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摘 要2 【目的】通过检测骨肉瘤组织中 A!% !"#$ % &’($基因的表达及其 M?F序列变化，探讨它们与骨肉瘤生
物学特性之间的关系及其对预后的评价。【方法】采用原位杂交及免疫组化法检测 =< 例人骨肉瘤 A!% !"#$ % &’($

基因 .E?F及 A!%蛋白的表达。采用 QNE$@@NQ方法检测骨肉瘤 A!% !"#$ % &’($ 基因 M?F变化。采用双脱氧核苷
酸末端终止法进行 M?F的直接测序。【结果】! A!% 蛋白表达阳性率在骨肉瘤中为 %PR（P S =<）；" A!% !"#$ % &’($

基因 .E?F表达阳性率在骨肉瘤中为 =!R （%’ S =<）；# M?F序列分析结果显示，骨肉瘤中 A!% !"#$ % &’($ 基因第

三外显子（7T;9#）的 5M?F全长序列的 ("’位碱基处发生 N&J改变，发生率为 =)R（%) S #(）。7T;9!/的 5M?F全
长序列的 %P) 位、#"#位碱基处发生 U&J改变，发生率为 (R（! S #(）。7T;9!V的 5M?F全长序列的 <!! 位碱基
处发生 U&F改变，发生率为 !: )R （% S #(）。【结论】!随着骨肿瘤恶性度的升高，A!% !"#$ % &’($ 基因 .E?F及
A!% 蛋白的表达下降。" A!% !"#$ % &’($基因 .E?F在骨肉瘤中的表达对预后有影响。#本实验对中国人群骨肉瘤
A!% !"#$ % &’($ 基因 M?F 多态性位点进行了新的定位，这些位点可能会对今后对该基因的研究提供有意义的参
考。
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一个名为野生型 #$%激动片段 &—#’& !"#$ % &’($

的基因（又叫做 #’&( )*+&( ,-.& /0 12-&），它直接
受 #$%调节，自身也可以在细胞培养中抑制肿瘤细
胞的生长 3 &) ’ 4。诱导 #’& !"#$ % &’($基因的表达，可能

是使有 25*受损的细胞停止生长，以便修复受损
的 25*，或者是使细胞发生凋亡的重要方式。基于
#’& !"#$ % &’($ 基因的突变和基因表达的变化在肿瘤

的发生、发展过程中（尤其是在骨肉瘤中）起作用这

一假说，我们研究了 #’& !"#$ % &’($基因 675*( #’&
蛋白 和 25* 序列变化，结合临床随访和临床病理
资料，对 #’& !"#$ % &’($ 基因与骨肉瘤生物学特性及

临床预后的关系进行了研究。

& 材料和方法

&8 & 材 料
本实验研究 !$例骨肉瘤实体瘤标本、&9例骨

纤维结构不良标本和 $9例正常人血标本。来源：!$
例骨肉瘤标本、&9 例骨纤维结构不良标本来自
&::% ; &::<年中山医科大学附属第一医院手术切
除标本；$9例正常人血标本来自中山大学法医系
物证教研室。每次实验前取 98 & =骨肉瘤组织，在
严格的无菌条件下进行，并用焦磷酸二乙酸酯

>2?.,@水处理以防止 75ABC的污染。将实体瘤标
本进行石蜡包埋和切片。再次经病理诊断后，开始

进行实验。按照前人已经采用的方法 3 % 4抽提基因组

25*，用于 .,7D11,.及 25*测序。
&8 ’ 方 法
&8 ’8 & 免疫组织化学法研究 #’& 蛋白的表达
采用免疫组织化学 E1*F法。一抗采用 #’& 鼠抗人
单克隆 -=G&抗体 > 1AHIA ,0JK ,/0#/0AIL/H @。本实验
采用 2*MN ?HOLBL/HPQ R 1SBIC6( #C0/TLUABC >2*F@
MLI >2*MN ,/0#/0AIL/H @ 免疫组织化学染色试剂

盒。

&8 ’8 ’ 原位杂交方法研究 #’& !"#$ % &’($ 675* 的
表达 原位杂交方法采用前人报道的方法 3 ! 4。生

物素寡核苷酸标记的 V75* 探针由北京大学病理
学教研室提供。

&8 ’8 % .,7D11,. 分析法初步筛查 #’& !"#$ % &’($

25* 突变 .,7D11,. 分析法采用前人报道的方
法并加以改良 3 $ 4。#’& !"#$ % &’($ 基因内含子 D外显子
序列边界的寡核苷酸引物被用来扩增 #’& !"#$ % &’($

基因的第二外显子和第三外显子，因为 #’& !"#$ % &’($

基因开放读写框仅仅包括这两个外显子 3 & 4。这些引

物的序列是： CT/H’A， %%< W#： #0L6C0 &， $X
D,*P*GPGP,P**P,P,,G,,GPD%X ( #0L6C0 ’， $X
DG,,PG,,P,,P,,,**,P,*P,D%X； CT/H’W， %&<
W#：#0L6C0 %( $XDPG,,,**G,P,P*,,PP,,,*,D%X，
#0L6C0 !Y $XD*G,,,PPGG*,,*PGG*PP,PGD%X ；
CT/H%， ’&’ W#： #0L6C0 $： $XDGP,PP,,P,*GPP
GGG,*G,P,D%X， #0L6C0 "Y $X D*G*,*,*,***
,PG*G*,P**GD%X。.,7混合物包括 25* &99 H=，
引物各 98 $ #6/Z [ !E，! 种脱氧核苷酸三磷酸盐
（’$9 !6/Z [ E）， *+, 25* 聚合酶 （98 9$ \ [ !E）
>G-F,N F7E -HV8 GALI]C0BWJ0=( Q2@ 溶于 ’9 !E含
&8 $ 66/Z [ E Q=,Z’ 的专用缓冲液。.,7扩增程序
为：变性 !9 B，:! ^ ( 退火 %9 B，$: ^ ( 延伸 &’9 B，
_’ ^。共 %$个循环。
&8 ’8 ! .,7D 扩增片段的序列分析 我们对
#’& !"#$ % &’($ 基因的 .,7扩增产物进行测序。选择
在 11,.分析中有 25*条带迁移改变的样本，采用
前述方法重新扩增，并且运用 P* 克隆系统
> -HOLI0/=CH8 1JH 2LC=/8 ,*@ 进行微克隆，然后采用
标准的双脱氧法方法进行 25*序列分析 3 " 4。采用

的测序酶是 "D%$1 2AI# >5?5 7CBCA0V] .0/UJVIB(
F/BI/H( Q*@。测序仪器为 *F- .7-1Q %__‘E( .?
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AHU I]C LHVLUCHVC aAB "b >’ [ %" @ I]C V]AH=C /c G&* LH #/BLIL/H $’’I] aAB UC6/HBI0AICU( AHU I]C
LHVLUCHVC aAB ’b >& [ %" @ 8 【,/HVZJBL/H】# *VV/6#AHSLH= aLI] I]C LHV0CABC /c 6AZL=HAHVS( AHU I]C
CT#0CBBL/H /c #’& !"#$ % &’($ 675* AHU #’& #0/ICLH LH /BIC/BA0V/6A ICHU I/ UCV0CABC8 $ P]C
CT#0CBBL/H /c #’& !"#$ % &’($ =CHC 675* 6L=]I LHcZJCHVC I]C #0/=H/BLB /c ]J6AH /BIC/BA0V/6A8 % P]C
0CBCA0V] UCcLHCB I]C H/OCZ Z/VAIL/H /c #’& !"#$ % &’($ =CHC #/ZS6/0#]LB6 /c I]C /BIC/BA0V/6A #AILCHIB LH
,]LHCBC #/#JZAIL/H( AHU I]CBC Z/VAIL/HB VAH #0/OLUC 6CAHLH=cJZ 0CcC0CHVCB c/0 I]C cJ0I]C0 0CBCA0V] /c
#’& !"#$ % &’($ =CHC8

!"# $%&’() #’& !"#$ % &’($ =CHC；/BIC/BA0V/6A；LH BLIJ ]SW0LULKAIL/H；#/ZS6C0ABC V]ALH 0CAVIL/Hd
#/ZS6/0#]LB6( BLH=ZCDBI0AHUCU V/Hc/06AIL/HAZ；25* BCeJCHVLH=

3 f 1\5 gAIDBCH \HLO >QCU 1VL @ ( ’99!( ’$ >$ @ Y !!$ ; !$9 4
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图 ! 骨肉瘤组织与骨纤不良维组中显示的 "#! 蛋白和 "#! !"#$ % &’($ 基因 $%&’阳性表达

()*+ ! ,-. "/0)1)2. .3"4.00)/5 /6 "#! "4/1.)5 )5 /01./0748/$7 759 "#! !"#$ % &’($ *.5. $%&’ )5 /01./0748/$7
-# ./0 $1234350 06$7022318 19 $%& $714038 38 124012-7:1*-; <# ./0 $1234350 06$7022318 19 $%& $714038 38 93<71=2 >?2$@-23- 19 <180A ; A : ./0 $1234350

06$7022318 19 $%& !"#$ % &’($ *+() 38 124012-7:1*-; >A ./0 $1234350 06$7022318 19 $%& !"#$ % &’($ *+() 38 93<71=2 >?2$@-23- 19 <180A BC)D E !FF

G17$17-4318 H。同时，正常人血的 $%& !"#$ % &’($ 基因

0618%-I 0618%< 和 0618J被采用 KG+方法扩增、微
克隆和测序。

&A J 统计学方法
用 CKCC &FA F统计软件进行统计分析I 计数资

料两组间比较用 !% 检验 I 生存分析采用 L-M
$@-8MN0307曲线 B1O +-8P分析法。

% 结 果

%A & 免疫组化
%A &A & $%& !"#$ % &’($ 基因表达产物 $%& 蛋白在骨
肉瘤及骨纤维结构不良组织中的表达 " 免疫组
化阳性信号呈棕黄色，主要分布在胞核 （图 &-I
&<）；# !,例骨肉瘤组织中 $%&蛋白阳性 Q例，阳
性率 &"A "R；&F例骨纤维结构不良中 $%&蛋白阳
性 ,例，阳性率为 ,FR。两者阳性率之间的差异有
统计学意义（!% S !A "FI ( T FA F,）。

%A &A % $%& 蛋白表达与骨肉瘤临床病理指标的
关系 统计分析 $%& 蛋白表达与骨肉瘤临床病理
指标 （包括组织分化、病理分型、有无肺转移、U8M
80P38O临床分期等）的关系后，仅发现骨肉瘤组织
中高 V中分化组与低分化组的 $%& 蛋白阳性表达
率之间的差异有统计学意义。高 V中分化组的 $%&
蛋白阳性表达率 !FR （! V &F）高于低分化组的 $%&
蛋白阳性表达率 &&A !R （! V J,），两者阳性率之间
的差异有统计学意义（!% S !A J!!I ( T FA F,）。
%A % 原位杂交
%A %A & $%& !"#$ % &’($ 基因 *+() 在骨肉瘤及骨纤
维结构不良组织中的表达 " 原位杂交阳性信号
呈棕色颗粒或团块，主要分布在胞浆，少数分布在

于核内 W图 &:I &>H；# 原位杂交结果显示，$%& !"#$ %

&’($ 基因 *+() 在 !, 例骨肉瘤中有 &X 例阳性表
达，阳性率为 !%R；在 &F例骨纤维结构不良中有 Q
例阳性表达，阳性率为 QFR。两者阳性率之间的差
异有统计学意义（( T FA F,）。

%A %A % $%& !"#$ % &’($ 基因 *+() 表达与骨肉瘤临
床病理指标的关系 统计分析 $%& !"#$ % &’($ 基因

*+() 表达与骨肉瘤临床病理指标 （包括组织分
化、病理分型、有无肺转移、U880P38O临床分期等）
的关系后，仅发现骨肉瘤组织中高 V中分化组与低
分化组的 $%& !"#$ % &’($基因 *+()阳性表达率之间
的差异有统计学意义。高 V中分化组的 $%&*+()
阳性表达率 YFR （Y V &F）高于低分化组的 $%&*+()
阳性表达率 J"A &R （&J V J,），两者阳性率之间的差
异有统计学意义（!% S %FA YI ( T FA F&）。

%A %A J $%& !"#$ % &’($基因*+()与随访结果之间的
关系 表 &采用 B1O +-8P方法分析，表 &结果见图
%。从表 &的统计结果图 %可以看到：在术后任一生
存时间点上作比较，$%& !"#$ % &’($ *+()表达阳性者
的生存率均高于 $%& !"#$ % &’($ *+()表达阴性者的生
存率。$%& !"#$ % &’($基因 *+()表达阳性者术后生存
时间与 $%& !"#$ % &’($ 基因 *+()表达阴性者术后生
存时间之间的差异有显著性 （!% S !A %QI ( T
FA F,）。术后生存时间越长，$%& !"#$ % &’($基因 *+()
表达率越高。
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表 # $%# !"#$ % &’($ 基因 &’()表达与随访结果之间的关系
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图 ! "#$ !"#$ % &’($%&’&基因 &()’! **+,结果

-.%/ ! 01& **+, 2&3456 )7 "#$ !"#$ % &’($%&’& &()’!
# B E：(30&+- 510+$P F：),430&+- .-.H103$/30.525 510+$

%M C "#$ !"#$ % &’($ 89:; 与 "#$蛋白表达之间的
关系

$%#蛋白阳性表达者，$%# !"#$ % &’($ &’() 均阳
性表达，经统计分析，$%# !"#$ % &’($&’()与 $%#Q)R#
蛋白表达之间具有相关性 ?!% L #FM "AN ( O AM AD@；
但是，$%# !"#$ % &’($ &’() 阳性表达率 !%K远高于
$%#蛋白阳性表达率 #"K N $%# !"#$ % &’($&’()较 $%#
蛋白敏感，二者阳性率之间的差异有统计学意义

?!% L EM !AN ( O AM AD@。
%M ! ,+9<**+,检测

" JS’扩增产物（.734%+N .734%,N .734C）在琼
脂糖电泳中的条带扩增成功；# 通过对 CE例人类
骨肉瘤标本以及 #A 例正常人血进行 JS’ 扩增
$%# !"#$ % &’($ 基因的编码区域，并进行 TTSJ分析。我
们发现在人骨肉瘤 .734%和 .734C中有异常泳动带
的变化出现（图 C）。外显子 .734%+出现异常泳动带 !
例 ?##K @；.734%,出现异常泳动带 #例 ?%K @；.734C
出现异常泳动带 #E例 ?!!M !K @。
%M D =:;序列分析

" 人骨肉瘤 $%# !"#$ % &’($ 基因 U() .734C 在
$%# !"#$ % &’($ HU()全长序列的 EAG位碱基处由 S&*
改变，发生率为 !FM %K ?#F > CE@（图 !）P# .734%+在
$%# !"#$ % &’($ HU() 全长序列的第 #"F 位碱基处由
S&)改变，在第 CAC位碱基处由 V&*改变，发
生率为 DM !K ?% > CE @； $ .734%, 在 $%# !"#$ % &’($

HU()全长序列第 D%%位碱基处由 V&)改变，发
生率为 %M FK ?# > CE @；%正常人血的 U()标本在

图 > 人骨肉瘤 "#$ !"#$ % &’($基因 =:; &()’!序列 ?5@36 两
两比对

-.%/ > 01& A5@36 3&@2B1 2&3456 )7 "#$ !"#$ % &’($%&’& =:;
&()’! 3&C4&’B& )7 )36&)3@2B)8@

*/. 59,512191234 3: S& * 3HH90 34 1/. EAG1/ ,+5. $3521234 3:

$%# !"#$ % &’($I.4. HU() ? +0036 @；W9.0XY +HZ920.8 ,X U() 5.Z9.4H24I

&.1/38P T,[H1Y H3459-1 24 V.4.\+4]

图 # "#$ !"#$ % &’($ 89:; 与随访结果的关系

-.%/ # 01& B)8"@2.3)’ )7 342D.D@5 B42D& A&6E&&’ "#$!"#$ % &’($

89:; ")3.6.D& %2)4" @’F ’&%@6.D& &("2&33.)’ %2)4"
（+）：$35212=.P ? ^ @ Y 4.I+12=. !% L !_ %"，( L A_ AC"E



!!"张春林，等 # 骨肉瘤 $%& !"#$ % &’($ 基因 ’()序列分析及其 *+()、$%& 蛋白表达

$%& !"#$ % &’($,’()全长序列的第 -."位碱基处发生
/&0的改变，发生率为 1.2 31 4 &. 5。

6 讨 论

$%& !"#$ % &’($ 基因是 &""6 年底由 789$:9 及 ;<
’:=9> 发现的一种抑癌基因 ? &@ % A，其机制在于

$%& !"#$ % &’($ 基因的表达产物——— $%& 蛋白是细胞
周期蛋白 B 细胞周期蛋白依赖性激酶复合物抑制
剂，通过这一作用达到抑制细胞的无限增殖。

$%& !"#$ % &’($ 基因定位于染色体的 -$%&C %，其编码
蛋白相对分子质量 )9 D %& E &.6。近年来的研究显

示细胞周期蛋白及其相关的细胞周期蛋白依赖性

蛋白激酶在控制细胞周期中起着十分重要的作用
? F A。由 $G6活化的 $%& !"#$ % &’($ 3 /=$&@ H’I&@ J=,&@
*K8B-@ $%& 5基因，通过抑制细胞周期蛋白依赖性蛋
白激酶，导致了细胞周期的抑制 ? & L 1 A。同时，

$%& !"#$ % &’($也是基因调节的直接参与者 （包括：细

胞生长抑制、衰老、老化）? F，1 A。$%& !"#$ % &’($ 基因产物

可能是一种结合 $G6的重要成分，并对细胞周期进
行调控。这样就导致细胞生长的抑制。因此，

$%& !"#$ % &’($ 基因的突变可能会导致细胞从这些负

性生长调控中解除，使具有正常 $G6的细胞发生转
变。这种在 ’()破坏后，经 $G6通路诱导的细胞生
长抑制的改变，可能导致了肿瘤细胞对化疗的耐药

性。

$%& !"#$ % &’($ 基因对肿瘤生长的抑制作用是确

切的，这在最近的实验中得到了证实 。+8*=9:M等 ? " A

将 $%& !"#$ % &’($ 和 $G6 转染卵巢癌细胞，观察到了
卵巢癌细胞生长的抑制；0N9K=O 等 ? &. A 观察到

$%&P)Q&抑制淋巴瘤细胞的生长。近年来，研究者
检测了 $%& !"#$ % &’($ 基因在各种疾病中的表达情

况，譬如乳腺癌 ? && A、喉乳头状瘤 ? &% A、胃癌 ? &6 A 、肾移

植等 ? &! A。然而，关于 $%& !"#$ % &’($ 基因在人骨肉瘤中

表达的情况及其 ’() 序列分析的情况还鲜见报
道。本研究显示，高、中分化骨肉瘤组 $%&蛋白阳性
表达率明显高于低分化骨肉瘤组 $%& 蛋白阳性表
达率，它提示 $%&蛋白的表达可能与骨肉瘤的分化
相关。此结果从一个侧面显示了 $%&蛋白的肿瘤抑
制作用。应用原位杂交技术，我们检测了 $%& !"#$ %

&’($ 基因 *+() 在骨肉瘤的表达情况，发现
$%& !"#$ % &’($ 基因 *+()的表达率为 !%2，明显低
于骨纤维结构不良的阳性表达率 1.2。骨肉瘤恶

性程度越高者，则 $%& !"#$ % &’($ 基因 *+()阳性表
达率越低。我们认为，肿瘤细胞分化与 $%& !"#$ % &’($

基因 *+()表达密切相关，提示 $%& !"#$ % &’($ 基因

*+() 表达的减弱可以导致细胞增殖失去有效监
控，从而导致肿瘤细胞恶性表型的增加。通过随访

!G 例骨肉瘤患者，发现术后生存时间越长者其
$%& !"#$ % &’($ 基因 *+() 表达率越高。我们认为，
$%& !"#$ % &’($ 基因 *+()的表达，发挥了 $%& !"#$ % &’($

基因的抑癌作用。从而揭示了 $%& !"#$ % &’($ 基因表

达与骨肉瘤患者临床预后之间存在密切的相关性，

为今后将 $%& !"#$ % &’($ 基因的检测应用于临床作为

对患者预后评价的一个指标作了初步的探索。此

外，有研究表明：肺癌中 $%& 3P)Q& 5和 $G6蛋白的
表达能够作为有显著意义的预后指标 ? &G A ，$%& 蛋
白表达与无淋巴结转移的直肠癌的 G 年生存率相
关 ? &- A；但也有观点认为：$%&不受 $G6调节，$%&表
达对乳腺癌患者的预后意义不大 ? &F A。

在研究了 $%& !"#$ % &’($ 基因及其蛋白质和 *+B
()水平的表达情况，以及与临床病理指标和术后
生存时间的关系后@ 为了进一步阐明 $%& !"#$ % &’($

基因在骨肉瘤中表达变化的本质。我们采用“J/+B
HH/JB’() 直接测序方法”，对 $%& !"#$ % &’($ 基因

’()水平的变化情况进行了检测。本试验首次报
告黄种人 $%& !"#$ % &’($基因 ’()多态性的定位在于
:RST6第 -."位碱基处由 /&0改变，不同于国外报
道的白种人的 :RST6的第 G."位碱基由 /&0改变
和 :RST%的第 6&位碱基的改变 ? &1 A。此外，:RST%8定
位在 ,’()第 6.%位碱基处 U&0改变，:RST%V定
位在 ,’()第 G%%位碱基处 U&)改变@ 以前未见
报道；这也是我们检测到 $%&基因新的多态性，但
均与骨肉瘤的发生发展不相关。本实验对中国人群

骨肉瘤中的 $%& !"#$ % &’($基因的 ’()多态性位点进
行了新的定位，这些位点可能会对今后对该基因的

研究提供有意义的参考。在对 6-例人骨肉瘤和 &.
例正常人血的研究中未发现有 $%& !"#$ % &’($ 基因

’()的突变，提示 $G6基因可能激活了其他关键的
肿瘤抑制通路，或者可能是细胞周期机制中的转换

因素发生混乱，譬如细胞周期蛋白或细胞周期蛋白

依赖性激酶的异常表达 ? &" A 。另外，’()受损后 $%&
蛋白表达的诱导缺失，可能会导致在某些肿瘤中的

$G6通路的阻滞和缺失 ? 1 A。

为什么没有发生 $%& !"#$ % &’($ 基因的突变呢？

因为 $%& !"#$ % &’($ 基因是一个广泛的细胞周期蛋白
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依赖性激酶 $ %&%’()*+,-,)+,). /()01,12 34516 抑制
剂。可能 -78 !"#$ % &’($ 基因的突变和失活对细胞来

说都是灾难性的，它将导致细胞的死亡。-78 !"#$ %

&’($基因编码区域的突变在大量的人类肿瘤中没有

检测到，大多数肿瘤有正常的 -"9 基因，这提示
-78 !"#$ % &’($基因的变化，一般是由非直接的，通过

-"9突变，而非通过其内源性的 -78 !"#$ % &’($基因自

身的突变来实现 : 8; <。进一步说，-78 !"#$ % &’($突变可

能表现为一种肿瘤的亚型，而这种亚型，我们暂时

还无法检测到。例如，已知道的人类第六号染色体

短臂和野生型 -"9的缺失，以及虽然没有 -"9的突
变，但是在遭受 4=> 的破坏后却没有 ?8 期的阻
滞。可以想象的是，人类染色体 @A的缺失或 @A一
个等位基因的丢失，可能导致 -"9诱导的 -78 !"#$ %

&’($基因缺失。更有可能的是 -78 !"#$ % &’($基因蛋白

水平和 BC=>水平对于细胞周期发展的负性调节
作用是更为至关重要的 : 7 <。

已有的研究为我们揭示了 -78 !"#$ % &’($ 基因的

诱导途径和生物学功能，-78 !"#$ % &’($基因在 -"9的
抑癌过程中所起的不可缺少的重要作用已得到了

证实 : 8 <。我们将进一步研究2将 -78 !"#$ % &’($基因转

染骨肉瘤细胞株，以探索 -78 !"#$ % &’($ 基因使骨肉

瘤细胞发生恶性逆转的可能性。
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