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Stathmin 在微血管内皮细胞的表达与胶质瘤恶性程度关系 *
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摘要 目的：检测 Stathmin 在正常脑组织及不同级别胶质瘤微血管内皮细胞中的表达情况。方法：利用结合 CD105 单克隆抗体的

免疫磁珠内皮细胞分选系统特异性分选出 68 例胶质瘤微血管内皮细胞（其中低级别胶质瘤（WHO 分级Ⅰ-Ⅱ）24 例，高级别胶质

瘤（WHO 分级Ⅲ-Ⅳ）44 例）和 20 例正常脑组织微血管内皮细胞。应用免疫组化、RT-PCR 和 Western blot 检测 Stathmin 在胶质瘤

微血管内皮细胞和正常脑组织微血管内皮细胞中的表达。结果：免疫组化证实 Stathmin 在正常脑组织微血管内皮细胞、低级别胶

质瘤微血管内皮细胞和高级别胶质瘤微血管内皮细胞的表达百分率分别是 20%，66%和 95%( P<0.05)。RT-PCR 和 Western blot
法检测显示，Stathmin 在胶质瘤微血管内皮细胞中的表达明显增高。低级别胶质瘤组、高级别胶质瘤组分别与正常组比较，均有显

著性差异(P<0.01)；且低级别胶质瘤组与高级别胶质瘤组比较，有显著性差异(P<0.01)，随着胶质瘤恶性程度的增加，Stathmin 表达

上调，具有统计学意义。结论：Stathmin 在脑胶质瘤微血管内皮细胞中表达随肿瘤恶性程度增高而增加，可能为脑胶质瘤的生物

治疗提供一个新靶点。
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ABSTRACT Objective: To investigate stathminin expression in human gliomas and normal brain specimans derived microvessels
endothelial cells (GDMEC). Methods: Microvascular endothelial cells from human gliomas (GBMEC, n=68) and normal brain (NBMEC,
n=20) were purified by incubating with magnetic beads coated with anti-CD105 antibody. There were 24 cases of low grade gliomas
(WHOⅠ-Ⅱgrade) and 44 high grade gliomas (WHO Ⅲ-Ⅳgrade). Expression rates and cellular distribution of stathmin in GDMEC and
NBMEC were also investigated by immunohistochemistry. Semiquantitative RT-PCR and Western blot were used for comparing the exp-
ression of stathmin in GDMEC and NBMEC. Results: Immunohistochemical analysis demonstrated that the rates of stathmin expression
in NBMEC, low grade GDMEC, and high grade GDMEC were 20%, 66%, and 95%, respectively (P<0.05). The expression of stathmin
in GDMEC was higher than that in NBMEC. The difference betweenⅠ -Ⅱgrade, Ⅲ -Ⅳgrade and normal human brain tissues were
significant (P<0.01) respectively. The difference betweenⅠ-Ⅱgrade and Ⅲ-Ⅳ grade was significant(P<0.01). Conclusions: With the rise
of pathological grades of glioma, the expression of stathmin increased, and it may represent a novel tumor-related target for the therapy of
malignant gliomas.
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前言

胶质瘤是最常见的颅内恶性肿瘤，在国内约占原发性颅内

肿瘤的 44.69%[1]。胶质瘤的发生与发展不但与肿瘤细胞的恶性

增殖有直接关系，也与肿瘤血管的侵袭性生长也有密切关系。
Stathmin 蛋白是一种普遍存在于胞质中的磷酸蛋白，通过磷酸

化 / 去磷酸化作用调节微管系统的动力学平衡从而调控细胞

周期，在细胞增殖和分化及肿瘤发生起重要的作用 [2-3]。但

Stathmin 在人胶质瘤微血管内皮细胞（GDMEC）和正常脑组织

微血管内皮细胞（NBMEC）的表达情况尚未见报道引文。迄今

为止，只有几例来自人脑肿瘤源性和正常脑组织源性微微血管

内皮细胞的研究报道[4-7]。本研究建立了一个高效、高产的分离

GDMEC 和 NBMEC 的方法，并且检测 Sathmin 在 GDMEC 和

NBMEC 的表达情况。
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Gene Sequences

GAPDH
F: 5'-GGTGAAGGTCGGAGTCAACGG-3'

R: 5'-CCTGGAAGATGGTGATGGGATT-3'

Stathmin
F: 5'-ACTGCCTGTCGCTTGTCT-3'

R: 5'-GTCTCGTCAGCAGGGTCT-3'

表 1 RT- PCR 引物序列

Table 1 The sequences of primer for RT-PCR

1 材料与方法

1.1 标本来源

收集哈尔滨医科大学附属第四医院 2009 年 11 月至 2010
年 8 月手术切除的 68 例胶质瘤标本及 20 例颅脑损伤或高血

压脑出血需行内减压术切除的正常脑组织。其中 68 例胶质瘤

由 30 例男性和 38 例女性组成，年龄范围从 13 岁到 74 岁，平

均年龄为 39.0 岁。其中 20 例正常脑组织，由 12 例男性和 8 例

女性组成，年龄范围从 20 岁到 45 岁，平均年龄为 31 岁。组织

学诊断由哈尔滨医科大学第四附属医院病理系科确定。根据

2007 年最新确定、修改的 WHO 神经系统肿瘤分类标准，对所

有肿瘤进行组织学分类和分级：低级别胶质瘤 (Ⅰ～Ⅱ级 ) 12
例，高级别胶质瘤 (Ⅲ～Ⅳ级 ) 22 例。所有患者均为第一次手

术，术前均未行任何抗肿瘤治疗。收集到的每一例标本分成两

部分，一部分做成石蜡切片后做免疫组化，另一部分用来分离

微血管内皮细胞。
1.2 实验方法

1.2.1 免疫组化 组织标本经 4%多聚甲醛固定，脱水，蜡块包

埋，切片，SP 染色法检测 Stathmin 的表达（兔抗人 Stathmin 抗

体，Cell Signal Tech），免疫组化结果判定以胞浆出现棕黄色颗

粒为阳性反应，免疫组化结果综合微血管内皮细胞阳性范围及

阳性强度进行分析：判定阳性细胞百分比 <10%为阴性表达,
阳性细胞百分比 >10%为阳性表达。
1.2.2 GDMEC 和 NBMEC 分离、纯化和培养 (1)无菌条件下，

组织剪碎，800 rpm 离心 5 min 弃上清，重复洗涤一次。(2)
0.25%胰酶消化液 37℃水浴振荡 20-30 min。(3)1000 rpm 离心

5 min，收集沉淀，用 PBS 重悬沉淀。(4)无菌钢网(150 目)过滤组

织悬液，收集网上沉淀。(5) 37℃水浴振荡，1mg/ml 胶原酶消化

1-2 h,离心弃上清。(6)加入 DMEM 培养液（Invitrogen 公司），移

入培养瓶，5%CO2 孵箱 37℃培养。(7) 48 h 后换液除去未贴壁

细胞及细胞碎片，每 2 天换液一次至细胞接近长满瓶底。(8)运
用 MACSCD105MicroBeads 免疫磁珠分选系统 （德国美天旎）

分选微血管内皮细胞。(9)纯化 GDMEC 和 NBMEC 用 DMEM
培养液，置 5%CO2 孵箱 37℃培养，每 2 天换液一次。(10)微血

管内皮细胞 FⅧ-RAg 免疫细胞化学染色，采用 ENVISON+TM
免疫组化试剂盒。
1.2.3 RT- PCR 检测 Stathmin 在微血管内皮细胞中 mRNA 的

水平 (1)TRIzol 法抽提总 RNA。(2)两步法 RT-PCR：序列见表

1，序列由上海生工公司设计合成。(3)RT-PCR 结果分析：经

1.5g/L 琼脂糖凝胶电泳，采用 FlourChem V 2.0 凝胶成像分析

系统摄像并分析结果。
1.2.4 Western Blot 检测 Stathmin 在微血管内皮细胞中蛋白表

达 (1)处于对数期生长的细胞，裂解提取蛋白，BCA 法测定蛋

白浓度。(2)用 10%的聚丙烯酰胺凝胶电泳，经 2 小时 50V 硝酸

纤维素膜转印，封闭，一抗、二抗孵育，碱性磷酸酶显色法显色。
(3)采用 FlourChem V 2.0 凝胶成像分析系统，于可见光下采集

底片上的蛋白条带图像，通过与相应 β-actin 条带密度比较，计

算各个条带密度相对比值，求出其比值.

1.2.5 统计学分析 采用 SPSS11.5 统计软件进行分析, 计量资

料的比较采用单因素方差分析及 t 检验, 所得结果用均数±标

准差(x±s)表示,以 P<0.01 为差异有统计学意义；临床病理资料

等计数资料分析采用 X2 检验和 Fisher 确切概率法, 以 P<0.05
表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 微血管内皮细胞鉴定

胶质瘤微血管内皮细胞第Ⅷ因子相关抗原免疫细胞化学

测定：99%的微血管内皮细胞染色阳性(按每高倍视野阳性细胞

百分比 n=5)，阳性染色位于细胞浆和核周，呈棕褐色,核阴性

（图 1）。FⅧ-Rag 在成纤维细胞及平滑肌细胞中不表达。FⅧ

-RAg 染色阳性的还有巨核细胞和血小板，但这两种细胞都可

以从形态上与微血管内皮细胞区别。
2.2 Stathmin 在微血管内皮细胞中的表达 (S-P 法)

Stathmin 蛋白表达阳性信号定位于微血管内皮细胞的胞

浆,呈浅黄、棕黄或棕褐色阳性颗粒(图 2 )。Stathmin 蛋白表达

结果显示,其在正常脑组织组、Ⅰ-Ⅱ级组及Ⅲ-Ⅳ级组的阳性表

达率分别为 20%、66%、95% ,呈逐渐上升趋势。经统计学分析

（表 2）显示,正常脑组织分别与胶质瘤级组比较,有显著性差异

(P<0.001)；Ⅰ-Ⅱ级组与Ⅲ-Ⅳ级组比较,有显著差异(P<0.05)。
2.3 RT- PCR 检测 Stathmin 在微血管内皮细胞中 mRNA 的水

平

RT- PCR 法检测发现，胶质瘤组织在 450bp 附近有明显表

达的条带（图 3）。采用凝胶成像及分析系统，用每一个样本的

条带灰度值与相应样本 GAPDH 的条带灰度值相比，求出其比

值，在正常脑组织组值为 0.33±0.14、胶质瘤组值为 0.84±
0.23、Ⅰ-Ⅱ级组值为 0.67±0.20、Ⅲ-Ⅳ级组值为 0.89±0.16，经

统计分析显示，Ⅰ-Ⅱ级组、Ⅲ-Ⅳ级组分别与正常脑组织组比

较，差异均有显著性( P <0.01)；Ⅰ-Ⅱ级组与Ⅲ-Ⅳ级与组比较，

差异有显著性(P<0.01)。
2.4 Western Blot 检测 Stathmin 在微血管内皮细胞中蛋白表达

Western blot 法检测发现，胶质瘤组织在 19kd 附近有明显

蛋白表达的条带（图 4）。采用凝胶成像及分析系统，用每一个
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注：* 阳性细胞百分比 <10%为阴性表达。
Note:*The tissue was regarded as negative when the positive cell rate was <10%.

Group Stathmin (+) * Stathmin (-) P-value

Normal Brain 4 16 20% <0.001

Glioma 58 10 85%

Glioma

GradeⅠ～Ⅱ 16 8 66% <0.050

Grade Ⅲ～Ⅳ 42 2 95%

表 2 免疫组化结果

Table 2 The statistical results of immunohistochemistry

图 1 GDMEC 的 FVIII-Rag 免疫细胞化学染色（显微镜×400）
Fig. 1 Immunohistochemical staining for FVIII-Rag in cultured GDMEC

(original magnification 400 ×)

图 2 Stathmin 在不同级别胶质瘤微血管内皮细胞中的表达 ( SP 法，× 400)MV，微血管；EC，内皮细胞

A 正常脑组织 B I-II 级胶质瘤 C III-IV 级胶质瘤

Fig. 2 Analysis of stathmin expression in human glioma by immunohistochemistry. Stathmin was detected mainly in the cytoplasm of VEC from

microvessels and in glial cells (original magnifcation,×400). MV, microvessel; EC, endothelial cell. (A) Expression of stathmin in normal brain. (B)

Expression of stathmin in low-grade glioma (WHO grade I-II). (C) Expression of stathmin in high grade glioma (WHO grade III-IV)

样本的条带灰度值与相应样本 β-actin 的条带灰度值相比，求

出其比值，在正常脑组织组值为 0.44±0.25、胶质瘤组值为

0.95±0.34、Ⅰ-Ⅱ级组值为 0.78±0.31、Ⅲ-Ⅳ级组值为 0.98±

0.25，经统计分析显示，Ⅰ-Ⅱ级组、Ⅲ-Ⅳ级组分别与正常脑组

织组比较，差异均有显著性( P<0.01)；Ⅰ-Ⅱ级组与Ⅲ-Ⅳ级与组

比较，差异有显著性(P<0.01)。

3 讨论

脑胶质瘤是中枢神经系统最常见的恶性肿瘤，临床治疗主

要以手术切除，辅以放化疗，即便如此肿瘤仍有较高复发率，预

后较差，是神经外科治疗中棘手的难治的肿瘤之一。Stathmin
是一种微管不稳定蛋白，在细胞周期的不同阶段通过磷酸化和

去磷酸化作用来调节细胞微管系统动力平衡，来调控细胞的增

殖、分化活性等生物学行为。已有文献报道，stathmin 基因多种

实体恶性肿瘤表达上调，与肿瘤发生和发展有着密切关系[6-9]。
前期实验已证实，Stathmin 在脑胶质瘤中高表达，并随胶质瘤

级别升高而增加[10]。
1971 年，Folkman 最早提出实体肿瘤的发展依赖于血管生

成，并进一步提出通过抑制肿瘤微血管生成治疗肿瘤的学说
[11]。研究认为肿瘤的生长分为 2 个阶段：第 1 阶段为血管前期，

无血管生成提供营养，肿瘤缓慢生长，第 2 阶段从新生血管形

成开始，称为血管期。肿瘤血管生成为肿瘤提供了营养，肿瘤迅

速增长，向周围组织浸润，并可能发生转移[8]。可见胶质瘤在恶

性增殖、侵袭性生长过程中，增殖的微血管起重要作用。Mistry
等研究，通过反 stathmin 核酶抑制人脐静脉内皮细胞中 stath-
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图 3 Stathmin 在不同级别胶质瘤微微血管内皮细胞中 RNA 水平的

表达：1：Ⅰ-Ⅱ级胶质瘤；2：Ⅲ-Ⅳ级胶质瘤；3：正常脑组织

Fig. 3 western blot analysis of stathmin protein expression in GDMEC and

NDMEC, lanes: 1, GDMEC from WHO I-II tumors; 2, GDMEC from

grade III-IV tumors; 3, NDMEC

图 4 Stathmin 在不同级别胶质瘤微微血管内皮细胞中蛋白水平的表

达：1Ⅰ-Ⅱ级胶质瘤；2 Ⅲ-Ⅳ级胶质瘤；3 正常脑组织

Fig. 4 RT-PCR analysis of stathmin mRNA in GDMEC and NDMEC,

lanes: 1, GDMEC from WHO I-II tumors; 2, GDMEC from WHO III-IV

tumors; 3, NDMEC

min 的表达能够抑制人脐静脉内皮细胞血管生成[12]。
在本研究中脑胶质瘤微血管内皮细胞中 Stathmin 蛋白阳

性表达随胶质瘤病理级别的上升逐渐上调，说明 Stathmin 在脑

胶质瘤微血管形成过程中起了重要的作用，可能参与了肿瘤血

管生成，对胶质瘤的生长、转移和浸润起促进作用。其作用机制

推测为：(1)Survivin 可以通过介导血管内皮生长因子(VEGF)促
进血管形成，还能介导血管形成素 1(Ang1)抑制微血管内皮细

胞凋亡，而 p53 基因可以通过抑制 Stathmin 启动子来下调 Sur-
vivin 表达[13-15]，但是胶质瘤中 P53 基因发生了突变。因此推测

这种突变导致其对 Stathmin 的抑制减弱，而使 Stathmin 基因表

达上调。并间接使 Survivin 表达上调，从而使微血管内皮细胞

异常增殖。(2)Stathmin 在胶质瘤微血管内皮细胞中的高水平表

达可能导致微管动力学紊乱，促进异常的有丝分裂，细胞周期

失控，使胶质瘤微血管内皮细胞得以维持高增殖率与转化表

型。
本研究揭示 Stathmin 对肿瘤血管生成有重要作用，其作用

阐明可能提供了更精确的靶向治疗和更有效的抗癌策略。我们

进一步的研究重点将会集中在在 Stathmin 是否可作为人脑胶

质瘤抗血管生成治疗的一个靶点。
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