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IDH1突变对脑胶质瘤微血管密度的影响
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(陆军军医大学第一附属医院病理科,重庆
 

400038)

  [摘要] 目的 探讨异柠檬酸脱氢酶1(IDH1)突变对脑胶质瘤微血管密度(MVD)的影响。方法 收集

2013-2015年该院手术病理证实的208例患者胶质瘤标本。基因测序检测IDH1突变情况,免疫组织化学检

测 MVD,分析IDH1在不同类型胶质瘤中的突变情况及其与 MVD之间的关系。构建IDH1突变细胞系,分析

IDH1突变对胶质瘤细胞血管内皮生长因子(VEGF)分泌的影响。结果 
 

IDH1突变主要发生于 WHOⅡ级和

Ⅲ级胶质瘤中,突变率分别为56.96%和55.36%。在相同级别胶质瘤中,IDH1突变型胶质瘤标本的 MVD明

显低于IDH1野生型(P<0.05)。在胶质瘤细胞系U87细胞中转染IDH1突变型质粒后VEGF水平低于对照

组,差异有统计学意义(P<0.05)。在24
 

h内,IDH1突变型和 对 照 组 细 胞 增 殖 无 明 显 变 化(P>0.05)。
结论 IDH1突变主要发生于低级别胶质瘤,IDH1突变患者 MVD降低,其机制与VEGF分泌减少有关。
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  [Abstract] Objective To

 

study
 

the
 

effect
 

of
 

isocitrate
 

dehydrogenase
 

1
 

(IDH1)
 

mutations
 

on
 

the
 

mi-
crovessel

 

density
 

of
 

glioma.Methods A
 

total
 

of
 

208
 

cases
 

of
 

glioma
 

specimens
 

verified
 

by
 

operation
 

and
 

pa-
thology

 

in
 

this
 

hospital
 

during
 

2013-2015
 

were
 

collected.The
 

gene
 

sequencing
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

IDH1
 

mutations.The
 

microvessel
 

density
 

(MVD)
 

was
 

detected
 

by
 

the
 

immunohistochemical
 

method.The
 

mutation
 

situation
 

of
 

IDH1
 

in
 

different
 

types
 

of
 

glioma
 

and
 

its
 

relationship
 

with
 

MVD
 

were
 

studied.The
 

influence
 

of
 

IDH1
 

mutations
 

on
 

the
 

vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor
 

(VEGF)
 

secretion
 

was
 

analyzed.Results The
 

IDH1
 

mutation
 

mainly
 

occurred
 

in
 

the
 

grade
 

Ⅱ-Ⅲ
 

gliomas,and
 

their
 

mutation
 

rates
 

were
 

56.96%
 

and
 

55.36%
 

respectively.In
 

the
 

same
 

grade
 

of
 

glioma,MVD
 

in
 

the
 

IDH1
 

mutation
 

type
 

glioma
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

wild
 

type
 

glioma
 

(P<0.05).The
 

VEGF
 

secretion
 

in
 

glioma
 

cell
 

line
 

U87
 

after
 

transfec-
tion

 

of
 

IDH1
 

mutant
 

plasmid
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

control
 

group,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

signifi-
cant

 

(P<0.05).The
 

cellular
 

proliferation
 

of
 

IDH1
 

mutation
 

type
 

and
 

control
 

group
 

had
 

no
 

obvious
 

change
 

within
 

24
 

h
 

(P>0.05).Conclusion The
 

IDH1
 

mutation
 

mainly
 

occurs
 

in
 

low
 

grade
 

glioma.MVD
 

in
 

the
 

pa-
tients

 

with
 

IDH1
 

mutation
 

is
 

decreased
 

and
 

its
 

mechanism
 

is
 

associated
 

with
 

the
 

decrease
 

of
 

VEGF
 

secretion.
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  脑胶质瘤是中枢神经系统最常见的原发性肿瘤,
其分类主要依赖于光学显微镜下苏木素-伊红(HE)
染色、免疫组织化学染色显示相关蛋白质和部分超微

结构特征。随着对脑肿瘤发生的遗传学基础逐步阐

明,基因表型将有助于针对脑肿瘤的分类。2016年修

订版 WHO中枢神经系统肿瘤分类打破了完全基于

显微镜下诊断的百年诊断原则,将基因表型加入中枢

神经系统肿瘤分类中。2021
 

年出版的 WHO中枢神

经系统肿瘤分类将众多分子改变与临床病理学应用

结合起来,进一步推进分子诊断在中枢神经系统肿瘤

分类中的重要作用。其中异柠檬酸脱氢酶(isocitrate
 

dehydrogenase,IDH)突变,无论在第4版还是第5版

WHO中枢神经系统肿瘤分类中,都体现了重要的作

用[1]。
 

IDH是由普遍存在于人和真核生物中的异柠檬

酸脱氢酶基因编码的蛋白酶。IDH 包括烟酰胺腺嘌
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呤二核苷酸磷酸(NADP+,辅酶Ⅱ)依赖的
 

IDH1和

IDH2及烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(NAD+,辅酶Ⅰ)依
赖的IDH3,其主要功能是在三羧酸循环中催化异柠

檬酸转变为α-酮戊二酸(α-ketoglutarate,α-KG),同
时产生NAD+/NADP+。IDH 突变中90%以上为

IDH1突变,因此本研究主要关注IDH1突变。IDH1
突变一般定位于4号外显子上,位于第395位的碱基

突变,导致与异柠檬酸盐(isocitrate,ICT)
 

结合部位

的132位点区域单个氨基酸的改变。目前,有6种

R132
 

位点突变存在:R132H,R132C,R132S,R132G,
R132L,R132V。胶 质 瘤 细 胞 中 最 常 见 的 突 变

(>90%)是IDH1的R132碱基G和A的替换,导致

精氨酸被组氨酸取代(CGT-CAT)。IDH1突变是弥

漫性星形胶质细胞瘤一个重要的预后因子,IDH1突

变的胶质瘤患者具有更好的放化疗敏感性,更长的无

进展生存期(progression
 

free
 

surviva,PFS)和总生存

期(overall
 

survival,OS)[2-3],IDH1突变与预后的具

体作用机制仍不清楚。胶质瘤血管丰富,形态多样,
胶质瘤微血管密度(microvessel

 

density,MVD)
 

也是

重要的肿瘤预后指标[4]。本研究探讨IDH1突变与

脑胶质瘤 MVD的关系,分析其在胶质瘤血管生成中

的作用。
1 资料与方法

1.1 一般资料

收集2013-2015年陆军军医大学第一附属医院

手术病理证实的208例患者胶质瘤标本,患者知情同

意。鉴于 WHO(2016)中枢神经系统肿瘤分类应用的

广泛性,本 研 究 仍 然 应 用 该 分 类 标 准 进 行 分 级。
WHO

 

Ⅰ级8例,Ⅱ级79例,Ⅲ级56例,Ⅳ级
 

65例。
Ⅱ级中弥漫性星形细胞瘤41例,少突胶质细胞瘤20
例,少突星形胶质细胞瘤18例;Ⅲ级的间变性星形细

胞瘤28例,间变性少突胶质细胞瘤17例,间变性少

突星形细胞瘤11例。
1.2 方法

1.2.1 IDH1基因突变检测

按照DNA提取试剂盒(美国Promega公司)说
明提取DNA,核酸定量仪测定DNA浓度后进行PCR
扩增。PCR前向引物:5'-ACC

 

AAA
 

TCG
 

GCA
 

CCA
 

TAC
 

GA-3',反 向 引 物:5'-TTC
 

ATA
 

CCT
 

TGC
 

TTG
 

CTT
 

AAT
 

GGG
 

TGT-3'。反应条件:94
 

℃预

变性15
 

min,94
 

℃变性30
 

s,55
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延

伸1
 

min,共循环30次,最后72
 

℃
 

10
 

min。PCR产

物经琼脂糖凝胶电泳确定合格后将DNA样品送上海

英骏生物技术有限公司测序。
1.2.2 免疫组织化学染色及 MVD检测

将石蜡包埋的组织块切片,一张采用 HE染色复

核病理分级,另一张用于CD31
 

免疫组织化学染色(即
用型,50

 

μL,MAB-0031,迈新生物技术有限公司)。
CD31染色采用SP法,严格按照说明书步骤操作。

CD31阳性表达在显微镜下表现为微血管内皮细胞细

胞质被染成棕黄色或棕色。按照 Weidner提出的血

管计数方法计数 MVD:低倍镜下选择5个阳性染色

最多的热点,用高倍镜(×200)在眼网格下0.25
 

mm2

范围内计数,任何管腔或单一血管内皮细胞被染成棕

黄色作为1个微血管,5个高倍镜视野下计数的微血

管平均值作为此标本的 MVD[5]。
1.2.3 细胞培养

胶质母细胞瘤细胞系U87细胞培养在含10%胎

牛血清的
 

DMEM
 

培养基中
 

(含
 

100
 

U/mL青霉素,
100

 

U/mL链霉素,美国Thermo
 

Fisher公司),37
 

℃
 

5%
 

CO2 常规培养传代。
1.2.4 质粒构建及转染

IDH1R132H 突 变 质 粒 (Mut)及 对 照 质 粒

(Mock)购于上海吉凯基因化学技术有限公司。构建

好的质粒经测序确定。按照脂质体2000说明书将

IDH1-Mut质粒及IDH1-Mock质粒转染入 U87细

胞。48
 

h在荧光显微镜下观察转染效率,并利用流式

细胞仪对GFP阳性细胞进行分选。
1.2.5 Western

 

blot检测蛋白表达

使用RIPA全细胞裂解液提取经分选的GFP阳

性细胞总蛋白,lowry法进行蛋白定量。将等量蛋白

进行SDS凝胶电泳后转膜。转膜后用含5%
 

BAS的

TBST缓冲液封闭2
 

h。将一抗β-actin
 

(1∶1
 

000,美
国Cell

 

Signaling
 

Technology公司),鼠抗人IDH1单

抗(1∶1
 

000,美国Cell
 

Signaling
 

Technology公司),
鼠抗人IDH1-Mut单抗(1∶500,德国Dianova公司)用
抗体稀释液稀释至适当浓度,在4

 

℃下与封闭好的膜孵

育过夜。洗膜后将二抗[辣根过氧化物酶标记山羊抗小

鼠IgG
 

(H+L),1∶1
 

000,A0216,碧云天生物技术有限

公司;辣根过氧化物酶标记山羊抗兔IgG
 

(H+L),1∶
1

 

000,A0208,碧云天生物技术有限公司]室温孵育1
 

h
后,使用电化学发光(ECL)仪(美国Pierce公司)显影,
应用Image

 

LabTM
 

(美国Bio-Rad公司)软件分析。
1.2.6 ELISA检测血管内皮生长因子(VEGF)水平

将 相 同 数 量 的 U87-IDH1-Mut及 U87-IDH1-
Mock细胞培养,于培养后21

 

h、22
 

h、23
 

h、24
 

h收集培

养基上清液,设定空白对照。ELISA试剂盒(欣博盛生

物科技有限公司)检测上清液中VEGF水平,按照说明

书操作,酶标仪检测450
 

nm处吸光度(A450)值。每份

标本重复检测3次,每次设3个复孔。
1.2.7 细胞增殖实验

将细胞消化后按1×104 个/孔接种于96孔板。24
 

h后每孔加入10
 

μL
 

CCK8(瑞士Roche
 

Biochemicals公

司),在37
 

℃孵箱培养1
 

h后检测A450值。
1.3 统计学处理

采用SPSS13.0统计软件进行分析。计量资料以

x±s表示,采用独立样本t检验。以P<0.05为差

异有统计学意义。
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2 结  果

2.1 IDH1突变情况

胶质瘤细胞中IDH1突变是R132
 

位点碱基的替

换,因此所有病例进行基因测序,并与IDH1基因进

行比对。比对结果发现:208例病例中IDH1突变79
例,均为第395位的鸟嘌呤碱基突变为腺嘌呤。突变

主要发生在 WHO
 

Ⅱ级和Ⅲ级胶质瘤中,突变率分别

为56.96%和55.36%,各亚型突变具体情况见图1。
8例 WHO

 

Ⅰ级毛细胞型星形细胞瘤病例未检测到

突变。65例胶质母细胞瘤标本中检测到3例IDH1
突变,且为原发性胶质母细胞瘤。
2.2 IDH1突变胶质瘤中 MVD

采用CD31的免疫组织化学染色标记内皮细胞,
细胞质染色呈棕色,见图2A,在IDH1野生型胶质瘤

中 MVD随着胶质瘤级别增加而增加。在相同级别

中,IDH1突变型胶质瘤的 MVD较IDH1野生型降

低,差异有统计学意义(P<0.05),见图2B。

2.3 建立IDH1R132H突变细胞系

将IDH1-Mut质粒及IDH1-Mock质粒转染入

U87细胞(图3A)。在IDH1-Mut中,检测出IDH1
突变型蛋白,而IDH1-Mock中未能检测出IDH1突

变型蛋白,表明在细胞系中成功转染了IDH1-Mut质

粒,见图3B。

图1  不同级别胶质瘤IDH1突变情况

  A:免疫组织化学染色(×100);B:不同级别胶质瘤 MVD。

图2  IDH1突变对胶质瘤 MVD的影响
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2.4 IDH1突变对胶质瘤细胞VEGF水平的影响

随着时间的延长,VEGF在两组中逐渐增加,并
且IDH1-Mut的 VEGF水平明显低于IDH1-Mock
(P<0.05),见图4A。为了排除IDH1突变通过抑制

细胞增殖,来降低VEGF分泌,利用CCK8检测了两

组细胞增殖情况,结果显示在24
 

h内,细胞增殖无明

显变化(P>0.05),见图4B。

  A:质粒转染;B:蛋白印迹图。

图3  IDH1R132H突变细胞系的建立

  A:ELISA检测VEGF水平;B:CCK8检测细胞增殖。

图4  IDH1突变对VEGF分泌的影响

3 讨  论

自2008年PARSONS等[6]首次报道IDH1/2突

变以来,其已迅速成为胶质瘤分子生物学的新焦点。
有研究者采用直接测序法对IDH1/2突变在不同类

型和级别脑肿瘤中的分布进行研究发现,IDH1/2突

变主要发生在 WHO
 

Ⅱ、Ⅲ级的胶质瘤和 WHO
 

Ⅳ级

的继发性胶质母细胞瘤,有研究报道在弥漫性星形胶

质细胞瘤中IDH1/2突变率超过70%,在少突胶质细

胞瘤、间变性星形细胞瘤中突变率也高达62%~
80%,在继发性胶质母细胞瘤为76%,而在原发性胶

质母细胞瘤突变率为5.6%[7-8]。由于IDH1在胶质

瘤中突变率达到90%以上,因此本研究主要检测了

IDH1突变。方法学上,二代基因测序在胶质瘤治疗

中的临床价值逐渐凸显[9]。本文关注的是单一基因,
因此采用的是直接测序法。本研究在 WHOⅠ级胶质

瘤中未检测到突变,在原发性胶质母细胞瘤中突变率

仅为4.62%,与已有研究报道一致。IDH1突变主要

发生在 WHO
 

Ⅱ级和Ⅲ级胶质瘤中,突变率分别为

56.96%和55.36%,与文献[10]一致。对于成人型弥

漫性星形胶质细胞瘤在2021年第5版分类中,所有

IDH突变的弥漫性星形胶质细胞肿瘤都被视为单一

类型(星形胶质细胞瘤IDH 突变型),然后被分级为

WHO
 

Ⅱ、Ⅲ或Ⅳ级。而对于IDH野生型胶质瘤,将
TERT

 

启动子突变、表皮生长因子(EGFR)基因扩增、
整个7号染色体的获得与整个10号染色体的缺失

[+7/-10]这3个参数作为IDH
 

野生型胶质母细胞

瘤的诊断标准。凸显出IDH在成人弥漫性星形胶质

细胞中的重要地位。
IDH1突变是胶质瘤发生的早期事件。其致瘤机

制可能是在IDH1突变细胞中,IDH1催化异柠檬酸

生成α-KG的作用降低,从而影响α-KG
 

依赖性脯氨

酰羟化酶(prolyl
 

hydroylase,PHD)
 

对缺氧诱导因子

1α(hypoxia-inducible
 

factor
 

1α,HIF-1α)
 

的降解。α-
KG大量降低后,PHD活性受到抑制,HIF-1α在胞内

聚集。HIF-1α
 

是低氧状态转录的重要蛋白,能增加

下游VEGF,刺激血管形成,并参与部分信号传导通

路相关因子的表达调控,刺激胶质瘤的发生[11]。还有

一些关于IDH1突变致瘤机制的假设,包括还原型烟

酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸(NADPH)氧化还原电位相

关机制,CpG岛甲基化相关的表观遗传机制等。按照

假说,在IDH1突变患者中,HIF-1α在胞内聚集致

VEGF增多,促进肿瘤血管生成能力增强,肿瘤增殖
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更快,预后差。但事实上IDH1突变是一个预后良好

的指标,IDH1突变型胶质瘤患者复发时间较野生型

患者明显延长,对放化疗敏感,预后好,但其机制目前

尚未明确。IDH1突变使细胞生成α-KG的能力降

低,但导致羟戊二酸(R-2-hydroxyglutarate,R-2HG)
在细胞内大量聚集[12]。KOIVUNEN 等[13]发现 R-
2HG促进Eg1N脯氨酰羟化酶活性,导致 HIF-1α水

平降低。CHESNELONG等[14]也发现在IDH1突变

胶质瘤组织及其来源的肿瘤干细胞中,HIF-1α的应

答基因包括糖酵解的基因(SLC2A1、PDK1、LDHA、
SLC16A3)表达水平降低,提示IDH1突变使胶质瘤
对糖代谢能力降低,可能是肿瘤生长缓慢的原因之

一。本研究表明,随着胶质瘤级别的增加,MVD随之

增加,同时在相同级别的IDH1突变型患者中 MVD
较野生型患者降低。MVD是肿瘤预后的一个重要指
标,IDH1突变型患者具有更低的 MVD可能是其预

后较好的原因之一。研究也证实IDH1突变的少突

胶质细胞瘤增殖指数(Ki67)及MVD较野生型低,在核

磁弥散张量成像(DTI)上表现为更高的最小表观弥散

系数(ADC)和更低的最大各相异分数值(FA)[15-16]。
胶质瘤血管形态多样性是其重要的组织学特点,

在生长浸润过程中以间质血管生成为基础和先导,而
VEGF在此过程中发挥着重要的作用。胶质瘤细胞

以旁分泌方式分泌VEGF是促进间质血管生成的重

要来源。为了明确IDH1突变患者具有更低 MVD的

原因,笔者构建了表达IDH1突变的胶质瘤细胞系。
IDH1突变能降低胶质瘤细胞的增殖[17];CUI等[18]指

出IDH1R132H突变通过下调 Wnt/β-catenin通路降

低细胞增殖及侵袭能力;而另有研究报道IDH1通过

依靠HIF1-α激活核因子κB(NF-κB)参与细胞增殖的

调节[19]。为了排除细胞增殖对 VEGF结果的影响,
笔者进行了细胞增殖实验,发现在24

 

h内突变对细胞

增殖无影响(P>0.05)。通过 ELISA 分析发现在

IDH1突变型细胞中,VEGF的分泌量较野生型细胞

明显 降 低,该 结 果 与IDH1突 变 患 者 具 有 更 低 的

MVD一致。对胶质瘤病例 mRNA 表达分析发现,
IDH1突变明显抑制上游调节分子 HIF1-α及其下游
因子VEGF的表达,并且IDH1突变型患者相对脑血

容量(relative
 

cerebral
 

blood
 

volume,rCBV)MRI较

野生型患者明显降低,rCBV是一种十分有效的非侵

入性评估肿瘤血管生成的方法,表明IDH1突变型患

者血管生成能力下降[20]。
综上所述,IDH1突变导致胶质瘤细胞VEGF分

泌降低,血管生成能力下降,MVD减少,这可能是

IDH1突变型胶质瘤预后较好的原因之一。但关于

IDH1突变导致 VEGF分泌减少及其对放化疗敏感

的机制还需进一步研究。
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