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硫酸乙酰肝素在脑胶质瘤中的表达及其临床意义 *
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摘要 ：目的  探讨硫酸乙酰肝素（HS）在人脑胶质瘤中的表达水平及其在预后评估中的价值。 

方法  采用免疫组织化学法检测 HS 在 171 例脑胶质瘤组织芯片中的表达，分析 HS 与脑胶质瘤临床病理特征

的相关性。采用 Kaplan-Meir 法和 Cox 比例风险回归模型对 171 例脑胶质瘤患者进行生存分析。结果  HS

在脑胶质瘤组织中的表达定位于肿瘤细胞和血管内皮细胞。不同肿瘤分级脑胶质瘤患者肿瘤细胞 HS 表达水

平比较，差异无统计学意义（P >0.05）；不同肿瘤分级脑胶质瘤患者血管内皮细胞 HS 表达水平比较，差异有

统计学意义（P <0.05）。脑胶质瘤组织肿瘤细胞中 HS 表达水平不同的患者的生存时间比较，差异无统计学意

义（P >0.05）；脑胶质瘤患者血管内皮细胞 HS 表达水平越高，总生存期越短（P <0.05）。逐步多因素 Cox 比

例风险回归分析显示，脑胶质瘤组织血管内皮细胞 HS 高表达 [Hl̂R=1.767（95% CI ：1.009，3.093）] 和肿瘤分

级高 [Hl̂R=6.702（95% CI ：4.355，10.312）] 是脑胶质瘤患者生存时间的影响因素。结论  脑胶质瘤血管内皮

细胞 HS 表达水平越高、肿瘤分级越高，患者总生存期越短。
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Heparan sulfate expression in human glioma 
 and its clinical significance*
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Abstract: Objective To investigate the expression and prognostic role of heparan sulfate in human 
brain glioma. Methods The expression of heparan sulfate was determined by immunohistochemical technique 
in 171 tissue microarray samples of glioma. And relationship between the expression of heparan sulfate and 
clinicopathological characteristics of glioma patients was measured. The prognostic factors of 171 glioma patients 
were analyzed by Kaplan-Meier analysis and Cox proportional hazards regression analysis. Results The positive 
staining of heparan sulfate was localized in tumor cells and vascular endothelial cells in glioma. The heparan sulfate 
expression in vascular endothelial cells rather than tumor cells was observed to be different among patients with 
various grades of glioma (vascular endothelial cells, P  < 0.05; tumor cells, P  > 0.05). Furthermore, there was no 
significant difference in the survival time among patients with distinct expression level of heparan sulfate in tumor 
cells (P  > 0.05). However,  glioma patients with higher heparan sulfate expression in vascular endothelial cells had 
shorter overall survival (P  < 0.05). Besides, Cox proportional hazards regression analysis demonstrated that high 
expression level of heparan sulfate in vascular endothelial cells of glioma tissue [Hl̂R = 1.767 (95% CI: 1.009, 3.093)] 
and high-grade glioma [H l̂R = 6.702 (95% CI: 4.335, 10.312)] were factors impacting the suvival time of glioma 

临床研究·论著
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脑胶质瘤是最常见的原发性颅内肿瘤 [1]。硫酸乙

酰肝素（heparan sulfate, HS）是由重复的葡萄糖胺和己

糖醛酸残基组成的二糖单元 [2]。1 个或多个 HS 链以共

价键方式与核心蛋白结合形成的硫酸乙酰肝素蛋白聚

糖（HSPG）[3] 是细胞外基质的主要组成部分。HS 链可

与生长因子、趋化因子、成形素等多种细胞外调节蛋

白相互作用，在脑胶质瘤的生长、侵袭及血管生成中

发挥重要作用。然而 HS 在脑胶质瘤患者肿瘤细胞和

血管内皮细胞的表达水平及与预后的关系尚未见报道。

本研究选用 171 例脑胶质瘤患者的组织芯片，检测 HS

在脑胶质瘤患者肿瘤细胞和血管内皮细胞的表达水平，

分析其与患者临床病理特征及预后的关系。

1    资料与方法

1.1    材料与试剂

人脑胶质瘤组织芯片 HBraG171Su01 购自上海芯

超生物科技有限公司，包含 171 例脑胶质瘤患者的肿

瘤组织，所有脑胶质瘤患者临床病理资料完整。根据

世界卫生组织（WHO）中枢神经系统肿瘤分级标准，

将脑胶质瘤分为Ⅰ～Ⅳ级 [4]。其中，Ⅰ级 20 例，Ⅱ级

79 例，Ⅲ级 51 例，Ⅳ级 21 例。

HS 鼠单克隆抗体购自美国 Amsbio 公司，免疫组

织化学试剂盒和 DAB 显色试剂盒购自福州迈新生物

技术有限公司，苏木精购自美国 Sigma 公司。

1.2    方法

组织芯片采用免疫组织化学 Envision 二步法染

色。首先对组织芯片常规脱蜡、水化，用柠檬酸修

复液进行抗原修复后自然冷却、封闭，取出片子，用

PBS 冲洗 3 次，滴加 1 ∶ 1 000 稀释的 HS 抗体，于 4℃

冰箱过夜孵育。用标记辣根过氧化物酶的鼠二抗在室

温下孵育 45 min，DAB 试剂盒显色后在流动的自来水

下冲洗 5 min。最后用苏木精复染 5 s，自来水下冲洗

5 min，室温晾干后用中性树胶固定、封片。为证明

HS 抗体对免疫组织化学染色的特异性，以鼠 IgG 为

空白对照进行染色，结果为阴性。用 PBS 代替一抗对

HS 阳性的片子进行染色，结果为阴性。

1.3    判断标准

结果的判读采用双盲法。聘请 2 位病理学专家对

组织芯片的免疫组织化学结果进行评分。①根据 HS

在肿瘤细胞、血管内皮细胞的染色强度分别进行评分：

（-）阴性为 0 分，（+）弱阳性为 1 分，（++）阳性为 2 分， 

（+++）强阳性为 3 分。②根据染色阳性率进行评分 ：

0% 为 0 分，>0% ～ 25% 为 1 分，>25% ～ 50% 为 2 分， 

>50% ～ 75% 为 3 分，>75% 为 4 分。最终总评分为

染色强度评分与染色阳性率评分的乘积 [5]。总评分≤ 

4 分为 HS 低表达，总评分 >4 分为 HS 高表达。

1.4    统计学方法

数据分析采用 SPSS 17.0 统计软件。计数资料

以构成比或率（%）表示，比较用 χ2 检验 ；采用

Kaplan-Meier 法绘制生存曲线，比较用 Log-rank χ2

检验 ；影响因素的分析用 Cox 比例风险回归模型，

P <0.05 为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    HS 在脑胶质瘤组织中的表达

免疫组织化学染色结果显示，HS 的阳性表达定

位于肿瘤细胞和血管内皮细胞，且 HS 在脑胶质瘤组

织血管内皮细胞的染色程度及范围随肿瘤分级升高而

加深或扩大。见图 1。

2.2    HS 与脑胶质瘤患者临床病理特征的关系

不同年龄、性别、肿瘤位置、肿瘤分级、生存

图 1    不同肿瘤分级脑胶质瘤患者肿瘤组织中 HS 的表达    （免疫组织化学染色 ×200）

Ⅰ级                                                      Ⅱ级                                                     Ⅲ级                                                      Ⅳ级

patients. Conclusions The higher were the expression of heparan sulfate in vascular endothelial cells of glioma 
tissue and the grade of the tumor, the shorter was the overall survival in glioma patients.

Keywords: heparan sulfate; glioma; clinicopathological characteristics; prognosis
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状态的脑胶质瘤患者肿瘤细胞中 HS 的表达水平比

较，经 χ2 检验，差异均无统计学意义（P >0.05）。见 

表 1。

不同肿瘤位置、肿瘤分级、生存状态的脑胶质瘤

患者血管内皮细胞 HS 表达水平比较，差异均有统计

学意义（P <0.05）。不同年龄、性别的脑胶质瘤患者

血管内皮细胞 HS 表达水平比较，差异均无统计学意

义（P >0.05）。见表 1。

2.3    HS 表达与脑胶质瘤患者生存时间的关系

脑胶质瘤组织肿瘤细胞中 HS 表达水平不同的患者

的生存时间比较，经 Log-rank χ2 检验，差异无统计学意

义（χ2=0.432，P =0.510）。脑胶质瘤组织血管内皮细胞

中 HS 表达水平不同的患者的生存时间比较，差异有

统计学意义（χ2=18.820，P =0.000），脑胶质瘤组织血

管内皮细胞 HS 表达水平越高，总生存期越短。见图 2。

以脑胶质瘤患者是否死亡为因变量，以其他参数

表 1    不同临床病理特征脑胶质瘤患者的 HS 表达水平比较    例（%）

临床病理特征 n
肿瘤细胞 HS 表达水平

χ2 值 P 值
血管内皮细胞 HS 表达水平

χ2 值 P 值
低 高 低 高

年龄

 ≤ 35 岁 51 32（62.74） 19（37.25）
1.521 0.217

42（82.35） 9（17.65）
3.529 0.060

 >35 岁 120 63（52.50） 57（47.50） 82（68.33） 38（31.67）

性别

 女 63 36（57.14） 27（42.86）
0.102 0.750

42（66.67） 21（33.33）
1.712 0.191

 男 108 59（54.63） 49（45.37） 82（75.92） 26（24.07）

肿瘤位置

 额叶 49 28（57.14） 21（42.86）

2.175 0.703

40（81.63） 9（18.37）

11.957 0.022

 颞叶 55 27（49.09） 28（50.91） 37（67.27） 18（32.73）

 顶叶 12 6（50.00） 6（50.00） 11（91.67） 1（8.33）

 枕叶 9 5（55.56） 4（44.44） 3（33.33） 6（66.67）

 其他 46 29（63.04） 17（36.96） 33（71.74） 13（28.26）

肿瘤分级

 Ⅰ级 20 16（80.00） 4（20.00）

5.495 0.131

18（90.00） 2（10.00）

8.193 0.044
 Ⅱ级 79 41（51.90） 38（48.10） 60（75.95） 19（24.05）

 Ⅲ级 51 27（52.94） 24（47.06） 35（68.63） 16（31.37）

 Ⅳ级 21 11（52.38） 10（47.62） 11（52.38） 10（47.62）

生存状态

 生存 114 65（57.02） 49（42.98）
0.296 0.586

94（82.46） 20（17.54）
16.959 0.000

 死亡 57 30（52.63） 27（47.37） 30（52.63） 27（47.37）

图 2    不同 HS 表达水平脑胶质瘤患者的生存曲线

HS 低表达

HS 高表达
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表 2    脑胶质瘤患者生存时间的多因素 Cox 比例风险回归分析参数

自变量 b Sb Wald χ2 P 值 Hl̂R
95% CI

下限 上限

年龄 0.685 0.399 2.957 0.086 1.984 0.909 4.334

性别 -0.025 0.306 0.007 0.935 0.975 0.535 1.777

肿瘤位置 -0.014 0.091 0.025 0.874 0.986 0.825 1.178

肿瘤分级 1.902 0.220 74.867 0.000 6.702 4.355 10.312

肿瘤细胞 HS 表达水平 0.013 0.271 0.002 0.962 1.013 0.595 1.724

血管内皮细胞 HS 表达水平 0.569 0.286 3.970 0.046 1.767 1.009 3.093

为自变量，其中年龄 >35 岁、男性、肿瘤位置为额叶、

病理分级Ⅰ级、肿瘤细胞 HS 高表达、血管内皮细胞

HS 高表达赋值为 1。逐步多因素 Cox 比例风险回归分

析结果显示，HS 在脑胶质瘤组织血管内皮细胞中高表

达和肿瘤分级高是脑胶质瘤患者生存时间的影响因素

（P <0.05）。见表 2。

3    讨论

HS 与核心蛋白结合，以 HSPG 的方式出现在细

胞膜和细胞外基质表面，HS 链是细胞与细胞、细胞

与细胞外基质相互作用的重要调节者。HS 链的硫酸

化序列对 HS 链与生长因子、细胞因子、蛋白质的

相互作用有影响 [6]。在肿瘤微环境中，高度硫酸化的

HS 链通过与血管生成因子、成纤维细胞生长因子 2 

（fibroblast growth factor 2, FGF2）、 肝 细 胞 生 长 因 子

（hepatocyte growth factor, HGF）、 血 管 生 成 素 1 等 促

血管生成因子结合，激活下游信号通路，促进肿瘤血

管生成，进一步加速肿瘤的生长和转移 [7]。有研究发

现，HS 链特异性结构或组成变化都会影响肿瘤生长 [8]。

在黑色素瘤中，高度硫酸化的 HS 链促进 FGF2 生成，

刺激细胞增殖。HS 链与 HGF、血小板释放生长因子、

脂蛋白脂肪酶的结合都依赖于 HS 链的 6-O- 硫酸化 [9]。

作用于 HS 链生物合成和降解途径中的酶可调节胚胎

发育和组织稳态过程，对肿瘤发展也有重要调控作 

用 [10]。硫酸酯酶 1（SULF1）和硫酸酯酶 2（SULF2）

可特异性切掉 6-O- 硫酸盐，影响 FGF2、细胞外基质、

HGF、胶质瘤细胞释放的神经营养因子等生长因子与

HS 结合，并发生相互作用，从而影响肿瘤生长的信号

通路 [11]。已证实 SULF2 在胶质瘤组织高表达，并通过

调节 HSPG 依赖的受体酪氨酸激酶信号通路，促进肿

瘤的增殖 [12]。

有研究结果表明，HS 主要在胶质母细胞瘤的肿

瘤细胞中表达，只有少数几个组织样本在细胞外有

HS 表达，且 HS 主要出现在坏死区域或腺性结构边界，

与细胞类型无关 [13]。事实上，除了肿瘤组织，HS 在脑

血管系统亦有表达 [14]。鉴于血管增生在肿瘤发生、发

展中的重要作用，本实验检测了 HS 在肿瘤细胞和血

管内皮细胞的表达水平，发现肿瘤细胞 HS 表达水平

与脑胶质瘤的恶性程度无关，但血管内皮细胞 HS 表

达水平与脑胶质瘤恶性程度有关，提示血管内皮细胞

HS 的表达可能参与脑胶质瘤的发生、发展，可能是

反映脑胶质瘤恶性程度的重要指标。此外，本研究结

果表明脑胶质瘤患者血管内皮细胞 HS 表达水平越高，

总生存期越短，且 HS 在血管内皮细胞中高表达是脑

胶质瘤患者总生存期的影响因素，而肿瘤细胞 HS 表

达水平与脑胶质瘤的恶性程度无关。

综上所述，血管内皮细胞的 HS 可能在脑胶质瘤

的发生、增殖、侵袭及转移中发挥重要作用，但其作

用机制尚需进一步探讨。
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