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  [摘 要] 目的 探讨热休克蛋白70(HSP70)和S100钙离子结合蛋白A9(S100A9)在胶质瘤组织中的

表达水平及在低级别脑胶质瘤与胚胎发育不良性神经上皮肿瘤(DNT)中的鉴别诊断价值。方法 所有病理标

本取自2015年1月至2020年12月广东祈福医院和南部战区总医院确诊的160例胶质瘤初诊患者,其中世界

卫生组织(WHO)Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ级胶质瘤患者均为40例。采用免疫组织化学法检测160例胶质瘤和肿瘤旁正

常脑组织,以及20例DNT组织中HSP70和S100A9的表达水平。结果 HSP70和S100A9在160例胶质瘤

组织中的阳性率分别为85.0%(136/160)和7.5%(12/160)。HSP70在不同 WHO分级胶质瘤组织中的表达

水平比较,差异有统计学意义(P<0.05),且表达水平随着胶质瘤 WHO级别的增加而升高,也能用于低级别胶质

瘤与DNT的鉴别诊断。S100A9在不同WHO分级胶质瘤的表达水平比较,差异无统计学意义(P>0.05),也不能

用于DNT与低级别胶质瘤的鉴别诊断。HSP70与S100A9在脑胶质瘤组织中的表达无相关性。结论 HSP70可

用于脑胶质瘤的诊断,表达水平随着胶质瘤 WHO级别的增加而升高,且可用于DNT与低级别胶质瘤的鉴别诊

断。S100A9无上述价值。
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[Abstract] Objective To

 

research
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

heat
 

shock
 

protein
 

70(HSP70)
 

and
  

S100
 

calci-
um-binding

 

protein
 

A9(S100A9)
 

in
 

glioma
 

tissue
 

and
 

their
 

differential
 

diagnostic
 

value
 

in
 

low-level
 

brain
 

glio-
ma

 

and
 

dysembryoplastic
 

neuroepithelial
 

tumor(DNT).Methods All
 

pathological
 

specimens
 

were
 

taken
 

from
 

160
 

newly
 

diagnosed
 

patients
 

with
 

gliomas
 

in
 

Guangdong
 

Clifford
 

Hospital
 

and
 

Chinese
 

People's
 

Liberation
 

Army
 

Southern
 

Theater
 

Command
 

Gneral
 

Hospital
 

from
 

January
 

2015
 

to
 

December
 

2020,including
 

40
 

pa-
tients

 

with
 

World
 

Health
 

Organization(WHO)
 

grade
 

Ⅰ,Ⅱ,Ⅲ
 

and
 

Ⅳ
 

gliomas.Immunohistochemical
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

HSP70
 

and
 

S100A9
 

in
 

160
 

cases
 

of
 

glioma
 

and
 

normal
 

brain
 

tissue
 

adjacent
 

to
 

tumor,and
 

20
 

cases
 

of
 

DNT.Results The
 

detectable
 

rates
 

of
 

HSP70
 

and
 

S100A9
 

were
 

85.0%
(136/160)

 

and
 

7.5%(12/160),respectively.The
 

expression
 

of
 

HSP70
 

in
 

gliomas
 

with
 

differences
 

WHO
 

grades
 

was
 

statistically
 

significant(P<0.05),and
 

the
 

expression
 

level
 

increased
 

with
 

the
 

improvement
 

of
 

who
 

grade
 

of
 

gliomas,which
 

could
 

also
 

be
 

used
 

for
 

the
 

differential
 

diagnosis
 

of
 

low-grade
 

gliomas
 

and
 

DNT.
S100A9

 

had
 

no
 

statistical
 

difference
 

in
 

different
 

WHO
 

grades(P>0.05),and
 

it
 

could
 

not
 

be
 

used
 

for
 

the
 

dif-
ferential

 

diagnosis
 

of
 

DNT
 

and
 

low-grade
 

glioma.There
 

was
 

no
 

correlation
 

between
 

HSP70
 

and
 

S100A9
 

ex-
pression

 

in
 

glioma
 

tissues.Conclusion HSP70
 

can
 

be
 

used
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

brain
 

glioma.The
 

expression
 

level
 

increases
 

with
 

the
 

improvement
 

of
 

WHO
 

grade
 

of
 

glioma,and
 

can
 

be
 

used
 

in
 

the
 

differential
 

diagnosis
 

of
 

low-level
 

glioma
 

and
 

DNT.S100A9
 

has
 

no
 

such
 

value.
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um-binding
 

protein
 

A9; Immunohistochemistry
  作者前期进行了肿瘤实体组织比较蛋白质组学

研究,鉴定出了较多低级别胶质瘤与胚胎发育不良性

神经上皮肿瘤(DNT)的差异表达蛋白质[1]。其中,差
异蛋白质热休克蛋白70(HSP70)属于HSP家族中最

重要的成员,也是研究最为热门的一个,其具有“分子

伴侣”功能,与蛋白质的合成、折叠、寡聚化和运输密

切相关,在蛋白质的生物合成和细胞间运输起着纽带

作用[2]。S100钙离子结合蛋白A9(S100A9)是S100
家族的重要成员,与肿瘤的发生发展密切相关,具有

促进肿瘤细胞增殖、侵袭转移和诱发肿瘤免疫抑制的

作用[3]。HSP70与S100A9之间作用机制并无直接

关联,选做验证研究是因为在前期新鲜组织用同位素

标记相对和绝对定量技术(iTRAQ)对比研究中发现

这2种蛋白质在低级别胶质瘤组织与DNT组织中的

表达有显著差异,为作进一步的验证,本研究显著增

加样本量,采用石蜡标本进行回顾性研究。
本研究采用免疫组织化学法检测胶质瘤组织中

HSP70和S100A9的表达情况,分析这2种蛋白质在

胶质瘤临床分期和预后中的意义,为胶质瘤的诊断和

鉴别诊断、临床分期和预后判断寻找新的生物学标

志物。

1 资料与方法

1.1 一般资料 所有病理标本取自2015年1月至

2020年12月广东祈福医院和南部战区总医院确诊的

160例胶质瘤初诊患者,根据2016年世界卫生组织

(WHO)胶质瘤诊断标准进行分级,WHO
 

Ⅰ级胶质

瘤40例,包含毛细胞型星形细胞瘤34例、毛黏液样

型星形细胞瘤4例、室管膜下巨细胞星形细胞瘤2
例;WHO

 

Ⅱ级胶质瘤40例,包含弥漫性星形细胞瘤

23例、少突胶质细胞瘤12例、混合型少突-星形细胞

瘤5例;WHO
 

Ⅲ级胶质瘤40例,包含间变性星形细

胞瘤32例、间变性少突胶质细胞瘤8例;WHO
 

Ⅳ级

胶质瘤40例,包含星形细胞瘤来源的胶质母细胞瘤

25例、少突胶质细胞来源的胶质母细胞瘤15例。其

中,不包含 WHO
 

Ⅰ级的星形细胞来源的肿瘤共80
例,少突胶质细胞瘤35例,混合型少突-星形细胞瘤5
例。也可根据2016年 WHO胶质瘤诊断标准简单分

为低级别胶质瘤(WHO
 

Ⅰ级和 WHO
 

Ⅱ级)和高级

别胶质瘤(WHO
 

Ⅲ级和 WHO
 

Ⅳ级),各80例。所

有病例中男111例,女69例;年龄21~78岁,中位年

龄58岁。所有病例均为初诊患者,均无严重并发症,
无基础性代谢性疾病,均为初诊患者,术前未行放化

疗及靶向治疗,常规病理取材,10%中性缓冲福尔马

林固定液固定6~8
 

h,常规脱水处理及石蜡切片,所

选取的蜡块均包含肿瘤旁正常脑组织。本实验通过

广东祈福医院医学伦理委员会批准。

1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学法 免疫组织化学法试剂

HSP70和S100A9均购自 Abcam 公司,均为兔抗人

多克隆抗体,工作浓度均为1∶50,所选蜡块以4
 

μm
厚度常规切片,涂胶片捞片,脱蜡,采用微波修复抗

原,检测方法严格按照试剂盒所附操作说明书的步骤

进行。采用缩短一抗/二抗孵育时间,并多次以不同

抗体浓度、多次预实验等以选择最合适的工作浓度及

实验方法,进而大规模染片、判读、打分及统计分析。

1.2.2 免疫组织化学法结果判读 由2位副主任医

师各自独立观察判断,2个免疫标记均以细胞核和

(或)细胞质出现棕黄色颗粒着色为阳性细胞,从正常

着色细胞、着色位置、内对照及外对照等综合判断染

片质量,排除非特异染色干扰。选取5~10高倍镜视

野(400倍),计数500~1
 

000个细胞。采用二级计分

法判定结果,阳性细胞数低于5%为0分;5%~25%
为1分;>25%~50%为2分;>50%~75%为3分;

>75%为4分。染色强度分类:淡黄色为1分;黄色

或深黄色为2分;褐色或棕黄色为3分。两者相加低

于2分为阴性(-);2~3分为阳性(+);4~5分为中

等阳性(++);6~7分为强阳性(+++)。

1.3 统计学处理 应用SPSS25.0软件进行数据处

理,计数资料以率或构成比表示,采用κ系数检验及

χ2 检验,P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 HSP70和S100A9在胶质瘤组织中的表达 
HSP70主要表达于肿瘤细胞的胞质,偶尔表达于细胞

膜和细胞核;正常人体组织较少表达HSP70。免疫组

织化学染色结果显示,HSP70在胶质瘤组表达阳性率

为85.0%(136/160),在正常脑组织表达阳性率为

23.1%(37/160),二者比较,差异有统计学意义(P<
0.05)。S100A9在大部分肿瘤细胞阴性表达,主要表

达于反应性或出血灶中的中性粒细胞、巨噬细胞的细

胞核,部分细胞质也有表达。S100A9在胶质瘤组表

达阳性率为7.5%(12/160),在正常脑组织组表达阳

性率为4.4%(7/160),二者比较,差异无统计学意义

(P>0.05)。见图1、表1。

2.2 HSP70和S100A9在不同级别胶质瘤组织中的

表达阳性率比较 HSP70在 WHO分级Ⅰ~Ⅳ级胶

质瘤组织中的表达阳性率比较,差异均有统计学意义

(P<0.05)。S100A9在 WHO分级Ⅰ~Ⅳ级胶质瘤

组织中的表达阳性率比较,差异均无统计学意义(P>
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0.05)。见表2。

2.3 HSP70和S100A9在低级别胶质瘤与DNT组

织中的表达阳性率比较 HSP70在低级别胶质瘤组

表达阳性率显著高于 DNT 组,差异有统计学意义

(P<0.05);S100A9在DNT组与低级别胶质瘤组表

达阳性率比较,差异无统计学意义(P>0.05),无鉴别

诊断意义。见表3。

  注:A.胶质瘤肿瘤细胞中 HSP70的典型阳性表达,以细胞质及细胞核表达为主;B.S100A9的典型阳性形态,以细胞核表达为主。

图1  胶质瘤组织中 HSP70和S100A9的典型阳性表现(免疫组织化学染色法,200×)

表1  HSP70和S100A9在胶质瘤组织中的表达

蛋白质
阳性强度(n)

- + ++ +++

总数

(n)

阳性

[n(%)]

HSP70 24 38 76 22 160 136(85.0)

S100A9 148 5 3 4 160 12(7.5)

表2  HSP70和S100A9在不同 WHO分级胶质瘤

   组织中的表达差异[n(%)]

WHO分级
总数

(n)

HSP70

阳性 阴性

S100A9

阳性 阴性

WHO
 

Ⅰ级 40 28(70.0) 12(30.0) 3(7.5) 37(92.5)

WHO
 

Ⅱ级 40 33(82.5) 7(17.5) 3(7.5) 37(92.5)

WHO
 

Ⅲ级 40 36(90.0) 4(10.0) 4(10.0) 36(90.0)

WHO
 

Ⅳ级 40 39(97.5) 1(2.5) 2(5.0) 38(95.0)

合计 160 136(85.0) 24(15.0) 12(7.5) 148(92.5)

表3  胶质瘤组与DNT组 HSP70、S100A9表达

   阳性率比较[n(%)]

组别 n
HSP70

阳性 阴性

S100A9

阳性 阴性

低级别胶质瘤组 80 61(76.2)19(23.8) 6(7.5)
 

74(92.5)
 

DNT
 

组 20 3(15.0)17(85.0) 2(10.0) 18(90.0)

χ2
 

- 26.053 0.136

P - <0.001 0.712

  注:-表示无此项。

2.4 胶质瘤组织中HSP70和S100A9表达的相关性

分析 通过配对计数资料的κ系数检验,因为κ<

0.4,可见HSP70和S100A9在脑胶质瘤组织中的表

达无相关性。

3 讨  论

  HSP70是 HSP家族的重要成员,主要作用是调

控人体应急状态下的蛋白质代谢水平,其表达水平与

细胞的应激能力及功能状态密切相关,也可在一定程

度上反映细胞的老化程度[4]。在肿瘤患者中,不同分

化程度和不同分期的肿瘤细胞中 HSP70表达水平均

有不同,部分研究发现继发性耐药的肿瘤患者 HSP70
表达水平升高[5]。也有研究认为 HSP70可能诱导和

增强人体自主的抗肿瘤免疫反应,抑制肿瘤细胞生

长。如,HSP70参与了肿瘤细胞表型改变及与肿瘤特

异性多肽抗原结合形成免疫复合物,诱导机体免疫系

统识别肿瘤细胞,引发人体的抗肿瘤特异免疫反应;

HSP70也可以间接或直接激活自然杀伤细胞(NK细

胞),直接杀灭肿瘤细胞[6-7]。近年来,已发现在多种

肿瘤中 HSP70高表达,如胶质瘤[7]、肝细胞癌[8]、乳
腺癌[9]、胃癌[10]、肺腺癌[11]等。

本实验研究结果表明,HSP70的表达在胶质瘤与

正常脑组织之间有显著差异,且随着胶质瘤 WHO级

别的增加其表达水平升高,说明 HSP70与胶质瘤的

分化程度有密切关系,可用于胶质瘤的辅助诊断标

志。HSP70还可作为胶质瘤的潜在治疗靶点,如抑制

HSP70的合成或阻断其抗凋亡作用均可延长胶质瘤

患者的生存期。DNT分为复杂型和单纯型,典型的

星形细胞瘤与单纯型DNT有比较好分辨的形态学特

征,而复杂型DNT由于具有特殊的少突胶质细胞样

细胞,与少突胶质细胞瘤鉴别十分困难。本实验结果

表明,HSP70在DNT与低级别胶质瘤组织中的表达

有统计学差异,少突胶质细胞瘤表达明显升高,可用

于两者的辅助鉴别诊断,从而避免将复杂型DNT诊

断为 WHO
 

Ⅱ级的少突胶质细胞瘤,继而导致不必要
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的过度治疗,加重患者负担且浪费医疗资源。本实验

设计没有验证HSP70与Ki-67等现有胶质瘤免疫标

记的相关性,也无证据表明与已有的胶质瘤免疫组织

化学指标有相关性。

S100A9蛋白属于钙结合蛋白,其编码基因位于

染色体1q21区,易发生重排、易位、缺失等改变,主要

参与细胞的分化和增殖,以及部分蛋白磷酸化,也参

与一些具有突变的肿瘤细胞的侵袭和转移[12]。已有

研究发现,S100A9蛋白在肺癌[13]、鼻咽癌[14]、宫颈

癌[15]、乳腺癌[16]、胃癌[17]等诸多肿瘤中表达升高,且

S100A9表达阳性率与肿瘤的分化程度呈负相关,可
能与肿瘤的发展、增殖、侵袭及转移相关。

本实验结果表明,S100A9在大多数胶质瘤细胞

中无表达,仅少许肿瘤细胞弱表达,而在肿瘤组织中

出血灶表达增高,且主要表达于出血灶中的中性粒细

胞、巨噬细胞,部分淋巴细胞也有表达,这与大多数文

献研究不同,作者仔细研读相关文献,发现很多文献

中的配图也是表达于中性粒细胞及淋巴细胞,并不是

表达于肿瘤细胞,作者在180例免疫组织化学中观察

到了这个现象,其原因尚不清楚。因此S100A9不能

作为胶质瘤的辅助诊断标志物,不能用于判断胶质瘤

的预后,与胶质瘤的发生发展关系不明,也不能用于

低级别胶质瘤与DNT的鉴别诊断。鉴于S100A9主

要表达于中性粒细胞、巨噬细胞及部分淋巴细胞,提
示可用于肿瘤免疫微环境的监测,但其具体临床意义

则需要大量的临床实验数据验证才可得出结论。
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