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　　［摘要］　目的　探讨人脑胶质瘤组织ＣＤ１０５ｍＲＮＡ和蛋白的表达及意义。方法　应用组织芯片结合免疫组化技术检
测１５２例脑胶质瘤（ＷＨＯⅠ级４例，Ⅱ级３２例，Ⅲ级６８例，Ⅳ级４８例）与２０例正常脑组织中ＣＤ１０５蛋白的表达；应用实时荧

光定量ＰＣＲ技术研究２２例胶质瘤（Ⅱ级７例，Ⅲ～Ⅳ级１５例）与４例正常脑组织中的ＣＤ１０５ｍＲＮＡ表达。所得结果采用秩

和检验、ｔ′检验。结果　脑胶质瘤组ＣＤ１０５ｍＲＮＡ表达高于正常组（Ｐ＝０．０３２２），Ⅲ～Ⅳ级组高于Ⅱ级组（Ｐ＜０．０５）。

ＣＤ１０５标记的微血管密度（ＭＶＤ）在Ⅲ～Ⅳ级组高于Ⅰ～Ⅱ级组（Ｐ＜０．０５），Ⅰ～Ⅱ级组高于正常组（Ｐ＜０．０５）。结论　人
脑胶质瘤组织ＣＤ１０５ｍＲＮＡ在转录水平已上调，ＣＤ１０５的表达与胶质瘤病理分级有关。
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　　新生血管的生成与肿瘤的生长、侵袭和转移关系密切，

胶质瘤组织内的血管密度与其恶性程度及预后正相关。随

着一些可以直接靶向作用于血管内皮细胞新型药物的出现，

抗血管生成治疗已成为胶质瘤治疗的一个方向。采用

ＣＤ１０５（ｅｎｄｏｇｌｉｎ）标记肿瘤中新生血管具有特异性［１２］，与一

些肿瘤的诊断、分级、转移或预后有关［３８］。胶质瘤 ＣＤ１０５
表达及意义是目前研究的热点，相关结论仍存有争议［９］。因

此，本研究探讨各级胶质瘤及正常脑组织中ＣＤ１０５基因及

蛋白表达的差异及意义，为脑胶质瘤以ＣＤ１０５为靶点的抗

血管生成治疗提供初步依据。

１　材料和方法

１．１　标本来源及一般资料

１．１．１　组织芯片及免疫组化染色标本　收集第二军医大学

长海医院病理科２００２～２００８年部分人脑胶质瘤标本石蜡包

埋组织，另取内减压术中正常脑组织作为对照。两张组织芯

片中包含胶质瘤位点１５２例，正常脑白质组织位点２０例。

按２００７年 ＷＨＯ中枢神经系统肿瘤分类及分级标准，经病

理组织学确诊，ＨＥ染色复核。其中Ⅰ级４例（毛细胞型星

形细胞瘤），Ⅱ级３２例（纤维型星形细胞瘤２０例、肥胖型星

形细胞瘤３例、少突星形细胞瘤７例、少突胶质细胞瘤２
例），Ⅲ级６８例（间变性星形细胞瘤５７例、间变性少突星形

胶质细胞瘤４例、间变性少突胶质细胞瘤４例、间变性室管

膜瘤２例、间变性脉络丛乳头状瘤１例），Ⅳ级４８例（胶质母

细胞瘤４７例、髓母细胞瘤１例）。小鼠抗人ＣＤ１０５抗体 Ｍ

０１８０购自Ｄａｋｏ公司，工作浓度１３０。

１．１．２　实时荧光定量ＰＣＲ标本　收集第二军医大学长海

医院神经外科２００５～２００８年部分人脑胶质瘤手术标本及内

减压术中所取脑白质，液氮内保存。三复孔法严格测定，３次

结果有差异的样本予以剔除，只留下部分数值可信度大者：

正常脑组织４例，胶质瘤２２例（Ⅱ级７例、Ⅲ～Ⅳ级１５例，

按２００７年 ＷＨＯ中枢神经系统肿瘤分类及分级标准，经病

理组织学确诊）。

１．２　组织芯片　观察 ＨＥ切片挑选肿瘤组织；观察并根据

ＨＥ切片确定肿瘤细胞密集的部位，避开大片的出血与坏死

区域，加以标记；制作大小４５ｍｍ×２０ｍｍ×２０ｍｍ的空白

蜡块；利用组织芯片构建仪在空白蜡块中打孔（直径２ｍｍ），

而后在选取的组织蜡块中穿取标记组织（直径２ｍｍ），准确

放入空白蜡块的小孔中；按序依次操作，直至将所有所需组

织标本种植于此空白蜡块中，加以记录；应用石蜡切片机进

行连续切片，低温保存。组织芯片常规脱蜡至水，０．３％过氧

化氢阻断内源性过氧化物酶，微波抗原修复１０ｍｉｎ，ＤＡＢ显

色，苏木精复染，以扁桃体组织作为ＣＤ１０５阳性对照，ＰＢＳ
作空白对照。结果判定：参考文献［１０］方法，于瘤组织内

ＣＤ１０５阳性即胞膜或胞质染成棕黄色的单个内皮细胞或内

皮细胞簇计为１个血管，血管间要有明显的分离，排除非特

异着色的炎症细胞。每例在低倍镜下选择微血管最丰富区，

于高倍视野（×４００）下计数，记为该例的微血管密度（ＭＶＤ）

值。不同组别胶质瘤的 ＭＶＤ按是否正态分布分别用（珚ｘ±ｓ）

或Ｍ（ＱＲ）表示，分５组（正常、Ⅰ级、Ⅱ级、Ⅲ级、Ⅳ级）或分３
组（正常、Ⅰ～Ⅱ级、Ⅲ～Ⅳ级）分别进行秩和检验，两两比

较。
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１．３　实时荧光定量ＰＣＲ　采用ＴＲＩｚｏｌ一步法从冷冻组织

中提取总ＲＮＡ，行琼脂糖凝胶电泳检测，用紫外分光光度仪

检测ＲＮＡ纯度。ｍＲＮＡ反转录成ｃＤＮＡ并进行检测，引物

序列由上海赛百盛公司合成，ＣＤ１０５Ｆ：５′ＣＡＣＴＡＧＣＣＡ

ＧＧＴＣＴＣＧＡＡＧＧ３′，ＣＤ１０５Ｒ：５′ＣＴＧＡＧＧＡＣＣＡＧＡ

ＡＧＣＡＣＣＴＣ３′，扩增片段长度为１６５ｂｐ；βａｃｔｉｎ作为内参

照。ＰＣＲ引物序列如下，βａｃｔｉｎＦ：５′ＡＧＧＧＧＣＣＧＧＡＣＴ

ＣＧＴＣＡＴＡＣＴ３′，βａｃｔｉｎＲ：５′ＧＧＣＧＧＣＡＣＣＡＣＣＡＴＧ

ＴＡＣＣＣＴ３′，扩增片段长度为２０２ｂｐ。ＰＣＲ反应混合物：

ｃＤＮＡ０．５μｌ，引物对０．５μｌ，ＳＹＢＲＭｉｘ１０μｌ，ｄｄＨ２Ｏ９μｌ。

使用严格的三复孔法测定，每一标本测定３次，同样条件下

同时测定，数值相差大则弃此例标本，数值接近方才取其平

均值而用，尽可能排除系统及操作误差。扩增条件：９５℃预

变性２ｍｉｎ，９５℃变性１０ｓ，６０℃退火４０ｓ，７２℃延伸１５ｓ，共

４０个循环。参照文献［１１］方法计算样本的ΔΔＣｔ值（样本同

内参的对数比值）。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０软件，采用秩和检验

（ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ法、Ｎｅｍｅｎｙｉ法、Ｗｉｌｃｏｘｏｎ法）、ｔ′检验。

２　结　果

２．１　组织芯片结合免疫组化染色结果　ＣＤ１０５阳性细胞着

色定位于血管内皮细胞胞膜与胞质，胶质瘤组织微血管被染

成棕色，阳性内皮细胞多为单个细胞或呈条索状，或为多个

簇集的细胞团。阳性血管多为管腔不完整的微小血管。少

量能形成管腔但也极不规则，且多为一层内皮细胞或含有少

量结缔组织，未见平滑肌组织。在低级别中阳性表达少且为

浅棕色；高级别中阳性表达多且为深棕色；在正常脑组织中

亦有表达，但较少，色浅（图１）。在一些较大的、管壁较厚的

血管中亦有表达。

　　各组 ＭＶＤ按是否正态分布分别用珔ｘ±ｓ或Ｍ（ＱＲ）表示，

分５组（正常、Ⅰ级、Ⅱ级、Ⅲ级、Ⅳ级）数据为２（２）、５．００±４．１６、

４（４．５）、８（９）、８．５（１１）；分３组（正常、Ⅰ～Ⅱ级、Ⅲ～Ⅳ级）数据为

２（２）、４（４．５）、８（１０）。分别进行秩和检验，两两比较。结果表

明：ＣＤ１０５标记的 ＭＶＤ在Ⅲ～Ⅳ级组高于Ⅰ～Ⅱ级组（Ｐ＜
０．０５），Ⅰ～Ⅱ级组高于正常组（Ｐ＜０．０５）。

图１　胶质瘤及正常脑组织中ＣＤ１０５的表达（免疫组化ＥｎＶｉｓｉｏｎ法）

Ａ：毛细胞型星形细胞瘤（Ⅰ级）；Ｂ：间变性少支星形细胞瘤（Ⅲ级）；Ｃ：胶质母细胞瘤（Ⅳ级）；Ｄ：正常脑组织．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００
（Ａ，Ｂ，Ｃ）；×４０（Ｄ）

２．２　实时荧光定量ＰＣＲ检测结果　扩增曲线拟合良好，Ｃｔ
值接近，说明ＰＣＲ反应体系稳定，结果可靠，熔解曲线只有单

一峰型，没有引物二聚体等非特异性扩增产生，说明引物设

计合理，ＰＣＲ反应条件较理想，无基因组来源ＤＮＡ模板的污

染扩增。有效数据２６例，３组皆为正态分布，但方差不齐：正

常４例（５４．５５±８２．３３）；Ⅱ级７例（１０４．３３±４８．９３）；Ⅲ～Ⅳ
级１５例（１５６０．８９±１８５５．５２）。趋势是随肿瘤级别增高而

升高。经秩和检验，两两比较，仅正常组与Ⅲ～Ⅳ级组有差

别（Ｐ＜０．０５）。若将正常组与合并的肿瘤组（Ⅱ～Ⅳ级，非正
态分布）经秩和检验，有差异（Ｐ＝０．０３２２）。Ⅱ级组与Ⅲ～

Ⅳ级组经ｔ′检验，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论

　　ＣＤ１０５是一种同型二聚体的膜结合性糖蛋白，是转化生

长因子β（ＴＧＦβ）受体复合物成分之一。它是内皮细胞表面

与增殖相关的膜抗原，在血管内皮细胞中有表达，在有血管

新生的组织中高表达且具特异性，是内皮细胞增殖的相关标

志物。Ｋｕｍａｒ等［１２］在乳腺癌中的研究发现，相同部位的

ＣＤ１０５阳性新生血管ＣＤ３４不着色，而ＣＤ１０５阴性的正常血

管ＣＤ３４却表现为阳性。Ｙｕ等［１３］证实抗ＣＤ１０５的出现更增

加了对肿瘤组织中新生微血管检出的准确率，它不仅包含血

管数量的变化，更含有质量的改变。本研究采用组织芯片技

术检测ＣＤ１０５的表达。它使尽可能多的标本研究处在一个

平行的标准下，能够最大限度地避免操作及统计中造成的误

差。ＣＤ１０５ｍＲＮＡ的检测使用实时荧光定量ＰＣＲ技术，灵

敏度高，较常用的终点定量方法更加准确，且本实验使用三

复孔法保证数据的可靠性。

　　本研究发现，ＣＤ１０５阳性的胶质瘤组织微血管形态多倾

向于新生血管。本研究在较大样本基础上发现随着胶质瘤

级别的增高，ＣＤ１０５标记的 ＭＶＤ总体上有增大趋势，但Ⅰ级

与Ⅱ级间、Ⅲ级与Ⅳ级间比较接近，两两比较有差异的仅占

少数，其差异性不如已有文献［９］显著。经过组间合并，可以

发现正常组、Ⅰ～Ⅱ级组、Ⅲ～Ⅳ级组的 ＭＶＤ逐渐增高，两

两之间皆有差异。本研究发现正常脑组织存在少量ＣＤ１０５
阳性血管。本研究结果表明胶质瘤中确实存在着活跃的血

管生成，而且随着肿瘤病理级别的升高，血管增生更加活跃，
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微血管密度更大，这说明ＣＤ１０５是一个很好的新生血管的指

标，它能够很好地对恶性胶质瘤中丰富的新生血管进行染

色，以ＣＤ１０５标记的 ＭＶＤ与肿瘤恶性度相关［１４］。

　　ＣＤ１０５ｍＲＮＡ的检测结果发现，正常组与肿瘤组的差

异、肿瘤Ⅱ级组与Ⅲ～Ⅳ级组的差异都有统计学意义。这说

明ＣＤ１０５ｍＲＮＡ在胶质瘤中比正常脑组织高，在高级别肿

瘤较低级别肿瘤高，其相关性与蛋白表达分析结果一致。这

就说明胶质瘤中ＣＤ１０５至少在转录水平就已开始进行调控，

其与胶质瘤的发生、发展关系密切。ＣＤ１０５标记的 ＭＶＤ在

一定程度上能够反映脑胶质瘤患者的恶性进展。对其进行

检测可更全面地反映胶质瘤的临床病理特征、预测治疗效

果、进行预后分析。进一步研究其调控血管生成的机制，以

其信号通路中的某些因子为靶点，抑制转录或翻译的活性，

从而抑制靶基因的表达，将可能为胶质瘤的治疗开辟新的途

径。

　　综上所述，本研究从蛋白与基因水平初步明确了ＣＤ１０５
在脑胶质瘤中的上调，丰富了其在肿瘤学中的研究，为探讨

其作用机制与临床治疗提供了初步依据。
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