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摘 要
: 【目的】探讨 1型神经纤维瘤病 ( N FI )患者神经纤维瘤发生

、

发展的分子病理机制
。

【方法」将 17 例

NFI 和 12 例非 N FI 患者的神经纤维瘤标本进行石蜡包埋切片
,

常规 H E 染色和 N FI 蛋白特异性多克隆抗体标

记 ; W es et m bl ot 检测 3 例 N FI
、

2 例非 N FI 患者神经纤维瘤和 1 例正常神经的细胞中 N FI 蛋白和 h ET RT 蛋白

的表达
。

【结果】N FI 组与非 N FI 组 H E 染色无明显差异 ; N FI 特异性多克隆抗体标记显示 N FI 蛋白的表达率

NFI 组明显低于非 N FI 组
,

w es te rn bl ot 结果显示正常神经组与非 N FI 组比较
,

N FI 蛋白表达没有明显差异
,

NFI 组 N FI 蛋白表达明显低于非 N FI 组和正常神经组 ; N FI 组和非 N FI 组 h T E R T 蛋白表达明显高于正常神经

组
,

N FI 组和非 N FI 组比较 hT E RT 蛋白表达差异无显著性意义
。

【结论】实验结果提示 N FI 患者神经纤维瘤的

形成除了与 N FI 蛋白表达缺失
,

肿瘤抑制作用减弱有关外还与 hET R T 蛋白表达增加
,

端粒酶活性增高有关 ;而

非 N FI 患者神经纤维瘤的形成与 hET R T 蛋白表达增加
,

端粒酶活性增高有关
,

与 N FI 蛋白表达缺失无关
。
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I 型神经纤维瘤病 (
n e u r o if bor m a t o s is t y p e l

,

N IF )是由于 N IF 基因突变引起的常染色体显性遗

传病
,

多发性神经纤维瘤累及 N IF 患者的全身
,

给

患者造成了极大的危害
,

根据国内外对 N IF 的研

究
,

目前认为 N IF 患者神经纤维瘤的发病机制主

要与 N IF 基因突变导致施万细胞
: as GT P (与三磷

酸鸟昔连接的活化的 ar s
蛋白 )水平增高有关 l’ ]

,

但

其确切的机制仍不是很清楚
。

本研究进一步研究了

N IF 患者神经纤维瘤的发病机制
。

1 材料与方法

1
.

1 标本来源

细胞培养部分
:
病例组为 3 例 N IF 患者的 4

个手术切除的神经纤维瘤组织 ;对照组 1 为 2 例临

床排除 N IF 患者的神经纤维瘤组织 ;对照组 2 为 1

例正常神经组织 (标本来源于经中山大学附属第一

医院神经科和神经外科 2 0 0 2一2 0 04 年确诊
,

从中山

大学附属第一医院手术室获取的 N F I
、

非 N IF 患

者神经纤维瘤和正常神经组织的新鲜组织标本 )
。

免疫组化部分
:
病例组为 17 例 N IF 患者的神经纤

维瘤石蜡包埋标本 ;对照组为 12 例非 N IF 患者的

神经纤维瘤石蜡包埋标本 (标本来源于经中山大学

附属第一医院神经科 19 9 5一 2 004 年确诊
,

中山大学

附属第一医院病理科保存的 N IF 和非 N IF 患者神

经纤维瘤的石蜡包埋标本 )
。

1
.

2 实验方法

1
.

2
.

1 H E 和 A B C 法检测 N IF 蛋白的表达 将手

术室取来的神经纤维瘤组织剪切成小块放人 40 留

L 的多聚甲醛中固定 6一 12 h
,

脱水后进行石蜡包

埋
,

每个石蜡块切 5 卜m 厚的切片各两张
,

分别做

常规 H E 染色和 A B c 法 (通过二甲苯脱腊
、

酒精去

除二甲苯
、

微波修复抗原
、

阻断内源性过氧化物酶
、

封闭抗原
、

抗体孵育
、

链霉卵白素孵育
、

D AB 显色

和苏木素中复染等步骤 )进行 N IF 蛋白抗体标记
。

每例标本在高倍镜 ( x4 0 0) 视野下计数 10 个视野
,

计算各标本中每个高倍镜视野下平均阳性细胞数

目以及细胞总数 目
。

1
.

2
.

2 W e s t e rn b l o t 法检测 N F I 蛋 白和 h T E RT 蛋

白的表达 将手术室取来的 N IF
、

非 N IF 患者神

经纤维瘤组织和正常神经组织洗净剪碎后
,

置于装

有 2 叭 I 型胶原酶 ( I 型胶原酶溶液体积约为瘤

组织体积的 10 倍 )的离心管中 37 ℃消化
,

6 一 s h

后组织块消化成细胞悬液
,

10 0 0 r/ m in 离心 5 m in
,

弃去上清液
,

加人含 100 妙胎牛血清的 DM E M 制

成细胞悬液
,

接种于培养瓶置于 37 ℃ 体积分数

5% C 0
2

培养箱中培养
,

待细胞生长接近融合时终止

培养
。

用细胞裂解液 rT[ i s
.

C I(5 0 m m o l几 )
、

N a C I (1 5 0

m m o F )L
、

N a N 3
(2 g/ )L

、

S D S (1 g/ )L
、

PM SF ( 10 0 林留

m L )
、

A p or t i n i n ( l 林留m L )
、

N P 一4 0 (10 gL/ )
、

D e o x y e h o l i n a e id (5 g/ )L
、

eL
u p e t i n ( l

u
留m L ) ]提取上

述各处理组细胞总蛋白
,

B ar dfo 记 法蛋 白定量
,

调

整所有样本的蛋白质浓度至 .0 6 泌 后
,

用 Wes et m

bl ot (通过聚丙烯酞胺凝胶电泳
、

转膜
、

抗体孵育
、

暴

光等步骤 ) 检测三组细胞中 N IF 蛋白和 hT ERT 蛋

白的表达
。

1
.

3 统计学方法

通过 s sP s lo .0 统计分析软件
,

采用两组独立

样本 t 检验分析免疫组化法 N IF 蛋白的表达 ;单因

素方差分析和 比 D
一
t 检验分析 W

e s et m bl ot 法检测

的 N IF 蛋白和 hTE RT 蛋白的表达
,

检验水准取 a 二

0
.

0 5
。

2 结 果

2
.

1 H E 染色

N F I 组和非 N IF 组的细胞组成
、

排列
、

细胞增

生程度及形态结构都无明显差异
,

皆可见梭形细胞

呈栅栏状或漩涡状排列 (图 l )
。

高倍镜 (
x 4 0 0) 视野

下 的两组神经纤维瘤组织中肿瘤细胞的数目
,

N IF

组为 4 9土 12
,

非 N F I 组为 4 2土 1 1
,
t = 1

.

6 8 9
,

=P 0
.

6 8 2 >

.0 05
。

因此在普通的 H E 染色下无法区分神经纤维

瘤组织是否来源于 N IF 患者
。

图 1 两组神经纤维瘤组织的 H E 染色

F i g
.

1 H E s
面 iu n g of ht e wt o g or

u sp of n e u r 0 6 b r o 〔。 a s

A : N F I P a t i e n t ; B : n o n 一N F I P at i e n t , x 2 0 0

.2 2 免疫组织化学染色法检测 N F I 蛋白的表达

N FI 组神经纤维瘤组织
,

可见一部分细胞的胞

浆呈棕黄色
,

为阳性着色
,

而另一部分细胞胞浆无
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阳性着色
,

只可见淡蓝色的细胞核 ;非 N IF 组神经

纤维瘤组织
,

所有细胞的胞浆都呈棕黄色的阳性着

色
,

说明 N IF 患者神经纤维瘤组织呈低表达或不

表达 N IF 蛋白
,

而非 N IF 患者神经纤维瘤组织所

有细胞均表达 N IF 蛋白
,

前者 N IF 蛋白表达阳性

的细胞占总细胞的比例的均值为 40 % 士5%
,

后者为

l X() %士 0%
,
t = 1 1

.

16
,

凡 0
.

0加 <0
.

0 1
。

因素方差分析检验各组 hTE R T 蛋白表达的差异
,

结果示 =F 14 .7 97
,

作 .0 0叨 0< .0 1
,

各组差异有显著性

意义
。

进一步采用 LS D 一 t 检验分析比较各组之间的

差异
,

结果示正常神经组 h T E RT 蛋白的表达明显

低于 N F I组 (凡0
.

0 0 1 < 0
.

0 1 )和非 N F I 组 (作 0注X叉) <

0
.

0 1 )
,

N F I 组和非 N F I 组比较 h花RT 蛋白表达差

异无显著性意义 (作 .0 2 7 6 > .0 0 5 )
。

r .琶
.` 1 “ ` ” ` “ . U l l U l u . . I . a , ` . 比 ” ` u ” l tt , 1 、 r 1 P l u l` u l

s p 陀访 c a
int 伙日y

A : N F I Pa t i e n t : B : n o n 一N F I Pa t i e n * , x ZX()

2
.

3 W
e st e rn b lo t 法检测 N F I 蛋白的表达

N FI 患者神经纤维瘤细胞中 N FI 蛋白表达为

0
.

364 士0
.

0 5 9 )
,

明显低于正常神经 (N
,

1
.

00 0士0
.

00 0 )

和非 N IF 患者神经纤维瘤细胞 (on
n 一N IF

,

.0 867 士

0
.

1 17 ) (图 3 )
,

应用单因素方差分析检验各组 N IF

蛋 白表达的差异
,

结果示 =F 1.9 6 1 9
,

=P .0 0以 ) < .0 01
,

各组差异有统计学意义
。

进一步采用 LS D一 t 检验分

析比较各组之间的差异
,

N IF 组 N IF 蛋白的表达

明显低于非 N IF 组护七 0
.

000 0<
.

00 5) 和正常神经组

(=P .0 侧X) 0<
.

00 5 )
,

正常神经组与非 N IF 组比较
,

N FI 蛋白表达则没有明显差别 (凡.0 2 3 5>0 .0 5 )
。

~ . ~ .

~ 一勾
. , ` ’

“
. 人 ’ . 压 色 . ~ “ r , . 4 ~ “

咨 ’ .

… … “
, 二 .

6
l

u “ 尸 ,

n o

rm
a l n e vr e

脚
u p

3 讨 论

圈 3 N F I
、

非 N F I 患者神经纤维瘤和正常神经的细胞中

N F I 蛋白表达水平的比较

F i乡3 C o m p a八os n o f N F l p or te in xe p r 侧明 io n 一e v e l

be t w ee n e e lls of NF I
,

on --n N F I
, a n d on 恤 al n e vr es

.

M : Makr
e 代 N F I: N F I脚

u p ; n o n 一 N F I: n o n 一 N F I 脚
u p : N:

n o m】al n e vr e g双 l u P

.2 4 W es et m b lot 法检测 h T E R T 蛋 白的表达

NF I 和非 N IF 患者神经纤维瘤细胞中 hT E R T

蛋白表达分别为
: 2

.

3 5 0士 0
.

10 3 和 2
.

7 6 6士0
.

4 0 5
,

明显

高于正常神经的细胞 ( 1
.

00 0土.0 0 (X)
,

图 4 )
,

应用单

N FI 患者神经纤维瘤的发生机制目前主要认

为是由于 N FI 基因突变导致其编码的 N FI 蛋白表

达减少甚至缺如
,

从而使其下调原癌基因 R a s
活性

的作用受到抑制
,

引起施万细胞 ar s G即水平增高

出现异常增殖
。

端粒酶与肿瘤的关系是目前研究的

一个热点
,

其激活与细胞永生化和肿瘤发生
、

发展

密切相关
。

近来的研究发现大多数肿瘤细胞中端粒

酶的活性都是增高的-f2 ,
,

端粒酶的激活使端粒保持

一定的长度不被分解
,

从而使细胞获得永生是细胞

最终发展成肿瘤细胞的一个先决条件 15门
。

h花 R T

是端粒酶的催化亚单位
,

其表达情况可以反映端粒

酶的活性 .IS gj
。

目前尚未见神经纤维瘤中 h化 R T 蛋

白表达情况的报道
。

本实验将 N FI 与非 N FI 患者的神经纤维瘤组

织进行常规 H E 染色
,

并用免疫组织化学染色法检

测其 N IF 蛋白表达水平
,

W es et m b lot 法检测 了

N IF
、

非 N IF 患者神经纤维瘤和正常神经的细胞

N IF 和 h T E RT 蛋白表达水平
,

结果显示普通 的 H E

染色
,

N IF 与非 N IF 患者神经纤维瘤组织在细胞

组成
、

排列
、

增生程度
,

组织的形态结构上都无明显

差异
,

因此很难将两者区分
。

N IF 特异性抗体免疫

组织化学标记结果提示 N IF 患者神经纤维瘤组织

中 N F I 蛋 白的表达 明显降低
,

其表 达率仅为
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39
.

65 %
,

而非 N IF 患者神经纤维瘤中所有细胞都

能表达 N IF 蛋 白
,

其表达率为 100 %
,

两者差异有

显著性意义
。

W es te m b lot 法检测 N FI 蛋白表达结

果与免疫组织化学标记结果相符
,

N FI 患者神经纤

维瘤细胞中 N FI 蛋白的表达量是正常神经的细胞

的 3 6
.

35 %
,

两者差异有显著性意义
,

而非 N IF 患者

神经纤维瘤细胞中 N IF 蛋白的表达量是正常神经

的细胞的 86
.

73 %
,

但两者无显著性差异
,

N FI 和非

N FI 患者神经纤维瘤细胞中 N FI 蛋白的表达量也

是有显著性差异的
。

这些都证实了 N FI 患者的神

经纤维瘤的形成是由于 N FI 基因突变引起 N FI 蛋

白的表达减少或缺失引起的
,

而非 N IF 患者 的神

经纤维瘤的形成与 N IF 基因是没有关系的
。

W es et m bl ot 法检测 hTE R T 蛋 白表达结果显

示 N IF 和非 N IF 患者神经纤维瘤组织均有 hTE RT 蛋

白的表达
,

N F I患者神经纤维瘤细胞中 hT E RT 蛋白的

表达量是正瀚申经细胞的刀 6倍
,

两者有显著哇差异 ;

非 N FI 患者神经纤维瘤细胞中 h T E R T 蛋白的表达量

是正常神经细胞的 刀 8倍
,

两者差异有显著性意义 ;

N F l 和非 N IF 患者神经纤维瘤细胞中 h T E R T蛋白的

表达量是没有显著性差异的
。

端粒酶不仅在肿瘤细

胞而且在人类的一些正常细胞如男性精子细胞
,

活

化的淋巴细胞和干细胞等细胞中也保持着一定的

活性
,

且在人类生长发育阶段其正常细胞端粒酶的

活性是增加的 lz[ 0]
。

本实验检测到正常神经细胞 (主

要是施万细胞 )是有 h T E R T 蛋白表达的
,

说明在人

的正常神经的细胞内端粒酶是有一定活性的
,

N IF

和非 N IF 患者神经纤维瘤细胞中 hTE R T 蛋白的表

达量明显高于正常神经细胞
,

说明其端粒酶活性明

显增高
,

提示了 N IF 和非 N IF 患者神经纤维瘤的

形成都与 h TE RT 表达增加和端粒酶的激活有关
。

N F I 和非 N IF 患者神经纤维瘤细胞中 h T E RT 蛋白

的表达量无显著性差异
,

说明
一

二者端粒酶的激活程

度无明显差异
。

综上所述
,

N FI 患者神经纤维瘤的形成除了与

N FI 蛋白表达缺失
,

肿瘤抑制作用减弱有关外还与

h T ERT 蛋白表达增加
,

端粒酶活性增高有关 ;而非

NF I 患者神经纤维瘤的形成与 h T E RT 蛋白表达增

加
,

端粒酶活性增高有关
,

而与 N FI 蛋白表达缺失

无关
。
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