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人脑胶质瘤中 ＲｈｏＡ 的表达及其临床意义
苗旺　刘晓东　范益民　赵和千　王宏勤　郝解贺

　　【摘要】　目的　研究 ＲｈｏＡ 在人脑胶质瘤组织中的表达情况及其与病理分级的相关性，探讨
ＲｈｏＡ在胶质瘤的诊断、恶性程度及预后判断中的临床意义。 方法　采用 ＳＡＢＣ免疫组化法、ＲＴ唱ＰＣＲ
法对 ５３例不同病理级别的星形细胞瘤及 ９ 例正常脑组织标本，进行 ＲｈｏＡ 蛋白和 ＲｈｏＡ ｍＲＮＡ 的检
测。 结果　（１）免疫组化结果显示 ５３ 例胶质瘤组织中 ＲｈｏＡ 蛋白表达全部呈阳性，对照组正常脑组
织存在弱表达或不表达。 （２）不同级别星形细胞瘤标本的 ＲｈｏＡ阳性细胞率、ＲｈｏＡ ｍＲＮＡ与 ＧＡＰＤＨ
ｍＲＮＡ灰度比值均存在差异；Ⅰ级和Ⅲ、Ⅳ级之间差异有统计学意义（P＜０畅０５），Ⅲ、Ⅳ级 ＲｈｏＡ ｍＲＮＡ
表达均高于Ⅰ级；Ⅱ级和Ⅲ、Ⅳ级之间差异有统计学意义（P ＜０畅０５），Ⅲ、Ⅳ级 ＲｈｏＡ ｍＲＮＡ 表达均高
于Ⅱ级。 （３）相关性分析：ＲｈｏＡ阳性细胞率和 ＲｈｏＡ ｍＲＮＡ 表达量与胶质瘤病理分级均呈正相关性
（r ＝０畅８７５，r ＝０畅８１７，P＜０畅００１）。 结论　（１）ＲｈｏＡ 在所有已检测的胶质瘤标本中均存在表达，且表
达程度与胶质瘤病理分级呈正相关。 检测 ＲｈｏＡ的 ｍＲＮＡ和（或）蛋白的表达，可以作为胶质瘤诊断、
判断预后的一个可靠指标。 （２）ＲｈｏＡ表达水平与肿瘤恶性程度呈正相关，提示我们可以将其作为星
形细胞瘤Ⅰ ～Ⅳ级新的有效的诊断标记物，同时作为常规组织病理学的分级标准的补充。 这将有助
于描述肿瘤的生物学行为特征，选择术后进一步的治疗方案。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲｈｏＡ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｇｌｉｏｍａ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｂｅｔｗｅｅｎ ＲｈｏＡ′ｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｇｒａｄｅ ，ｆｕｔｈｅｒｍｏｒｅ，ｗｈｏｓｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｗｏｕｌｄ ｂｅ ｄｉｓｃｕｓｓｅｄ
ｆｏｒ ｄｉａｇｎｏｓｉｎｇ ｔｈｅ ｇｌｉｏｍａ， ｊｕｄｇｉｎｇ ｔｈｅ ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｇｒａｄｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ′ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ．Methods 　 Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲｈｏＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ＲｈｏＡ ｍＲＮＡ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ５３ ｃａｓｅｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｇｌｉｏｍａ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ９ ｃａｓｅｓ
ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｂｙ ＳＡＢＣ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ（ＲＴ唱ＰＣＲ）， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Results　（１） Ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＲｈｏＡ
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ １００％ ｉｎ ａｌｌ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ５３ ｈｕｍａｎ ｇｌｉｏｍａ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ９ ｎｏｒｍａｌ
ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｓａｍｐｌｅｓ．（２）Ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＲｈｏＡ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｒａｙ ｄｅｇｒｅｅ ｒａｔｉｏｓ ｏｆ ｔｈｅ ＲｈｏＡ ｍＲＮＡ ｂｅｌｔ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｏ ｔｈｅ ＧＡＰＤＨ ｍＲＮＡ ｂｅｌｔ ｖａｒｉｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇｌｙ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｇｒａｄｅｓ ．Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒａｄｅⅠａｎｄ ｇｒａｄｅ Ⅲ ｏｒ ｇｒａｄｅ Ⅳ（P＜０畅０５），ａｌｓｏ ｅｘｉｓｔｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒａｄｅⅡ ａｎｄ ｇｒａｄｅⅢ ｏｒ ｇｒａｄｅ Ⅳ
（P ＜０畅０５）．Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＲｈｏＡ ｍＲＮＡ ｉｎ ｇｒａｄｅ Ⅲ ｏｒ ｇｒａｄｅ Ⅳ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ
ｇｒａｄｅⅠ ｏｒ ｇｒａｄｅⅡ．（３）Ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ：Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｅｘｉｓｔｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＲｈｏＡ
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｏｒ ＲｈｏＡ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｇｒａｄｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｇｌｉｏｍａ （ r ＝０畅８７５，r ＝０畅８１７，P ＜
０畅００１）．Conclusions　（１）ＲｈｏＡ ｗａｓ ｐｒｅｓｅｎｔ ｉｎ ａｌｌ ５３ ｃａｓｅｓ ｇｌｉｏｍａ ｓａｍｐｌｅｓ，ｗｈｏｓｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｅ
ｔｏ ｇｒａｄｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ．Ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ＲｈｏＡ ｉｎ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｇｌｉｏｍａ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ， ｊｕｄｇｉｎｇ ｔｈｅ ｇｌｉｏｍａ
ｍａｌｉｇｎａｎｃｙ ｄｅｇｒｅｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ′ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ．（２）Ｏｕｒ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ＲｈｏＡ ｍａｙ ｓｅｒｖｅ ａｓ ｎｏｖｅｌ ａｎｄ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｍａｒｋｅｒｓ ｆｏｒ ａｓｔｒｏｃｙｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｔｕｍｏｒｓ ｏｆ ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｇｒａｄｅ Ⅰ ｔｏ Ⅳ ａｎｄ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ｆｏｒ
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ｃｕｒｒｅｎｔｌｙ ａｐｐｌｉｅｄ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ．Ｉｔ ｗｉｌｌ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅ ｔｏ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｉｎｇ ｔｕｍｏｒｓ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ ａｎｄ
ｃｈｏｏｓｉｎｇ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ａｐｐｒｏａｃｈ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｓｕｒｇｅｒｙ．

【Key words 】 　 Ｇｌｉｏｍａ； 　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ； 　 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ；　ＲｈｏＡ

　　人脑星形细胞瘤是最常见且恶性度极高的颅内肿瘤。 对于该肿瘤治疗方法的优化选择、预后判断以及
肿瘤等级确立一直是神经外科领域的研究热点。 目前该肿瘤的诊断主要根据组织病理学的分析，而传统病
理学由于诊断时存在主观性，不同的观察者所得结论不尽一致。 因此寻找对于星形细胞瘤的分级和预后能
够提供参考的客观的分子标记物，将对诊断病理学有着重要的作用。

ＲｈｏＡ是一种小分子 ＧＴＰ酶蛋白，参与肿瘤细胞多种功能［１］ 。 现已发现 ＲｈｏＡ在人类多种肿瘤中存在过
表达

［２］ 。 但目前国内外在颅内疾病中研究较多的是其与缺血性脑卒中、蛛网膜下腔出血、神经纤维损伤修
复等的关系，其与胶质瘤的相关性研究国内外文献报道较少。 本研究采用免疫组化和 ＲＴ唱ＰＣＲ法对 ５３ 例胶
质瘤标本行 ＲｈｏＡ 蛋白和 ＲｈｏＡ ｍＲＮＡ 检测，以期探讨 ＲｈｏＡ 在胶质瘤的诊断、恶性程度及预后判断中的
作用。

资料和方法

１畅一般资料：标本采自山西医科大学第一医院病理科 ２００９ 年 １０月至 ２０１０ 年１０ 月均以临床、手术及病
理确诊为胶质瘤的病例，共 ５３例，均为原发，有详细的临床资料和手术记录，术前均未接受放疗和化疗。 男
女比例为 １畅５∶１；年龄为 １９ ～７３ 岁。 按ＷＨＯ（２０００）神经上皮肿瘤分类标准对胶质瘤组织标本进行组织学
分级，其中：Ⅰ级 １１例，Ⅱ级 １３ 例，Ⅲ级 ２０ 例，Ⅳ级 ９例。 对照组９例标本取自急性颅脑损伤患者行内减压
术切除的脑组织。

２畅实验试剂：一抗（兔抗人 ＩｇＧ 型多克隆 ＲｈｏＡ抗体）、二抗（过氧化物酶标记的羊抗兔 ＩｇＧ）、ＲＴ唱ＰＣＲ试
剂盒购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司，其中一抗工作浓度为 １∶１００。 细胞总 ＲＮＡ提取试剂盒、ＳＡＢＣ 试剂盒购自上
海生工生物工程有限公司。 引物由上海生工生物工程有限公司合成；反转录酶购自 Ｇｉｂｃｏ 公司；ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ
购自美国 ＭＢＩ公司。

３畅ＳＡＢＣ免疫组化法：所有组织标本切片脱蜡至水，过氧化氢室温孵育，正常山羊血清封闭后，滴加一抗
工作液 ４ ℃过夜，再加入二抗、复合物 ＳＡＢＣ，孵育，ＤＡＢ 显色，苏木素复染，树胶封片，光镜下观察。 设磷酸
盐缓冲液（ＰＢＳ）代替一抗为空白对照。 免疫组化染色结果判断：胞质内出现棕黄色或棕褐色颗粒为 ＲｈｏＡ
阳性细胞。 观察整个切片，在×２００ 倍下，每张切片随机取 １０个视野，以阳性细胞比例的平均值定义为该肿
瘤的阳性细胞率。

４畅ＲＴ唱ＰＣＲ检测 ＲｈｏＡ ｍＲＮＡ 的表达： （１）引物序列：ＲｈｏＡ 上游 ５′唱ＣＴＧＧＴＧＡＴＴＧＴＴＧＧＴＧＡＴＧＧ唱３′，下
游 ５′唱ＧＣＧＡＴＣＡＴＡＡＴＣＴＴＣＣＴＧＣＣ唱３′，扩增长度 １８３ ｂｐ；ＧＡＰＤＨ作为内参：上游 ５′唱ＴＧＡＡＣＧＧＧＡＡＧＣＴＣＡＣＴ唱
ＧＧ唱３′，下游 ５′唱ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＧＡ唱３′，扩增长度 ３０７ ｂｐ。 （２）组织总 ＲＮＡ的提取：使用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂
提取组织总 ＲＮＡ，紫外分光光度计检测其浓度、纯度，所得 A２６０／２８０均在 １畅７ ～２畅０。 （３）ｃＤＮＡ制备及 ＰＣＲ 扩
增：取适量总 ＲＮＡ反转录成 ｃＤＮＡ，并以其为模板行扩增反应，ＲｈｏＡ 与 ＧＡＰＤＨ反应同管进行。 （４）反应条
件：９５ ℃预变性５ ｍｉｎ，然后 ９４ ℃ ３０ ｓ，５７ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ３０ ｓ，共３２ 个循环。 取扩增产物行凝胶电泳，紫外线
照射仪上观察结果，扫描保存。

５畅统计学分析：结果以均数±标准差（珋x ±s）表示，采用 ＳＰＳＳ １３畅０ 软件对数据行单因素方差分析，多重
比较采用 ＬＳＤ法，相关性分析采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 秩相关分析，P ＜０畅０５ 认为差异具有统计学意义。

结　　果

１畅ＲｈｏＡ在胶质瘤组织中的表达情况及与胶质瘤临床病理级别的关系：ＲｈｏＡ阳性表达为位于细胞质的
棕黄色或者褐色颗粒，胞核未见染色。 ＲｈｏＡ在Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ级别中均有表达，且随着级别增高，染色程度加
深、面积增加，而在对照组中没有或者弱表达（图 １）。 ＲｈｏＡ 在正常脑组织和不同病理级别脑胶质瘤中的免
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疫组化阳性细胞率结果显示：Ⅰ级［（０畅６４ ±４畅０１）％］和Ⅱ级［（１畅３６ ±７畅２７）％］之间差异无统计学意义（P
＞０畅０５），Ⅰ级和Ⅲ级［（１１畅９７ ±２畅５３）％］、Ⅳ级［（１８畅８５ ±８畅５０）％］之间差异有统计学意义（P ＜０畅０５），Ⅱ
级和Ⅲ、Ⅳ级之间差异有统计学意义（P ＜０畅０５），Ⅲ级和Ⅳ级之间差异有统计学意义（P ＜０畅０５）。 胶质瘤病
理级别越高，阳性细胞率越高，Ⅳ级胶质瘤中 ＲｈｏＡ阳性细胞率明显高于其他级别。

　　对各组胶质瘤临床病理级别与 ＲｈｏＡ阳性细胞率应用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 秩相关分析得出：r ＝０畅８７５，P ＜０畅００１，
证实 ＲｈｏＡ阳性细胞率与胶质瘤临床病理分级呈正相关。

２畅ＲｈｏＡ ｍＲＮＡ在各级别胶质瘤组织中的表达情况及与临床病理级别的关系：扩增后，ＲＴ唱ＰＣＲ 产物进
行 １％琼脂糖凝胶电泳，电泳条带结果如图 ２所示。 计算胶质瘤组织标本 ＲｈｏＡ ｍＲＮＡ与 ＧＡＰＤＨ ｍＲＮＡ 灰
度值的比值，结果显示：Ⅰ级（０畅３２ ±０畅１２）和Ⅲ级（０畅６８ ±０畅１５）、Ⅳ级（０畅９７ ±０畅２８）之间差异有统计学意义
（P ＜０畅０５），Ⅲ、Ⅳ级 ＲｈｏＡ ｍＲＮＡ表达高于Ⅰ级；Ⅱ级（０畅４１ ±０畅１４）和Ⅲ、Ⅳ级之间差异有统计学意义（P ＜
０畅０５），Ⅲ、Ⅳ级 ＲｈｏＡ ｍＲＮＡ表达高于Ⅱ级。 其余各组 ＲｈｏＡ ｍＲＮＡ表达差异无统计学意义。

·１５５２·中华临床医师杂志（电子版）２０１１ 年 ５月第 ５ 卷第 ９期　Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ（Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ Ｅｄｉｔｉｏｎ），Ｍａｙ １，２０１１，Ｖｏｌ．５，Ｎｏ．９



　　对胶质瘤患者的临床病理分级与 ＲｈｏＡ ｍＲＮＡ 表达量应用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 秩相关分析得出：r ＝０畅８１７，P ＜
０畅００１。 证实 ＲｈｏＡ ｍＲＮＡ表达量与胶质瘤病理分级成正相关。

讨　　论

人脑胶质瘤是颅内最常见且恶性度非常高的恶性肿瘤，致死、残率极高。 由于肿瘤的过度增殖、侵袭
性、浸润性的生长方式，导致肿瘤不能全切且易复发。 不同级别的星形细胞瘤患者中位生存期相差很大，治
疗方法也不相同。 而治疗方法的选择取决于诊断的精确性。 目前星形细胞瘤的诊断主要决定于传统组织
病理学的分析。 因此，寻找对于星形细胞瘤的分级和预后能够提供参考的客观的分子标记物，明确其与星
形细胞瘤的相关程度，将有助于更好地描述肿瘤的生物学特征，提高诊断的质量，指导治疗方案的制定。
胶质瘤的发生发展、增殖分化、侵袭转移等各种生物学行为均以胶质瘤细胞骨架的活动变化为基础。

ＲｈｏＡ是 Ｒｈｏ蛋白家族的一个成员。 而 Ｒｈｏ是一组主要与细胞骨架调节相关的 ＧＴＰ酶［３］ ；与 Ｒａｓ相似，Ｒｈｏ
蛋白在活化的结合态 ＧＴＰ与失活态 ＧＤＰ之间转化。 ＲｈｏＡ蛋白在调节细胞骨架、细胞分裂、细胞增殖、细胞
凋亡、细胞转录、细胞转化及恶性肿瘤细胞的浸润转移等多个方面发挥着重要作用［４］ 。 研究发现，ＲｈｏＡ 在
头颈癌［５］ 、胃癌［６］ 、肝癌［７］ 、乳腺癌、肺癌［２］ 、结肠癌［８］ 、膀胱癌、卵巢癌［９］及睾丸癌［１０］等多种恶性肿瘤中表

达异常增高。
本研究从基因和蛋白水平上利用 ＲＴ唱ＰＣＲ和免疫组化方法分别检测 ＲｈｏＡ的表达水平，发现 ＲｈｏＡ ｍＲ唱

ＮＡ和 ＲｈｏＡ蛋白在病理高级别组高表达，低级别组低表达，这与 Ｙａｎ 等［１１］
研究 ２８ 例人脑星形细胞瘤中

ＲｈｏＡ蛋白的表达情况所得结果相一致。 此外，本研究也证实 ＲｈｏＡ ｍＲＮＡ 表达量和 ＲｈｏＡ阳性细胞率均与
胶质瘤病理分级成正相关（r ＝０畅８１７，r ＝０畅８７５，P ＜０畅００１）。 这说明 ＲｈｏＡ 的表达量越多提示胶质瘤的恶性
程度越高。 而恶性程度高的患者预后较差且术后易复发，说明检测 ＲｈｏＡ 的表达可以作为肿瘤预后判断的
可靠指标。 因此，检测 ＲｈｏＡ 的表达情况可以为胶质瘤的诊断、病理级别及其预后情况的判断提供客观
依据。
但也存在与此相反的研究结果，Ｆｏｒｇｅｔ 等［１２］

用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术分析了 ２４ 例人脑星形胶质细胞瘤中
ＲｈｏＡ和 ＲｈｏＢ的表达，发现 ＲｈｏＡ和 ＲｈｏＢ的蛋白表达水平与肿瘤的病理分级呈负相关。 这一结果可能与
其选择样本量较少有关。 此外，ＲｈｏＡ的异常表达对恶性肿瘤的侵袭和转移也具有非常重要的意义。 王德
盛等

［１３］
将 ＲｈｏＡ基因转染 ＱＺＧ肝细胞系后发现其体外侵袭能力显著增强。

综上所述，ＲｈｏＡ在不同恶性程度的胶质瘤标本中均存在表达，且表达程度与胶质瘤病理分级呈正相
关，提示 ＲｈｏＡ可能成为一种新的有效的肿瘤标志物。 将其表达程度的检测与常规组织病理学结合，将有助
于判断肿瘤的恶性程度、描述其生物学特征、估计患者预后情况以及选择正确的治疗方式。 因此，通过基因
沉默或者靶向药物抑制其作用，将可能成为一种切实可行的抗癌策略。
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