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Abstract
誗AIM: To investigate the expression of MTDH and 茁 -
catenin in ocular adnexal lymphoma lesions and its
clinical significance.
誗METHODS: Resected specimens were collected from
patients suffering from B - cell non - Hodgkin lymphoma
(NHL) ( n = 40 ) and lymphadenosis ( n = 20 ) of ocular
adnexal in Affiliated Hospital of Qingdao University from
June 1995 to December 2015. Lymphadenosis of ocular
adnexal was acted as the control group. PCR and
immunohistochemistry were employed to examine the
MTDH and 茁 - catenin mRNA and protein expression
respectively. The relationship between the MTDH and 茁 -
catenin protein expression level and the clinical
pathological characteristics were analyzed.
誗 RESULTS: The expression of mRNA and protein of
MTDH and 茁-catenin in ocular adnexal lymphoma lesions
were higher than that in control group (P < 0. 05) . The
expression of MTDH and 茁 -catenin proteins were related
to pathologic type of tumors, but not related to age,
gender or pathogenic site. With the increase of pathologic
grade, MTDH and 茁-catenin labeling frequency increased
gradually. And there was a positive correlation between
MTDH and 茁-catenin(r= 0. 389, P= 0. 036) .
誗CONCLUSION: Over expression of MTDH and 茁-catenin
may play a significant role in the ocular adnexal
lymphoma. The expression of MTDH and 茁-catenin has a
positive relationship.
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摘要
目的:探讨眼附属器淋巴瘤中 MTDH 与 茁-catenin 的表达
情况及临床意义。
方法:收集青岛大学附属医院眼科 1995-06 / 2015-12 手
术切除并确诊为眼附属器 B 细胞非霍奇金淋巴瘤( non-
Hodgkin lymphoma,NHL)的病理标本 40 例,以同期手术切
除的眼部反应性淋巴组织增生组织 20 例作为对照组。 采
用 PCR 法检测淋巴瘤组与对照组中 MTDH 与 茁-catenin
的 mRNA 表达情况;采用免疫组化法检测两组中 MTDH
与 茁-catenin 的蛋白表达情况,并分析其与眼附属器淋巴
瘤临床特征的关系。
结果:与对照组相比,眼附属器淋巴瘤中 MTDH 与 茁-catenin
的 mRNA 与蛋白表达均显著增加(P<0. 05)。 MTDH 与
茁-catenin 蛋白的阳性表达率与淋巴瘤的病理类型有关,
随肿瘤恶性程度的增高,其表达增加(P<0. 05),而与发病
年龄、性别及部位无关(P>0. 05)。 在眼附属器淋巴瘤中,
MTDH 与茁-catenin 的蛋白表达呈正相关(r=0. 389,P<0. 05)。
结论:MTDH 与 茁-catenin 的高表达可能与眼附属器淋巴
瘤的发生发展有关,且两者表现为正相关。
关键词:MTDH;茁-catenin;眼附属器淋巴瘤
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0 引言
摇 摇 眼附属器淋巴瘤是最为常见的眼部恶性肿瘤之一,约
占眼部肿瘤的 11% [1],其组织学来源大多为 B 细胞非霍
奇金淋巴瘤( non-Hodgkin lymphoma,NHL) [2],近年来其
发病率有升高趋势,其严重影响患者的生存质量与视觉质
量[3]。 肿瘤的发生是一个多因素、多基因调控的复杂过
程,淋巴瘤的发生发展可能与癌基因的调控作用有关。
MTDH(Metadherin,亦名为 AEG-1 或 Lyric)是 2002 年由
Su 等[4]首次克隆出来的癌基因,研究表明 MTDH 在多种
肿瘤中表达增加[5-6] ,并且 MTDH 通过调控 PI3K / AKT、
NF-资B、MAPK、wnt / 茁-catenin 等多条信号通路参与肿瘤
的增殖与抗凋亡、侵袭、转移、血管生成及化疗耐药等多
个环节[6-7] 。 茁 - catenin 是环连蛋白家族的一员,也是
wnt / 茁-catenin 通路的中枢因子,其在 wnt 通路中起到关键
作用,近年来发现其与肿瘤的发生与进展密切相关[8]。 近
年来,MTDH 和 茁-catenin 与肿瘤的关系日益引起研究者
们注意,但在眼附属器淋巴瘤的研究未见报道。 本研究采
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用 PCR 和免疫组化法检测 MTDH 和 茁-catenin 在眼附属
器淋巴瘤组织和反应性淋巴组织增生组织中的表达,并探
讨两者在眼附属器淋巴瘤的发生、发展中的作用及意义。
1 材料和方法
1. 1 材料
1. 1. 1 材料来源摇 收集青岛大学附属医院眼科 1995-06 /
2015-12 手术切除并确诊为眼附属器 B 细胞非霍奇金淋
巴瘤(non-Hodgkin lymphoma,NHL)的病理标本 40 例,分
类根据 2001 年世界卫生组织(World Health Organization,
WHO)修正的淋巴瘤分类标准,其中结外边缘区黏膜相关
组织淋巴瘤(mucosa-associated lymphoid tissue,MALT)27
例,浆细胞瘤(plasma lymphoma,PL)8 例,弥漫大 B 细胞淋
巴瘤(diffuse large B-cell lymphoma,DLBCL)5 例;同时取
同期手术切除的眼部反应性淋巴组织增生组织 20 例作为
对照组。 患者年龄 22 ~ 79(平均 58. 1依18. 7)岁;男 24 例,
女 16 例;肿瘤发生部位:眼眶 24 例,眼睑 9 例,结膜 7 例。
1. 1. 2 主要实验试剂摇 RT-PCR 主要试剂:PCR 引物(大
连宝生物工程有限公司), cDNA 合成试剂盒 ( 日本
TaKaRa 公司),DEPC 水 (北京索莱宝科技有限公司),
RNAiso Plus (北京索莱宝科技有限公司),SYBR(日本
TaKaRa 公司)。 免疫组化主要试剂:兔抗人MTDH 单克隆
抗体(美国 Abcam 公司),兔抗人 茁-catenin 单克隆抗体
(美国 Abcam 公司),二步法免疫组化检测试剂盒(北京中
杉金桥生物技术有限公司),DAB 显色试剂盒(北京中杉
金桥生物技术有限公司)。
1. 2 方法
1. 2. 1 RT-PCR 检测淋巴瘤组与对照组中 MTDH 与 茁-
catenin的 mRNA表达情况摇 分别取-80益冻存的新鲜眼
附属器淋巴瘤标本与反应性淋巴组织增生标本,置于
RNAiso Plus 中,超声粉碎,使其充分裂解后,提取组织
RNA,核酸蛋白分析仪对所提取 RNA 进行浓度及纯度测
定,根据所测 RNA 样本浓度计算所需 RNA 体积。 逆转录
采用单链 cDNA 合成试剂盒,将 RNA 在 20滋L 体系中逆转
录为 cDNA。 以 cDNA 为 模 板,分 别 加 入 MTDH、 茁 -
catenin 引物,real-time PCR 法检测不同时间点 MTDH、茁-
catenin 的 mRNA 表达情况,茁-actin 作为内参。 PCR 采用
20滋L 反应体系:SybrGreen qPCR Master Mix(2伊)10滋L、引
物 F 0. 5滋L、引物 R 0. 5滋L、模板 cDNA 2滋L、dH2 O 7滋L。
PCR 扩增条件:95益变性 15s,60益退火及延伸 1min,循环
40 次。 采用标准品制作标准曲线,通过标准曲线计算样本表
达量。 表达量的计算通过比对内参 茁-actin 实现。 茁-actin 引
物序列为:上游引物 5蒺-TGACGTGGA CATCCGCAAAG-3蒺;下
游引物 5蒺-CTGGAAGGTGGACAGCGAGG-3蒺。 MTDH 引物序
列为:上游引物 5蒺-TTACCACCGAGCAACTTACAAC-3蒺;下游
引物 5蒺-ATTCCAGCCTCCTCCATTGAC-3蒺。 茁-catenin 引物序
列为:上游引物 5蒺-TGG CAGCAACAGTCTTACCT-3蒺;下游引
物 5蒺-CATAGCAGCTCGTACCCTCT-3蒺。
1. 2. 2 免疫组织化学染色检测两组中MTDH与 茁-catenin
的蛋白表达情况摇 标本离体后均常规石蜡包埋,Lasic 轮
式切片机进行连续切片,厚度 3滋m,45益水中展片并捞片,
将其粘附于载玻片上,60益温箱烤片、过夜。 免疫组化主
要步骤:切片常规二甲苯脱蜡,酒精梯度脱水,柠檬酸高压
抗原修复以提高敏感性,过氧化氢处理以抑制内源性过氧
化物酶活性,滴加 MTDH、茁-catenin 一抗,湿盒内 37益孵育

图 1摇 MTDH mRNA在反应性淋巴组织增生组织及眼附属器淋

巴瘤组织中的表达摇 bP<0. 01 vs 反应性淋巴组织增生。

2h,滴加二抗,湿盒内 37益孵育 20min,DAB 显色,苏木素
复染,封片。 磷酸盐缓冲液 ( phosphate buffered saline,
PBS)代替一抗作为阴性对照。 显微镜下观察和照相。 免
疫组化结果判断:染色结果根据阳性细胞百分比与染色强
度作半定量判定。 MTDH 蛋白主要表达于细胞膜,少量表
达于细胞浆,以出现淡黄色至棕褐色颗粒为阳性;茁 -
catenin 以细胞核或(和)细胞浆出现淡黄色至棕褐色颗粒
为阳性表达。 光镜下每张切片随机选取 5 个高倍视野
(400 倍),每个视野计数观察 100 个细胞,计算阳性细胞
百分比。 阳性细胞比例评定标准:0 分为阴性,1 分为阳性
表达细胞臆10% ,2 分为 11% ~ 50% ,3 分为 51% ~ 75% ,
4 分为>75% 。 染色强度评分标准:0 分不着色,1 分淡黄
色,2 分棕黄色,3 分棕褐色。 染色强度伊阳性百分比逸4
分为最终表达阳性[9]。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS17. 0 统计软件分析处理数据。
PCR 结果各组间比较采用参数检验中方差分析(one-way
ANOVA),进一步两两比较采用 LSD-t 检验(软件分析中
两两比较结果仅提供具体的 P 值);免疫组化结果各组间
MTDH 及 茁-catenin 表达情况的比较采用 Fisher 确切概率
法,MTDH 及 茁-catenin 的相互关系采用 Spearman 等级相
关分析。 以 P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 MTDH在眼附属器淋巴瘤中的表达情况 摇 PCR 结果
显示,与反应性淋巴组织增生组织相比,眼附属器淋巴瘤
中 MTDH mRNA 的表达显著增加,差异有统计学意义(P=
0. 004,图 1)。 免疫组化法结果显示,60. 0% (24 / 40 例)
的眼附属器淋巴瘤组织中 MTDH 为阳性表达,阳性表达
的 MTDH 染色主要见于细胞膜,少量见于细胞浆;而
MTDH 在反应性淋巴组织增生组织中仅有 10. 0% (2 / 20
例)为阳性表达,大多呈阴性表达(图 2 ~ 5),差异有统计
学意义(字2 =13. 575,P= 0. 000)。 MTDH 在反应性淋巴组
织增生组织、MALT、PL 及 DLBCL 中的阳性表达率分别为
10. 0% 、55. 6% 、62. 5% 、80. 0% ,差异有统计学意义(P =
0. 001,表 1),随着恶性程度的升高,MTDH 的阳性表达率
呈上升趋势;然而 MTDH 阳性表达率与年龄、性别、发病部
位的差异均无统计学意义(P=0. 436、0. 356、0. 548,表 2)。
2. 2 茁-catenin在眼附属器淋巴瘤中的表达情况摇 PCR 结
果显示,与反应性淋巴组织增生组织相比,眼附属器淋巴
瘤中 茁-catenin mRNA 的表达显著增加,差异有统计学意
义( P = 0 . 017 ,图 6) 。 免疫组化法结果显示,27 . 5%
(11 / 40 )的眼附属器淋巴瘤组织中 茁-catenin 为阳性
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图 2摇 MTDH在反应性淋巴组织增生中的表达(SP伊400)。 摇 摇 摇 摇 摇 摇 图 3摇 MTDH在 MALT淋巴瘤中的表达(SP伊400)。
图 4摇 MTDH在 PL中的表达(SP伊400)。 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 图 5摇 MTDH在 DLBCL中的表达(SP伊400)。

摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 1摇 眼附属器 4 种类型淋巴组织病变中 MTDH和 茁-catenin的表达 例(% )

病理分型 例数
MTDH

+ -
茁-catenin

+ -
反应性淋巴组织增生 20 2(10. 0) 18(90. 9) 0 20(100)
MALT 27 15(55. 6) 12(44. 4) 5(18. 5) 22(81. 5)
PL 8 5(62. 5) 3(37. 5) 3(37. 5) 5(62. 5)
DLBCL 5 4(80. 0) 1(20. 0) 3(60. 0) 2(40. 0)
P 0. 001 0. 003

摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 2摇 MTDH和 茁-catenin的表达与年龄、性别及发病部位的关系 例(% )

临床资料 例数
MTDH

+ - 字2 P
茁-catenin

+ - 字2 P
年龄(岁) 0. 606 0. 436 0. 103 0. 749
摇 <60 18 12(66. 7) 6(33. 3) 4(22. 2) 14(77. 8)
摇 逸60 22 12(54. 5) 10(45. 5) 7(31. 8) 15(68. 2)
性别 0. 851 0. 356 0. 005 0. 942
摇 男 24 13(54. 2) 11(45. 8) 6(25. 0) 18(75. 0)
摇 女 16 11(68. 8) 5(31. 2) 5(31. 2) 11(68. 8)
发病部位 0. 548 0. 696
摇 眼眶 24 16(66. 7) 8(33. 3) 8(33. 3) 16(66. 7)
摇 眼睑 9 4(44. 4) 5(55. 6) 2(22. 2) 7(77. 8)
摇 结膜 7 4(57. 1) 3(42. 9) 1(14. 3) 6(85. 7)

图 6摇 茁-catenin mRNA 在反应性淋巴组织增生组织及眼附属

器淋巴瘤组织中的表达摇 aP<0. 05 vs 反应性淋巴组织增生。

表达,阳性表达的 茁- catenin 染色见于细胞核及细胞
浆;而 茁-catenin 在反应性淋巴组织增生组织中未见阳性
表达(0 / 20 例,图 7 ~ 10),差异有统计学意义( 字2 = 5. 023,
P = 0. 025)。 茁 - catenin 在反应性淋巴组织增生组织、
MALT、PL 及 DLBCL 中的阳性表达率分别为 0、18. 5% 、
37. 5% 、60. 0% ,差异有统计学意义(P = 0. 003,表 1),随
着恶性程度的提高,茁-catenin 的阳性表达率呈上升趋势,

然而其阳性表达率与年龄、性别、发病部位的差异均无统
计学意义(P=0. 749、0. 942、0. 696,表 2)。
2. 3 MTDH与 茁-catenin 在眼附属器淋巴瘤中的相关性
分析摇 本实验发现,在 24 例 MTDH 蛋白阳性表达的眼附
属器淋巴瘤中,茁-catenin 的阳性表达率为 41. 7%(10 / 24);16
例 MTDH 蛋白阴性表达的淋巴瘤中,茁-catenin 的阴性表
达率为 93. 8% (15 / 16),Spearman 相关分析表明二者呈显
著正相关( r=0. 389,P=0. 036)。
3 讨论
摇 摇 眼附属器淋巴瘤是常见的眼部恶性肿瘤,约占眼部肿
瘤的 11% [1],其多发生于 60 岁以上的老年人,临床上很
难区分其良恶性,其组织学上大多为低分化、B 细胞源性
的非霍奇金淋巴瘤[10-11]。 眼附属器淋巴瘤中发病率最高
的是 MALT[11],大部分为低度恶性,预后较好;其次是浆细
胞淋巴瘤和弥漫大 B 细胞淋巴瘤,两者的恶性程度依次
递增,其发生结外转移的概率及其死亡率也依次递增,预
后较差[12-13]。 并且低度恶性的 MALT 有向高度恶性的弥
漫大 B 细胞淋巴瘤转化的趋势[13]。 对于眼附属器淋巴瘤
的发病机制至今仍不清楚,但癌基因的调控作用很可能是
肿瘤发生发展的基础。
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图 7摇 茁-catenin在反应性淋巴组织增生中的表达(SP伊400)。 摇 摇 摇 摇 摇 图 8摇 茁-catenin在 MALT淋巴瘤中的表达 (SP伊400)。
图 9摇 茁-catenin在 PL中的表达(SP伊400)。 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 图 10摇 茁-catenin在 DLBCL中的表达 (SP伊400)。

摇 摇 MTDH 是由 Su 等[4] 在肿瘤坏死因子-琢 和人类免疫
缺陷病毒感染后的星形胶质细胞中首次发现的。 在哺乳
动物中,MTDH 是一种较为保守的蛋白,在大多数正常组
织中表达极低,甚至检测不到,只有在部分富含肌肉的组
织和内分泌腺体组织中呈高表达[5],然而在大多数恶性肿
瘤中 MTDH 却呈高表达水平,如胃癌、肝癌、乳腺癌
等[6-7],这提示 MTDH 与恶性肿瘤有一定的关系。 为明确
MTDH 在眼附属器淋巴瘤中的表达情况,我们采用 PCR
与免疫组化法检测 MTDH 的 mRNA 和蛋白表达水平,结
果显示眼附属器淋巴瘤较反应性淋巴组织增生 MTDH 的
表达明显升高(P<0. 05),与上述研究结果一致。 同时,我
们在对 MTDH 与眼附属器淋巴瘤临床特征的研究中发
现,MTDH 的表达与发病年龄、性别、部位无关,但是随着
淋巴瘤恶性程度增高,MTDH 的阳性率升高,这提示
MTDH 的高表达可能与肿瘤的发生密切相关。
摇 摇 茁-catenin 作为一种多功能蛋白质,它主要有两种功
能:(1) 与膜表面的钙粘蛋白 E - cadherin 结合,与 琢 -
catenin、actin 细胞骨架(即肌动蛋白细胞骨架)相连构成
cadherin-actin 复合体,调节细胞的黏附、迁移等功能,影
响上皮的极性和完整性,对组织结构和形态的维持起重要
作用[14-15]。 (2)作为 wnt 信号通路的关键因子:wnt 信号
未被激活时,茁-catenin 与胞浆内的 adenomatous polyposiscoli
(APC)、glycogen synthase kinase 3茁(GSK-3茁)结合形成复
合体,GSK-3茁 的磷酸化作用使 茁-catenin 不能稳定存在
于胞浆而被降解,因而胞浆内游离的 茁-catenin 极少;wnt
信号被激活时,复合体作用受到抑制,胞浆中 茁-catenin 的
稳定性增加并逐渐积累,进而转入细胞核,激活下游靶基
因过度表达,影响细胞增殖分化,促进肿瘤的发生[8,15-16]。
研究表明,在子宫内膜癌[17]、结肠癌[18-19]、肝细胞癌[20]

中,茁-catenin 的表达均增高。 我们的实验研究中发现,与
反应性淋巴组织增生相比,眼附属器淋巴瘤中 茁-catenin
的表达明显升高(P<0. 05),与上述研究结果相似。 我们
还发现,不同病理类型组织中的 茁-catenin 蛋白的表达存
在差异, DLBCL 中的阳性率最高,而 MALT 中的阳性率最
低,提示 茁-catenin 的阳性率随恶性程度的增高而增加,这
说明 茁-catenin 的高表达可能与肿瘤形成、进展相关。
摇 摇 在我们的研究中,对 MTDH 和 茁-catenin 的相关性分
析研究表明,两者在眼附属器淋巴瘤中的表达均升高,且
两者呈显著正相关( r=0. 389,P= 0. 036),提示 MTDH、茁-
catenin 均与眼附属器淋巴瘤的发生发展有关。 Clevers[8] 的
发现表明,wnt 通路处于激活状态时,茁-catenin 才可以稳
定存在于胞浆,并向胞核转移,所以 茁-catenin 在细胞核内
的表达水平可以反映 wnt / 茁-catenin 信号通路的激活状
态。 在我们的研究中,茁-catenin 在细胞核及细胞浆,尤其

是细胞核内的表达增加,由此我们推测,眼附属器淋巴瘤
中可能存在 wnt / 茁 -catenin 信号通路异常激活状态,但
wnt / 茁-catenin 信号通路的激活是否受到 MTDH 的调控还
需要进一步研究验证。 目前已有研究证明,MTDH 可以激
活 wnt / 茁-catenin 信号通路,从而调控肿瘤发生发展,在乳
腺癌中,MTDH 激活 wnt / 茁 -catenin 通路,下调 TRAIL 和
BINP3 细胞凋亡诱导基因的表达,抑制乳腺癌细胞发生凋
亡坏死[21],更有研究表明,上调 MTDH 的表达可以增强乳
腺癌细胞的转移和化学耐药,造成预后不良[22],而下调
MTDH 的表达可以抑制乳腺癌细胞的增殖、集落形成、转
移和侵袭的能力[23]。 对结肠癌的研究中发现,MTDH 与
茁-catenin 的高表达呈正相关,并且结肠癌细胞中 MTDH
的过表达显著增加细胞核内 茁-catenin 的聚集,MTDH 通
过激活 wnt / 茁-catenin 信号通路促进结肠癌的侵袭和转
移[24]。 此外,MTDH 在肺癌[25]、胃癌[26]、肝细胞肝癌[27]、
弥漫大 B 淋巴细胞瘤[28-29]中也是通过激活 wnt / 茁-catenin
信号通路而发挥调节作用。 在眼附属器淋巴瘤中,MTDH
和 茁-catenin 的表达均增加,并且 wnt / 茁-catenin 信号通路
可能处于异常激活状态,但 MTDH 与 wnt / 茁-catenin 信号
通路的激活之间是否存在调控关系,还需进一步研究明确。
摇 摇 综上所述,MTDH 与 茁-catenin 的高表达在眼附属器
淋巴瘤的发生发展中可能起重要作用,检测 MTDH 及 茁-
catenin 的表达情况为眼附属器淋巴瘤的临床诊疗提供新
思路。 但对于 MTDH 及 茁-catenin 在眼附属器淋巴瘤中
的确切作用机制尚需进一步深入研究明确。
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