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摘要 目的 研究人脑胶质瘤中含血小板结合蛋白基序的

解聚素金属 4 ( ADAMTS4) 蛋白酶和 ADAMTS5 蛋白酶的表

达及其与胶质瘤病理分级之间的关系。方法 采用免疫组

化 Envision二步法检测 ADAMTS4 及 ADAMTS5 蛋白酶在 44

例不同级别脑胶质瘤、11 例瘤周脑组织中的表达，计算阳性

细胞百分率，并通过 Image Pro Plusversion 6. 0 ( IPP) 图像分

析软件测量计算其平均光密度( MOD) 值。结果 ① AD-

AMTS4 和 ADAMTS5 蛋白酶在瘤周脑组织中不表达或极低

表达，而在胶质瘤组织中高表达，为棕黄色，主要表达定位于

细胞外基质及细胞质中，两组差异有统计学意义 ( P ＜

0. 05) 。进一步研究显示，其蛋白表达量随着肿瘤级别的升

高而升高，WHO分级中低级别、高级别间差异有统计学意义
( P ＜ 0. 05) 。② ADAMTS4 与 ADAMTS5 蛋白酶在胶质瘤中

表达呈正相关性( χ2 = 5. 614，r = 0. 357，P ＜ 0. 05 ) 。结论

① ADAMTS4、ADAMTS5 蛋白表达量随着胶质瘤级别的升高

而升高，提示了 ADAMTS4 及 ADAMTS5 蛋白酶在胶质瘤的

进展、侵袭中发挥着重要作用。② ADAMTS4 与 ADAMTS5

蛋白表达呈正相关性，揭示了在胶质瘤的发生发展中这两种

蛋白酶可能互相协同，两者的过表达共同促进了胶质瘤的侵

袭。
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人脑胶质瘤是中枢系统最常见的恶性肿瘤，其

发生、发展是多基因、多分子调制相互作用的复杂过
程［1］。在多模式治疗下，多形性成胶质细胞瘤
( WHO Ⅳ级) 平均生存时间也只有 9 ～ 12 个月，间

变性星形细胞瘤( WHO Ⅲ级) 平均生存时间为 2
年，而单个肿瘤细胞渗透侵袭到大脑组织的能力是

预后不良的主要原因［2］。含血小板结合蛋白基序
的解聚素金属蛋白酶( a disintegrin and metallopro-
tease with thrombospondin motifs，ADAMTS) 是一种新
型金属蛋白酶，其中 ADAMTS4 和 ADAMTS5 蛋白酶
与多种蛋白多糖的降解有关，被认为是细胞外基质

( extracellular matrix，ECM) 降解酶［3］。而有研究［4］

表明人脑胶质瘤迁移和侵袭可能与 ECM 的降解有
关。因此，该研究通过免疫组化法在蛋白水平上检
测 ADAMTS4、ADAMTS5 蛋白酶在人脑胶质瘤中表
达，并分析与肿瘤恶性程度关系，从而为临床上早期

诊断，靶向治疗胶质瘤提供理论依据。

1 材料与方法

1． 1 材料 收集 2013 年 5 月 ～ 2016 年 3 月广西壮
族自治区南溪山医院胶质瘤手术切除的石蜡标本

44 例，其中男 24 例，女 20 例，年龄 23 ～ 71 岁，中位
年龄 51 岁，按照 WHO 中枢神经系统肿瘤 2000 年
分类法进行分级: 低级别组( Ⅰ ～Ⅱ级) 21 例，包括
毛细胞星形细胞瘤 9 例( Ⅰ级) ，弥漫性星形细胞瘤
6 例( Ⅱ级) ，少突胶质瘤 6 例( Ⅱ级) ; 高级别组( Ⅲ
～Ⅳ级) 23 例，包括间变性星形细胞瘤 9 例( Ⅲ级) ，
间变性少突星形细胞瘤 6 例( Ⅲ级) ，胶质母细胞瘤
8 例( Ⅳ级) 。所选病例均为单一病种，且术前均未
行放疗、化疗及其他治疗。对照组为瘤周脑组织共
11 例，包括毛细胞星形细胞瘤( Ⅰ级) 瘤周脑组织 7
例，弥漫性星形细胞瘤( Ⅱ级) 瘤周脑组织 4 例。
1． 2 试剂 免疫组织化学试剂一抗: 兔抗人浓缩型
多克隆抗体 ADAMTS4 及兔抗人浓缩型多克隆抗体
ADAMTS5，工作浓度均为 1 ∶ 150，均购自北京博奥
森生物技术有限公司; 二抗: 山羊抗兔一步法聚合物

检测试剂盒，购自北京中杉金桥生物技术有限公司;

DAB显色试剂盒购自福建迈新生物技术有限公司。
1． 3 免疫组化化学染色法 将石蜡标本 4 μm 切
片，常规脱蜡、水化，用 3%过氧化氢去除内源性氧
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化酶，常规行柠檬酸钠抗原修复，按一步法聚合物检

测试剂盒步骤操作。以 PBS 代替一抗作为阴性对
照。
1． 4 结果判定及标准 由两名病理科医师双盲法
阅片和双评分半定量法进行评分: 光镜下随机观察

8 个高倍视野，记录 5 个高倍视野中染色阳性的百
分率，记分标准: 靶细胞阳性率 0 ～ 10% 为 0 分，
11% ～50%为 1 分，51% ～ 75%为 2 分，＞ 75%为 3
分; 显色度按切片中组织显色有无及染色深浅记分，

细胞无显色为 0 分，浅棕黄色为 1 分，棕黄色为 2
分，深棕黄色为 3 分; 最后将两项分相乘，分为 2 组:
0 分为阴性;≥1 分为阳性。并在曝光强度、放大倍
数等相同拍摄条件一致的情况下对每张免疫组化片

随机选取 10 个不重叠的高倍镜( × 200 ) 视野采集
图像，用 Image Pro Plusversion 6. 0( IPP) 图像分析软
件测量计算平均光密度( mean optical density，MOD)
值。以阳性表达率及 MOD 值表示 ADAMTS4 及
ADAMTS5 蛋白表达的相对强度，行半定量分析。
1． 5 统计学处理 采用 SPSS 18. 0 进行统计分析，
对 ADAMTS4 及 ADAMTS5 蛋白在瘤周脑组织和各
级别胶质瘤中的阳性表达率用 χ2 检验; ADAMTS4
和 ADAMTS5 蛋白表达相关性分析采用 χ2 检验及
关联性分析; MOD值采用独立样本 t检验，均以 P ＜
0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 胶质瘤 HE染色观察 HE染色图中可见肿瘤
细胞大小不一，细胞质呈粉红色，细胞核呈蓝色，核

异型性明显，核质比例增大; 随着 WHO 级别的升
高，瘤细胞的密度逐渐增加，有的可见瘤巨细胞，见

图 1。
2． 2 ADAMTS4、ADAMTS5 蛋白在瘤周脑组织及
胶质瘤组织的表达 ADAMTS4 和 ADAMTS5 在瘤
周脑组织中不表达或极低表达，而在胶质瘤组织中

高表达，为棕黄色，主要表达定位于 ECM 及细胞质
中，见图 2。

ADAMTS4 在瘤周脑组织组、胶质瘤组中的阳性
表达率为 18. 18%、77. 27%，差异有统计学意义( χ2

= 13. 589，P = 0. 000 ) ; 而低级别组阳性表达率
61. 90%也明显低于高级别组的 91. 30% ( χ2 =
5. 403，P = 0. 020) ，见图 3A。ADAMTS5 在瘤周脑组
织组、胶质瘤组中的阳性表达率分别为 18. 18%、

84. 09%，差异有统计学意义 ( χ2 = 14. 323，P =
0. 000) ; 在低级别组和高级别组的阳性表达率分别
为 71. 43%、95. 65%，差异有统计学意义 ( χ2 =
4. 815，P = 0. 028) ，见图 3B。

图 1 胶质瘤的 HE染色结果 × 200

A: 低级别组; B: 高级别组

图 2 ADAMTS4、5 在瘤周脑组织、胶质瘤中的表达 IHC × 200

A: ADAMTS4 在瘤周脑组织中表达为阴性; B: ADAMTS4 在胶质

瘤中表达为阳性; C: ADAMTS5 在瘤周脑组织中表达为阴性; D: AD-

AMTS5 在胶质瘤中表达为阳性

MOD提示: ADAMTS4 在低级别组和高级别组
分别 为 ( 0． 178 40 ± 0． 021 53 ) 、( 0． 272 30 ±
0． 027 25 ) ，差异有统计学意义 ( F = 1. 175，t =
－ 12. 600，P = 0. 000 ) ; ADAMTS5 在低级别组和高
级别组分别为( 0． 192 00 ± 0． 026 54) 、( 0． 285 20 ±
0． 030 98) ，差异有显著性( F = 1. 816，t = － 10. 661，
P = 0. 000 ) 。而在低级别组中 ADAMTS4 及 AD-
AMTS5 差异无统计学意义; 在高级别组中 AD-
AMTS4 及 ADAMTS5 差异也无显著性。见图 4 。
2． 3 ADAMTS4 与 ADAMTS5 蛋白表达在胶质瘤
中相关性分析 根据χ2检验及关联性分析可得
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图 3 ADAMTS4、ADAMTS5 的表达

A: ADAMTS4; B: ADAMTS5; 与脑组织组阳性率比较: * P ＜ 0. 05; 与低级别组阳性率比较: #P ＜ 0. 05

图 4 ADAMTS4、ADAMTS5 在低级别组、高级别组中的MOD值

与低级别组比较: * P ＜ 0. 05

ADAMTS4 与 ADAMTS5 在胶质瘤中的表达呈正相
关性( χ2 = 5. 614，r = 0. 357，P = 0. 018) ，见表 1。

表 1 ADAMTS4与 ADAMTS5蛋白表达在胶质瘤中相关性分析( n)

ADAMTS4
ADAMTS5
阴性 阳性

合计

阴性 4 6 10
阳性 3 31 34
合计 7 37 44

3 讨论

有研究［2］证明 ADAMTS4 及 ADAMTS5 蛋白酶
在正常脑组织中表达极少。而本实验对象是胶质瘤
组织，正常脑组织根据伦理学标准不便采集，脑外伤

减压术切去的脑组织有恐对结果造成影响。故以Ⅰ
～Ⅱ胶质瘤瘤周脑组织代替。
成熟大脑 ECM 与其他部位 ECM 不同，胶原蛋

白、纤维粘连蛋白、层粘连蛋白含量较少，而较多为

硫酸软骨素蛋白聚糖及透明质酸。brevican 又称脑
富含的透明质酸结合蛋白( brain enriched hyaluronan
binding，BEHAB) ，简称 B /b ( BEHAB /brevican) ，是
一种中枢系统特有的硫酸软骨素蛋白聚糖，是脑内

最丰富的 ECM成分之一，功能主要为抑制正常的神
经细胞和轴突的运动，在保持大脑 ECM的完整性必
不可少［5］。由于神经细胞、胶质细胞及神经组织占
据 ECM的巨大空间，所以使得神经系统细胞不能任
意运动。而胶质瘤细胞可能通过多种机制来克服
ECM，完成迁移侵袭，包括正常胶质细胞的过表达、
改变正常 ECM 成分、改变细胞表面受体结构等等。
此外有研究［6］表明，胶质瘤细胞能够产生蛋白水解

酶和透明质酸酶，促进 ECM 周围成分分离，从而使
细胞迁移，且在人类脑胶质瘤中 B /b 裂解物明显增
加，且这些碎片能增加胶质瘤细胞的运动和迁移。
研究［7］表明在敲除 B /b基因的动物模型中发现，高
级别胶质瘤侵袭性明显降低，能为胶质瘤的靶向治

疗提供有效帮助。
本实验研究显示 ADAMTS4 和 ADAMTS5 蛋白

在胶质瘤组织中高表达，主要定位于细胞质及 ECM
中，但值得注意是，这两种蛋白酶在胶质瘤中表达呈

显著正相关性，两者协同促进胶质瘤的发生、发展、
侵袭，但目前两者的协同机制国内外尚无研究。
ADAMTS4、ADAMTS5 蛋白酶与胶质瘤病理分级密
切相关，原因可能与 ECM 的降解、B /b 的裂解及肿
瘤微环境的改变有关。Frischknecht et al［5］认为
ADAMTS4 蛋白能在特定的位置裂解 B /b，在当 AD-
AMTS4 蛋白检测到裂解的 B /b 片段后，ADAMTS4
蛋白抗体就会显著的抑制 B /b C 端的新暴露; 使用
该抗体后，50 ku片段被检测到，并且在钾镁盐诱导
损害后急剧上调，从而进一步证明 ADAMTS4 蛋白
负责体内特定条件下对 B /b 的处理。Gu et al［8］研
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究表明在伴有淋巴结转移肺癌中，ADAMTS5 表达上
调，并且能促进肿瘤细胞的迁移、侵袭，他们认为肿
瘤转移的最早阶段是局部肿瘤细胞突破基底膜与肿

瘤基质及实质细胞接触发生相互作用，基底膜的降

解退化与肿瘤的侵袭转移密切相关。ADAMTS5 蛋
白酶能降解 ECM，使之释放膜束缚的前体细胞，从
而调节细胞与细胞、细胞与基质的相互作用［8］。同
时，Held-Feindt et al［2］研究表明，ADAMTS4 和 AD-
AMTS5 蛋白表达受胶质瘤微环境的影响，转化生长
因子-β能促进 ADAMTS4 蛋白表达，白介素-1β、表
皮生长因子及肿瘤坏死因子-α能促进 ADAMTS5 的
表达，使得 ADAMTS4、ADAMTS5 蛋白酶与胶质瘤的
发生、发展、侵袭起到正向反馈作用。
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Expressions of ADAMTS4 and ADAMTS5 protease
in brain gliomas and their relationship with malignance degree

Zhu Dewei1，2，Jiang Guangyuan1，2，Liang Xinqiang1，2，et al
( 1Guilin Medical College，Guilin 541000; 2Dept of Neurosurgery，

Nanxishan Hospital of Guangxi Zhuang Autonomous Ｒegion，Guilin 541000)

Abstract Objective To study the expressions of a disintegrin and metalloprotease with thrombospondin motif 4
and 5( ADAMTS4 and ADAMTS5) proteases in human brain gliomas and their relationship with pathological stag-
ing． Methods 44 cases of gliomas of different pathologicail staging，and 11 cases of peri-cancerous brain tissue
were selected． Expressions of ADAMTS4 and ADAMTS5 proteases were determined by Envision immunohistochem-
istry technique． Then the percentage of positive expressed cells was calculated，and the mean optical density
( MOD) was measured by the Image Pro Plusversion 6. 0 ( IPP) Image analysis software． Ｒesults ADAMTS4 or
ADAMTS5 protease was highly expressed in the glioma tissues，which was mainly localized in the cytoplasm and ex-
tracellular matrix with brown granular，its expression was lowest in peri-cancerous brain tissue，compared two
groups，the difference was statistically( P ＜ 0. 05) ． The expression level of ADANTS4 or ADAMTS5 protease grad-
ually increased while the WHO grade of glioma increasing，there was statistically significant difference in compari-
son with the WHO classification low-grade and high-grade( P ＜ 0. 05) ． In 44 cases of brain gliomas，a positive cor-
relation was found between the expression of ADAMTS4 and ADAMTS5 proteases expression ( χ2 = 5. 614，r =
0. 357，P ＜ 0. 05 ) ． Conclusion ADAMTS4 and ADAMTS5 proteases expression are markelly increased with the
asceding of tumor grade and correlated with the progression and invasiveness of gliomas． In addition，human glio-
mas tissues，ADAMTS4 and ADAMTS5 proteases expression are positive correlated． The overexpression of them
may greatly promote invasiveness and migration of gliomas．
Key words gliomas; ADAMTS4 protease; ADAMTS5 protease; immunohistochemistry
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