＩ３ＫＰ８５阳性表
达率与对照组的差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；实验组不同性别、年龄、肿瘤发生部位及病理分级间ＰＩ３Ｋｐ１１０α、
ＰＩ３Ｋｐ１１０β及ＰＩ３ＫＰ８５阳性表达率差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论：ＰＩ３Ｋ蛋白在人脑胶质瘤组织中存在
过度表达，但该表达与胶质瘤患者的临床病理特征无关。
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ｇｌｉｏｍａｔｉｓｓｕｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｎｄｅｒ，ａｇｅ，ｔｕｍｏｒｓｉｔｅｓａｎｄｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｇｒａｄｅｓｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ
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　　胶质瘤是中枢神经系统最常见的恶性肿瘤，高
居颅内肿瘤死亡率的第一位，已被公认是人类的一

大健康杀手，胶质瘤治疗主要是手术切除加辅助放

疗和／或化疗，然而即使术后行放化疗等综合治疗
手段，患者仍然容易出现复发、耐药或转移［１］。有

研究发现，人类肿瘤的发生发展是一个多基因多步

骤的过程，肿瘤的复发恶变可由一条或者多条信号

转导通路介导［２－３］。近年来，磷脂酰肌醇３′激酶
信号（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３′ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）通路成为
了研究肿瘤发病机制的热点，其在肝癌、肺癌、白血

病、胰腺癌、多发性骨髓瘤、鼻咽癌、卵巢癌及乳腺

癌等多种恶性肿瘤中均有报道［４－８］，然而该通路与

人脑胶质瘤发生、发展的关系及其机制尚少见报

道。因此，本研究采用免疫组织化学链霉菌抗生物

素蛋白 －过氧化物酶法 （ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎｐｅｒｏｘｉｄａｓｅｔｅｃｈｎｉｑｕｅ，ＳＰ）检测 ＰＩ３Ｋ蛋
白在人脑胶质瘤组织中的表达，同时观察不同性

别、年龄、肿瘤发生部位及分级等不同临床病理参

数患者的ＰＩ３Ｋ蛋白的表达差异，以期为研究胶质
瘤的发生机制提供基础理论依据。

１　材料与方法

１１　材料
１１１　标本来源及分组　收集未经化疗的胶质瘤
患者的脑组织肿瘤存档蜡块作为实验组，要求均为

首次诊断且有完整的临床资料（包括性别、年龄、

家族史及肿瘤发生部位等），确诊采取双盲法按照

修订的第４版《ＷＨＯ中枢神经系统肿瘤分类》［９］

对胶质瘤的分类和分级。实验组纳入胶质瘤患者

４５例，男性２３例、女性２２例，年龄 ＜４０岁２９例、

≥４０岁１６例，肿瘤发生于脑叶者３４例、深部者１１
例，病理分级低级别（Ⅰ ～Ⅱ级）３０例、高级别（Ⅲ
～Ⅳ级）１５例；另取２５例脑血管病患者的正常脑
组织存档蜡块作为对照组，男性１９例、女性６例，
年龄＜４０岁１４例、≥４０岁１１例。实验组与对照
组患者性别及年龄分布差异均无统计学意义（Ｐ＞
００５），具有可比性。
１１２　主要试剂和仪器　免抗人单克隆ＰＩ３Ｋｐ１１０α
抗体、免抗人单克隆ＰＩ３Ｋｐ１１０β抗体及免抗人单克
隆 ＰＩ３Ｋｐ８５抗体（南京沃尔森），免疫组化超敏反
应试剂盒、载玻片、乙二胺四乙酸二钠修复液（ｅｔｈ
ｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄｄｉｓｏｄｉｕｍｓａｌｔａｎｔｉｇｅｎｒｅ
ｔｒｉｅｖａｌｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＥＤＴＡ）、二氨基联苯胺显色试剂盒
（３，３Ｎｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅｔｅｒｔｒａｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＤＡＢ）
及磷酸缓冲盐溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）
（山东迈新）；ＡｘｉｏＬａｂＡ１高清显微镜（ＣａｒｌＺｅｉｓｓ），
ＨＭ３２５轮转式切片机（Ｔｈｅｒｍｏ），ＧｅｍｉｎｉＡＳ全自动
染色机（Ｔｈｅｒｍｏ），ＣｌｅａｒＶｕｅ自动封片机（Ｔｈｅｒｍｏ），
ＲＨＹⅢ病理组织漂烘仪（中威），ＺＹＴＥＳＴⅠ４０Ｌ
超纯水机（卓越）及１０１１ＡＢ电热鼓风恒温干燥箱
（泰斯特）。

１２　方法
１２１　苏木精 －伊红染色法（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ
ｓｔａｉｎｉｎｇ，ＨＥ）判断胶质瘤的病理分级　从石蜡包
埋的样本中切取厚度为３μｍ的组织切片，普通载
玻片捞片，６５℃烤片 ４０ｍｉｎ，二甲苯脱蜡 ５ｍｉｎ／
次、３次，梯度酒精后水化，经苏木精染液染色
８ｍｉｎ，水洗，１％盐酸酒精分化３０ｓ，水洗，碳酸锂
饱和液蓝化２ｍｉｎ，水洗，９５％酒精脱水后放入伊红
（醇溶性）染色液中染色１ｍｉｎ，９５％酒精洗去多余
染液；１００％酒精脱水２ｍｉｎ／次、２次，二甲苯透明
５ｍｉｎ，自动封片机中性树脂封片。观察镜下细胞
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核被苏木精染成鲜明的蓝色，细胞浆被伊红染成深

浅不同的粉红色至桃红色，红细胞呈橘红色。

１２２　ＰＩ３Ｋｐ１１０α、ＰＩ３Ｋｐ１１０β及ＰＩ３ＫＰ８５蛋白表达
　采用ＳＰ法检测，从石蜡包埋的样本中切取厚度为
３μｍ的组织切片，６５℃烤片６０ｍｉｎ，三缸二甲苯
依次脱蜡各 １０ｍｉｎ，梯度酒精后水化；采用 ＥＤＴＡ
高温煮沸法进行抗原修复，应用３％过氧化氢去除
切片的非特异性染色，然后每张切片滴加山羊血清

５０～１００μＬ封闭；将现配好的一抗（ＰＩ３Ｋｐ１１０α、
ＰＩ３Ｋｐ１１０β及 ＰＩ３ＫＰ８５均按说明书推荐比例稀
释）５０～１００μＬ滴加在切片上，冰箱４℃过夜，第２
天２５℃复温３０ｍｉｎ，滴加二抗后置于３７℃水浴箱
孵育１ｈ，ＤＡＢ显色５～１０ｍｉｎ，显色时间以镜下观
察到棕黄色或棕褐色颗粒为宜；苏木素复染、分化、

返蓝、脱水、透明，最后经自动封片机用中性树脂封

片观察。随机选取１０个高倍镜（４００×）视野，计
数其中１０００个细胞，按着色强度无着色、淡黄色、
棕黄色及棕褐色分别计为０、１、２及３分；计数随机
视野内细胞核或／和细胞质中出现棕黄色或棕褐色
颗粒的细胞所占的比例，阴性为０分、≤１０％为１

分、１１％～５０％为２分、５１％～７５％为３分、≥７５％
为４分；将染色强度和阳性细胞数得分乘积 ＞３分
判定为阳性表达，≤３分判定为阴性表达［１０］。

１３　统计学方法
采用ＳＰＳＳ２５０对数据进行统计学分析，计数

资料采用频数（ｎ）、率（％）表示，数据比较采用 χ２

检验，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２１　ＨＥ染色
实验组病理分级低级别胶质瘤的肿瘤细胞弥

漫分布，分化良好，排列疏松，肿瘤细胞呈中等程度

增加，异型性不明显，无核分裂象，无坏死和微血管

增生现象；而高级别胶质瘤的肿瘤细胞密度明显增

加，异型性明显，核深染，核分裂象增多，可见怪异

的瘤巨细胞，微血管增生，肿瘤浸润范围广，可见出

血坏死。对照组脑组织水肿，神经细胞变性及减

少，局部区域胶质细胞增生，神经纤维空泡变。见

图１。

实验组低级别胶质瘤　　　　　　　　实验组高级别胶质瘤　　　　　　　　对照组脑组织　　

图１　实验组及对照组脑组织ＨＥ染色（２００×）
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓＨＥｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃａｌｌｙ（２００×）

２２　ＰＩ３Ｋｐ１１０α、ＰＩ３Ｋｐ１１０β及ＰＩ３ＫＰ８５蛋白表达
实验组及对照组脑组织细胞可见细胞质或细

胞核中出现不同染色程度的棕黄色或棕褐色颗粒，

少部分细胞胞核黄染，见图２Ａ；实验组人胶质瘤脑
组织ＰＩ３Ｋｐ１１０α、ＰＩ３Ｋｐ１１０β阳性表达率高于对照
组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），但 ＰＩ３ＫＰ８５阳
性表达率与对照组比较差异无统计学意义（Ｐ＞
００５），见图２Ｂ。
２３　实验组 ＰＩ３Ｋｐ１１０α、ＰＩ３Ｋｐ１１０β及 ＰＩ３ＫＰ８５
蛋白表达与临床病理特征的关系

实验组患者的不同性别、年龄、肿瘤发生部位及

病理分级间的 ＰＩ３Ｋｐ１１０α、ＰＩ３Ｋｐ１１０β及 ＰＩ３ＫＰ８５
阳性表达差异均无统计学意义（Ｐ＞００５），见表１。

３　讨论

ＰＩ３Ｋ信号转导通路即 ＰＩ３Ｋ／蛋白激酶 Ｂ（ｐｒｏ
ｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，Ａｋｔ）／和雷帕霉素靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎ
ｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）信号转导通路，又称
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路，主要参与调节细胞的
生命活动，包括细胞增殖、活化及凋亡，是组织细胞

生存及生长的调控中枢及网络系统［１１］。ＰＩ３Ｋ家
族由３类同工酶组成，其中ⅠＡ型（ｃｌａｓｓＩＡＰＩ３Ｋ）
是研究最为广泛的一种，由 ＰＩ３Ｋｐ１１０催化亚基
（α，β和 δ）和 ＰＩ３Ｋｐ８５调节亚基组成，具有脂类
激酶活性和蛋白激酶活性［１２－１３］。ＰＩ３Ｋｐ１１０α和
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注：Ａ为ＳＰ法检测各蛋白结果（箭头表示阳性表达细胞），Ｂ为各蛋白阳性表达率的条图；（１）与对照组比较，Ｐ＜００５。

图２　实验组及对照组脑组织中ＰＩ３Ｋｐ１１０α、ＰＩ３Ｋｐ１１０β及ＰＩ３ＫＰ８５蛋白的表达（ＳＰ，×４００）
Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＩ３Ｋｐ１１０α，ＰＩ３Ｋｐ１１０βａｎｄＰＩ３ＫＰ８５ｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓｏｆｔｈｅ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ＳＰ，×４００）

ＰＩ３Ｋｐ１１０β广泛分布在哺乳动物组织中，ＰＩ３Ｋｐ１１０δ
与之相反，分布较为局限，主要存在于白细胞［１４］；正

常情况下，ＰＩ３Ｋｐ８５调节亚基抑制 ＰＩ３Ｋｐ１１０催化
亚单位活化ＰＩ３Ｋ，从而抑制 ＰＩ３Ｋ／Ａａｔ／ｍＴＯＲ信号
通路的活化［１５］；ＰＩ３Ｋｐ８５调节亚基是许多细胞胞
质内的酪氨酸激酶受体及磷脂蛋白的作用对象，当

细胞胞质外相应的配体与此受体相联合后，受体被

活化，ＰＩ３Ｋｐ１１０和 ＰＩ３Ｋｐ８５聚合的二聚体产生变
化，从而使ＰＩ３Ｋｐ８５对于 ＰＩ３Ｋｐ１１０的克制作用被
解除，ＰＩ３Ｋ被迅速激活，所以 ＰＩ３Ｋ可以被许多包
含酪氨酸激酶受体、非酪氨酸激酶受体及胰岛素受

体等细胞胞外信号受体所激活［１６］；受体酪氨酸激
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表１　实验组ＰＩ３Ｋｐ１１０α、ＰＩ３Ｋｐ１１０β及ＰＩ３ＫＰ８５的阳性表达与临床病理特征的关系［（ｎ）％］）
Ｔａｂ．１　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＩ３Ｋｐ１１０α，

ＰＩ３Ｋｐ１１０βａｎｄＰＩ３ＫＰ８５ｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ［（ｎ）％］

　临床病理参数 ｎ
ＰＩ３Ｋｐ１１０α

阳性 χ２ Ｐ
ＰＩ３Ｋｐ１１０β

阳性 χ２ Ｐ
ＰＩ３ＫＰ８５

阳性 χ２ Ｐ
性别

　男 ２３ １７（７３．９） ０．１８０ ０．６７２ １０（４３．５） ０．１９２ ０．６６１ ３（１３．０） １．００３ ０．３１７
　女 ２２ １５（６８．２） １１（５０．０） １（４．６）
年龄

　＜４０岁 ２９ １９（６５．５） １．２４２ ０．２６５ １２（４１．４） ０．９１６ ０．３３８ ２（６．９） ０．４００ ０．５２７
　≥４０岁 １６ １３（８１．３） ９（５６．３） ２（１２．５）
肿瘤发生部位

　脑叶 ３４ ２６（７６．７） １．９４５ ０．１６３ １６（４７．１） ０．００９ ０．９２６ ３（８．９） ０．００１ ０．９７８
　深部 １１ ６（５４．５） ５（４５．５） １（９．１）
病理分级

　低级别（Ⅰ～Ⅱ级） ３０ ２１（７０．０） ０．０５４ ０．８１６ １３（４３．３） ０．４０２ ０．５２６ ３（１０．０） ０．１３７ ０．７１１
　高级别（Ⅲ～Ⅳ级） １５ １１（７３．３） ８（５３．３） １（６．７）

酶（ｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｓ，ＲＴＫ）不仅能激活
ＰＩ３Ｋ系统，也能激活 Ｒａｓ激酶系统，进一步来说，
Ｒａｓ激酶亦可结合ＰＩ３Ｋｐ１１０催化亚基并使之同步
激活，最后导致ＰＩ３Ｋ信号转导通路激活［１７－１８］。通

过多年研究，人们已发现ＰＩ３Ｋ拥有３个辅酶，可以
催化磷脂酰肌醇（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ，ＰＩ）的３号位
羟基被磷酸化，即催化产生磷脂酰肌醇４，５二磷酸
［ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ（４，５）ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＰＩＰ２］及３，
４，５三磷酸磷脂酰肌醇 （ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ
ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＰＩＰ３）［１９］。ＰＩＰ２和 ＰＩＰ３是细胞内重
要的第二信使，能激活下游一系列蛋白激酶如

ＰＫＡ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＡ）、Ａｋｔ／ＰＫＢ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ）
及ＰＫＣ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣ），从而进一步往下传输信
号［２０］。ＰＩ３Ｋ信号转导通路对细胞的繁殖、转移、
转运以及凋亡、恶变进程中的多种病理及生理程序

起着至关重要的作用［２１］。近年来，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／
ｍＴＯＲ信号通路成为研究肿瘤发病机制的焦点，有
报道发现 ＰＩ３Ｋｐ１１０α和 ＰＩ３Ｋｐ１１０β在鼻咽癌、卵
巢癌等多种实体肿瘤中出现高表达［２２－２３］。本研究

结果表明，实验组 ＰＩ３Ｋｐ１１０α、ＰＩ３Ｋｐ１１０β阳性表
达率高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），
这与以往的研究结果一致，因此有理由认为 ＰＩ３Ｋ
与胶质瘤发病机制密切相关，ＰＩ３Ｋ异常活化后通
过ＰＩ３Ｋ信号通路促进了胶质瘤的发生；但实验组
ＰＩ３ＫＰ８５阳性表达率低于对照组，差异无统计学意
义（Ｐ＞００５），这与以往的研究不同［２４－２５］，还需进

一步扩大样本进行验证。此外，本研究分析不同性

别、年龄、肿瘤发生部位及病理分级患者的胶质瘤

组织ＰＩ３Ｋｐ１１０α、ＰＩ３Ｋｐ１１０β及 ＰＩ３ＫＰ８５阳性表达
差异均无统计学意义（Ｐ＞００５），与徐余超［２６］研

究相似，与 Ｓｕｎ等［２７］结果部分相似，故可以认为

ＰＩ３Ｋ蛋白阳性表达与胶质瘤患者的临床病理特征
无关，可能存在其他因素（如复发、转移等），从而

提示了以后的研究方向。

综上所述，本研究表明 ＰＩ３Ｋ蛋白在人脑胶质
瘤组织中存在过度表达，但该表达与胶质瘤患者的

临床病理特征无关。
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