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人脑胶质瘤组织Six1、IGF2蛋白表达与临床病理特征、
细胞增殖和预后的关系

赵 乐,李 涛△

陕西省榆林市第二医院神经外科,陕西榆林
 

719000

  摘 要:目的 探讨人脑胶质瘤组织同源异形框基因Six1、胰岛素样生长因子-2(IGF2)蛋白表达与临床病

理特征、细胞增殖和预后的关系。方法 选取2016年1月至2018年1月该院切除的80例人脑胶质瘤组织设

为观察组,另选取同期该院切除的40例非肿瘤脑组织设为对照组。采用免疫组化法检测两组患者脑组织

Six1、IGF2蛋白的阳性表达水平,对比蛋白阳性表达和阴性表达患者的Ki-67、增殖细胞核抗原(PCNA)标记指

数(LI),并分析Six1、IGF2蛋白表达与患者临床病理特征的关系,用Pearson相关分析Six1与IGF2表达水平

的相关性,Kaplan-Meier生存分析研究Six1、IGF2蛋白表达与患者预后的关系,多因素COX回归模型分析人

脑胶质瘤患者预后的影响因素。结果 观察组Six1、IGF2蛋白阳性表达率分别为65.00%、47.50%,均明显高

于对照组的22.50%、12.50%,差异均有统计学意义(P<0.05)。人脑胶质瘤患者肿瘤分化程度越低,Six1、
IGF2蛋白阳性表达率越高(P<0.05)。Six1、IGF2蛋白阳性表达患者的Ki-67

 

LI、PCNA
 

LI均明显高于阴性

表达患者(P<0.05);随着Six1、IGF2蛋白阳性表达程度增加,Ki-67
 

LI、PCNA
 

LI随之升高(P<0.05)。
Pearson相关分析结果显示,Six1与IGF2蛋白在人脑胶质瘤组织中表达水平呈正相关(r=0.399,P<0.05)。
Kaplan-Meier生存分析显示,Six1、IGF2蛋白阴性表达患者随访3年的生存率分别高于Six1、IGF2蛋白阳性

表达患者(Log-rank
 

χ2=4.029、4.903,P=0.045、0.027)。COX回归分析结果显示,低肿瘤分化程度、Six1阳

性表达、IGF2阳性表达均是影响人脑胶质瘤患者预后的危险因素(P<0.05)。结论 人脑胶质瘤患者肿瘤组

织Six1、IGF2蛋白呈高水平表达,其表达水平与人脑胶质瘤的肿瘤分化程度、肿瘤细胞增殖、患者预后密切

相关。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

expression
 

of
 

sine
 

oculis
 

homeobox
 

homolog
 

1
 

(Six)
 

and
 

insulin-like
 

growth
 

factors-2
 

(IGF2)
 

protein
 

in
 

human
 

glioma
 

tissue
 

and
 

clinicopathological
 

fea-
tures,cell

 

proliferation
 

and
 

prognosis.Methods A
 

total
 

of
 

80
 

cases
 

of
 

human
 

glioma
 

tissues
 

resected
 

in
 

our
 

hospital
 

from
 

January
 

2016
 

to
 

January
 

2018
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

observation
 

group,and
 

40
 

cases
 

of
 

non
 

tumor
 

brain
 

tissues
 

in
 

our
 

hospital
 

in
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

positive
 

expression
 

lev-
els

 

of
 

Six1
 

and
 

IGF2
 

protein
 

in
 

brain
 

tissue
 

of
 

patients
 

in
 

both
 

groups
 

were
 

detected
 

by
 

immunohistochemis-
try.The

 

Ki-67
 

and
 

proliferating
 

cell
 

nuclear
 

antigen
 

(PCNA)
 

labeling
 

index
 

(LI)
 

of
 

patients
 

with
 

protein
 

posi-
tive

 

and
 

negative
 

expression
 

were
 

compared.And
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

expression
 

of
 

Six1
 

and
 

IGF2
 

protein
 

and
 

clinicopathological
 

parameters
 

were
 

analyzed.Pearson
 

correlation
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

correla-
tion

 

between
 

Six1
 

and
 

IGF2
 

expression
 

level.Kaplan-Meier
 

survival
 

analysis
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

relation-
ship

 

between
 

the
 

expression
 

of
 

Six1
 

and
 

IGF2
 

protein
 

and
 

the
 

prognosis
 

of
 

patients.Multivariate
 

Cox
 

regres-
sion

 

model
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

prognostic
 

factors
 

of
 

patients
 

with
 

human
 

glioma.Results The
 

positive
 

expression
 

rates
 

of
 

Six1
 

and
 

IGF2
 

protein
 

in
 

the
 

observation
 

group
 

were
 

65.00%
 

and
 

47.50%
 

respectively,
which

 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

22.50%
 

and
 

12.50%
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).The
 

lower
 

the
 

de-
gree

 

of
 

tumor
 

differentiation
 

in
 

patients
 

with
 

human
 

glioma,the
 

higher
 

the
 

positive
 

expression
 

rate
 

of
 

Six1
 

and
 

IGF2
 

protein
 

in
 

glioma
 

tissue
 

(P<0.05).The
 

Ki-67
 

LI
 

and
 

PCNA
 

LI
 

in
 

patients
 

with
 

positive
 

expression
 

of
 

Six1
 

and
 

IGF2
 

protein
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

patients
 

with
 

negative
 

expression
 

(P<0.05),

·1562·检验医学与临床2022年10月第19卷第19期 Lab
 

Med
 

Clin,October
 

2022,Vol.19,No.19



and
 

with
 

the
 

positive
 

expression
 

of
 

Six1
 

and
 

IGF2
 

protein
 

increased,the
 

Ki-67
 

LI
 

and
 

PCNA
 

LI
 

increased
 

(P<0.05).Pearson
 

correlation
 

analysis
 

showed
 

that
 

there
 

was
 

a
 

significant
 

positive
 

correlation
 

between
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

Six1
 

and
 

IGF2
 

protein
 

in
 

human
 

glioma
 

(r=0.399,P<0.05).Kaplan-Meier
 

survival
 

a-
nalysis

 

showed
 

that
 

the
 

3-year
 

survival
 

rate
 

of
 

patients
 

with
 

negative
 

expression
 

of
 

Six1
 

and
 

IGF2
 

protein
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

patients
 

with
 

positive
 

expression
 

of
 

Six1
 

and
 

IGF2
 

protein
 

(Log-rank
 

χ2=
4.029,4.903;

 

P=0.045,0.027).COX
 

regression
 

analysis
 

showed
 

that
 

low
 

degree
 

of
 

tumor
 

differentiation,

positive
 

expression
 

of
 

Six1
 

and
 

positive
 

expression
 

of
 

IGF2
 

were
 

risk
 

factors
 

affecting
 

the
 

prognosis
 

of
 

glioma
 

patients
 

(P<0.05).Conclusion Six1
 

and
 

IGF2
 

proteins
 

are
 

highly
 

expressed
 

in
 

glioma
 

tissues,and
 

their
 

ex-
pression

 

levels
 

are
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

pathological
 

differentiation,tumor
 

cell
 

proliferation
 

and
 

prognosis
 

of
 

human
 

glioma.
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pathological

 

features; prognosis

  人脑胶质瘤是中枢神经系统常见的恶性肿瘤,其
发病率占全部颅内肿瘤的35%~60%,全球每年约有

19万新发病患者,但仅有5%的患者生存时间超过5
年,具有发病率高、复发率高、病死率高以及治愈率低

的特点,严重威胁患者生命健康[1]。目前,临床诊断

人脑胶质瘤主要依靠影像学检查及术后病理诊断,虽
能帮助大部分患者确诊,但在临床鉴别和分级中仍存

在一定局限性,影响其诊断价值[2]。随着分子病理诊

断学的发展,生物标志物检查被逐渐应用于临床诊断

中枢神经系统疾病。同源异形框基因为转录调控因

子,具有特异性调节基因的表达作用,其中Six1在细

胞增殖、分化、黏附等细胞生理功能中发挥重要作用,
据临床研究发现,乳腺癌[3]、肝癌[4]等诸多恶性肿瘤

患者中存在Six1的异常高表达。胰岛素样生长因子-
2(IGF2)为胚胎生长因子,近年来有研究证实IGF2
的表达与肿瘤的良恶性相关,且在结直肠癌[5]、非小

细胞肺癌[6]等肿瘤组织中呈高表达。本研究通过探

讨人脑胶质瘤组织Six1、IGF2蛋白表达与临床病理

特征、细胞增殖和预后的关系,以期为临床诊断提供

参考。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2016年1月至2018年1月在

本院接受诊治的人脑胶质瘤患者切除的瘤组织80例

设为观察组,另选取同期本院收治的非脑瘤患者手术

切除的脑组织40例设为对照组。对照组患者年龄

15~75岁,平均(53.34±7.12)岁;男22例,女18例。
观察组患者年龄12~72岁,平均(52.63±6.75)岁;
男44例,女36例。两组性别、年龄比较差异无统计

学意义(P>0.05),具有可比性。本研究经本院伦理

委员会审核批准,所有研究对象均签署知情同意书。
纳入标准:(1)根据临床症状、体征检查确诊为人脑胶

质瘤[7],并行手术切除治疗患者;(2)术前未进行放

疗、化疗治疗者;(3)临床病历资料完整者。排除标

准:(1)严重心、肝、肾功能不全者;(2)合并其他恶性

肿瘤者;(3)既往有精神疾病者;(4)合并有活动性感

染、血液系统疾病者。

1.2 主要试剂 兔抗人IGF2、Six1单克隆抗体均购

自美国Abcam公司,荧光定量试剂盒、逆转录试剂盒

和免疫组化试剂盒均购自北京中衫金桥生物技术有

限公司。
1.3 方法 采用SP免疫组化法检测Six1、IGF2蛋

白免疫反应性。使用10%甲醇溶液固定标本,采用石

蜡包埋,将标本切成5
 

μm薄片后进行脱水处理、ED-
TA抗原修复液高压修复之后,使用3%双氧水阻断

内源性过氧化物酶30
 

min,加入1∶500浓度的兔抗

人一抗4
 

℃过夜。过夜取出后室温恢复,采用磷酸盐

缓冲液(PBS)清洗后,加入兔抗人二抗37
 

℃孵育30
 

min,二氨基联苯胺(DAB)显色试剂盒显色后苏木精

复染,随后封片,整个SP免疫组化过程严格按照说明

书操作步骤进行。试验过程中,以PBS代替一抗作为

阴性对照。
1.4 结果判定 Six1、IGF2蛋白阳性信号均定位在

细胞质内,阳性细胞为呈棕黄色或棕褐色颗粒。(1)
根据阳性细胞染色强度进行结果判定:0分为染色强

度无色;1分为淡黄色(弱阳性);2分为棕黄色(中等

强度);3分为棕褐色(强阳性)。(2)根据阳性细胞百

分比进行结果判定:0分为阳性细胞占比0%;1分为

阳性细胞占比<0%~10%;2分为阳性细胞占>
10%~49%;3分为阳性细胞占>49%~75%;4分为

阳性细胞占比>75%。(3)染色指数=阳性细胞染色

强度评分×阳性细胞百分比评分:染色指数0分为阴

性表达(-);染色指数1~2分为低阳性表达(+);染
色指数3~5分为中阳性表达(++);染色指数>6分

为高阳性表达(+++)[8]。增殖细胞核抗原(PCNA)
与Ki-67阳性信号均位于细胞核中。PCNA、Ki-67标

记指数(LI)判断标准:随机选择10个400倍视野进

行细胞计数,一共计数>1
 

000个细胞的基础上计算

LI(计数时不包括血管内皮阳性细胞)。LI(%)=阳

性细胞数/总计数细胞数×100%[9]。
1.5 随访 采用电话联系或者门诊复查的方式对研

究对象进行36个月的随访,随访时间至2021年1
月。将患者第1次手术时间至死亡日期或随访截止
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日期视为总生存时间(OS)。
1.6 统计学处理 采用SPSS23.0软件进行统计分

析。计数资料采用百分数表示,组间比较采用χ2 检

验;正态分布的计量资料采用x±s表示,两组间比较

采用t检验,多组间比较采用单因素方差分析,两两

比较采用LSD-t检验;趋势分析采用经两分类转化后

的Cochran
 

Armitage趋势检验。此外,采用Kaplan-
Meier法绘制生存曲线,生存率的比较采用Log-rank
检验;采用Pearson相关分析Six1与IGF2蛋白在人

脑胶质瘤组织中表达水平的相关性;通过多因素

COX比例风险回归模型分析患者预后的影响因素。
以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 两组Six1、IGF2蛋白阳性表达情况比较 观察

组Six1、IGF2蛋白阳性表达率均明显高于对照组

(P<0.05),见表1、表2。
2.2 人脑胶质瘤组织Six1、IGF2蛋白表达与患者临

床病理特征的关系 Six1、IGF2蛋白阳性表达在人脑

胶质瘤患者不同病理类型、肿瘤最大径、肿瘤病理分

级、年龄、性别之间差异无统计学意义(P>0.05);

Six1、IGF2蛋白阳性表达率在人脑胶质瘤患者不同肿

瘤分化程度间比较差异有统计学意义(P<0.05),且
肿瘤分化程度越低,Six1、IGF2蛋白阳性表达率越高

(P<0.05),见表3。
表1  两组Six1蛋白阳性表达情况比较[n(%)]

组别 n - + ++ +++
Six1蛋白

阳性表达

对照组 40 31(77.50)5(12.50) 3(7.50) 1(2.50) 9(22.50)

观察组 80 28(35.00)13(16.25)16(20.00)23(28.75)52(65.00)

χ2 19.272

P <0.001

表2  两组IGF2蛋白阳性表达情况比较[n(%)]

组别 n - + ++ +++
IGF2蛋白

阳性表达

对照组 40 35(87.50)4(10.00) 1(2.50) 0(0.00) 5(12.50)

观察组 80 42(52.50)18(22.50)13(16.25) 7(8.75) 38(47.50)

χ2 14.207

P <0.001

表3  Six1、IGF2蛋白表达与人脑胶质瘤患者临床病理特征的关系[n(%)]

临床病理特征 n
Six1蛋白

阳性表达 χ2 P

IGF2蛋白

阳性表达 χ2 P

性别 0.568 0.451 0.164 0.686

 男 44 27(61.36) 20(45.45)

 女 36 25(69.44) 18(50.00)

年龄(岁) 1.474 0.225 0.022 0.883

 ≥45 47 28(59.57) 22(46.81)

 <45 33 24(72.73) 16(48.48)

病理类型 0.711 0.701 1.209 0.546

 
 

星型 33 23(69.70) 15(45.45)

 
 

少突型 20 13(65.00) 8(40.00)

 
 

少突星型 27 16(59.26) 15(55.56)

肿瘤分化程度 19.377 <0.001 12.707 <0.001

 
 

中、高分化 48 22(45.83) 15(31.25)

 
 

低分化 32 30(93.75) 23(71.88)

肿瘤最大径(cm) 0.840 0.359 1.186 0.276

 ≤5 43 26(60.47) 18(41.86)

 >5 37 26(70.27) 20(54.05)

肿瘤病理分级 3.091 0.079 1.749 0.186

 Ⅰ+Ⅱ级 42 24(57.14) 17(40.48)

 Ⅲ+Ⅳ级 38 28(73.68) 21(55.26)

2.3 人脑胶质瘤组织Six1、IGF2蛋白表达与Ki-67
 

LI、PCNA
 

LI的关系 Six1蛋白阳性表达患者的Ki-
67

 

LI、PCNA
 

LI均明显高于Six1蛋白阴性表达患者

(P<0.05),且随着Six1蛋白阳性表达程度的增加,

Ki-67、PCNA
 

LI随之升高(P<0.05),见表4。
2.4 Six1与IGF2蛋白在人脑胶质瘤组织中表达水

平的相关性分析 Pearson相关性分析结果显示,
Six1与IGF2蛋白在人脑胶质瘤组织中表达水平呈正
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相关(r=0.399,P<0.05)。
表4  人脑胶质瘤组织Six1、IGF2蛋白表达与Ki-67

 

LI、

   PCNA
 

LI的关系(x±s)

蛋白表达情况 n Ki-67
 

LI PCNA
 

LI

Six1蛋白表达

 - 28 1.34±0.36 1.30±0.22

 + 13 16.28±2.84a 10.28±2.25a

 ++ 16 20.36±2.13ab 14.25±3.20ab

 +++ 23 28.74±4.64abc 22.65±3.75abc

IGF2蛋白表达

 - 42 1.46±0.32 0.90±0.15

 + 18 14.16±2.77a 8.95±1.18a

 ++ 13 18.76±4.52ab 12.13±2.23ab

 +++ 7 24.66±3.82abc 20.34±3.66abc

  注:与表达情况为-比较,aP<0.05;与表达情况为+比较,bP<

0.05;与表达情况为++比较,cP<0.05。

2.5 人脑胶质瘤组织Six1、IGF2蛋白表达与患者预

后的关系 3年的随访结束后共获访76例,失访4
例,76例患者中死亡41例,生存35例。Six1蛋白阴

性表达患者的生存率为62.96%(17/27),高于Six1
蛋白阳性表达患者的36.73%(18/49),差异有统计学

意义(Log-rank
 

χ2=4.029,P=0.045);IGF2蛋白阴

性表达患者的生存率为57.50%(23/40),高于IGF2
蛋白阳性表达患者的33.33%(12/36),差异有统计学

意义(Log-rank
 

χ2=4.903,P=0.027)。
2.6 COX回归分析人脑胶质瘤患者预后的影响因

素 建立 COX 比例风险回归模型(逐步后退法,
α保留=0.05,α剔除=0.10),以人脑胶质瘤患者预后状

况为应变量,赋值1=死亡,0=生存,t=生存期。自

变量为肿瘤分化程度、IGF2蛋白表达情况、Six1蛋白

表达情况,赋值见表5。回归结果显示,低肿瘤分化程

度、IGF2阳性表达、Six1阳性表达均是影响胶质瘤患

者预后的危险因素(P<0.05),见表6。
表5  COX回归自变量赋值情况

变量 赋值

肿瘤分化程度
 

中、高分化=0,低分化=1

IGF2蛋白表达 阴性表达=0,阳性表达=1

Six1蛋白表达 阴性表达=0,阳性表达=1

表6  人脑胶质瘤患者预后的影响因素分析

指标 B SE Wald
 

χ2 P HR 95%CI

肿瘤分化程度 1.047 0.389 7.245 0.007 2.849 1.329~6.106

IGF2蛋白表达 1.115 0.314 12.585 <0.0013.050 1.647~5.648

Six1蛋白表达 0.878 0.400 4.809 0.028 2.406 1.098~5.274

常数项 0.194 0.099 3.804 0.051 1.214 0.999~1.475

3 讨  论

  人脑胶质瘤是中枢神经系统常见恶性肿瘤,发病

率占成人颅内肿瘤的40%,其以浸润性方式生长,导
致手术治疗难以完全切除瘤体,治疗效果差,患者具

有较高的病死率[10-11]。随着分子生物学检测技术的

不断发展,研究者逐渐开始从肿瘤组织蛋白质分子表

达等角度进一步了解胶质瘤发病机制,为临床进行生

物靶点治疗或判断胶质瘤患者预后提供参考。Six是

一类特殊的转录调控因子,参与调控特异性基因表

达,Six1作为Six家族的重要成员,在乳腺癌中可通

过HBO1和AIB1组蛋白乙酰转移酶调节糖酵解,促
进体外和体内的 Warburg效应和肿瘤生长[12]。胰岛

素样生长因子(IGF)是一类功能细胞调控因子,其分

泌细胞广泛分布在人体肝、肾、肺、脑等组织中,IGF2
是肝脏和许多其他组织产生的一种相对分子质量为

7.5×103 的肽,具有家族一系列典型生物学特性,对
细胞的增殖分化发挥一定作用[13]。

本研究结果发现,人脑胶质瘤患者Six1、IGF2蛋

白阳性表达率均明显高于同期非脑瘤患者,呈高水平

表达;低分化人脑胶质瘤患者Six1、IGF2蛋白阳性表

达率明显高于中、高分化人脑胶质瘤患者。提示人脑

胶质瘤分化程度越低,Six1、IGF2蛋白阳性表达率越

高,进一步提示Six1、IGF2蛋白表达与人脑胶质瘤的

发生发展密切相关。这可能与两者在细胞的增殖、分
化、迁移、黏附、凋亡中发挥重要作用有关。临床研究

发现,过度表达的Six1能够逆转由过度表达的微小

RNA(miR)-155-3p诱导的细胞凋亡所引起的细胞周

期分布、增殖,而 miR-155-3p可通过调节Six1的表

达,促进胶质母细胞瘤的进展[14]。王文斐等[15]的研

究表明,IGF2在胶质瘤的发生发展中发挥一定的作

用,且其表达随着病理分级的增加而升高。
肿瘤细胞增殖是反映肿瘤恶性程度的重要指标,

与肿瘤的发生发展、浸润、转移密切相关,细胞的恶性

增殖是肿瘤的重要特征。PCNA、Ki-67均为增殖细

胞相关的核抗原,能够有效反映细胞增殖的活跃程

度[16]。本研究结果发现,Six1、IGF2蛋白阳性表达患

者Ki-67
 

LI、PCNA
 

LI均明显高于其阴性表达患者,
且随着Six1、IGF2蛋白阳性表达程度增加,Ki-67

 

LI、
PCNA

 

LI随之升高。提示Six1、IGF2蛋白表达与人

脑胶质瘤细胞增殖活跃程度密切相关,在肿瘤细胞增

殖中发挥重要作用。Six1基因主要定位于人染色体

14q23上,产物蛋白由同源异型结构域 N-末端与Six
结构域组成,与 DNA 特定结合后调节下游基因表

达[17]。近年来研究发现,Six1是转录因子E2F1的转

录靶基因,将转录活性维持在有丝分裂早期,对细胞

的增殖、分化等方面起重要的作用,Six1蛋白在多种

肿瘤中表达上调,活化细胞周期调节因子,促进肿瘤

细胞增殖、浸润,从而在肿瘤的发生发展中发挥重要

作用[18]。IGF2基因为内源性印记基因,据研究证实,
IGF2基因的印迹丢失易引起IGF2蛋白过度表达,从
而抑制肿瘤细胞的凋亡,促进肿瘤细胞增殖、转化[19]。
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本研究结果还发现,Six1、IGF2蛋白阳性表达患

者随访3年的生存率明显低于Six1蛋白阴性表达患

者(P<0.05)。COX回归分析结果显示,低肿瘤分化

程度、IGF2阳性表达、Six1阳性表达均是影响人脑胶

质瘤患者预后的危险因素。提示Six1、IGF2蛋白可

作为评估患者预后的有效指标,对患者预后有显著影

响,Six1、IGF2蛋白阳性表达患者的预后较差。LI
等[12]也证实了Six1可以通过调节糖酵解促进肿瘤生

长。IGF2蛋 白 通 过 与 受 体 结 合 介 导 RELA/p65、
MAPK/ERK/Raf/Ras等通路,经甲硫氨酸脑啡肽信

号传导上调肿瘤细胞血管内皮生长因子水平,对调节

肿瘤组织血管生成起到关键作用,从而促进肿瘤的生

长、浸润,患者往往预后不良[20]。本研究Pearson相

关分析结果显示,Six1与IGF2蛋白在人脑胶质瘤组

织中表达水平呈正相关(P<0.05)。提示Six1、IGF2
蛋白两者在人脑胶质瘤患者组织的表达情况可作为

判断预后的生物标志物,二者联合检测可能成为人脑

胶质瘤生物标记的新指标,亦可能成为人脑胶质瘤基

因治疗的潜在靶点,为临床制订更为合理和有效的治

疗方案提供依据。
综上所述,Six1、IGF2蛋白在人脑胶质瘤患者组

织中呈高表达,且肿瘤分化程度越低,肿瘤细胞增殖

越活 跃,Six1、IGF2蛋 白 阳 性 表 达 率 越 高。Six1、
IGF2蛋白阳性表达患者的生存期较短,预后较差。
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