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【摘要】目的 探讨人脑胶质瘤组织促红细胞生成素（EPO）和CD105的表达变化及其意义。方法 收集2002~2008年人脑胶

质瘤标本152例，其中WHO分级Ⅰ级4例，Ⅱ级32例，Ⅲ级68 例，Ⅳ级48例；取同期颅脑损伤内减压术切除正常脑组织20例为

对照，采用免疫组化染色分析EPO及CD105表达。收集2005~2008年人脑胶质瘤标本胶质瘤17例（WHO Ⅱ级6例，Ⅲ~Ⅳ级11
例），正常对照5例，采用实时荧光定量PCR检测EPO mRNA表达变化。术后随访截止2010年4月23日，应用Kaplan-Meier生存

曲线分析高级别（Ⅲ~Ⅳ级）胶质瘤生存曲线。结果 胶质瘤EPO表达阳性率（60.5%，92/152）明显高于正常脑组织（10%，2/20；P<
0.001），胶质瘤EPO表达强度与病理分级呈正相关（rs=0.368，P<0.001）。EPO表达阳性组CD105阳性率明显高于阴性组（P<
0.05），EPO高表达组明显高于低表达组（P<0.05）。Ⅱ级胶质瘤组EPO mRNA表达水平明显高于正常组与Ⅲ~Ⅳ级胶质瘤组（P<
0.05）。对于高级别（WHO Ⅲ~Ⅳ级）胶质瘤，EPO低表达组中位生存时间为12个月，高表达组为36个月；EPO低表达组累积生

存率明显低于高表达组（P<0.05）。结论 人脑胶质瘤EPO蛋白的表达与病理级别及新生血管正相关；WHO Ⅱ级胶质瘤EPO
mRNA在转录水平已上调；WHO Ⅲ~Ⅳ级组胶质瘤EPO表达高者生存期长。
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【Abstract】Objective To explore the expressions of erythropoietin (EPO) and CD105 in human glioma tissues and their meanings.
Methods The expressions of EPO and CD105 in 152 cases of gliomas tissues including 7 cases of WHO grade Ⅰ, 29 cases of WHO
grade Ⅱ, 68 cases of WHO grade Ⅲ and 48 cases of WHO grade Ⅳ and 20 cases of normal brain tissue were determined by
immunohistochemiscal technique. The expression of EPO mRNA in 17 cases of gliomas including 6 cases of WHO gradeⅡ and 11 cases
of WHO gradeⅢ~Ⅳ and 5 cases of normal brain tissue were detected by real time PCR. The relationship of EPO expression with
survival rate was analyzed by survival curve. Results The level of EPO expression in the glioma tissues were significantly higher than
that in the normal brain tissues (P<0.01), and was positively correlated with the WHO grade of the tumor (rs=0.368, P<0.01). The CD105
expression level was significantly higher in the positive EPO expression group than that in the negative EPO expression group (P<0.05).
The level of EPO mRNA expression was significantly higher in the WHO grade Ⅱ glioma tissues than those of normal brain tissues (P<
0.01) and WHO grade Ⅲ~Ⅳ gliomas tissues (P<0.05). The survival curve analysis showed that the survival time was significantly longer
in the patients with high WHO grade gliomas in which EPO was strongly expressed than that in the patients with high WHO grade
gliomas in which EPO was weakly expressed (P<0.05). Conclusions Our results suggest that the level of EPO expression in the tumorous
tissue is positively related to WHO grade and neovascularization of glioma. The level of EPO mRNA expression in WHO grade Ⅱ glioma
has been upregulated in DNA transcription. The patients with WHO Ⅲ~Ⅳ gliomas in whom EPO protein is strongly expressed survive
longer compared to the patients with WHOⅢ~Ⅳ gliomas in whom EPO is weakly expressed.
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人脑胶质瘤EPO与CD105表达及意义
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促红细胞生成素（erythropoietin，EPO）是促进粒

红细胞生存和分化的细胞因子，同时具有神经保护

作用，以及促进血管发生、细胞增殖和细胞迁移等作

用 [1~11]。内皮糖蛋白CD105仅在处于增殖状态的血

管内皮高度表达，被认为是新生血管的标记物 [12]。

本文探讨人脑胶质瘤EPO及CD105表达及意义。
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1 资料和方法

1.1 标本来源 收集 2002~2008年人脑胶质瘤标本

152例，按2007 年WHO 中枢神经系统肿瘤分类及分

级标准：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 21例，肥胖型星形细胞瘤 2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）。取同期

颅脑损伤内减压术切除正常脑组织20例为对照。

1.2 免疫组织化学染色 兔抗人多克隆 EPO 抗体

sc-7956购自美国 SANTA CRUZ公司，工作浓度 1:
100；小鼠抗人CD105抗体M-0180购自DaKo公司，

工作浓度 1:30；二氨基联苯胺购自美国 Sigma公司；

EnVision试剂购自DaKo公司。

观察HE切片，挑选肿瘤细胞密集的部位，蜡块

打孔，组织芯直径 2.0 mm。常规脱腊，0.3%过氧化

氢阻断内源性过氧化物酶，微波抗原修复10 min，二
氨基联苯胺显色，苏木素复染，以肾脏组织作为EPO
阳性对照，以扁桃体组织作为CD105阳性对照，磷酸

盐缓冲液作阴性对照。

EPO结果判定：显微镜下观察在良好的组织结

构及清晰的背景上细胞内出现黄色、棕褐色颗粒为

阳性（图1）。阳性细胞计数：<25%为1分，25%~50%
为 2分，50%~75%为 3分，>75%为 4分。染色强度：

无染色为0分，淡黄色为1分，黄或深黄色为2分，褐

或棕褐色为 3分。采用二级计分法，计算两者计分

的乘积：0分为阴性（-），1~3分为弱阳性（+），4~7分
为中度阳性（++），>7分为强阳性（+++）；+为低表

达，++、+++为高表达。

CD105结果判定：位于瘤组织内计数CD105阳

性细胞（胞膜或胞浆染成棕黄色，图2），在低倍镜下

选择微血管最丰富区，200倍视野下计数。

1.3 实时荧光定量PCR 收集2005~2008年人脑胶质

瘤标本35例及内减压术脑白质8例。使用严格的三

复孔法测定，数值相差稍大则弃此例标本，数值非常

接近方取其平均值，尽可能排除系统及操作误差，最

后保留数据：胶质瘤 17例（WHO Ⅱ级 6例，Ⅲ~Ⅳ级

11例），正常对照 5例。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逆转录成 cDNA并进行

检测，引物序列由上海赛百盛公司合成，以β-actin

作 为 内 参 照 。 PCR 引 物 序 列 ：β-actin 正 义 链

5'-AGG GGC CGG ACT CGT CAT ACT-3'，β-actin反
义链5'-GGC GGC ACC ACC ATG TAC CCT-3'；扩增

片段长度为 202 bp。EPO正义链 5'-GCC AGA GGA
ACT GTC CAG AG-3'，EPO 反 义 链 5'-ATG GTA
GGT GCG AAA ACA GG-3'；扩增片断长度为 207
bp。参照文献[13]描述的方法计算样本△△Ct值（样

本同内参的对数比值）。

1.4 统计学处理 采用SPSS 18.0软件分析；计数资料

采用χ2检验；等级资料采用秩和检验；采用Spearman
秩相关分析相关性；采用Kaplan-Meier法分析生存

曲线；检验水准α=0.05。
2 结 果

2.1 人脑胶质瘤 EPO 与 CD105 表达变化 胶质瘤

EPO表达阳性率（60.5%，92/152）明显高于正常脑组

织（10%，2/20；P<0.001）。胶质瘤EPO表达强度与病

理分级呈正相关（rs=0.368，P<0.0001；表1）。
EPO表达阳性组CD105阳性率明显高于阴性组

（P<0.05），EPO高表达组CD105阳性率明显高于低

表达组（P<0.05）。见表2。
2.2 人脑胶质瘤EPO mRNA表达变化 Ⅱ级胶质瘤

组EPO mRNA表达水平明显高于正常组与Ⅲ~Ⅳ级

组（P<0.05）。见表3。
2.3 胶质瘤病人生存分析 术后随访截止 2010年 4
月 23日，完整随访资料 32例，其中 5例删失。对于

高级别（WHO Ⅲ~Ⅳ级）胶质瘤，EPO低表达组中位

生存时间为 12个月，高表达组为 36个月；EPO低表

达组累积生存率明显低于高表达组（P<0.05；图3）。
3 讨 论

目 前 认 为 ，EPO 的 表 达 受 低 氧 诱 导 因 子

（hypoxia inducible factor，HIF）影响。HIF是血管发

生和侵袭的激活因子，通过血管内皮生长因子、纤维

蛋白酶原激活因子、转化生长因子α、转化生长因子

β、内皮素及EPO等靶基因的上调而实现[14]。HIF的

激活诱导加强EPO的表达，可能是缺氧通过HIF促

进血管新生的一个途径。研究发现胶质瘤EPO表达

与病理级别有一定关系[12，15]。本文结果发现EPO表

达于脑胶质瘤细胞及血管内皮细胞，胶质瘤的EPO
阳性表达率（60.5%）明显高于正常脑组织（10%；P<
0.05）。胶质瘤EPO表达高于正常脑组织，可能具有

高度增殖活性的肿瘤细胞过度增殖而消耗氧增多，

造成低氧环境，通过HIF等途径刺激肿瘤细胞分泌
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EPO。本文结果还显示EPO的表达强度与胶质瘤病

理分级呈正相关，表明EPO与胶质瘤的恶性程度有

关，可能参与胶质瘤的恶性进展。在胶质瘤细胞恶

性转化的过程中，可能通过某种途径获得旁分泌与

自分泌EPO的功能或者产生EPO受体的表达上调
[16]。在一定程度上，EPO及其受体表达水平可指导

治疗措施的选择，预测胶质瘤病人的预后。如果能

找到促使其产生的途径或相关因子，进行干预或阻

断则有可能减慢或遏制组织的恶性转化。本文结果

发现胶质瘤EPO表达水平与CD105表达水平呈正相

关，提示 EPO信号途径可能促进肿瘤内的血管新 图3 高级别（WHO Ⅲ~Ⅳ级）胶质瘤生存曲线

组别

正常脑组织

Ⅰ级胶质瘤

Ⅱ级胶质瘤

Ⅲ级胶质瘤

Ⅳ级胶质瘤

促红细胞生成素表达水平

-
18
3
18
23
16

+
2
1
5
24
15

++
0
0
1
12
8

+++
0
0
8
9
9

表1 正常脑组织及胶质瘤促红细胞生成素的表达

EPO表达水平

-
+
++
+++

例数（例）

60
45
21
26

CD105[M（QR）]
10（14.25）
10（13）*

20（18）*#

22.5（19.5）*#

表2 胶质瘤CD105表达变化

注：与 EPO 表达（-）相应值比，* P<0.05；与
EPO表达（+）相应值比，# P<0.05；EPO：促红细

胞生成素；M：中位数；QR：四分位间距

组别

正常脑组织

Ⅱ级胶质瘤

Ⅲ~Ⅳ级胶质瘤

例数（例）

5
6
11

EPO mRNA[M（QR）]
4（27）

884（54964）*#

46（309）

表3 正常脑组织及胶质瘤的EPO mRNA表达变化

注：与正常脑组织相应值比，* P<0.05；与Ⅲ~Ⅳ级

胶质瘤相应值比，# P<0.05；EPO：促红细胞生成素；

M：中位数；QR：四分位间距

图1 胶质瘤EPO的表达（EnVision，×200）
A. 毛细胞型星形细胞瘤（WHO Ⅰ级），EPO（-）；B.
星形细胞瘤（WHO Ⅱ级），EPO（+）；C. 间变性星形

细胞瘤（WHO Ⅲ级），EPO（++）；D. 胶质母细胞瘤

（WHO Ⅳ级），EPO（+++）；EPO. 促红细胞生成素

图2 胶质瘤CD105的表达（EnVision，×40）
A. 星形细胞瘤（WHO Ⅱ级）；B. 间变性星形细胞瘤

（WHO Ⅲ级）
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生。Stuben等[17]发现重组人类EPO刺激毛细血管生

长的速度与血管内皮生长因子的效果相近。EPO表

达高的胶质瘤由于其新生血管更丰富，肿瘤的增生、

浸润可能就更活跃，恶性度就更高。

本文结果发现Ⅱ级胶质瘤组EPO mRNA最高，

说明其在转录水平就已上调。Ⅲ~Ⅳ级胶质瘤转录

后 EPO mRNA低于Ⅱ级胶质瘤组，但蛋白表达更

高。这说明胶质瘤在翻译水平又进行调控，而且恶

性度高的肿瘤调控的幅度更大。这提示EPO与胶质

瘤的恶性度有关，EPO及其受体信号途径很可能促

进胶质瘤的恶性进展。恶性度高的胶质瘤，EPO高

表达者生存期更长，这可能是人体的自救反应。高

恶性度促使EPO高表达，从而促使血管新生，导致低

氧状态的缓解，使肿瘤增殖受限，生存期延长。某些

恶性肿瘤病人若不能启动此自救机制，则肿瘤增殖

顺利，生存期缩短。所以，EPO或许可以改善恶性胶

质瘤病人的生存预后。
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