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［摘要］　目的：采用免疫组织化学法（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＨＣ）、Ｓａｎｇｅｒ测序法分别对中枢神经系统肿瘤患者异柠
檬酸脱氢酶１（ｉｓｏｃｉｔｒａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ１，ＩＤＨ１）基因进行突变检测，并对结果的一致性进行分析，为临床ＩＤＨ１基因突
变检测方法的选择提供指导依据。方法：运用ＩＨＣ和 Ｓａｎｇｅｒ测序法检测６５７例人脑胶质瘤及其他中枢神经系统肿
瘤中ＩＤＨ１基因突变。结果：ＩＨＣ检测结果：６５７例样本中，２３０例发生ＩＤＨ１基因突变，４９例组织为少量阳、弱阳等可
疑阳性；Ｓａｎｇｅｒ测序法检测发现２５５例存在 ＩＤＨ１基因突变，１１例因 ＤＮＡ质量不佳无法获得可评估结果。ＩＨＣ与
Ｓａｎｇｅｒ测序法检测ＩＤＨ１基因突变具有较好的一致性（Ｋａｐｐａ＝０．８８），差异无统计学意义（Ｐ＝０．４９）；ＩＤＨ１基因突变
主要发生在ＷＨＯⅡ～Ⅲ级的星形细胞瘤、少突胶质细胞瘤、间变星形细胞瘤、间变少突胶质细胞瘤以及 ＷＨＯⅣ级
的继发性胶质母细胞瘤中。结论：ＩＨＣ检测ＩＤＨ１基因突变的结果与Ｓａｎｇｅｒ测序法检测结果具有较好的一致性，ＩＨＣ
敏感性低于Ｓａｎｇｅｒ测序法，但特异性较高，且操作相对简单，适于临床普遍开展和推广；Ｓａｎｇｅｒ测序法敏感性高，可检
测未知突变位点，ＩＨＣ检测突变阴性及不确定的病例应进一步使用Ｓａｎｇｅｒ测序法验证。
［关键词］脑肿瘤；胶质瘤；ＩＤＨ１突变；免疫组织化学法；Ｓａｎｇｅｒ测序法
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　　恶性神经胶质瘤是起源于中枢神经系统的最常
见的颅内恶性肿瘤，占颅脑肿瘤的４０％ ～５０％。胶
质母细胞瘤（ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＧＢＭ）可分为原发性ＧＢＭ
和继发性ＧＢＭ。目前，胶质瘤的标准病理学诊断依
据是世界卫生组织 （ＷｏｒｌｄＨｅａｌｔｈＯｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ，
ＷＨＯ）制定的分级系统，即根据组织学形态和分子
检测结果将其分为Ⅰ ～Ⅳ级［１］。ＩＤＨ１基因突变是
２００８年 Ｐａｒｓｏｎｓ等［２］首次在胶质瘤中发现，并且被

各国学者证实为影响胶质瘤预后的重要标志［３］。

大量临床胶质瘤的病例对照研究发现，ＩＤＨ１基因
突变好发于超过７５％的低级别胶质瘤（ＷＨＯⅡ ～
Ⅲ级）和 ９０％的继发性高级别胶质细胞瘤［４］。因

此，ＩＤＨ１基因突变被认为是胶质瘤发生的早期事
件，可能是胶质瘤发生的驱动因子，对胶质瘤的发生

和发展具有重要影响［５］。现在普遍认为 ＩＤＨ１突变
是初级胶质瘤和ｓＧＢＭ的确定性分子标志物［６］。超

过９０％的ＩＤＨ１突变发生于４号外显子上第１３２位
氨基酸碱基序列（ＣＧＴ突变为ＣＡＴ），导致其编码的
氨基酸由精氨酸突变为组氨酸（Ｒ１３２Ｈ）。常规组
织病理学在胶质瘤的分型方面具有一定的局限性，

而近期研究发现 ＩＤＨ１突变状态可辅助病理及临床
医师对胶质瘤进行更加精准的诊断分型［２］。目前，

临床常用的 ＩＤＨ１突变检测方法主要为免疫组织化
学法（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＨＣ）和 Ｓａｎｇｅｒ测序法，
然而对于二者检测 ＩＤＨ１基因突变一致性的比较分
析鲜有报道，方法选择策略尚待明确。

本研究中，我们回顾性地收集了６５７份胶质瘤患
者肿瘤样本，同时利用Ｌｅｉｃａ全自动免疫组化系统与
Ｓａｎｇｅｒ测序法检测ＩＤＨ１基因突变，评估两种检测技
术的检测效能及一致性，为临床及病理医生在 ＩＤＨ１
突变不同检测方法的选择上提供指导依据。

１　材料与方法
１．１　标本来源

收集２０１４年至２０１９年中山大学肿瘤防治中心
手术切除且经病理确诊为胶质瘤及其它神经上皮性

肿瘤标本６５７例，其中男性３７１例，女性２８５例，平
均年龄（４０．５±１７．５）岁，范围（１～８１岁）。病理分
级依据２００７年版 ＷＨＯ中枢神经系统肿瘤病理分

级标准：Ⅰ级５４例（毛细胞星形细胞瘤５０例、室管
膜下瘤２例、胚胎发育不良性神经上皮肿瘤１例、室
管膜下巨细胞星形细胞瘤１例），Ⅱ级１９２例（星形
细胞瘤１１９例、少突胶质细胞瘤５０例、室管膜瘤８
例、少突星形细胞瘤４例、多形性黄色星形细胞瘤４
例、节细胞胶质瘤４例、中枢神经细胞瘤２例、脑室
外神经细胞瘤１例），Ⅲ级１１８例（间变型星形细胞
瘤５９例、间变型少突胶质细胞瘤３３例、间变型室管
膜瘤１５例、间变型少突星形细胞瘤５例、间变型毛
细胞型星形细胞瘤２例、节细胞胶质瘤１例、间变型
多形性黄色星形细胞瘤１例、乳头状脑膜瘤１例、间
变型节细胞胶质瘤１例），Ⅳ级２９３例（原发性胶质
母细胞瘤２４８例、继发性胶质母细胞瘤１８例、弥漫
中线胶质瘤１５例、组织类型未明胶质瘤６例、胶质
肉瘤４例、非典型畸胎样／横纹肌样肿瘤１例、髓母
细胞瘤１例）。
１．２　ＩＨＣ

常规石蜡包埋组织切片，厚３～４μｍ，６５℃烤片
１ｈ。使用 ＩＤＨ１Ｒ１３２Ｈ即用型鼠抗人单克隆抗体
（福州迈新生物技术开发有限公司），采用 Ｌａｉｃａ全
自动免疫组化仪（ＬｅｉｃａＭｉｃｒｏｓｙｓｔｅｍｓＮｕｓｓｌｏｃｈＧｍ
ｂＨ）进行检测。阳性判读标准：≥１０％的肿瘤细胞
胞浆内有棕黄色或棕褐色颗粒。

１．３　Ｓａｎｇｅｒ测序法
常规石蜡包埋组织切片，根据ＨＥ染色结果，富

集肿瘤细胞区域（大于６０％）并按试剂盒说明书进
行组织ＤＮＡ提取（ＦＦＰＥＤＮＡＫｉｔ试剂盒，ＱＩＡＧＥＮＡ
公司）。ＩＤＨ１基因４号外显子扩增引物由上海英潍
捷基公司合成，ＩＤＨ１正向引物 Ｆ：５’ＴＧＣＣＡＣ
ＣＡＡＣＧＡＣＣＡＡＧＴＣＡ３’；反向引物Ｒ：５’ＣＣＴＴＧＣＴ
ＴＡＡＴＧＧＧＴＧＴＡ３’，扩增产物长度为２９０ｂｐ。配置
２５μＬＰＣＲ反应体系：ＤＮＡ模板５μＬ，ＩＤＨ１引物上
下游使用液各（１０μＭ）１μＬ，２×ＰｒｅｍｉｘＥＸＴａｐＴＭ

１２．５μＬ，去离子水５．５μＬ。ＰＣＲ反应条件为９４℃
５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５６℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，共３２个循环；
７２℃ ５ｍｉｎ，４℃保温。使用ＡＢＩ３５００ＸＬ型测序分析
仪进行双向测序，使用Ｃｈｒｏｍａｓ软件分析测序结果，
根据碱基信号峰图判定是否存在突变。
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１．４　统计学分析
应用Ｒ语言软件进行统计学分析，ＩＨＣ与 Ｓａｎ

ｇｅｒ测序法的差异及一致性比较采用配对 χ２检验及
Ｋａｐｐａ一致性检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义；
Ｋａｐｐａ≥０．７５两者一致性较好，０．４≤Ｋａｐｐａ＜０．７５两
者一致性中等，Ｋａｐｐａ＜０．４两者一致性较差［７］。

２　结　果

２．１　ＩＨＣ检测ＩＤＨ１基因突变
ＩＤＨ１Ｒ１３２Ｈ阳性主要分布于细胞浆（图 １）。

本研究结果显示，３５．０％（２３０／６５７）标本可见 ＩＤＨ１
Ｒ１３２Ｈ蛋白表达（表１）。另有４９例标本检测结果
为少量阳、弱阳等可疑阳性，经 Ｓａｎｇｅｒ测序进一步
验证，其中２３例为阳性，２６例为阴性。

图１胶质细胞瘤形态学ＨＥ染色及相应的ＩＤＨ１Ｒ１３２Ｈ表达（×１００）
Ｆｉｇｕｒｅ１．ＨＥＳｔａｉｎｉｎｇａｎｄＣｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇＩＤＨ１Ｒ１３２ＨＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧｌｉｏｍａｓ（×１００）
ＰａｎｅｌＡａｎｄＢｓｈｏｗｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＩＤＨ１ｗｉｌｄｔｙｐｅｇｌｉｏｍａｂｙＨＥｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＩＤＨ１Ｒ１３２ＨｂｙＩＨＣｓｔａｉｎｉｎｇ；Ｐａｎｅｌ
ＣａｎｄＤｓｈｏｗｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＩＤＨ１ｍｕｔａｎｔｇｌｉｏｍａｂｙＨＥｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＩＤＨ１Ｒ１３２ＨｂｙＩＨＣｓｔａｉｎｉｎｇ．ＨＥ：ｈｅｍａｔｏｘｙ
ｌｉｎｅｏｓｉｎ．

２．２　Ｓａｎｇｅｒ测序法检测ＩＤＨ１基因突变

在胶质瘤中，ＩＤＨ１基因最常见突变位点为４号
外显子第 １３２位密码子的错义突变（ＣＧＴ＞ＣＡＴ，
Ｒ１３２Ｈ）。本研究６５７例样本中，３８．８％（２５５／６５７）
检测出ＩＤＨ１Ｒ１３２基因点突变（表１），其中 Ｒ１３２Ｈ
突变２５１例（９８．４％），Ｒ１３２Ｇ（１３２位精氨酸突变为
甘氨酸）突变２例（０．８％），Ｒ１３２Ｃ（１３２位精氨酸突变
为半胱氨酸）及Ｒ１３２Ｓ（１３２位精氨酸突变为丝氨酸）
各１例（０．４％）（图２、３，表２）。此外，１１例样本经
Ｓａｎｇｅｒ测序检测失败进一步行ＩＨＣ检测，结果显示其
中７例阴性，３例为阳性，１例组织掉片无法检测。

图２　琼脂糖凝胶电泳结果
Ｆｉｇｕｒｅ２．ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＡｇａｒｏｓｅＧｅｌＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ
ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｓｈｏｗｓｔｈａｔＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄ
ｕｃｔｓｏｆＩＤＨ１ａｒｅ２９０ｂｐｉｎｌｅｎｇｔｈ．Ｍａｒｋｅｒ１－５ａｒｅｆｉｖｅｒａｎ
ｄｏｍｌｙｓｅｌｅｃｔｅｄｓａｍｐｌｅｓｏｆＩＤＨ１ｍｕｔａｔｉｏｎ．ＰＣＲ：Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ．
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表１　ＩＨＣ与Ｓａｎｇｅｒ测序法检测结果比较

Ｔａｂｌｅ１．ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＩＨＣａｎｄＳａｎｇｅｒＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｔｙｐｅ ＷＨＯｇｒａｄｅ Ｎ ＩＨＣ Ｓａｎｇｅｒｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ（％） Ｍｕｔａｔｉｏｎ（％）

Ｐｉｌｏｃｙｔｉｃａｓｔｒｏｃｙｔｏｍａ Ｉ ５０ １（２） ０（０）

Ｓｕｂｅｐｅｎｄｙｍｏｍａ Ｉ ２ ０（０） ０（０）

Ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃｄｙｓｐｌａｓｔｉｃｎｅｕｒｏｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｎｅｏｐｌａｓｍ Ｉ １ ０（０） ０（０）

Ｓｕｂｅｐｅｎｄｙｍａｌｇｉａｎｔｃｅｌｌａｓｔｒｏｃｙｔｏｍａ Ｉ １ ０（０） ０（０）

Ｔｏｔａｌ（Ｉ） Ｉ ５４ １（１．９） ０（０）

Ａｓｔｒｏｃｙｔｏｍａ ＩＩ １１９ ７２（６０．５） ８５（７１．４）

Ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｇｌｉｏｍａ ＩＩ ５０ ４２（８４） ４４（８８）

Ｅｐｅｎｄｙｍｏｍａ ＩＩ ８ ０（０） ０（０）

Ｏｌｉｇｏａｓｔｒｏｃｙｔｏｍａ ＩＩ ４ ２（５０） ２（５０）

Ｐｌｅｏｍｏｒｐｈｉｃｘａｎｔｈｏａｓｔｒｏｃｙｔｏｍａ ＩＩ ４ ０（０） １（２５）

Ｇａｎｇｌｉｏｇｌｉｏｍａ ＩＩ ４ １（２５） ２（５０）

Ｃｅｎｔｒａｌｎｅｕｒｏｃｙｔｏｍａ ＩＩ ２ ０（０） ０（０）

Ｅｘｔｒａｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｎｅｕｒｏｃｙｔｏｍａ ＩＩ １ ０（０） ０（０）

Ｔｏｔａｌ（ＩＩ） ＩＩ １９２ １１７（６０．９） １３４（６９．３）

Ａｎａｐｌａｓｔｉｃｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｇｌｉｏｍａ ＩＩＩ ５９ ３３（５５．９） ３６（６１．０）

Ａｎａｐｌａｓｔｉｃｅｐｅｎｄｙｍｏｍａ ＩＩＩ ３３ ２７（８１．８） ２７（８１．８）

Ａｎａｐｌａｓｔｉｃｅｐｅｎｄｙｍｏｍａ ＩＩＩ １５ ０（０） ０（０）

Ａｎａｐｌａｓｔｉｃｏｌｉｇｏａｓｔｒｏｃｙｔｏｍａ ＩＩＩ ５ ５（１００） ５（１００）

Ａｎａｐｌａｓｔｉｃｐｉｌｏｃｙｔｉｃａｓｔｒｏｃｙｔｏｍａ ＩＩＩ ２ ０（０） ０（０）

Ｇａｎｇｌｉｏｇｌｉｏｍａ ＩＩＩ １ ０（０） ０（０）

ＡｎａｐｌａｓｔｉｃＰｌｅｏｍｏｒｐｈｉｃｘａｎｔｈｏａｓｔｒｏｃｙｔｏｍａ ＩＩＩ １ ０（０） ０（０）

Ｐａｐｉｌｌａｒｙｍｅｎｉｎｇｉｏｍａ ＩＩＩ １ ０（０） ０（０）

Ａｎａｐｌａｓｔｉｃｇａｎｇｌｉｏｇｌｉｏｍａ ＩＩＩ １ １（１００） １（１００）

Ｔｏｔａｌ（ＩＩＩ） ＩＩＩ １１８ ６６（５５．９） ６９（５８．５）

ＰｒｉｍａｒｙＧＢＭ ＩＶ ２４８ ３４（１３．７） ３８（１５．３）

ＳｅｃｏｎｄａｒｙＧＢＭ ＩＶ １８ １１（６１．１） １２（６６．７）

Ｄｉｆｆｕｓｅｍｉｄｌｉｎｅｇｌｉｏｍａ ＩＶ １５ ０（０） ０（０）

Ｇｌｉｏｓａｒｃｏｍａ ＩＶ ４ ０（０） ０（０）

Ａｔｙｐｉｃａｌｔｅｒａｔｏｉｄ／ｒｈａｂｄｏｉｄｔｕｍｏｒ ＩＶ １ ０（０） ０（０）

Ｍｅｄｕｌｌｏｂｌａｓｔｏｍａ ＩＶ １ ０（０） ０（０）

Ｕｎｃｅｒｔａｉｎ ＩＶ ６ １（１６．７） ２（３３．３）

Ｔｏｔａｌ（ＩＶ） ＩＶ ２９３ ４６（１５．７） ５２（１７．７）

Ｔｏｔａｌ（Ｉ－ＩＶ） ６５７ ２３０（３５．０） ２５５（３８．８）

ＩＨＣ：Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ；ＷＨＯ：ＷｏｒｌｄＨｅａｌｔｈＯｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ．

表２　２５５例脑胶质瘤中ＩＤＨ１突变位点分布

Ｔａｂｌｅ２．ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＩＤＨ１Ｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｎ２５５ＣａｓｅｓｏｆＧｌｉｏｍａ

Ｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｔｅ Ａｍｉｎｏａｃｉｄｃｈａｎｇｅ Ｎ Ｍｕｔａｔｉｏｎｒａｔｅ（％）

Ｇ３９５Ａ Ｒ１３２Ｈ ２５１ ９８．４

Ｃ３９４Ｔ Ｒ１３２Ｃ １ ０．４

Ｃ３９４Ｇ Ｒ１３２Ｇ ２ ０．８

Ｃ３９４Ａ Ｒ１３２Ｓ １ ０．４
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图３　ＩＤＨ１野生型和ＩＤＨ１突变型的Ｓａｎｇｅｒ测序结果
Ｆｉｇｕｒｅ３．ＳａｎｇｅｒＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇＲｅｓｕｌｔｓｏｆＷｉｌｄＴｙｐｅａｎｄＭｕｔａｔｅｄＩＤＨ１

２．３　ＩＨＣ与Ｓａｎｇｅｒ测序法检测结果比较
本研究共纳入６５７例标本，其中４９例ＩＨＣ结果

可疑、１１例 Ｓａｎｇｅｒ测序失败，共有５９７例标本同时
完成ＩＨＣ及 Ｓａｎｇｅｒ测序检测。其中，９４．５％（５６４／
５９７）检测结果一致，仅有５．５％（３３／５９７）两种方法
检测结果存在差异。两者检测结果通过配对 χ２检
验比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．４９，表３）；通过
Ｋａｐｐａ一致性检验分析，两种检测方法的结果具有
较好的一致性（Ｋａｐｐａ＝０．８８）。
表３　ＩＨＣ和Ｓａｎｇｅｒ测序法检测结果的配对χ２检验分析
Ｔａｂｌｅ３．ＭｃＮｅｍａｒＢｏｗｋｅｒＴｅｓｔｆｏｒＲｅｓｕｌｔｓｏｆＩＨＣａｎｄ
ＳａｎｇｅｒＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

ＩＨＣ Ｓａｎｇｅｒｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ｎｅｇａｔｉｖｅ

Ｔｏｔａｌ

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ２１３ １４ ２２７
Ｎｅｇａｔｉｖｅ １９ ３５１ ３７０
Ｔｏｔａｌ ２３２ ３６５ ５９７

ＩＨＣ：Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．

两种检测方法不一致的３３例标本中，１４例ＩＨＣ
检测为阳性而Ｓａｎｇｅｒ测序为阴性，１９例ＩＨＣ检测为

阴性而Ｓａｎｇｅｒ测序为阳性。
２．４　高通量测序法验证ＩＨＣ和Ｓａｎｇｅｒ测序不一致
标本

　　本研究中，共有３３例样本经两种方法检测后结
果不一致，我们对其中１１例进行高通量测序验证，
其余２２例因核酸质量不足而无法进行进一步验证。
结果发现，６例原本是ＩＨＣ阳性、Ｓａｎｇｅｒ测序阴性的
标本，高通量测序结果为５例阳性，１例阴性；５例原
本是Ｓａｎｇｅｒ测序阳性、ＩＨＣ阴性的标本，高通量测序
结果全部为阳性（图４，表４）。
表４　高通量测序法验证ＩＨＣ和Ｓａｎｇｅｒ测序结果不一致标本
Ｔａｂｌｅ４．ＨｉｇｈＴｈｒｏｕｇｈｐｕｔＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇＶｅｒｉｆｙｉｎｇＳｐｅｃｉ
ｍｅｎｓｗｉｔｈＩｎｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔＲｅｓｕｌｔｓＤｅｔｅｃｔｅｄｂｙＩＨＣａｎｄＳａｎ
ｇｅｒＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

ＩＤＨ１ ＮＧＳ＋ ＮＧＳ－ Ｔｏｔａｌ

ＩＨＣ＋Ｓａｎｇｅｒ－ ５ １ ６

ＩＨＣＳａｎｇｅｒ＋ ５ ０ ５

ＮＧＳ：Ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ；ＩＨＣ：Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ；Ｓａｎｇｅｒ：

Ｓａｎｇｅｒｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ．
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图４　ＩＤＨ１Ｒ１３２Ｈ突变型的高通量测序结果
Ｆｉｇｕｒｅ４．ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＩＤＨ１Ｒ１３２ＨＭｕｔａｔｉｏｎｓＤｅｔｅｃｔｅｄｂｙＨｉｇｈＴｈｒｏｕｇｈｐｕｔＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

２．５　原发性与继发性胶质母细胞瘤比较
２６６例ＩＶ级胶质母细胞瘤中，２４８例为原发性，

１８例为继发性。检测结果显示，继发性胶质母细胞
瘤ＩＤＨ１基因突变阳性率明显高于原发性胶质母细
胞瘤（Ｐ＝０．０２５，表 ５）。继发性胶质母细胞瘤中
ＩＤＨ１基因突变阳性率在 ＩＨＣ和 Ｓａｎｇｅｒ测序中分别
为６１．１％和６６．７％，原发性胶质母细胞瘤阳性率分
别为１３．７％和１５．３％。
表５　原发性ＧＢＭ和继发性ＧＢＭＩＤＨ１基因突变率结果的
比较

Ｔａｂｌｅ５．ＩＤＨ１ＭｕｔａｔｉｏｎＲａｔｅｓｏｆＰｒｉｍａｒｙａｎｄＳｅｃｏｎｄａｒｙ
ＧＢＭ

Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｔｙｐｅ

Ｎ Ｎｕｍｂｅｒｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｃａｓｅｓ（％）

ＩＨＣ Ｓａｎｇｅｒｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

ＰｒｉｍａｒｙＧＢＭ ２４８ ３４（１３．７） ３８（１５．３）

ＳｅｃｏｎｄａｒｙＧＢＭ １８ １１（６１．１） １２（６６．７）

ＧＢＭ：Ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ；ＩＨＣ：Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．

３　讨　论

位于染色体２ｑ３３上的 ＩＤＨ１基因，编码异柠檬
酸脱氢酶，其作用是催化异柠檬酸氧化为草酰琥珀

酸，然后转化为 α酮戊二酸，导致烟酰胺腺嘌呤二
核苷酸磷酸（ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅａｄｅｎｉｎｅｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅ，ＮＡＤＰＨ）的产生。在人类基因组中编码的５
种异柠檬酸脱氢酶蛋白中，至少有３种位于线粒体
中，而 ＩＤＨ１位于细胞质和过氧化物酶体内［８］。

ＩＤＨ１蛋白酶形成一个非对称性同源二聚体，是细胞
三羧酸循环中重要的限速酶［９］，并被认为通过产生

ＮＡＤＰＨ在细胞控制氧化损伤中发挥重要作用，而
ＩＤＨ２与ＩＤＨ３主要参与细胞的能量代谢［１０］。早期

研究发现ＩＤＨ１的突变与脑胶质瘤密切相关［２，１１］，之

后又发现其与前列腺癌、副神经节瘤、大肠癌、胆管

癌、软骨肉瘤以及急性髓细胞白血病相关［１２］。其致

瘤机制为突变的 ＩＤＨ能将 α酮戊二酸转化为２羟
戊二酸，且后者可以抑制前者的靶点，导致这些靶点

表达异常而引发癌症。最新的研究发现，在肝内胆

管细胞癌中，也有 ＩＤＨ１突变［１３］。随着研究的不断

深入，越来越多的研究证实，ＩＤＨ１基因突变与胶质
瘤的发生、发展有着重要关系［１４］。

ＩＤＨ１在胶质瘤中突变类型均是碱基错义突变
导致单个氨基酸替换，且突变均发生于与异柠檬酸

盐结合部位的进化保守区域。本研究发现，９０％以
上的突变类型是 Ｒ１３２Ｈ，密码子由 ＣＧＴ突变为
ＣＡＴ，与之前文献报道一致［１５］。其它位点可偶见报

道，Ｈａｒｔｍａｎｎ等［１６］研究表明非 Ｒ１３２Ｈ突变类型发
生率低于 ５％。本研究结果与既往报道结果相
似［１７１８］，Ｓａｎｇｅｒ测序法仅检测到４例（１．６％）Ｒ１３２Ｈ
以外的点突变类型，分别为２例Ｒ１３２Ｇ、１例 Ｒ１３２Ｃ
及１例Ｒ１３２Ｓ。本研究显示，这些稀有突变分布在
不同的胶质瘤亚型中：２例 Ｒ１３２Ｇ分别发现于星形
细胞瘤和胶质母细胞瘤；１例 Ｒ１３２Ｃ发现于间变型
星形细胞瘤；１例Ｒ１３２Ｓ发现于间变型星形细胞瘤，
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但因例数过少，无法分析少见 ＩＤＨ１突变类型与组
织学分型之间是否存在联系，但是有文章发现这些

少见突变类型的发生可能有谱系偏爱性［１９］。关于

这些少见突变是否具有与 Ｒ１３２Ｈ突变同等重要的
鉴别诊断意义及判读预后价值，尚需更加深入的研

究。

我们通过两种方法进行 ＩＤＨ１突变状况的分
类，结果显示，不同组织病理分型中突变阳性率存有

一定的差异性，在５４例Ⅰ级胶质瘤中，仅有１例毛
细胞型星形细胞瘤可见 ＩＤＨ１基因突变，其发生机
制可能与其他低级别胶质瘤不同［２０］。另一方面，也

提示我们对于低级别星形细胞瘤，当组织病理学诊

断不明确，无法区分弥漫性星形细胞瘤和毛细胞型

星形细胞瘤时，可通过 ＩＤＨ１基因突变检测加以鉴
别，以便给患者带来最适合的治疗方案，取得最好的

治疗效果［２１］。本研究中，两种检测方法的结果显

示，ＩＤＨ１基因突变阳性率在Ⅱ～Ⅲ级的星形细胞瘤
和少突胶质细胞瘤中及Ⅳ级继发性ＧＢＭ中较高，而
在原发性 ＧＢＭ中 ＩＤＨ１基因突变阳性率较低（约
１５％）（表１），原发性ＧＢＭ中ＩＤＨ１基因突变率与国
内外文献报道基本一致（１１．３９％ ～１７．６４％）［２１２９］。
以往的研究表明，继发性与原发性ＧＢＭ发病机制有
所不同，原发性ＧＢＭ病变迅速出现，恶性前体病变
的临床证据比较少，而继发性ＧＢＭ从低级别的神经
胶质瘤发展而来［３０］。ＷＨＯⅡ级中少突星形细胞瘤
突变率为５０％（２／４）、４例多形性黄色星形细胞瘤
突变率为２５％（１／４）、４例节细胞胶质瘤突变率为
５０％（２／４），其他间变型室管膜瘤、间变型毛细胞型
星形细胞瘤、间变型多形性黄色星形细胞瘤等其他

类型肿瘤中均未发现 ＩＤＨ１基因突变。ＷＨＯⅢ级
中５例间变型少突星形细胞瘤和１例间变型节细胞
胶质瘤均可见突变；以上研究说明 ＩＤＨ１突变频繁
发生于一些特定类型的胶质瘤，特别是星形细胞瘤、

少突胶质细胞瘤及继发性胶质母细胞瘤中，而在室

管膜瘤、髓母细胞瘤等其他胶质瘤中罕见发生［３１］。

本研究发现，ＩＨＣ与 Ｓａｎｇｅｒ测序法检测 ＩＤＨ１
基因突变结果具有较好的一致性（Ｋａｐｐａ＝０．８８）。
Ｓａｎｇｅｒ测序法是目前测定ＩＤＨ１突变的最常用方法，
可检测具体的突变位点，但操作较为繁琐，对实验室

环境设备及技术员操作技能要求高。来源于肿瘤周

围正常脑组织及淋巴细胞的 ＤＮＡ可能将低丰度的
突变序列稀释，导致其低于检测阈值而呈现假阴性

结果。另外，Ｓａｎｇｅｒ测序法敏感性较低，需要至少
２０％突变的等位基因才能得出准确的结果［３２］。ＩＨＣ

法操作简单，绝大多数病理实验室均可以开展，无论

手工还是自动化仪器均可获得较为满意的结果，但

有时免疫组化仪染色可能出现背景偏深或局灶少量

染色难以明确判读，给病理医师的诊断分型带来困

难，甚至产生假阳性结果。本研究中，有４９例 ＩＨＣ
结果为弱阳性、少量阳性及不确定等难以明确分类

的样本，经 Ｓａｎｇｅｒ测序均得到了明确的判读结果，
即２３例为突变型，２６例为野生型。由此可见，对于
ＩＨＣ结果可疑或无法判读的样本，进一步进行 Ｓａｎ
ｇｅｒ测序检测有助于明确结果，为临床和病理医师提
供更多诊断依据。

本研究中有１４例 ＩＨＣ检测阳性，但 Ｓａｎｇｅｒ测
序检测为阴性的病例，Ｓａｎｇｅｒ测序假阴性的结果可
能与肿瘤细胞含量较低有关。值得注意的是，４例
为Ｒ１３２Ｈ以外的少见突变位点阳性的样本（１例
Ｒ１３２Ｃ突变、２例 Ｒ１３２Ｇ突变及１例 Ｒ１３２Ｓ突变）
均为Ｓａｎｇｅｒ测序检测阳性，但ＩＨＣ为阴性。这是因
为ＩＨＣ所用抗体主要针对Ｒ１３２Ｈ位点突变设计，并
不适用于其他类型的突变，这会导致少见突变位点

漏诊的情况发生。而 Ｓａｎｇｅｒ测序法则不受此局限，
因为它可明确读出目标区域的碱基序列，所以无论

是已知突变位点还是未知突变位点都可以检测到。

由于常规组织病理在胶质瘤诊断分型方面具有一定

的局限性，ＩＤＨ１Ｒ１３２基因位点突变检测的辅助诊
断价值日益凸显。高通量测序法的验证结果显示，

分子病理诊断应用于临床的重要性，而分子标志物

对肿瘤分类、预后判断和进展预测都有重要意义。

２０１６年新版《ＷＨＯ中枢神经系统肿瘤分类》认为组
织学与分子病理分类结果存在分歧时首先考虑分子

病理诊断，然而组织学分型十分重要，不能单独依据

分子病理结果对中枢神经系统肿瘤分类。中枢神经

系统ＷＨＯ肿瘤分级依然按照组织学标准进行［３３］。

所以在临床实践中，应根据实际情况选择检测方法，

必要时ＩＨＣ与Ｓａｎｇｅｒ测序应互为补充，以获得更加
精准的检测结果。

基于ＩＤＨ１基因突变对胶质瘤具有重要的生物
学意义和治疗价值，目前靶向 ＩＤＨ１基因突变的药
物研发成为医药界的研究热点。例如，小分子化合

物ＡＧＩ５１９８和ＡＧＩ６７８０、针对包含ＩＤＨ１Ｒ１３２Ｈ氨
基酸１２３～１４２的多肽疫苗以及能激活 ＣＤ８＋Ｔ细
胞的 ＩＤＨ１Ｒ１３２Ｈ的多肽疫苗［３４３７］。近年来，有研

究发现周细胞也可以作为胶质瘤潜在的治疗靶

点［３８］。

综上所述，ＩＤＨ１突变主要发生在ＷＨＯⅡ、Ⅲ和
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Ⅳ级的星形细胞、少突胶质细胞以及继发性胶质母
细胞瘤中。ＩＨＣ和 Ｓａｎｇｅｒ测序法检测 ＩＤＨ１基因突
变的结果具有较高的一致性，两种平台方法都比较

成熟，基本上能够满足临床检测需求。目前尚无一

种突变检测方法可以完全避免假阴性或者假阳性而

完全准确地检测出基因变异结果，各有优势和不足：

免疫组化染色简单、快捷、检测费用相对较低且结果

稳定，但有时全自动免疫组化仪染色结果背景偏深，

易出现判读困难和假阳性现象；Ｓａｎｇｅｒ测序可检测
已知和未知突变位点，有降低假阴性结果的产生的

优势，但Ｓａｎｇｅｒ测序耗时长，检测费用高，对实验室
环境要求高。在临床实践中，如有必要应结合多种

检测方法以得到准确的结果，以更快地辅助病理诊

断及临床治疗，也为抗胶质瘤药物的研发提供参考。
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