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人脑星形细胞瘤中 p53，Fas/FasL的表达及其与凋亡关系的研究 *
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摘要 目的：探讨细胞凋亡在星形细胞瘤中的作用及其与 p53、Fas和 Fas配体(Fas ligand, FasL)的关系。方法：对 43例星形细胞瘤
的标本分别进行 HE染色，TUNEL及免疫组化分别标记 p53，Fas和 FasL。结果：高级别肿瘤和低级别肿瘤间的凋亡无显著差异
（P>0.05）。高级别星形细胞瘤的 p53，Fas和 FasL的表达均显著高于低级别肿瘤（P均 <0.05）。结论：突变型 p53可作为评价星形
细胞瘤生物学行为的参考指标。与低级别星形细胞瘤相比，高级别肿瘤中的细胞凋亡受到了抑制，且 Fas与 FasL的过表达对细胞
凋亡可产生明显影响。
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ABSTRACT Objective: To investigate the role of apoptosis in the progression of astrocytomas and its correlation with the expres-
sion of p53 and Fas/FasL. Methods: Histopathological analysis, TUNEL labeling and immunohistochemical staining of p53 and Fas/FasL.
Results: Apoptosis was not significantly different in the two groups（P>0.05）; Expression of p53, Fas and FasL was significantly higher in
the high-grade astrocytomas than the low-grade ones (P<0.05). Conclusion: p53 can serve as an informative parameter to evaluate the
biological behavior of astrocytomas, Apoptosis may be suppressed in high-grade astrocytomas, the expression of the Fas/FasL aslo exert
remarkable influence on apoptosis in the astrocytomas.
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前言

在生理条件下，细胞死亡的主要形式是细胞凋亡 (apopto-
sis)，细胞凋亡机制的破坏与包括肿瘤在内的许多人类疾病有
关，而 p53, Fas和 Fas配体(Fas ligand, FasL)是与细胞凋亡关系
密切的基因。我们收集了 43例不同组织学分级的人脑星形胶
质细胞瘤标本，旨在探讨细胞凋亡在星形胶质细胞瘤发生发展

中的作用及其与 p53、Fas和 FasL的关系。

1 材料与方法

1.1 材料
取自哈尔滨医科大学第一临床医学院 1999~2000年胶质

瘤手术标本的存档蜡块 43例，分为两组：低级别组，包括星形
细胞瘤 I~II级 21例；高级别组，包括星形细胞瘤 III和 IV级
22例。
1.2 试剂
鼠抗人 p53蛋白单克隆抗体、鼠抗人 Fas蛋白单克隆抗体
及兔抗人多克隆抗体 FasL购自Maxium公司。SP试剂盒购自

福州迈新公司。
1.3 方法
1.3.1 免疫组化 辣根过氧化酶标记的 SP法。即：石蜡切片常规
脱蜡至水，3%过氧化氢 -甲醇封闭 5min，PBS(pH7.2)漂洗后置
EDTA（pH8.0）中，微波炉抗原修复 5min，PBS漂洗后依次滴加
一抗 4 C过夜，二抗 37 C15min，辣根酶标记的链酶卵白素工作
液 15min，PBS漂洗后 DAB显色，自来水充分冲洗终止反应，
苏木素复染，脱水，透明，封片。以 PBS缓冲液代替一抗作为阴
性对照。
1.3.2 TUNEL（POD 法）切片常规脱蜡入水，新鲜配制 3%
H2O2。标本片加 TBS1：200 新鲜稀释 Proteinase K 37 C 消化
15min。加标记缓冲液。按每张切片取 TdT和 DIG-d-UTP各 1
l，加入 18 l标记缓冲液中，混匀。加标记液。置样品于湿盒中，
37 C标记 2h。加封闭液，室温 30min。用封闭液 1：100稀释生物
素化抗地高辛抗体，加至标本片上。置样品于湿盒中，37 C反应
30min。用 TBS1：100稀释 SABC：去 1mlTBS加 SABC10 l，混
匀后加至切片。37 C反应 60min，TBS洗。DAB显色，苏木素复
染，脱水，透明，封片。
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1.4 结果判定
1.4.1 免疫组化染色结果的判断标准 p53以肿瘤细胞核呈棕
褐色染色定义为阳性，Fas和 FasL以肿瘤细胞胞浆呈棕褐色染
色定义为阳性。每张切片随机取三个高倍视野（400），计数至
少 1000个肿瘤细胞中的阳性肿瘤细胞数，计算阳性肿瘤细胞
百分比，即阳性肿瘤细胞百分比阳性细胞数 /计数肿瘤细胞数
100%。按组织切片中肿瘤细胞的显色比例进行半定量：-（无阳
性细胞），+（阳性细胞 25%），++（阳性细胞 25%~50%），+++（阳
性细胞 75%）。
1.4.2 TUNEL 细胞核出现棕黄色染色为阳性细胞，计数方法
同上。但阳性细胞必须周围组织无坏死及炎症；如果为弱阳性，
且 HE染色未出现凋亡的形态特征，不认为该细胞是阳性细

胞；少数肿瘤细胞中由其他原因引起的棕黄色色素沉着，可借

助 HE染色加以鉴别。
1.5 统计学处理
用 SPSS10.0统计分析软件进行数据处理和统计学分析。

计数资料采用 x2检验，检验水准α=0.05，P≤0.05为差异具有
统计学意义。

2 结果

2.1 p53在人脑星形细胞瘤中的表达(图 1，表 1)
p53 在 L 组和 H 组星形细胞瘤中的阳性表达率分别为

52.38%和 81.82%，二者间差异具有统计学意义(P= 0.041)。

Note :* P= 0.041 L group compared with H group

WHO grade
p53

total positive rate(%)
- + ++ +++

grade I~II(L group) 10 5 5 1 21 52.38*

grade III~IV(H group) 4 8 2 8 22 81.82*

表 1 p53在人脑星形细胞瘤中的表达
Table 1 Expression of p53 in human brain astrocytomas

2.2 Fas/FasL在人脑星形细胞瘤中的表达(图 2、3，表 2)
Fas/FasL是参与细胞凋亡的正调节因子。本组免疫组化结
果显示，Fas表达于细胞膜及细胞浆，呈散在分布，在 L组及 H

组中的阳性率分别为 57.14 %和 81.82%，二者间表达无差异
（P=0.067）。 FasL表达于细胞浆，在 L组及 H组中的阳性率分
别为 42.46%和 72.73%，二者间的表达有差异（P=0.046）。

Note : * P=0.067 L group compared with H group; # P=0.046 L group compared with H group

WHO grade n
the number of positive Fas/FasL(%)

Fas(+) FasL(+)

grade I~II(L group) 21 12(57.14) 9 (42.46)

grade III~IV(H group) 22 18 (81.82) 16 (72.73)

Fisher's Exact Test P=0.067* P=0.046#

表 2 Fas/FasL在人脑星形细胞瘤中的表达
Table 2 Expression of Fas/FasL in human brain astrocytomas

2.3 TUNEL
L组 57.1%及 H组 84.4%的肿瘤出现阳性细胞，阳性细胞
散在分布（图 4），H组的阳性细胞较 L组多见，可有 /无典型的

凋亡细胞的形态。偶见阳性细胞或阳性颗粒位于其他形态正常
的细胞胞浆，即所谓的凋亡小体，也作为阳性细胞计数（见表

3）。

Note : * P=0.078 L group compared with H group

表 3 人脑星形细胞瘤中细胞凋亡 TUNEL法的检测结果
Table 3 The result of cell apoptosis in human brain astrocytomas using TUNEL labeling

WHO grade n (+) positive rate(%)

grade I~II(L group) 21 12 57.14*

grade III~IV(H group) 22 18 81.82*

3 讨论

细胞凋亡是一种主动的细胞死亡形式，它通过消除异常细

胞达到内环境的稳定。细胞凋亡及其调控基因异常是肿瘤发生
的重要机制之一[1]。许多组织如乳腺、唾液腺、甲状腺、直肠、肺
及肝，其恶性肿瘤中发生细胞凋亡较其良性肿瘤多见。研究证
实多种基因参与细胞凋亡的调控，其中包括 p53，Fas和 FasL

基因。
p53是控制细胞增殖的主要因子，既抑制细胞生长又抑制
细胞转化。对 p53的主要观点为 p53充当 "基因组的护卫者 "，
预防细胞增殖过程中 DNA损伤。DNA损伤可以增加 p53的表
达水平，结果导致 p21CIP1/WAF1介导的细胞周期阻滞在 G1期，直
到 DNA修复完成，如果损伤不可逆，则诱导细胞凋亡。在缺乏
野生型 p53蛋白时，p53的 "护卫者 "功能丧失，细胞累积基因
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损伤可显示出标志性基因的不稳定性。有研究报道显示，在胶
质母细胞瘤细胞系中表达外源性野生型 p53可以抑制细胞的
生长[2]。野生型 p53蛋白的半衰期很短，很多点突变可大大增加
其稳定性，因而临床标本中用免疫组化可以检测到突变型 p53
蛋白。突变型 p53蛋白失去了本身已有的生物化学功能（如促
进 DNA修复完成以及细胞凋亡），而呈现出使癌细胞过度增
殖。此外 Natalie[3]等在线粒体上发现 p53蛋白的碎片，可启动
p53介导的细胞凋亡。已有研究报道，p53基因的突变与星形胶
质细胞瘤的预后不良存在正相关，且大约 25%的星形胶质细胞
瘤中发现 p53的突变[4]。本实验结果表明，随着星形细胞瘤恶性
程度的增加，p53蛋白的表达亦逐渐增多，瘤细胞的凋亡也逐
渐增多，这与 Khattab AZ的研究结果一致[5]。p53的表达受多种
信号通路的调节。Kim CK等人发现 Ebp1作为致癌基因，其亚
型之一 p48与 HDM2结合可以下调 p53的表达，进而促进胶
质瘤的形成[6]。DNA损伤时可活化 p53和 NF-κB信号通路，
而 p53和 NF-κB信号通路可能在应激 /炎症诱发癌症中发挥
重要作用。Park S等人在恶性胶质瘤中研究发现，RIP1（recep-
tor interacting protein 1,NF-κB信号通路中重要成分）过表达通
过上调 mdm2 可以抑制 p53 的肿瘤抑制信号，进而活化
NF-κB信号通路[7]。因此，深入研究 p53的信号通路对于了解
胶质瘤的发生发展有着积极的作用。

Fas/FasL是介导细胞凋亡的一对膜蛋白，在维持正常组织
发育、控制免疫反应、调节机体生理平衡中起重要作用。Barnha
rt等[8]根据一些淋巴细胞系 Fas介导凋亡信号途中是否依赖线
粒体的信号放大效应把细胞分为 Type I和 TypeⅡ两种类型。
FasL以同三聚体形式和 Fas分子交联，导致 Fas的死亡功能区
成簇，Fas相关死亡区蛋白(FADD)的死亡功能区与活化态 Fas
的死亡功能区可直接结合，形成死亡诱导信号复合物，同时 Fas
相关死亡区蛋白氨基端的死亡效应区与 FLICE(FADD-homolo-
gous ICE/CDE-3-like protease,又称 caspase-8) 的死亡效应区相
互结合形成另一异源双体，继而依靠 FLICE羧基端激活下游
caspase，从而导致细胞发生凋亡(Type I细胞作用途径)；在 Fas/
Fas L凋亡信号途径中，Fas /FasL还可以通过另一条通路而引
起细胞凋亡，FasL结合到 Fas上导致 Bid (一种促凋亡蛋白)裂
解,引起线粒体释放细胞色素 C到胞浆中，细胞色素 C可以活

化 caspase- 9，进而再激活下游分子 ( TypeⅡ细胞作用途径 )。
Fas/FasL表达失调可诱发过敏性肺炎[9]。Fas/FasL通过诱导免
疫细胞的凋亡，可使肿瘤细胞逃逸免疫细胞的杀伤作用[10]。本
研究结果表明，随着星形细胞瘤恶性程度的增高，Fas/FasL的
表达也增加，即星形细胞瘤中高级别组凋亡阳性率高于低级别

组，且 FasL的表达在两组星形细胞瘤中有显著性差异。但 FasL
在胶质瘤中的表达低于 Fas，原因有待于进一步探讨。最新研究
表明 Fas/FasL系统还具有一系列非促凋亡功能。肺癌中 Fas信
号通过癌细胞源性 PGE2 促进骨髓来源的抑制细胞
（myeloid-derived suppressor cells,MDSC)的募集，进而促进肺癌
的生长，从而也为炎症在癌症演进中的作用以及免疫逃逸提供

了新的理论依据[11]。Fas/FasL系统通过 NFκB-TIMP-2信号通
路调节MMP-2的表达，促进胶质瘤细胞侵袭的能力[12]。由此可
见，Fas/FasL系统在肿瘤演进中扮演的角色是多样化的。
细胞凋亡是由基因控制的细胞自我消亡过程，肿瘤不仅是

一种细胞增殖异常疾病，同时也是一种细胞死亡异常疾病。本
组 43例星形胶质细胞瘤标本中 30例胶质瘤出现凋亡细胞，低
级别星形胶质细胞瘤与高级别星形胶质细胞瘤的凋亡无显著

性差异。周捷等[13]也发现胶质瘤组织的凋亡随着肿瘤恶性程度

的增加而增高。胶质瘤细胞凋亡随着组织学分级的增高而增高
并不意味着肿瘤的生长速度减慢，因为相应的其增殖活性也增

强，由于其增殖能力增加的程度大于凋亡增加的程度，肿瘤的

生长速度还是增加了。也就是说，与低级别组相比，高级别组中
的细胞凋亡相对受到了抑制。
总之，细胞凋亡是一个重要的生物学过程，对许多细胞生

物的完整性、体内平衡以及肿瘤的发生均有重要的生物学意
义。人脑胶质细胞瘤中，胶质瘤细胞凋亡可通过 bcl-2介导的线
粒体途径、p53介导的细胞周期和 Fas介导的 FADD途径，但
三者在细胞凋亡进程中的关系如何，还有待进一步研究。因此，
通过一定的途径利用某些因子（如转染等方法）来诱导肿瘤细

胞凋亡，有可能成为治疗神经胶质瘤的一种颇有前景的选择。
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