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［摘要］目的 研究骨桥蛋白基因（OPN mRNA）在两种不同病理类型颅咽管瘤的表达差异及意义．方法

收集 41例经手术切除的颅咽管瘤标本，采用 SYBR荧光实时定量 PCR法检测 OPN mRNA在肿瘤组织的表达，

并对表达结果进行统计学分析．结果 造釉细胞型颅咽管瘤 OPN mRNA 表达量为 （42.38±5.41） ×103

copies/滋g，鳞状乳头型颅咽管瘤 OPN mRNA表达量为（1.26±0.14）×103 copies/滋g，造釉细胞型颅咽管瘤 OPN

mRNA表达量显著性高于鳞状乳头型颅咽管瘤 ( < 0.01)．结论 两种病理类型颅咽管瘤 OPN mRNA表达存在

显著性差异，此差异性可能与两种病理类型颅咽管瘤的预后和复发风险有关．
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［Abstract］ Objective To investigate the difference of OPN mRNA（OPN mRNA） expression in two types of

craniopharyngioma and explore the significance of this difference．Methods The expression of OPN mRNA in 41 craniopharyngiomas

samples was examined using SYBR real-time PCR and the results were evaluated by statistical analysis．Results The level of OPN

mRNA expression was （42.38±5.41） ×103 copies/滋g and（1.26±0.14）×103 copies/滋g respectively in adamantine epithelioma

and squamous papillary craniopharyngiomas. The OPN mRNA level in adamantine epithelioma craniopharyngiomas was significantly

higher than that in squamous papillary tumors （ < 0.01） . Conclusions There is significantly different OPN mRNA expression

between two types of craniopharyngioma．This difference of OPN mRNA expression in craniopharyngioma may be related to the

prognosis of tumor and thus may be useful in predicting the risk of tumor relapse.
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骨桥蛋白（osteopontin，OPN）是一种含有整

合素结合序列的分泌型磷酸化糖蛋白，在多种腔

道上皮(如消化道粘膜)中有少量表达，可参与细胞

的信号转导、促进细胞粘附和迁移．近年研究发

现 OPN与肿瘤细胞生长、增殖和侵袭、转移密切

相关[1]．颅咽管瘤属良性肿瘤，多数学者认为颅咽

管瘤存在一定的侵袭性．但对不同病理类型颅咽

管瘤肿瘤侵袭性生长的研究，国内少见报道．本
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研究采用 SYBR 荧光实时定量 PCR 法检测 OPN

mRNA在颅咽管瘤组织的表达，探讨两种病理类

型颅咽管瘤表达的差异及意义．

1 材料和方法

1.1 研究对象

所有标本均取自华西医院 2005 年 11 月至

2007年 4月手术切除的颅咽管瘤患者，共 41例，

其中男 24 例，女 17 例；年龄 3～69 岁，平均

24.3岁；经病理诊断造釉细胞型颅咽管瘤 24例，

鳞状乳头型颅咽管瘤 17例．将手术中切除的颅咽

管瘤标本组织块放人液氮冷冻保存备用．

1.2 主要试剂

OPN 扩增引物和探针由武汉博士德公司合

成；SYBR 荧光实时定量 PCR 试剂盒购于美国

ABI公司.

1.3 实验方法

（1） OPN扩增引物和探针：OPN扩增引物 F

为 5’- AGTTCTGAGGAA AAGC AGCTT-3’，R

为 5’-T TACTTGGAAGGGTCTCTTGT-3’；探针

5’- FAM- CCTGACCC ATCTCAGAAGCAGA-3’．

（2） RNA的提取和鉴定：肿瘤组织约 50 mg

置入 1.5 mL匀浆管，加 Trizol裂解液 1 mL，超声

电动匀浆 1 min，肉眼观 察无组织块后置入

1 m LEP 管，静置 5 min，加入氯仿 0.2 mL，

盖紧盖子，用力振荡 15 min ，室温静置 3

min，4℃ 12 000 r/min离心 15 min，取上清液 0.5

mL至新的 EP管中，加异丙醇 0.5 mL混匀，室温

静置 10 min，4℃ 12 000 r/min离心 10 min，弃上

清液，75 %乙醇 1 mL 洗涤，常温干燥 5 min，

加100 滋L DEPC水溶解，－20℃保存备用．电泳

检查：每样品取 5 滋L提取的 RNA置 1 %的琼脂

糖凝胶（Sigma公司）上电泳，泳毕，溴化乙锭

染色 20 min，置紫外灯下观察；浓度计算：每样

品在紫外分光光度计 （日本 SHIMADZU UV mini

1 240）上测定波长为 260 nm时的吸光度值．浓度

计算公式：浓度 （g/L） =OD 260×稀释倍数×

40/1 000．

（3）逆转录反应：取 2 滋L RNA模板做逆转

录反应．仪器为 iQ 5 TM多色实时荧光 PCR仪，

反应体系如下：5×逆转录 Buffer 2 滋L，下游

引物 （25 滋mol/L） 0.5滋L， dNTPs （10 mmol/L）

1滋L，MMLV（10 U/滋L） 1μL，DEPC水 3.5 滋L，R

NA模板 2 滋L反应条件：37℃、1 h，然后 95 ℃、

3 min．

（4） SYBR荧光实时定量 PCR测定：按以

下反应体系进行：5×SYBR Green 1 Buffer（美国

ABI公司试剂盒） 10 滋L，上游引物 F（25滋mol/L）

1 滋L，下游引物 （25 滋mol/L） 1 滋L， dNTPs

（10 mmol/L） 1 滋L，Taq 酶 2 滋L，cDNA 5 滋L，

ddH2O 30 滋L．反应条件：95℃、2 min，然后95℃、

20 min，55℃ 30 min， 72 ℃ 50 min，共 40 个循

环，最后是 72 ℃、5 min 延伸．荧光定量仪：

iQ5TM多色实时荧光 PCR仪 （Bio Rad公司，美

国） .反应结束后，由电脑自动分析并计算结果，

根据每个标本的 Ct值计算 OPN mRNA表达量．

1.4 统计学方法

采用 SPSS 10.0统计软件进行统计学分析，数

据用均数±标准差（x±s）表示，对不同病理
类型颅咽管瘤 OPN mRNA 行 检验分析，

以 < 0.05为差异有统计学意义．

2 结果

2.1 OPN 测定的阳性标准品实时荧光扩增动力

曲线和实时荧光扩增回归曲线

由图 1可见阳性标准品的实时荧光扩增动力

曲线平滑，每条曲线均有明显的指数扩增期；根

据循环阈值（Ct），经对数拟合做图，得到定量标

准曲线，起始模板浓度与 CT值之间呈良好的线

性关系．由图2所得标准曲线回归系数为0.993，显示

出极好的线性关系，说明定量结果准确、可靠．

图 1 OPN荧光实时定量阳性标准品扩增动力曲线图

Fig.1 SYBR amplifiable dynamic curve of OPN positive

standard substance
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图 2 OPN荧光实时定量阳性标准品扩增回归曲线图

Fig.2 SYBR amplifiable regression curve of OPN posi-

tive standard substance

2.2 荧光实时定量 PCR 检测 OPN mRNA 表

达量

41例颅咽管瘤患者肿瘤标本 OPN 的荧光定

量 PCR动力学曲线分析显示：造釉细胞型颅咽管

瘤 OPN mRNA表达量显著性高于鳞状乳头型颅咽

管瘤 ( < 0.01)，见图 3，表 1.

图 3 OPN的荧光定量 PCR动力学曲线

Fig.3 SYBR amplifiable kinesics curve of OPN

表 1 OPN mRNA颅咽管瘤各亚型中的表达（x±s）
Tab.1 Analysis on expression of OPN mRNA in

subtypes of craniopharyngioma （x±s）

组别 n OPNmRNA（×103 copies/滋g）

AE 24 42.38±5.41﹡﹡

SP 17 1.26±0.14

与 SP比较，﹡﹡ < 0.01；AE:造釉细胞型颅咽管瘤、

SP:鳞状乳头型颅咽管瘤.

3 讨论

人类骨桥蛋白基因定位于 4q13上，由 7个外

显子和 6个内含子组成，由于其启动子可受到许

多调节因子的影响，在体内主要以磷酸化和非磷

酸化两种形式存在，OPN的转录也受到许多因素

的影响 [2]．OPN 基因所编码的蛋白质含精氨酸 -

谷氨酸 - 天冬氨酸序列 （Arg-Gly-Asp，RGD），

人体内存在着 RGD序列依赖性和非依赖性两种作

用方式[3]．OPN具有多种生物学活性，包括通过

内部 RGD序列促进细胞的趋化、粘附、迁移和增

殖，参与多种信号转导途径以及调节炎症过程

等．近来的研究表明，骨桥蛋白的表达与肿瘤的

生长、浸润及远处转移有关 [4]．Saitoh等 [5]研究了

骨桥蛋白在人脑神经胶质细胞瘤中的表达，OPN

mRNA的表达随着细胞组织学分级的增高而增强，

Ⅲ、Ⅳ级神经胶质细胞瘤较Ⅰ、Ⅱ级神经胶质细

胞瘤骨桥蛋白及其 mRNA的表达均增加，表明骨

桥蛋白在神经胶质细胞瘤中的表达反映了肿瘤的

恶性程度和临床分期，肿瘤细胞所产生的 OPN

mRNA的确翻译成了骨桥蛋白，发挥了作用．体

外实验研究发现，许多人类癌细胞株和癌组织中

均有骨桥蛋白高表达，随着癌细胞株侵袭能力的

增强，细胞中骨桥蛋白 mRNA的表达量也相应增

加[6]，证实 OPN的表达水平与肿瘤侵袭转移的恶

性表型有关．本研究发现，颅咽管瘤标本均有

OPN mRNA表达，但经统计学分析，造釉细胞型

颅咽管瘤 OPN mRNA表达量显著高于鳞状乳头型

颅咽管瘤（ < 0.01）．多数临床研究认为造釉细

胞型颅咽管瘤和鳞状乳头型颅咽管瘤预后存在较

大差异，前者预后较差，术后复发率较高，本研

究提示 OPN在两种病理类型颅咽管瘤表达差异对

判断其预后及复发风险有一定意义．
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