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FOXD1在胶质瘤组织中的表达及其与患者预后的关系
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[摘 要]目的：检测转录因子叉头框（forkhead box, FOX)基因家族成员FOXD1在不同级别胶质瘤组织中的表达，分析FOXD1

表达高低与胶质瘤患者预后之间的关系。方法：收集40例中国医科大学附属第一医院神经外科2014年9月至2015年2月行手

术治疗的胶质瘤患者肿瘤组织标本，7例颅脑外伤患者内减压切除组织作为对照。通过qRT-PCR以及免疫组化方法分析FOXD1

在胶质瘤与正常脑组织中的表达，并行临床病理因素相关性分析。采用Kaplan-Meier法分析FOXD1表达与胶质瘤患者生存期之

间的关系，通过检索GEO(GSE4290、GSE2223)及Rembrandt等基因数据库验证FOXD1在胶质瘤组织的表达及其与患者预后的关

系。结果：qRT-PCR结果显示WHO Ⅳ级胶质瘤FOXD1的相对表达量高于正常脑组织以及 II级胶质瘤组织（均P<0.01），免疫组

化结果显示在胶质瘤组织中FOXD1蛋白的表达与患者WHO病理级别(χ2=11.73，P<0.01)关联；FOXD1高表达组和低表达组生存

率之间差异具有统计学意义（P=0.043）。多个基因数据库检索资料验证结果证实，FOXD1 mRNA在胶质瘤中的表达高于正常脑

组织，FOXD1 mRNA表达的升高与胶质瘤患者术后生存期呈负相关。结论：FOXD1在胶质瘤组织中高表达，并且随肿瘤级别升

高表达增高，FOXD1的高表达与胶质瘤患者预后呈负相关。
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Expression of FOXD1 in glioma tissues and its correlation with prognosis of
patients
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China；2. Department of Neurosurgery, First Hospital of China Medical University, Shenyang 110001, Liaoning, China）

[Abstract] Objective: To evaluate the expression level of FOXD1 in glioma tissues of different grades, and to investigate the correla-

tion between the expression of FOXD1 and the prognosis of glioma patients. Methods: The tumor tissues were collected from 40 glio-

ma patients, who received surgical treatment in the neurosurgery department of the First Hospital of China Medical University from

September 2014 to February 2015; Seven non-tumor tissues obtained from patients underwent internal decompression for traumatic

brain injury were used as controls. The FOXD1 expression in glioma and non-tumor brain tissues was analyzed by qRT-PCR and IHC,

and the correlations between clinical pathological features of glioma patients and FOXD1 expression level were analyzed. Furthermore,

the Kaplan-Meier method was used to analyze the relationship between FOXD1 expression and survival time of patients. In addition,

the expression of FOXD1 in glioma tissues and its relationship with patients’prognosis were confirmed by the data from GEO

(GSE4290, GSE2223) and Rembrandt database. Results: qRT-PCR showed that the FOXD1 mRNA expression in glioma tissues of

WHO grade IV was significantly higher than that of non-tumor brain tissues and glioma tissues of WHO grade II (P<0.01). German im-

munohistochemical score (GIS) was used to evaluate the immunohistochemical staining intensity, and the relationship between FOXD1

expression and clinical pathological features was analyzed. The results showed that FOXD1 in glioma tissues was related to WHO pha-

thological grade level (χ2=11.73，P<0.01). There was statistically significant difference between the survival time of FOXD1 high ex-

pression group and FOXD1 low expression group (P=0.043). The data from GEO data base (GSE4290, GSE2223) and Rembrandt data-

sets showed that glioma tissues have a higher FOXD1 mRNA expression level than normal brain tissues, and the elevated expression of

FOXD1 mRNA was negatively associated with the survival time of glioma patients. Conclusion: FOXD1 was highly expressed in glio-

ma tissues, and the expression level of FOXD1 was increased as the pathological grade increases. The elevated expression of FOXD1
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was related with the poor survival of glioma patients.

[Key words] glioma; forkhead box（FOX) gene; survival rate; prognosis
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神经胶质瘤是成人中最常见的原发性神经系统

肿瘤，其中成胶质细胞瘤级别和其恶性程度最高，预

后最差[1]。目前标准的治疗方案主要是通过手术切

除肿瘤，辅助以术后放化疗。由于成胶质细胞瘤细

胞具有异质性，其对于常规放疗及化疗具有抵抗

性[2]。转录因子叉头框（forkhead box，FOX）基因家族

中许多成员被证实与癌症相关，在肿瘤的形成过程

中具有重要的调控作用，它们主要通过转录因子控

制其他基因表达，参与肿瘤细胞生长、分化、凋亡、增

殖、迁移、侵袭和血管形成[3]。FOXD1为FOX家族中

的一员，其在人体胚胎组织中表达。有研究[4]报道，

FOXD1的反常表达与前列腺癌、乳腺癌以及肾透明

细胞肉瘤的发生密切相关，然而，FOXD1在脑部胶质

瘤中表达情况及其在胶质瘤的作用目前尚不明确。

本研究将对不同级别胶质瘤组织中FOXD1的表达进

行检测，分析FOXD1表达高低与胶质瘤患者预后之

间的关系。

1 材料与方法

1.1 标本来源

40例胶质瘤标本收集自中国医科大学附属第一

医院神经外科 2014年 9月至 2015年 2月行手术切除

胶质瘤组织，患者男性 22例、女性 18例；年龄 6～76

岁，平均年龄44.48岁，中位年龄46岁。其中按WHO

病理分级Ⅱ级 7例、Ⅲ级 13例、Ⅳ级 20例，所有患者

术前未进行过任何放化疗，除胶质瘤外无其他肿瘤

及重大疾病，所有术后标本均经两名病理科医生诊

断确认其肿瘤类型、分类和病理级别。7例对照标本

取自颅脑外伤患者内减压切除组织，除颅脑外伤外

无其他肿瘤及重大疾病。本研究所有标本、实验及

数据采集均取得患者同意，并签署知情同意书，本临

床研究方案经医院伦理委员会审查批准。

1.2 主要试剂和仪器

TRIzol 试剂购自 Invirogen 公司，SYBR GREEN

master mix 购自 Applied biosystems 公司，EnVision 二

步法免疫组化检测试剂盒/HRP标记，兔抗（K401111）

购自 Dako 公司，FOXD1（OAAB10686）抗体购自

AVIVA 公司，ABI 7000 荧光定量 PCR 仪购自Applied

biosystems 公司，PCR 扩增仪购自 PerkinElmer 公司。

1.3 实时荧光定量PCR检测FOXD1 mRNA在胶质

瘤组织中的表达水平

参照TRIzol试剂说明书及逆转录盒说明书，提

取胶质瘤组织及正常组织中的 RNA 并逆转录。

FOXD1 上 游 引 物 ：5' - ACAACTAAGCCTTTTT-

GAGG-3'，下 游 引 物 ：5' - AAAAGTACACCAGA-

CAAGTG-3'；GAPDH 作 为 内 参 ，上 游 引 物 ：5' -

GAAGGTGAAGGTCGGAGTCA - 3'，下游引物：5' -

TTGAGGTCAATGAAGGGGTC-3'。配制如下反应

体系：SYBR GREEN master mix 12.5 μl，基因引物

1.0 μl，内参引物 1.0 μl，反转录产物 2.0 μl，ddH2O 8.5

μl，总计25 μl。PCR反应条件：预变性95 ℃、10 min；

95 ℃、15 s，60 ℃、60 s，72 ℃、40 s，4 ℃、5 min循环

50 次 。扩增结束后输出 CT 值，计算 2-ΔΔct 值作为

mRNA表达相对水平。

1.4 免疫组织化学染色检测 FOXD1蛋白在胶质瘤

组织中的表达水平

切片经过常规脱蜡，3%过氧化氢灭活内源性过

氧化物酶，加入一抗体（FOXD1抗体1∶300）4 ℃孵育

过夜，DAB显色，苏木精复染，脱水，中性树胶封片。

结果判定：根据德国免疫组化评分法（GIS）[5-6]，

阳性细胞百分率 1%～10% 记 1 分，11%～50% 记 2

分，51%～80%记3分，大于80%记4分。同时根据染

色强度：无染色记 0分，弱染色记 1分，中等染色记 2

分，强染色记3分。最后结果为阳性细胞百分率乘以

染色强度，小于 5分为低表达，大于等于 5分并小于

等于8分为中度表达，大于8分为高度表达。

1.5 使用数据库验证FOXD1在胶质瘤组织的表达

及其与患者预后的关系

基因表达数据库（Gene Expression Omnibus data-

set，GEO dataset）访问网址：www.ncbi.nlm.nih.gov/

gds，其中 Sun dataset（GSE4290，探针 206307）和Bre-

del dataset（GSE2223，探 针 1876）被 用 于 FOXD1

mRNA的表达分析。伦勃朗数据库（Rembrandt data-

base of the Nation Cancer Institute）访问网址：http://

rembrandt.nci.nih.gov/，伦勃朗数据库（探针 206307）

被用于FOXD1 mRNA的表达分析以及患者生存数

据的分析[7-8]。

1.6 统计学处理

统计分析使用SPSS 18.0软件包完成，统计绘图

使用GraphPad Prism 6软件包完成。两组间比较采

用 t检验，FOXD1表达与胶质瘤患者临床病理因素关

系的分析采用卡方检验，Kaplan-Meier 法分析患者

FOXD1表达水平与其生存率的相关性，以P<0.05或

P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 FOXD1 mRNA在高级别胶质瘤组织中高表达

实时荧光定量PCR检测结果（图1）显示，相对正
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常脑组织（n=7），WHO Ⅱ（7 例）、III（13 例）和 IV 级

（20 例)胶质瘤 FOXD1 相对表达量分别为（1.038±

0.088），（1.207±0.192）和（1.218±0.114）。IV 胶质瘤

组织中FOXD1相对表达量较正常脑组织及 II级胶质

瘤显著升高（均 P＜0.01），而 FOXD1 相对表达量在

WHO IV级与WHO Ⅲ级胶质瘤组织中无显著差异

（P=0.830）。

2.2 FOXD1蛋白在高级别胶质瘤组织中高表达

免疫组化检测结果（图 2、表 1）发现，在 20 例

WHO IV 级胶质瘤标本中 12 例出现高表达，13 例

WHO III级胶质瘤标本中7例出现高表达，7例WHO

II级胶质瘤标本中 1例高表达，7例正常脑组织标本

中只有1例出现。FOXD1在高级别胶质瘤中的表达

高于低级别胶质瘤以及正常脑组织。

**P<0.01 vs Non-tumor or Grade II group

图1 FOXD1 mRNA在胶质瘤中的表达显著升高

Fig.1 The relative expression of FOXD1 mRNA in glioma

tissues were significantly increased

图2 免疫组化检测胶质瘤及正常脑组织中FOXD1的表达

Fig.2 The expression of FOXD1 in glioma and non-tumor brain tissues detected by IHC

表1 FOXD1在不同级别胶质瘤及正常脑组织中的表达情况

（德国免疫组化评分）（（n））

Tab.1 The expression of FOXD1 in glioma tissues of

different grade and non-tumor brain tissues (German

immunohistochemical score)（（n））

Group

Non-tumor

Grade II

Grade III

Grade IV

N

7

7

13

20

Expression level

Low

6

5

2

2

Intermediate

0

1

4

6

High

1

1

7

12

2.3 FOXD1表达与胶质瘤患者临床病理因素的关系

根据免疫组化FOXD1的表达情况，将40例胶质

瘤患者分为FOXD1低表达组、中度表达组和高表达

组，并按照患者的年龄、性别、肿瘤在颅内生长位置、

肿瘤体积大小、有无坏死及病理级别高低级别，进行

分析。使用卡方检验结果显示，在胶质瘤组织中

FOXD1 的表达与患者 WHO 级别(χ2=11.73，P<0.01)

相关，而FOXD1的表达水平在不同患者年龄、性别、

肿瘤生长位置、肿瘤体积大小、有无坏死组中的差异

无统计学意义（P>0.05，表2）。

2.4 FOXD1高表达与胶质瘤患者预后差相关

对本研究所选取的40例患者进行随访，随访时

间从 2014年 9月至 2017年 2月，以随访时间达到 30

个月或者患者死亡或复发为终止，其中失访 2例，失

访率5%。

根据免疫组化结果通过Kaplan-Meier法分析40

例患者FOXD1表达水平高低与其生存率的相关性，

使用Log-rank (Mantel-Cox) test方法，检验FOXD1高

表达组与 FOXD1低表达组比较差异有统计学意义

（P=0.015），表明FOXD1低表达组患者的预后要较高

表达组预后好，生存期长（图3）。
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表2 胶质瘤FOXD1表达水平与患者的临床病理特征的关系（（n））

Tab.2 The correlation between clinical pathological features of patients and FOXD1 expression level（（n））

Feature

Age（t/a）

Gender

Tumor location

Necrosis

Size(d/cm）

Grade

＜46

≥46

Male

Female

Supratentorial

Infratentorial

Without

With

＜4

≥4

Low-grade（II）

High-grade（III-IV）

N

18

22

22

18

30

10

14

26

17

23

7

33

Expression level
Low

3

6

5

4

7

2

3

6

2

7

5

4

Intermediate
6

5

6

5

8

3

4

7

5

6

1

10

High
9

11

11

9

15

5

7

13

10

10

1

19

χ2

0.900

0.002

0.067

0.020

2.014

11.73

P

0.638

0.999

0.967

0.990

0.365

0.003

图3 胶质瘤患者FOXD1表达高低的Kaplan-Meier生存曲线

Fig.3 Kaplan-Meier survival curve according to the

expression level of FOXD1 in gliomas

2.5 数据库检索资料验证FOXD1 mRNA在胶质瘤

组织的表达及其与患者预后的关系

使用多个基因表达数据库（Gene Expression Om-

nibus dataset，GEO dataset）验证 FOXD1 在胶质瘤中

的表达。图4A显示Sun dataset（非肿瘤脑组织23例，

Ⅱ级胶质瘤45例，Ⅲ级胶质瘤31例，成胶质细胞瘤81

例）单因素方差验证P<0.01；图4B显示Bredel dataset

（非肿瘤脑组织 4例，成胶质细胞瘤 29例），t检验P<

0.01。以上数据库验证可知，FOXD1 mRNA在胶质

瘤中的表达要高于正常脑组织。

**P<0.01 vs Non-tumor group

图4 GEO数据库存资料验证FOXD1 mRNA在胶质瘤中的表达

Fig.4 The expression of FOXD1 mRNA in gliomas confirmed by GEO database

图5A显示，伦勃朗数据库资料验证表明，在星形

细胞瘤148例、少突胶质细胞瘤67例、成胶质细胞瘤

228例及瘤旁混合组织11例中FOXD1 mRNA表达要

高于正常组织 28例（t检验，均P＜0.01）。分析还表

明，FOXD1 mRNA表达与患者术后生存率呈负相关，

这与本研究的结果相符。
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**P<0.01 vs Non-tumor

图5 Rembrandt数据库资料验证在不同类型胶质瘤组织中FOXD1 mRNA的表达及其与预后的关系

Fig.5 The expression of FOXD1 mRNA in different types of glioma tissues and its relationship with the prognosis of the patients

were confirmed by the Rembrandt database

3 讨 论

神经胶质瘤是神经系统最常见的原发性恶性肿

瘤，其不但发病率高，并且病死率也高[9]。根据WHO

病理分级，胶质瘤被分为四级，目前认为胶质瘤级别

的高低与其预后有很大关系。胶质瘤肿瘤标志物的

明确及研究对胶质瘤的早期诊断、分型、疗效评价和

监测肿瘤的复发具有重要的临床意义和价值，也是

现在神经系列肿瘤研究的一个重要方向[10]。

FOX基因家族成员在肿瘤的形成中具有重要的调

控作用，通过转录因子控制其他基因表达，参与肿瘤细

胞生长、分化、凋亡、增殖、迁移、侵袭和血管形成。

FOXM1、FOXO、FOXP3、FOXA1、FOXC2、FOXD3、

FOXG1和FOXJ2等都曾被报道和胶质瘤的发生发展有

关[11-18]。在神经胶质瘤中，FOXM1的表达明显高于正常

的脑组织，并且与胶质瘤的等级有着直接的关联；FOXM1

表达下降，胶质瘤细胞的生长以及分化等明显受到抑

制，FOXM1表达升高，胶质瘤细胞增殖明显活跃[11]。

FOXO亚族是FOX家族中参与细胞凋亡和周期中最重

要的亚群，可作为抑癌基因抑制胶质瘤细胞增殖从而

促进其凋亡[12]。FOXP3的表达减少表明胶质瘤的级别

的增加，患者的生存期也相应缩短[13]。FOXA1与乳腺

癌关系非常密切，并在多种肿瘤组织中被发现其过表

达，高级别胶质瘤患者的FOXA1亦呈过表达[14]。FOXC2

不但能够促进成胶质细胞瘤细胞增殖与侵袭，而且其

过表达与胶质瘤患者预后不良有关[15]。FOXD3在高级

别胶质瘤患者表达减少提示预后不良[16]。FOXG1的高

表达在低分化胶质瘤中可以促进胶质瘤细胞的增殖[17]。

FOXJ2的过表达能促进钙黏蛋白E的表达，抑制胶质瘤

细胞侵袭能力，当FOXJ2下调后，胶质瘤细胞的侵袭、

迁移能力能够得到增强[18]。FOXD1是转录因子叉头框

家族的一员，FOXD1反常与前列腺癌、乳腺癌以及肾透

明细胞肉瘤的发生密切相关，FOXD1在人体胚胎中广

泛表达，被认为调节器官的发生[19]，特别对间充质细胞

在器官形成期发挥着重要作用[20]，其可能具有重新编程

的作用，在小鼠中可以诱导胚胎成纤维细胞重新编程，

并诱导成为多能干细胞[21]。由上推测，FOXD1在人类

肿瘤的发生发展中可能扮演着较为复杂的角色。

FOXD1在胶质瘤中的作用国内尚缺乏相关研究

及报道。在本研究选取了40例胶质瘤组织标本以及

7例正常脑部组织标本，发现FOXD1在胶质瘤中的

表达高于正常脑组织，并且胶质瘤级别越高，其表达

越高。对FOXD1表达与胶质瘤患者临床病理因素相

关性进行分析，结果表明FOXD1的表达只与胶质瘤

级别高低相关。对患者进行生存分析，结果显示

FOXD1 高表达的胶质瘤患者存活时间明显短于

FOXD1低表达的患者。从多个数据库获得的数据也

证实胶质瘤组织FOXD1的表达量显著高于正常的组

织，FOXD1高表达提示患者预后不良。

综上所述，FOXD1在胶质瘤中高表达，表达程度

与胶质瘤的级别相关，并与胶质瘤患者的预后密切

相关，FOXD1可能在胶质瘤的致病过程中有着重要

作用。然而对于FOXD1在胶质瘤发生发展过程中涉

及到的具体分子机制目前尚不清楚，有待日后进一

步深入研究探讨。
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