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脉络膜黑色素瘤中整合素 琢v茁3表达的研究 *
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摘要 目的：整合素 琢v茁3为整合素家族成员之一，是一类跨膜粘附分子，其在多种肿瘤细胞及新生内皮血管细胞中高表达而在成

熟血管内皮、上皮细胞及正常细胞中表达较低或无表达。基于这些特征，整合素 琢v茁3近年来成为分子影像研究的热点之一。鉴于

整合素 琢v茁3在人眼脉络膜黑色素瘤中是否存在表达尚不可知，本课题拟研究整合素 琢v茁3在人脉络膜黑色素瘤中表达情况，为以

整合素 琢v茁3为基础的分子显像提供理论基础。方法：培养人源脉络膜黑色素瘤细胞株 OCM-1，使用蛋白免疫印迹方法检测整合

素 琢v茁3在 OCM-1中表达水平，并使用免疫组化方法检测人脉络膜黑色素瘤病理切片中整合素 琢v茁3表达分布。结果：蛋白免疫印

迹实验表明在 OCM-1细胞株中存在整合素 琢v茁3表达，其表达水平介于已知高表达整合素 琢v茁3的头颈鳞癌细胞株 HEP-2和较低

表达整合素 琢v茁3的头颈鳞癌细胞株 CNE-1之间，免疫组化方法检测人脉络膜黑色素瘤病理切片中也存在整合素 琢v茁3表达。结

论：人脉络膜黑色素瘤中具有整合素 琢v茁3表达，可以为后期研究基于整合素 琢v茁3的分子显像技术提供依据。
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The Expression of Integrin 琢v茁3 in Choroidal Melanoma*

Integrin 琢v茁3, a member of integrin family, is a kind of trans-membrane adhesion molecule and is highly

expressed on various types of tumor cells and the activated endothelial cells but not at all or very little on the mature vascular endothelial,

epithelial cells and other normal cells. Based on these characters, integrin 琢v茁3 is becoming one of the most focused molecular imaging

research targets in recent years. Considering the fact that the expression of integrin 琢v茁3 in human choroidal melanoma is unknown, the

study was designed to evaluate the expression of integrin 琢v茁3 in human choroidal melanoma, which could be the basis of following

investigation of imaging targeting integrin 琢v茁3. The expression of integrin 琢v茁3 of OCM-1 cell line was determined by western

blot and immunohistochemistry was used to detect the expression of integrin 琢v茁3 of choroidal melanoma histology slides.

Integrin 琢v茁3 was detected in OCM-1 cell line using western blot. The expression level of integrin 琢v茁3 in OCM-1 is between that level of

HEP-2 (human laryngeal cancer cells with highly expression of integrin 琢v茁3) and CNE-1 (human nasopharyngeal cancer cells with low

expression of integrin 琢v茁3). Immunohistochemical staining of choroidal melanoma histology slides also shows the expression of integrin

琢v茁3. Integrin 琢v茁3 was expressed in choroidal melanoma, which could illuminate the further study of imaging targeting

integrin 琢v茁3.

Choroidal melanoma; Integrin 琢v茁3; OCM-1

前言

脉络膜黑色素瘤(choroidal melanoma)是成年人发生率很

高的眼内原发性恶性肿瘤[1]。由于其恶性程度高，不仅可致患者

视力丧失，更威胁患者的生命，即使在未明确转移前摘除眼球，

其 5年死亡率仍有 17%~53% [2]。目前常用的诊断方法多为形态

学检查[3,4]，功能学检查较少。脉络膜黑色素瘤的治疗包括手术

摘除眼球或使用敷贴治疗、温热治疗等保眼球治疗[5]，对于保眼

球治疗患者，由于不切除肿瘤，对其进行治疗后监测格外必要。

由于肿瘤的侵袭能力与其大小不完全相关，除采用形态学显像

外，功能学显像也不可或缺。而功能显像监测疗效的前提是，有

合适的显像分子来评价肿瘤的发生发展。

整合素琢v茁3是近年发现的比较优越的分子显像位点。整合

素 琢v茁3是整合素家族的一员，整合素家族是一组粘附分子，介

导细胞与细胞间及细胞与胞外基质间的相互作用。整合素家族

成员均是由两条多肽链（琢链和 茁链）组成的异源二聚体跨膜
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糖蛋白分子，目前发现近 20种 琢 链和 11种 茁 链，组成 25 种

以上不同的整合素分子，其中整合素 琢v茁3作为明星分子备受

关注，其在成熟血管内皮及上皮细胞表达较低或无表达，而在

多种肿瘤细胞和新生血管内皮细胞呈现高表达 [6]。整合素 琢v茁3

通过介导血管内皮细胞迁移和维持细胞活性以促进肿瘤新生

血管生成，为肿瘤提供生长所需的氧气和营养，从而介导肿瘤

细胞突破血管、侵袭、转移 [6，7]。精氨酸 -甘氨酸 -天冬氨酸 (Arg-

Gly-Asp，RGD)三肽序列可以特异性与整合素 琢v茁3受体结合[8,9]。

因此，使用核素标记 RGD肽就可表征肿瘤内整合素 琢v茁3的表

达量。各种放射性标记的 RGD肽已经成为正电子发射断层扫

描 (PET)或单光子发射断层扫描 (SPECT)的示踪剂[10-13]。

脉络膜黑色素瘤中是否表达整合素 琢v茁3尚不明确，本实

验拟研究脉络膜黑色素瘤细胞株及病理切片中整合素 琢v茁3的

表达情况，为以整合素 琢v茁3为靶点的分子影像研究提供理论

基础。

1 材料与方法

1.1 细胞株、组织切片和试剂

永生化人脉络膜黑色素瘤细胞株 OCM-1由首都医科大学

附属北京同仁医院眼科研究所赠送；永生化人喉鳞癌细胞株

HEP-2和人鼻咽鳞癌细胞株 CNE-1购自中国医学科学院细胞

库；人脉络膜黑色素瘤病理切片来源于首都医科大学附属北京

同仁医院病理科；RPMI-1640培养基、小牛血清、青霉素 /链霉

素（GIBCO）；电泳 SDS-PAGE 缓冲液、转膜缓冲液、上样缓冲

液、茁-actin抗体(北京康为世纪)；电泳仪及转膜仪（Biorad）；整

合素 琢v茁3抗体（北京博奥森生物）。

1.2 细胞培养

将 OCM-1 细胞及用于对照实验的人头颈鳞癌细胞

HEP-2、CNE-1常规培养于含 10 %小牛血清和 1 %青、链霉素

双抗的 RPMI-1640培养基中，置于 5 % CO2、饱和湿度、37 ℃培

养箱中孵育。

1.3 蛋白免疫印迹实验

细胞生长至汇合度为 70 %-80 %，用 0.25 %的胰蛋白酶消

化，500× g离心 10 min，用预冷的 PBS冲洗 3次，加入 RIPA

细胞裂解液 [含 50 mmol/L Tris-HCl，100 mmol/L二硫苏糖醇

(DTT)，2 %十二烷基硫酸钠 (SDS)，0.1 %溴酚蓝，10 %甘油，

pH6.8]。细胞样品在 7 %SDS聚丙烯酰胺凝胶上进行电泳，电泳

结束后将蛋白转移至硝酸纤维素膜，用含 5 %脱脂奶粉的 PBS

封闭 1 h，在封闭液中加入一抗，4 ℃过夜，用 PBS冲洗 3次，加

人辣根过氧化物酶标记的二抗，室温 1 h。用化学发光检测系统

检测。使用 ImageJ软件对条带定量，以整合素定量值 /茁-actin

定量值作为整合素相对定量值。

1.4 病理切片整合素 琢v茁3免疫组化染色

整合素 琢v茁3单抗的工作浓度为 1:200。琢v茁3表达半定量分

析参照 Fromowitz[14]法，光镜下以细胞膜或细胞浆出现明显的

棕褐色颗粒为阳性，无着色或与背景色一致为阴性。每张切片

按阳性着色强度评分：无着色为 0分，浅棕褐色为 1分，棕褐色

为 2分，深棕褐色为 3分；完全随机选取 5个高倍视野（× 400

倍）按阳性细胞百分率评分，无阳性细胞为 0分，1 %-25 %为 1

分，26 %-49 %为 2分，≥ 50%为 3分，>80%为 4分。着色强度和

阳性细胞百分率评分相加的结果为表达评分。

1.5 统计学处理

用 SPSS 11.0软件处理实验资料，计量资料以均数± 标准

差表示，两组间计量资料比较采用 T-test检验，P<0.05视为有

显著统计学意义。

2 结果

2.1 OCM-1细胞中整合素 琢v茁3表达的研究

图 1所示为 OCM-1细胞中整合素 琢v茁3表达，以 HEP-2和

CNE-1细胞做为对照，在前期实验中，我们已经证实这两种细

胞株中表达整合素 琢v茁3，且在 HEP-2中整合素 琢v茁3表达高于

CNE-1 [13]，三次独立重复实验定量分析表明，OCM-1细胞中整

合素 琢v茁3表达量低于 HEP-2，而高于 CNE-1细胞表达量（P<0.

05）。

2.2 人脉络膜黑色素瘤病理切片中整合素 琢v茁3表达的研究

图 2所示人脉络膜黑色素瘤组织大部分区域均可见较多

棕褐色颗粒，其分布较均匀，Fromowitz法评分为 3.71± 0.36，

对比前期实验中皮下接种 HEP-2和 CNE-1的荷瘤鼠病理切片

中整合素 琢v茁3表达 [13]，可以认为人脉络膜黑色素瘤肿瘤组织

琢v茁3表达为中等水平。

3 讨论

整合素 琢v茁3已经被证明在多种肿瘤中存在表达[16-18]，而在

人脉络膜黑色素瘤中整合素 琢v茁3表达情况尚不可知。本研究

采用蛋白免疫印迹及免疫组化两种方法，对人脉络膜黑色素瘤

中整合素 琢v茁3表达情况进行探讨。蛋白免疫印迹表明整合素

琢v茁3在 OCM-1 细胞株中存在表达，且表达水平介于整合素

琢v茁3高表达头颈鳞癌细胞株 HEP-2及低表达细胞株 CNE-1之

图 1 HEP-2、CNE-1和 OCM-1中整合素琢v茁3的表达

Fig. 1 The expression of integrin 琢v茁3 in HEP-2, CNE-1

and OCM-1

图 2 脉络膜黑色素瘤病理切片整合素琢v茁3免疫组化染色（× 100）

Fig. 2 Immunohistochemistry of human choroidal melanoma (× 100)
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间，免疫组化方法也表明在人脉络膜黑色素瘤病理切片中存在

整合素 琢v茁3表达。

做为分子显像的明星分子，整合素 琢v茁3已经被证明能够

鉴别诊断多种肿瘤 [19-21]，其是否能够应用于人脉络膜黑色素瘤

的鉴别诊断尚有待研究。在前期研究中我们报道，使用 SPECT

对荷头颈鳞癌肿瘤鼠进行平面显像时肿瘤计数 /正常组织计

数值与体内放射性分布实验结果相符，并与免疫组化染色所示

的 琢v茁3表达水平呈正相关，说明前期实验中所使用的 99Tcm

标记的 RGD显像剂能够准确反映肿瘤 琢v茁3表达水平，即能够

成为检测肿瘤 琢v茁3表达的可靠方法[15]。鉴于 OCM-1细胞中整

合素 琢v茁3表达量介于 HEP-2与 CNE-1细胞表达量之间，我们

将采用动物模型进行进一步实验以研究放射性核素标记的

RGD显像剂是否能够较好的监测荷人脉络膜黑色素瘤肿瘤鼠

中整合素 琢v茁3表达水平。

本实验选用的病理切片较少，且缺乏随访数据，因此无法

判断整合素 琢v茁3在脉络膜黑色素瘤发生的初期即有表达还是

在转移癌中才高表达，这需要在后续研究中加以探讨。此外，整

合素 琢v茁3在脉络膜黑色素瘤中的功能也需要加以研究。

综上所述，本研究首次阐明整合素 琢v茁3在 OCM-1细胞中

及人脉络膜黑色素瘤病理切片中存在表达，为接下来进行整合

素 琢v茁3显像动物实验提供了理论依据。由于脉络膜黑色素瘤

的治疗已经从早期单纯摘除眼球发展到采用多种治疗方法以

保留视力，如果在进一步的临床前及临床实验中能够证实整合

素 琢v茁3分子影像鉴别诊断的有效性，将为脉络膜黑色素瘤的

治疗及预后提供新的检测手段。
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