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Ｌｉｖｉｎα，β在人脑胶质瘤中的表达及临床意义
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　　摘　要：目的　探讨Ｌｉｖｉｎα，β基因在脑胶质瘤中的表达及意义。方法　采用荧光实时定量ＰＣＲ技术检测１２２例人脑胶质

瘤组织及其３３例邻近正常脑组织，１０例良性脑肿瘤中的Ｌｉｖｉｎα，βｍＲＮＡ及内参Ｇａｐｄｈ的表达水平。结果　Ｌｉｖｉｎα在脑胶质瘤

及其邻近正常脑组织，良性脑肿瘤中的表达无统计学意义；Ｌｉｖｉｎβ在高分化组（６７例）的表达明显高于低分化组（５５例）（犘＜

０．０５），两组分别与良性脑肿瘤组（１０例）比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），其中３３例胶质瘤与邻近正常脑组织比较差异有统计

学意义（犘＜０．０５）。结论　ＬｉｖｉｎβｍＲＮＡ在胶质瘤的发生及发展中起重要作用。
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　　Ｌｉｖｉｎ基因是近年发现的凋亡抑制蛋白（ＩＡＰ）家族的新成

员，有α，β两种异构体
［１２］。其在黑色素瘤、膀胱癌等肿瘤组织

中的表达及其生物学特性已被国内外学者广泛地研究与探讨，

而Ｌｉｖｉｎ基因与脑胶质瘤之间的关系研究鲜见报道，特别是采用

先进的荧光实时定量ＰＣＲ技术检测Ｌｉｖｉｎ基因的还未见报道。

因此，本研究用该技术检测Ｌｉｖｉｎ在人脑胶质瘤组织中的表达，

以探讨Ｌｉｖｉｎ基因在胶质瘤的发生和恶性演变中的作用。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集１９９９～２００６年本院１２２例经手术后病

理证实的人脑胶质瘤标本，男６８例，女５４例，年龄１５～７５岁。

同时收集３３例胶质瘤患者肿瘤邻近正常的脑组织标本，收集

１０例良性脑肿瘤标本。所有组织采集后立即置液氮中（－８０

℃）长期保存备用。肿瘤组织按 ＷＨＯ胶质瘤分级标准Ⅰ级

２１例，Ⅱ４６级例，Ⅲ２９级例，Ⅳ２６级例，其中Ⅰ级，Ⅱ级为高分

化组，Ⅲ级，Ⅳ级为低分化组，邻近正常脑组织为距离肿瘤边缘

３ｃｍ以上，病理检查未发现肿瘤组织，良性脑肿瘤病理为脑膜

瘤７例，听神经瘤３例。所有患者术前均未接受化疗和放疗。

１．２　仪器与试剂　ＲＮＡ抽提及ｃＤＮＡ合成 取组织块５０ｍｇ，

采用Ｔｒａｚｏｌ试剂（上海申能博彩公司）抽提总ＲＮＡ。核酸蛋白

检测仪（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）检测 ＲＮＡ浓度。取恒定量 ＲＮＡ（２

μｇ）按ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ首链ｃＤＮＡ合成试剂盒（立陶宛 ＭＢＩＦｅｒ

ｍｅｎｔｓ公司）合成ｃＤＮＡ（反应体积２０μＬ），反应体系及条件详

见试剂盒说明书。

１．３　方法　实时定量ＰＣＲ检测：采用ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ全自动荧

光实时定量ＰＣＲ仪（瑞士罗氏）检测。以Ｇａｐｄｈ基因的表达作

为内参。Ｌｉｖｉｎ和 Ｇａｐｄｈ引物及 Ｔａｑｍａｎ探针序列由Ｐｒｉｍｅｒ

ｐｒｉｍｅｒ引物设计软件设计、上海英骏生物技术有限公司合成。

共用ＬｉｖｉｎＦｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ：５′ＡＣＣＣＧＴＧＧＧＡＡＧＡＡＣＣＧ

３′；ＬｉｖｉｎαＲｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ：５′ＧＧＧＣＴＣＡＡＧＡＡＣＣＣＡＣＣＡ

Ｃ３′；ＬｉｖｉｎβＲｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ：５′ＡＴＣＣＣＴＧＧＣＴＣＣＴＧＧＣＴ

３′；ＬｉｖｉｎＰｒｏｂｅ：５′ＡＧＣＣＣＣＴＧＴＧＧＣＣＣＣＣＴＣＣＧＴＣＣＣ

Ｔ３′。ＧａｐｄｈＦｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ：５′ＧＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧ

ＧＡＧＴＣ３′；ＧａｐｄｈＲｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ：５′ＣＧＴＴＣＴＣＡＧＣＣＴ

ＴＧＡＣＧＧ Ｔ３′；ＧａｐｄｈＰｒｏｂｅ：５′ＦＡＭ ＴＴＴ ＧＧＴ ＣＧＴ

ＡＴＴＧＧＧＣＧＣＣＴＧＴＡＭＲＡ３′。ＰＣＲ反应体积为２５μＬ，

内含ｃＤＮＡ２μＬ（相当于２００ｎｇＲＮＡ），１０ｘＢｕｆｆｅｒ２．５μＬ，２５

ｍＭ ＭｇＣｌ２１．５μＬ，１０ｍＭｄＮＴＰ０．５μＬ，Ｔａｑ酶０．５μＬ，

１００ｕＭ 引物及探针各０．１μＬ。反应条件为：９３℃１２０ｓ预变

性，９３℃４５ｓ，５５℃４５ｓ，共４０个循环。５５℃延伸时采集荧

光信号。Ｇａｐｄｈ的ＲＴＰＣＲ反应体系及条件同Ｌｉｖｉｎ。

１．４　Ｌｉｖｉｎ基因表达计算方法　计算方法为简化的２ΔΔＣｔ

法［３］。在计算Ｌｉｖｉｎ基因的表达量时，以同一份标本的Ｌｉｖｉｎ

Ｃｔ值（Ｃ代表Ｃｙｃｌｅ，ｔ代表ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ，Ｃｔ值的含义是反应管内

的荧光信号达到设定的域值时所经历的循环数）减 ＧＡＰＤＨ

Ｃｔ值，设其为ΔＣｔ。各标本的０．５ΔＣｔ为ａｍｏｕｎｔ，正常脑组织

组的ａｍｏｕｎｔ平均数为ａｖｅｒａｇｅ。各标本的ａｍｏｕｎｔ／ａｖｅｒａｇｅ即

为Ｌｉｖｉｎ基因的表达水平（相对于正常脑组织，以倍数表示）。

１．５　统计学处理　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０统计软件，采用

随机设计资料的方差分析。犘＜０．０５为有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｌｉｖｉｎα在高分化组、低分化组、良性脑肿瘤组及邻近正

常脑组织组中的表达无统计学意义（犘＞０．０５）。
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２．２　Ｌｉｖｉｎβ在高分化组、低分化组和良性脑肿瘤组的表达 胶

质瘤高分化组与低分化组相比Ｌｉｖｉｎβ的表达有统计学意义（犘

＜０．０５），同时这两组分别与良性脑肿瘤组相比，差异均有统计

学意义（犘＜０．０５），见表１。

表１　　胶质瘤与良性脑肿瘤Ｌｉｖｉｎβ表达

组别 狀 Ｌｉｖｉｎβ（狓±狊） 犘值

高分化组（１） ６７ ０．０４８３±０．０１０６ 犘＝０．０４８

低分化组（２） ５５ ０．０１２６±０．００３１ 犘＝０．０２６＃

良性脑肿瘤组（３） １０ ０．１６２８±０．０７９２ 犘＝０．０３１△

　　：（１）组与（２）比较；＃：（２）组与（３）组比较；△：（１）组与（３）组

比较。

２．３　Ｌｉｖｉｎβ在３３例胶质瘤组与邻近正常组织、良性脑肿瘤

组的表达　统计分析显示胶质瘤组与邻近正常组织组、良性脑

肿瘤组相比较Ｌｉｖｉｎβ的表达有统计学意义（犘＜０．０５），而邻近

正常脑组织组与良性脑肿瘤组相比无统计学意义（犘＞０．０５），

见表２。

表２　　胶质瘤与邻近正常脑组织及良性脑肿瘤Ｌｉｖｉｎβ表达

组别 狀 Ｌｉｖｉｎβ（狓±狊） 犘值

胶质瘤组（１） ３３ ０．０２５１±０．００３９ 犘＝０．００１

邻近正常脑组织（２） ３３ ０．０６２８±０．００７２ 犘＝０．０７８＃

良性脑肿瘤组（３） １０ ０．１６２８±０．０７９２ 犘＝０．０２２△

　　：（１）组与（２）比较；＃：（２）组与（３）组比较；△：（１）组与（３）组

比较。

３　讨　　论

细胞的凋亡是机体维持平衡的重要机制，肿瘤的发生不仅

与细胞的过度增殖有关，也与细胞凋亡减少有关，肿瘤细胞通

过各种机制逃逸凋亡是恶性肿瘤发生的机制之一［４］。Ｌｉｖｉｎ基

因是ＩＡＰ（凋亡抑制蛋白）家族近年新发现的一种凋亡抑制蛋

白，Ｌｉｎ等
［５］使用氨基酸一致序列结构的ＢＩＲ从胚胎肾的ｃＤ

ＮＡ文库中发现Ｌｉｖｉｎ的基因位于２０号染色体的ｑ１３．３，转录

的产物ｍＲＮＡ有两种，分别为编码２９８个氨基酸（Ｌｉｖｉｎα）和

２８０个氨基酸（Ｌｉｖｉｎβ）的不同亚型结构的蛋白质。这两种微

小差异的异构体仅后者外显子６缺失５４ｂｐ，均具有抗凋亡的

作用，但是二者在抗凋亡功能上并非完全一致且在组织表达谱

上也不尽相同［６］，Ｋａｓｏｆ和Ｇｏｅｓ
［１］发现Ｌｉｖｉｎ仅在胎盘及胎脑

组织中表达；Ａｓｈｈａｂ等
［２］发现人胚胎组织中无Ｌｉｖｉｎα的表

达，而在胎肾中有Ｌｉｖｉｎβ的高表达，在心脏、脾脏中低表达；在

成人组织中发现心脏、肺、脾及卵巢中Ｌｉｖｉｎα，β均有表达。在

不同的肿瘤组织中，Ｌｉｖｉｎ的表达情况亦不相同，如黑色素瘤、

膀胱癌、胰腺癌细胞系及结肠癌细胞系、非小细胞肺癌、前列腺

癌细胞系等［２，６１０］。Ｇａｚｚａｎｉｇａ等
［６］检测３０例膀胱癌，发现

Ｌｉｖｉｎα基因的表达显著上调，Ｌｉｖｉｎα基因表达阳性的病例组

较阴性组肿瘤的复发间隔时间明显缩短，推测Ｌｉｖｉｎα基因表

达可能与膀胱癌复发存在相关性。

荧光实时定量ＰＣＲ技术是一项具有高灵敏性、高特异性

和高精确性的新技术。为能准确调查Ｌｉｖｉｎ两种异构体在脑

胶质瘤中的表达情况，我们采用该技术同时检测脑胶质瘤中

Ｌｉｖｉｎα，β的表达情况。结果显示Ｌｉｖｉｎα，β在良性脑肿瘤、邻

近正常脑组织中均低表达，ＬｉｖｉｎαｍＲＮＡ在胶质瘤中少量表

达，且在良性脑肿瘤、邻近正常脑组织、高分化组和低分化组之

间的表达无统计学意义（犘＞０．０５），与靳峰等
［１１］的研究相吻

合。进一步证明Ｌｉｖｉｎα，β在不同组织中表达谱的差异。而

ＬｉｖｉｎβｍＲＮＡ在胶质瘤和良性脑肿瘤中的表达差异有统计学

意义，在低级别和高级别胶质瘤中的表达差异亦有统计学意

义，说明Ｌｉｖｉｎ在胶质瘤中的高表达实际上是Ｌｉｖｉｎβ的高表

达，是Ｌｉｖｉｎβ的过度表达抑制了肿瘤细胞的凋亡，引起肿瘤细

胞的过度增殖，导致了肿瘤的发生。由此可以推测是 Ｌｉｖｉｎ

βｍＲＮＡ参与了胶质瘤的发生及发展，其强烈抑制凋亡的作用

使胶质瘤成为恶性程度极高的脑肿瘤之一。亦可能与肿瘤的

恶性生理学行为有关［１２］。胶质瘤的高复发率，可能与Ｌｉｖｉｎ基

因的高表达存在一定的相关性，这也是下一步研究的目标。

另外，肿瘤邻近正常脑组织与肿瘤组织是自身对照，比较

发现邻近正常脑组织组与良性脑肿瘤组之间Ｌｉｖｉｎβ的表达无

统计学意义（犘＞０．０５），而胶质瘤组与这两组比较均有统计学

意义（犘＜０．０５），说明肿瘤邻近脑组织与良性脑组织一样可以

作为Ｌｉｖｉｎβ基因表达的正常对照。

Ｌｉｖｉｎβ在正常脑组织中不表达或仅有少量表达，在胶质

瘤组织中特异性的高表达，表明其与胶质瘤的发生、发展及预

后关系密切，研究Ｌｉｖｉｎβ的作用机制可为胶质瘤的治疗及预

后提供新的的理论依据。
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