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脑红蛋白在胶质瘤中的表达及其临床意义

刘欣荣 郭亚东 谷永红

摘要 目的：检测脑红蛋白（neuroglobin，Ngb）在人脑胶质瘤中的表达并探讨其临床意义。方法：2011年5月至2012年3月

在中南大学湘雅医院及湘雅三医院病理科收集胶质瘤样本 98例，应用免疫组织化学 SP法检测脑红蛋白在不同组织学类型及

WHO级别的胶质瘤中的表达情况及其与Ki-67表达的关系。结果：98例脑胶质瘤中，Ngb的总阳性率为88.78%，Ki-67均出现不

同程度的阳性表达。1）按组织学类型分类，发现63例星形胶质细胞瘤中，Ngb表达阴性、弱阳性、中度阳性、强阳性的例数分别为

2、20、26和15例；9例少突细胞胶质瘤均为阴性表达；15例少突星形细胞瘤中13例呈弱阳性表达，2例为中等阳性表达；11例室管

膜肿瘤中，中等阳性表达有9例，强阳性表达为2例，经非参数检验发现，四种组织学类型中Ngb的阳性程度均存在差异，具有统

计学意义（P<0.05）。2）按WHO分级分类，发现 11例Ⅰ级胶质瘤中 2例Ngb呈阴性表达，9例为弱阳性表达；39例Ⅱ级胶质瘤中

Ngb表达阴性、弱阳性、中度阳性、强阳性的例数分别为5、13、16和5例；而在29例Ⅲ级中分别为4、11、11和3例；19例Ⅳ级胶质瘤

中 10例呈中等程度阳性表达，9例呈强阳性表达，经Kruskal-Wallis秩和检验发现，随胶质瘤WHO级别越高，Ngb的阳性程度越

高，各WHO级别之间Ngb的阳性程度差异均具有统计学意义（P<0.05）。3）Ki-67与Ngb的相关分析发现，不同阳性程度的Ngb的

表达与核增殖指数Ki-67之间存在正相关关系（rs=0.47，P<0.05）。结论：通过对不同组织学类型和不同WHO级别的胶质瘤中Ngb
的表达及其与Ki-67指数关系的研究，表明Ngb在胶质瘤的诊断、治疗、评价恶性程度和预后中有重要意义，尤其在胶质瘤的治疗

中有广阔的发展前景。
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Abstract Objective: The present study aimed to detect the expression and clinical significance of neuroglobin (Ngb) in glio-

mas. Methods: The immunohistochemical method was used to detect the expression of Ngb in gliomas of different histological types

and WHO degrees as well as the correlation between Ngb and the Ki-67 positive index. Results: The total positive rate of Ngb in the

gliomas was 88.76%. 1) According to the four different histological types of gliomas, among the 63 cases of astrocytoma, Ngb was ex-

pressed as negative, weak positive, moderate positive, and strong positive in 2, 20, 26, and 15 cases, respectively. The nine cases of oli-

godendrocytes glioma were all negative for Ngb expression. A total of 13 out of the 15 oligoastrocytoma cases showed a weak positive

expression of Ngb, whereas the other two cases showed a moderate positive Ngb expression. Out of the 11 ependymoma cases, nine

were moderate positive cases and two were strong positive cases. The expression levels of Ngb were significantly different (P<0.05)

among the four different histological types of gliomas. 2) According to the different WHO levels of gliomas, two gliomas of WHO I de-

gree were negative for Ngb expression, whereas the other nine cases showed a weak positive expression of Ngb. Among the 39 gliomas

of WHO II degree, Ngb was expressed as negative, weak positive, moderate positive, and strong positive in 5, 13, 16, and 5 cases, re-

spectively, whereas among the 29 gliomas of WHO III degree, the number of cases were 4, 11, 11, and 3. Ten cases exhibited moderate

positive Ngb expression, whereas nine cases showed strong positive expression for the WHO IV degree. Ngb expression levels between

every two different WHO degrees were significantly different (P<0.05). A higher WHO degree generates a stronger Ngb expression. 3)

Ngb has a significant correlation with Ki-67. Ngb is positively correlated with the Ki-67 positive index (rs=0.47, P<0.05). Conclusion:

The expression level in gliomas of different histological types and WHO degrees and the significant correlation between the expression

level of Ngb and Ki-67 positive index show that Ngb plays a role in the diagnosis, therapy, judgment of malignant degree, and progno-

sis of gliomas. Ngb can be further developed to treat gliomas.
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脑红蛋白（neuroglobin，Ngb）是 2000年Burmester
发现的主要位于中枢神经系统的能可逆性结合氧分

子的携氧球蛋白［1］。大量研究证实Ngb为代谢活跃

的神经细胞供氧［2-3］，清除体内氧自由基［4］，对抗氧化

应激［5］，保护神经系统免受缺血缺氧损伤，为中风和

神经系统退行性病变的治疗带来新的希望。早期研

究认为Ngb定位于神经元细胞质内［6］，而在星形胶质

细胞中尚未报道。近期Ngb在胶质瘤中的研究相对

比较少见，2010年Emara等［7］发现Ngb在人星形细胞

胶质瘤组织中有表达，2012年Qin等［8］证实基因水平

上Ngb在大鼠星形细胞瘤细胞株C6和人星形细胞瘤

细胞株U251中呈阳性表达。但是Ngb在胶质瘤的诊

断、治疗和预后中的具体作用及机制仍不明确。因

此本研究应用免疫组织化学 SP法检测 98例人脑胶

质瘤样本中Ngb的表达情况，并分析不同组织学类

型、WHO级别胶质瘤中Ngb的表达情况及其与Ki-67
指数的关系，为今后探讨Ngb在胶质瘤的诊断、分级、

治疗和预后中的作用及机制提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂及仪器 脑红蛋白单克隆抗体（购自中

国军事医学科学院放射医学研究所），Ki-67即用型

抗体（购自福州迈新公司），抗体稀释液（购自中杉金

桥公司），免疫组化试剂盒（购自福州迈新公司），DAB

显色试剂盒（购自福州迈新公司），光学显微镜（Olym⁃
pus CX41）。
1.1.2 样本 2011年 5月至 2012年 3月在中南大学

湘雅医院及湘雅三医院病理科收集人脑胶质瘤标本

98 例，其中男性 46 例，女性 52 例，平均年龄 38.81
岁。其中星形胶质细胞瘤 63例，少突细胞胶质瘤 9
例（其中间变型少突细胞胶质瘤4例），少突星形细胞

瘤15例，室管膜肿瘤11例。同时，按照WHO神经系

统肿瘤分级标准（2007），Ⅰ级11例，Ⅱ级39例，Ⅲ级

29例，Ⅳ级19例。

1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学 采用SP法进行免疫组织化学

检测。具体步骤为：石蜡切片常规脱蜡，蒸馏水冲

洗，0.01 mol/L PBS浸泡 5 min；3% H2O2水溶液浸泡

15 min；微波炉抗原修复 20 min，室温冷却；10%正常

羊血清白蛋白孵育15 min，弃去；每切片加50 μL Ngb
单抗（1∶100稀释）或即用型Ki-67抗体，4℃冰箱孵育

过夜；每切片加 50 μL生物素标记羊抗小鼠 IgG工作

液，37℃孵育 25 min；每切片加 50 μL辣根酶标记链

霉卵白素工作液，37℃孵育25 min；滴加DAB显色液

显色5 min，PBS冲洗停显；然后苏木精复染、脱水、透

明、中性树胶封片并拍照分析。阳性对照为人正常

小脑组织（图 1A），阴性对照为骨骼肌（图 1B），空白

对照为大脑组织（图1C）［7］。

A：cerebellum tissue of human for positive control of Ngb；B：skeletal muscle of human for negative control of Ngb；C：cerebrum tissue of human for
blank control of Ngb
图1 Ngb的免疫组织化学染色（×400）
Figure 1 Control of Ngb by IHC

1.2.2 结果判断 Ngb阳性表达定位于胞质，呈黄色

或棕黄色颗粒状。Ki-67蛋白的表达在细胞核或细

胞质内，呈棕黄色染色为阳性。随机观察5个高倍视

野，以阳性细胞比例的平均值计算阳性细胞的百分

比［9］：无阳性细胞为阴性（-），阳性细胞数 1%～25%
为弱阳性（+），26%～50%为中度阳性（++），>50%为

强阳性（+++）。
1.3 统计学分析

采用统计学 SPSS17.0统计软件包进行统计学分

析，应用非参数检验、Kruskal-Wallis 秩和检验和

Spearsman相关分析的统计方法，以P<0.05为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 不同组织学类型胶质瘤Ngb的表达

胶质瘤中Ngb的总阳性率为88.78%，少突胶质细

胞肿瘤Ngb表达阴性（图2A），96.83%（61/63）星形细胞

肿瘤Ngb呈阳性表达，室管膜肿瘤（图2B）及少突星形

细胞肿瘤样本中Ngb均有不同程度阳性表达。尤其在
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2.3 胶质瘤中Ngb的表达与核增殖指数Ki-67之间

的相关性

98例胶质瘤表现出不同程度的Ki-67阳性（表

2，图 3）。Ki-67 弱阳性表达所占比例最高，为

40.82%，强阳性表达所占比例最低，仅有 7.14%。经

Spearsman相关分析发现 Ngb的表达与核增殖指数

Ki-67之间存在正相关（rs=0.47，P<0.05），胶质瘤中

Ngb的阳性程度越高，则Ki-67的阳性程度越高。

表2 胶质瘤中Ngb的表达与Ki-67的表达的关系

Table 2 Correlation between the expression of Ngb and Ki-67
Expression of Ngb

-
+
++
+++

Samples
11
33
37
17

Expression of Ki-67
-
3
11
7
2

+
7
20
10
3

++
1
2
17
8

+++
0
0
3
4

P

<0.05

胞浆丰富、含有大量线粒体的肥胖型星形胶质细胞瘤

（图2C）和胶质母细胞瘤（图2D为巨细胞型胶质母细胞

瘤）呈强阳性表达。

少突胶质细胞瘤和间变型少突胶质细胞瘤Ngb
表达阴性，其余类型胶质瘤中除2例毛细胞星形细胞

胶质瘤为阴性外，均呈不同程度阳性表达。15例少

突星形细胞肿瘤Ngb呈+～++程度阳性表达，其中的

少突细胞成分 Ngb呈阴性表达。11例室管膜肿瘤

Ngb 呈++～+++阳性表达。63 例星形细胞肿瘤中

Ngb-～+++表达的百分率分别为 3.17%、31.75%、

41.27%和 23.81%。尤其在胞浆丰富、含有大量线粒

体的胶质母细胞瘤和肥胖型星形胶质细胞瘤Ngb呈
强阳性表达。用非参数检验发现四种组织学类型胶

质瘤的Ngb阳性表达程度均不同，差异具有统计学意

义（P<0.05，表 1）。
2.2 不同WHO级别神经系统肿瘤Ngb的表达

11例WHOⅠ级胶质瘤中，除 2例毛细胞星形细

胞瘤为阴性外，其余9例毛细胞星形细胞瘤和室管膜

下巨细胞星形细胞瘤均呈弱阳性表达，阳性细胞胞

质显淡黄色。39例WHOⅡ级的胶质瘤Ngb-～+++表
达 的 百 分 率 分 别 为 12.82% 、33.33% 、41.03% 和

12.82%。29例WHOⅢ级的胶质瘤Ngb-～+++表达

的 百 分 率 分 别 为 13.79% 、37.93% 、37.93% 和

10.34%。19例WHOⅣ级的胶质瘤均为中到强阳性

表达，阳性细胞胞质表现为深黄色或黄褐色颗粒状

着色。用Kruskal-Wallis秩和检验，发现WHO级别

越高的胶质瘤其Ngb的阳性表达程度越高，各级别间

的Ngb表达差异均具有统计学意义（P<0.05，表 1）。

A：oligodendroglioma Ngb-IR negative；B：ependymoma Ngb-IR posi⁃
tive；C：gemistocytic astrocytoma Ngb-IR positive；D：giant cell glioblas⁃
toma Ngb-IR positive
图2 不同组织学类型胶质瘤中Ngb的表达情况（×400）
Figure 2 Expression of Ngb in different histological types of gliomas by IHC

表1 不同组织学类型和不同WHO级别胶质瘤中Ngb的表达

Table 1 Expression level of Ngb in gliomas of different histological types and WHO degrees
Index

Histological type
Astrocytoma
Oligodendroglioma
Oligoastrocytic tumors
Ependymoma

WHO degree
WHO Ⅰ

WHO Ⅱ

WHO Ⅲ

WHO Ⅳ

Samples

63
9
15
11

11
39
29
19

Ngb expression
-

2
9
0
0

2
5
4
0

+

20
0
13
0

9
13
11
0

++

26
0
2
9

0
16
11
10

+++

15
0
0
2

0
5
3
9

P

P<0.05

P<0.05

A B

C D
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A：glioma Ki-67 negative；B：glioma Ki-67 weak positive；C：glioma
Ki-67 moderate positive；D：glioma Ki-67 strong positive
图3 胶质瘤中不同程度的Ki-67的表达（SP×400）
Figure 3 Different degrees of Ki-67 expression in gliomas by IHC（SP×400）
3 讨论

脑红蛋白作为珠蛋白家族的一个新成员，具有高

度氧亲和力，可逆性地结合氧，存储和促进氧向线粒体

扩散，对组织细胞氧代谢、氧利用有重要作用［10］。在大

脑缺血缺氧的状态下，脑红蛋白在神经元中的表达上

调，减少缺血缺氧对神经元的损伤。在胶质瘤瘤细胞

的发展过程中，供氧对其生长增殖有着重要的影响。

而具有高度氧亲和力的脑红蛋白在此环节中所起到的

作用及其机制仍尚不明确。

本研究发现四种不同组织学类型胶质瘤的脑红

蛋白阳性表达程度均不同，且WHO级别越高，Ngb的
阳性表达程度越高，差异均具有统计学意义（P<0.05）。

此外Ngb的表达程度与细胞核增殖指数Ki-67均存

在正相关关系（rs=0.47，P<0.05）。
少突胶质细胞肿瘤和少突星形细胞肿瘤中前者

胞浆比较少，其内含的线粒体也相对少。而线粒体

是Ngb的氧代谢作用重要的中介［1］，因此，在线粒体

数目少、功能相对不活跃的少突胶质细胞中，Ngb呈
阴性表达。2例WHOⅠ级的毛细胞性星形细胞瘤，

其分化程度较好，细胞大小形态较一致，恶性程度、

细胞异型性和结构异型性都较低，无核分裂像，预后

也相对较好，Ngb呈阴性表达。而在胞浆相对丰富的

肥胖型星形胶质细胞、胶质母细胞瘤和巨细胞型胶

质母细胞瘤，阳性表达程度比其余类型肿瘤细胞高，

此外，室管膜肿瘤Ngb的阳性表达程度也较高。室管

膜肿瘤作为脊髓内最常见的胶质瘤类型，占 50%～

60%。瘤细胞来源于脑室壁上的室管膜细胞和室管

膜下的胶质细胞，主要包括室管膜下瘤、黏液乳头型

室管膜下瘤、室管膜瘤和间变型室管膜瘤，除间变型

室管膜瘤属于WHOⅢ级外，其余均属WHOⅡ级。室

管膜肿瘤细胞的胞浆相对比少突胶质细胞瘤的胞浆

更丰富，Ngb的阳性表达程度也显著高于少突胶质细

胞瘤。这些胞浆丰富的瘤细胞，线粒体相对发达，氧

代谢和功能活动相对活跃，Ngb表达也较高，肿瘤细

胞对抗缺氧微环境的能力也较强，表明Ngb可能与细

胞的氧代谢及功能活动有关。

Ngb在各级胶质瘤中均可见阳性表达，WHO分

级越高则表达程度越高。而胶质瘤的WHO分级与

其预后密切相关，据文献报道［11］，分化较好的胶质瘤

（WHOⅡ级）生存时间在 5年以上，分化不良的胶质

瘤（WHOⅢ级）生存时间在2～5年，分化差的胶质瘤

（WHOⅣ级）生存时间不足 1年。WHO分级越高则

Ngb的表达程度越高，提示Ngb可能在一定程度上反

映胶质瘤的恶性程度，可作为评价胶质瘤细胞恶性

程度及判断肿瘤预后的重要指标。

Ki-67是细胞核内与细胞分裂增殖相关的蛋白

抗原，是应用广泛的细胞增殖标志物。本研究中，

Ngb和Ki-67在脑胶质瘤中的存在正相关关系（rs=0.47，
P<0.05），提示胶质瘤中Ngb阳性表达程度越高，则瘤

细胞核的增殖指数越高，增殖的速度越活跃。Ngb在
一定程度上反映了胶质瘤肿瘤细胞的增殖活性，对

预测肿瘤的生物学特性和恶性程度有一定的意义。

脑红蛋白在肿瘤细胞中的作用机制可能有：抗

凋亡作用和供氧作用。2010年Raychaudhuri等［12］研

究发现在缺氧状态下，脑红蛋白可通过阻断内源性

细胞凋亡途径，干预前凋亡蛋白酶-9与细胞色素C
的相互作用，抑制神经元的凋亡，从而起到保护神经

元的作用。在胶质瘤中，由于肿瘤的生长，瘤体的增

大，需氧量也大大增加，肿瘤处于相对缺氧的微环境

中，脑红蛋白作为一种携氧球蛋白表达明显上调，通

过供氧作用，以缓解肿瘤细胞的缺氧状态。缺氧诱

导Ngb表达的机制目前仍不清楚，有学者认为缺氧诱

导因子HIF-1可能在其中起介导作用［13-15］。且对Ngb
基因结构分析发现，在Ngb的启动子区域含有两个

P53的结合位点，提示Ngb的表达可能受到P53的调

控。而P53基因又是HIF-1的下游调控因子，因此可

能存在这样一种传导通路：“缺氧→HIF-1→P53→
Ngb表达增加→加强氧摄取与氧利用能力/降低细胞

的能量消耗等→改善缺氧微环境”。这两种可能的

作用机制都表明脑红蛋白在促进肿瘤的生长增殖方

面有着重要的联系。

目前，胶质瘤的治疗主要还是以手术切除为主，

必要时联合放疗或化疗，治疗效果各有差异，患者身

体的基本情况、肿瘤生长的位置、大小、恶性程度以

及是否手术完全切除都直接影响到患者的生存率。

A B

C D
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胶质瘤患者的治疗在一定程度上仍有待提高。而是

否能够通过拮抗人脑胶质瘤中脑红蛋白的表达，从

而阻断Ngb的抗凋亡作用或使肿瘤细胞持续处于缺

氧微环境中，抑制肿瘤细胞的生长，加速肿瘤细胞的

死亡，为胶质瘤的治疗和改善胶质瘤的预后提供一

种新的思路和方法，还有待于进一步研究。
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