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【实验研究】

星形胶质细胞活化基因１（ＡＥＧ１）在葡萄膜黑色素瘤中的
表达及其与临床组织病理学的关系△
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【摘要】　目的　研究葡萄膜黑色素瘤（ｕｖｅａｌｍｅｌａｎｏｍａ，ＵＭ）组织中星形胶质细胞活化基
因１（ａｓｔｒｏｃｙｔｅｅｌｅｖａｔｅｄｇｅｎｅ１，ＡＥＧ１）的表达及其与临床组织病理学的关系。方法　收集

北京同仁医院眼科２０１３年１月至２０１７年５月，经眼科病理室确诊为ＵＭ且临床资料完善的５０例患者（５０眼）ＵＭ石蜡组织标
本为实验组，１１例（１１眼）因外伤行眼球摘除但大部分葡萄膜组织正常的石蜡组织标本为对照组。应用免疫组织化学法检测
所有石蜡标本中ＡＥＧ１的表达，并分析ＵＭ临床病理学特征与 ＡＥＧ１的相关性。结果　ＡＥＧ１蛋白染色呈粉红色或者红色，
主要定位于ＵＭ核周、细胞浆和细胞膜。实验组中，ＡＥＧ１阴性表达２１眼（４２．０％），阳性表达２９眼（５８．０％）；对照组中ＡＥＧ１
均呈阴性表达，两组ＡＥＧ１表达比较差异有显著统计学意义（Ｐ＝０．０００），提示ＡＥＧ１在ＵＭ中高表达。在实验组中，当ＵＭ患
眼存在临床组织病理学高危因素时，即存在肿瘤累及睫状体、虹膜新生血管生成、肿瘤基底最大直径 ＞１６ｍｍ、肿瘤高度 ＞８
ｍｍ、肿瘤细胞为混合细胞型、肿瘤细胞属于上皮样或混合细胞型、肿瘤眼外生长的患者，其 ＡＥＧ１阳性表达率分别为７３．１％、
７３．９％、９５．２％、８２．４％、８３．３％、７４．１％、６９．４％，明显高于非高危因素患者，以上各特征组 ＡＥＧ１表达比较差异均有统计学意
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义（均为Ｐ＜０．０５）。而患者性别、眼别、年龄、累及视盘与否、继发视网膜脱离与否、上皮样细胞型、侵犯巩膜导管与否组ＡＥＧ１
表达差异均无统计学意义（均为Ｐ＞０．０５）。结论　ＡＥＧ１在ＵＭ组织中高表达，且与 ＵＭ临床组织病理学多种高危因素呈显
著相关性，提示ＡＥＧ１的高表达有可能成为判断ＵＭ患者预后的重要指标之一。
【关键词】　葡萄膜黑色素瘤；星形胶质细胞活化基因１；高危因素；免疫组织化学
【中图分类号】　Ｒ７７３．４

　　葡萄膜黑色素瘤（ｕｖｅａｌｍｅｌａｎｏｍａ，ＵＭ）是成人
最常见的眼内原发性恶性肿瘤，每年一百万人中近６
人罹患此疾病［１］，其中脉络膜黑色素瘤和睫状体黑

色素瘤所占比例分别为 ９２％ ～９４％和 ６％ ～
７８％［２］。ＵＭ组织病理学与患者预后之间相关性研
究成果已成为 ＵＭ患者临床检测的重要手段及指
标。近几年研究发现一系列癌基因与肿瘤的发生发

展有着显著相关性，其中星形胶质细胞活化基因１
（ａｓｔｒｏｃｙｔｅｅｌｅｖａｔｅｄｇｅｎｅ１，ＡＥＧ１）是目前研究较热
的一个原癌基因，ＡＥＧ１表达的蛋白又称异黏蛋白
（ｍｅｔａｄｈｅｒｉｎ，ＭＴＤＨ），其过表达已被证实与多种恶性
肿瘤的发生发展有显著相关性，但 ＡＥＧ１在 ＵＭ中
的表达尚未见相关的研究［３］。本研究通过免疫组织

化学法检测ＡＥＧ１在 ＵＭ组织中的表达，并分析其
表达与临床组织病理学高危因素的关系，初步探讨

ＡＥＧ１表达与 ＵＭ侵袭转移的相关性，以期为 ＵＭ
临床相关理论治疗及其预后提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　组织病理学标本　收集２０１３年１月至２０１７
年５月北京同仁医院眼科病理室存档的 ５０例（５０
眼）ＵＭ石蜡组织标本（实验组），１１例（１１眼）因外
伤行眼球摘除术但大部分葡萄膜组织正常的石蜡组

织标本（对照组）。ＵＭ石蜡标本中，男 ２５例（２５
眼），女２５例（２５眼）；右眼２６例，左眼２４例；患者年
龄２８～７９（４７．６±１４．９）岁。伴视盘受累者３３例（３３
眼），继发视网膜脱离者４１例（４１眼），累及睫状体者
２６例（２６眼），伴虹膜新生血管者２３例（２３眼）；肿瘤
最大直径范围为３～２３ｍｍ，其中＞１６ｍｍ者２１例（２１
眼）；肿瘤高度范围为１～１４ｍｍ，其中＞８ｍｍ者１７例
（１７眼）；上皮样细胞型９例（９眼），混合细胞型１８
例（１８眼），上皮样或混合细胞型２７例（２７眼）；发生
肿瘤侵犯巩膜导管者４７例（４７眼）；肿瘤眼外生长
患者３６例（３６眼）。所有病例术前均未接受化学治
疗或放射治疗等辅助治疗。眼球标本均经过 １００
ｇ·Ｌ－１多聚甲醛固定，并常规石蜡包埋。
１．１．２　主要试剂和仪器　兔抗人ＭＴＤＨ多克隆抗体
（ａｂ４５３３８，美国Ａｂｅａｍ公司）；免疫组织化学Ｅｌｉｖｉｓｉｏｎ
ⅢＳｕｐｅｒ试剂盒（ＫＩＴ９９２２，中国福州迈新生物技术开
发公司）；ＡＥＣ显色试剂盒（ＡＥＣ００３７，中国泰科兰博
北京生物技术有限公司）；ＰＢＳ缓冲液、枸橼酸盐缓冲
液（ＭＶＳ００６６，中国福州迈新生物技术开发公司）。
１．２　方法
１．２．１　免疫组织化学检测 ＡＥＧ１表达　各组眼蜡

块组织连续切片５张（厚３．０～３．５μｍ），其中１张
经过苏木精伊红染色进行病理诊断和分类，３张经
免疫组织化学染色，１张以 ＰＢＳ代替一抗染色予以
对照。石蜡切片经二甲苯脱蜡，梯度乙醇脱蜡水化，

ＰＢＳ漂洗３次，每次３ｍｉｎ。加入ｐＨ９．０的Ｔｒｉｓ／ＥＤ
ＴＡ抗原修复液进行微波抗原修复，滴加体积分数
３％Ｈ２Ｏ２阻断溶液，室温条件下孵育１５ｍｉｎ以阻断
其内源性过氧化物酶的活性；吸去Ｈ２Ｏ２，ＰＢＳ漂洗３
次，加入兔抗人 ＭＴＤＨ（ＡＥＧ１）多克隆抗体一抗
（１２００），４℃孵育过夜，ＰＢＳ漂洗３次，每次３ｍｉｎ；
以ＨＲＰ标记即用型酶标羊抗鼠／兔ＩｇＧ聚合物，室温
孵育６０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗３次，每次３ｍｉｎ；每张切片滴
加新鲜配制的 ＡＥＣ溶液，在光学显微镜下控制显
色；苏木素复染５ｍｉｎ，盐酸分化３ｓ，ＰＢＳ漂洗３次，
水性封片剂封片。其中 ＰＢＳ代替一抗作为阴性
对照。

１．２．２　免疫组织化学染色结果判定　所有患眼均
经２名以上病理科专家在不知临床资料的前提下进
行分析确定。ＡＥＧ１表达产物主要定位于细胞核
周、细胞浆和细胞膜，根据染色细胞百分率及染色程

度进行评定［４］，（１）染色细胞所占计数细胞的百分
比：每张组织切片随机选取５个高倍镜视野，按照阳
性细胞数占同类细胞数的百分比情况评分，≤５％记
０分，＞５％ ～２５％记 １分，＞２５％ ～５０％记 ２分，
＞５０％记３分。（２）染色程度评分：无着色记０分，浅
着色记１分，中度着色为２分，深着色为３分。将每张
组织切片染色程度评分与染色细胞百分比得分相乘

的积为染色结果最后得分，其中０～１分记为阴性
（－），２～３分记为弱阳性（±），４～６分记为中等阳性
（＋），＞６分记为强阳性（＋＋）。为了简化数据处
理，将阴性（－）与弱阳性（±）合并为阴性；中等阳
性（＋）与强阳性（＋＋）合并为阳性。
１．３　统计学分析　采用ＳＰＳＳ２２．０统计学软件进行
数据分析。在实验组和对照组ＡＥＧ１的表达用频数
和率表示。采用 Ｐｅａｒｓｏｎχ２检验和 Ｆｉｓｈｅｒ确切概率
法比较实验组和对照组的组间及 ＵＭ不同临床组织
病理学特征分类组中 ＡＥＧ１表达的差异。Ｐ＜００５
为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＡＥＧ１在ＵＭ和正常葡萄膜组织标本中的表
达　ＡＥＧ１蛋白染色物质呈准确的粉红色或者红色
颗粒，主要位于ＵＭ细胞核周、细胞浆和细胞膜。免
疫组织化学染色结果显示，实验组５０例（５０眼）ＵＭ
组织标本中，ＡＥＧ１阴性表达２１眼（４２．０％），阳性
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表达２９眼（５８．０％）；对照组１１例（１１眼）正常葡萄
膜组织标本中ＡＥＧ１均呈阴性表达，两组 ＡＥＧ１表

达比较差异有显著统计学意义（χ２＝１２．１６２，Ｐ＝
００００），提示ＡＥＧ１在ＵＭ中高表达（图１）。

图１　ＡＥＧ１在ＵＭ和正常葡萄膜组织标本中的表达情况（ＡＥＣ染色，×４０）。Ａ：实验组中患眼葡萄膜组织（脉络膜），其广泛中度着色，
ＡＥＧ１呈阳性表达（箭头所示）；Ｂ：对照组中正常葡萄膜组织（脉络膜），组织范围内无着色且背景清晰，ＡＥＧ１呈阴性表达（箭头所示）；Ｃ：
对照组中正常葡萄膜组织（睫状体、虹膜），组织范围内无着色且背景清晰，ＡＥＧ１呈阴性表达（箭头所示）

２．２　ＡＥＧ１表达与 ＵＭ一般临床病理特征的关系
　ＵＭ患眼临床病理特征中，不同性别（Ｐ＝１０００）、
眼别（Ｐ＝１．０００）、年龄间（Ｐ＝０３９８），累及视盘与
否（Ｐ＝１．０００），继发视网膜脱离与否（Ｐ＝１．０００），
ＡＥＧ１的表达差异均无统计学意义，见表１。

表１　５０例ＵＭ患眼的一般临床病理特征及ＡＥＧ１
的表达 ［ｎ（％）］
一般病理特征 眼数 ＡＥＧ１阳性表达 χ２值 Ｐ值
性别

　　男 ２５（５０．０） １４（５６．０）
０．０８２ １．０００

　　女 ２５（５０．０） １５（６０．０）
眼别

　　右 ２６（５２．０） １５（５７．７）
０．００２ １．０００

　　左 ２４（４８．０） １４（５８．３）
年龄

　　＜５０岁 ２７（５４．０） １４（５１．９）
０．９１１ ０．３９８

　　≥５０岁 ２３（４６．０） １５（６５．２）
视盘受累

　　是 ３３（６６．０） １９（５７．６）
０．００７ １．０００

　　否 １７（３４．０） １０（５８．８）
继发视网膜脱离

　　是 ４１（８２．０） ２４（５８．５）
０．０２７ １．０００

　　否 ９（１８．０） ５（５５．６）

２．３　ＡＥＧ１表达与 ＵＭ临床病理学高危因素的关
系　实验组中，各高危因素组 ＡＥＧ１阳性表达情况
见表２，各特征组除肿瘤细胞为上皮样细胞型及肿瘤
侵犯巩膜导管外，ＡＥＧ１表达比较差异均有统计学
意义（均为 Ｐ＜０．０５），提示 ＵＭ组织中 ＡＥＧ１的表
达差异与患者肿瘤累及睫状体，虹膜新生血管生成，

肿瘤基底最大直径＞１６ｍｍ，肿瘤高度 ＞８ｍｍ，细胞
类型为混合细胞型、上皮样或混合细胞型，眼外生长

其均有显著相关性（表２，图２～图５）。

３　讨论

ＵＭ是成人最常见的眼内原发性肿瘤，恶性程度
高且预后差［５６］，基于转移风险的不确定性，需要对更

表２　５０例（５０眼）ＵＭ患眼中 ＡＥＧ１表达及其与
组织病理学高危因素的关系 ［ｎ（％）］
组织病理学高危因素 眼数 ＡＥＧ１阳性表达 χ２值 Ｐ值
累及睫状体

　　是 ２６（５２．０） １９（７３．１）
５．０５５ ０．０４４

　　否 ２４（４８．０） １０（４１．７）
虹膜新生血管

　　是 ２３（４６．０） １７（７３．９）
４．４２８ ０．０４７

　　否 ２７（５４．０） １２（４４．４）
肿瘤基底最大直径

　　＞１６ｍｍ ２１（４２．０） ２０（９５．２）
２０．６１１ ０．０００

　　≤１６ｍｍ ２９（５８．０） ９（３１．０）
肿瘤高度

　　＞８ｍｍ １７（３４．０） １４（８２．４）
６．２７１ ０．０１６

　　≤８ｍｍ ３３（６６．０） １５（４５．５）
上皮样细胞型

　　是 ９（１８．０） ５（５５．５）
０．０２７ １．０００

　　否 ４１（８２．０） ２４（５８．５）
混合细胞型

　　是 １８（３６．０） １５（８３．３）
７．４１０ ０．００８

　　否 ３２（６４．０） １４（４３．８）
上皮样或混合细胞型

　　是 ２７（５４．０） ２０（７４．１）
６．２２６ ０．０２１

　　否 ２３（４６．０） ９（３９．１）
侵犯巩膜导管

　　是 ４７（９４．０） ２８（５９．６）
０．７９７ ０．５６５

　　否 ３（６．０） １（３３．３）
眼外生长

　　是 ３６（７２．０） ２５（６９．４）
６．９１３ ０．０１２

　　否 １４（２８．０） ４（２８．６）

多的预后相关因素作进一步研究［７］。Ｋａｎｇ等［８］于

２００２年鉴定发现ＡＥＧ１。有研究认为ＡＥＧ１可作为
一种广泛肿瘤生物标记物，在神经母细胞瘤、视网膜

母细胞瘤中均存在ＡＥＧ１高表达［９］。本研究通过对

ＡＥＧ１在ＵＭ中的表达及其与临床组织病理学特征相
关性研究显示ＡＥＧ１表达与ＵＭ的预后具有相关性。
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图２　虹膜新生血管形成、肿瘤累及睫状体患眼标本中 ＡＥＧ１
的表达（ＡＥＣ染色，×４０）。Ａ：患眼有虹膜新生血管膜的形成，
伴虹膜前粘连，其肿瘤组织大面积中度着色，ＡＥＧ１呈阳性表
达；Ｂ：患眼肿瘤累及睫状体，少量侵犯睫状体平坦部，其肿瘤内
部区域局部深度着色，ＡＥＧ１呈阳性表达

图３　肿瘤最大基底直径 ＞１６ｍｍ、肿瘤高度 ＞８ｍｍ患眼标本
中ＡＥＧ１的表达（ＡＥＣ染色，×４０）。Ａ：患眼肿瘤组织几乎充满
整个眼球，并伴坏死组织的形成，测得肿瘤最大基底直径 ＞１６
ｍｍ，其大面积深度着色，ＡＥＧ１呈阳性表达；Ｂ：患眼肿瘤呈弥漫
生长，表面被覆纤维结缔组织被膜，瘤体内部可见纤维结缔组织

分割的囊样改变，肿瘤高度 ＞８ｍｍ，其大面积中度着色，ＡＥＧ１
呈阳性表达

图４　不同肿瘤细胞类型患眼标本中 ＡＥＧ１的表达。Ａ：ＵＭ细
胞类型为混合细胞型，肿瘤组织中上皮样细胞占比明显大于梭

形细胞，其大面积深度着色，ＡＥＧ１呈阳性表达（ＡＥＣ染色，×
１００）；Ｂ：ＵＭ细胞类型为混合细胞型，肿瘤组织中梭型细胞占比
明显大于上皮样细胞，其小面积浅度着色，ＡＥＧ１呈阴性表达
（ＡＥＣ染色，×１００）；Ｃ：ＵＭ细胞类型为上皮样细胞型，在高倍镜
下观察几乎所有细胞，核周具有清晰可见且定位准确的红色颗

粒，胞浆及胞膜呈粉红染色，背景清晰，ＡＥＧ１呈阳性表达（ＡＥＣ
染色，×４００）；Ｄ：ＵＭ细胞类型为梭形细胞型，肿瘤组织范围内
未见着色，且背景清晰，ＡＥＧ１呈阴性表达（ＡＥＣ染色，×４０）

　　本研究通过ＡＥＧ１表达与一般临床病理特征的
相关性分析，得出不同年龄、性别、眼别、是否视盘受

图５　肿瘤组织侵犯视盘、肿瘤眼外生长患眼标本中 ＡＥＧ１的
表达。Ａ：患眼可见肿瘤组织侵犯视盘，筛板后凸但未穿出筛板，
神经根未见明显肿瘤组织侵犯，其肿瘤组织中未见着色，ＡＥＧ１
呈阴性表达（ＡＥＣ染色，×４０）；Ｂ：患眼肿瘤组织穿过基底部巩
膜导管，沿视神经根行球外生长，其肿瘤组织大面积中度着色，

ＡＥＧ１呈阳性表达（ＡＥＣ染色，×２０）

累、是否继发视网膜脱离及是否侵犯巩膜导管组

ＡＥＧ１的表达差异均无统计学意义（均为 Ｐ＞
００５），但其他相关大样本的研究认为患者预后与高
龄、视盘受累，巩膜导管也存在相关性［１０］，这与本研

究结果不一致，可能是样本量较少所致［１１］。

本研究显示ＡＥＧ１在ＵＭ中呈高表达。有研究
依据肿瘤最大基底直径将 ＵＭ分为小肿瘤（≤１０
ｍｍ）、中肿瘤（＞１０～１６ｍｍ）、大肿瘤三个等级（＞
１６ｍｍ）［１２］，随着肿瘤增大其生存率逐渐下降［１３１４］，

所以最大基底直径可以作为预测 ＵＭ患者预后相关
因素之一。本实验中将小肿瘤及中肿瘤的最大基底

直径合并，分析肿瘤最大基底直径 ＞１６ｍｍ与≤１６
ｍｍ两组间 ＡＥＧ１表达的差异，结果显示，差异具有
统计学意义（Ｐ＝０．０００），说明肿瘤基底最大直径越
大，ＡＥＧ１阳性表达越明显，提示患者预后越差。同
样关于肿瘤大小的参数中，肿瘤高度 ＞８ｍｍ其５ａ
转移率较肿瘤高度≤８ｍｍ高，所以瘤体高度也被认
为是评估ＵＭ患者预后的关键因素［１５］。本研究分析

肿瘤高度＞８ｍｍ与≤ ８ｍｍ两组间 ＡＥＧ１表达的
差异性，两组比较差异具有统计学意义（Ｐ＝０．０１６），
考虑 ＡＥＧ１阳性表达率随肿瘤高度的增大而升高，
同时ＵＭ转移风险率也随之增大。

当ＵＭ累及或原发于睫状体时，因肿瘤位于眼
前节，与房水流出道相邻，加之多数肿瘤患者有虹膜

新生血管的生成，ＵＭ的转移风险也会明显增高［１６］。

本实验通过对ＵＭ累及睫状体与否和虹膜新生血管
生成与否与 ＡＥＧ１表达的相关性分析显示，两特征
组内比较差异均具有统计学意义（Ｐ＝０．０４４、
００４７），说明ＡＥＧ１的高表达与 ＵＭ累及睫状体和
虹膜新生血管生成密切相关，提示 ＡＥＧ１的高表达
与ＵＭ转移有关。

根据病理细胞形态，将 ＵＭ分为４种细胞类型，
分别为梭形细胞型、上皮样细胞型、混合细胞型、其

他类型（包括簇状型、坏死型或气球样细胞型等）。

有研究发现梭形细胞型预后较好，上皮样细胞型预

后最差，混合细胞型预后取决于上皮样细胞与梭形

·４２１· 　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ
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细胞的比例［１７］。本研究显示 ＡＥＧ１表达与 ＵＭ细
胞类型为混合细胞型具有显著相关性（Ｐ＝０．００８），
并且当混合细胞型中上皮样细胞占比例较大时，

ＡＥＧ１阳性表达率明显升高，但 ＵＭ细胞类型仅为
上皮样细胞型时，其与 ＡＥＧ１表达无相关性（Ｐ＝
１０００），其原因可能是 ＵＭ上皮样细胞型患眼样本
量较少（５眼），且对比样本多为混合细胞型。为了
提高多种细胞类型与 ＡＥＧ１表达相关性的准确性，
研究合并分析上皮样型或混合型类型，得出当 ＵＭ
细胞为上皮样型或混合型时，其 ＡＥＧ１阳性表达率
为７４．１％，差异具有统计学意义（Ｐ＝０．０２１），表明
上皮样或混合细胞型与ＡＥＧ１具有相关性。基于上
述统计结果，理论上认为 ＡＥＧ１的高表达与上皮样
或混合细胞类型有相关性，提示患者预后差［１７］。

球外生长也被认为是肿瘤转移的独立预后因

素，当肿瘤球外生长时，更容易通过血管、淋巴管或

直接蔓延等途径增加转移的风险［１８］。本研究同样

分析了球外生长与否与 ＡＥＧ１表达的相关性，发现
球外生长与 ＡＥＧ１表达显著相关，差异具有统计学
意义（Ｐ＝０．０１２），考虑ＡＥＧ１的高表达与肿瘤球外
生长具有相关性。

综上所述，在 ＵＭ中 ＡＥＧ１的表达与肿瘤侵犯
睫状体、虹膜新生血管生成、基底直径＞１６ｍｍ、肿瘤
高度＞８ｍｍ、细胞形态为上皮样细胞型或混合细胞
型及肿瘤球外生长均有显著相关性，提示转移风险

高，预后差。但对于其机制的研究，ＡＥＧ１是否通过
改变ＵＭ细胞生物学行为、调节侵袭转移相关的信
号传导通路以及相关基因的表达水平对 ＵＭ侵袭转
移的影响尚需要分子生物学实验来进一步研究

证明。
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