
运决定因子.Numb基因在多种肿瘤细胞均有不同程度的表

达下调,并与 Notch、p５３等信号通路密切相关[３Ｇ５].Notch
基因是经典的癌基因.Numb蛋白可拮抗 Notch蛋白活性,
主要通过以下３个途径实现:介导内吞作用,影响 Notch蛋

白向胞内运输;促进质膜表面 Notch蛋白泛素化降解;与

Notch蛋白直接结合抑制其活性[６].Numb蛋白缺失会导致

Notch活性增加,增加肿瘤发生风险.p５３基因为经典的抑

癌基因,其突变或缺失与肿瘤形成密切相关.５０％人类恶性

肿瘤中存在p５３基因突变.Numb可正向调节p５３的作用,

Numb蛋白缺失会导致p５３活性降低[７].
有研究报道,Numb表达可通过影响 Notch、p５３等信

号通路,增加前列腺癌细胞凋亡,减少CRPC对内分泌治疗

的抵抗[３,８Ｇ９].本研究通过建立人 CRPC 裸鼠移植瘤模型,
探讨 Numb基因与前列腺癌发生发展的关联性及其与p５３、

Notch信号通路之间的关系.
本研究构建了 Numb过表达质粒,转染人 PCＧ３细胞

(为CRPC细胞),建立稳转细胞株,以动物实验验证细胞实

验的结果:稳转细胞株培养后导入裸鼠体内,建立人 CRPC
裸鼠移植瘤模型.成瘤后免疫组化证实实验组移植瘤 Numb
高表达,通过进一步检测其中 Notch及p５３基因的表达,发

现实验组移植瘤中 Notch低表达、p５３高表达,与文献报道

一致.本研究通过流式细胞术进一步分析实验组移植瘤细胞

周期变化,发现与对照组比较,实验组移植瘤细胞在 G１期

比例显著增加,S期细胞比例减少,G２细胞比例明显下调,
说明实验组移植瘤细胞分裂受到了抑制.提示:在一定时间

内实验组移植瘤中,Numb能够稳定持续激活 p５３基因表

达,同时抑制 Notch基因的表达,且主要是通过介导细胞周

期的变化,使得实验组移植瘤组织整体呈现抑瘤状态.
综上,Numb基因过表达会促进抑癌基因p５３的激活以

及癌基因 Notch表达下调,抑制前列腺癌发生发展,可能为

前列腺癌的基因治疗提供重要参考价值.
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【摘　要】　目的　观察αＧ辅肌动蛋白 (αＧactininＧ４,ACTN４)和 CD１３３在骨肉瘤组织中的表达情况,并探讨影响两者

表达的相关因素.方法　收集２０１５年１月至２０１８年１月经病理确诊为骨肉瘤的５０例患者临床病理资料,应用免疫组化检

测 ACTN４和CD１３３的蛋白表达情况,分析各因素不同水平间 ACTN４和CD１３３蛋白表达的差异.结果　ACTN４在骨肉瘤

组织中阳性率为５８％,CD１３３在骨肉瘤组织中阳性率为５４％,两者阳性率均高于其在骨软骨瘤组织中的表达,差异均具有

统计学意义 (P＜０􀆰０５).不同 Enneking外科分期、肺转移之间的 ACTN４表达差异有统计学意义 (P＜０􀆰０５).不同

Enneking外科分期、局部复发和肺转移之间的CD１３３表达差异有统计学意义 (P＜０􀆰０５).结论　ACTN４和 CD１３３在骨肉

瘤发生、发展中具有重要作用.
【关键词】骨肉瘤;αＧ辅肌动蛋白;CD１３３;肿瘤干细胞
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ExpressionandinterferingfactorsofACTN４andCD１３３inosteosarcoma　 　ZHONGZhihui,LIN Yanbin,
ZHUANGYan,YOULongmu,CHEN Xiaoxia,WUChunling．DepartmentofOrthopedics,theAffiliatedFuzhouMuＧ
nicipalSecondHospital,XiamenUniversity,Fuzhou,Fujian３５０００７,China

【Abstract】　Objective　ToobservetheexpressionofαＧactininＧ４ (ACTN４)andCD１３３inosteosarcomaandtoexplorethe
relatedfactorsaffectingtheirexpression．Methods　Theclinicopathologicaldataof５０patientswithosteosarcomadiagnosedby
pathologyfromJanuary２０１５toJanuary２０１８werecollected．TheproteinexpressionofACTN４andCD１３３wasdetectedbyimＧ
munohistochemistry,andthedifferencesofproteinexpressionamongdifferentlevelsofvariousfactorswerefurtheranalyzed．
Results　ThepositiveratesofACTN４andCD１３３inosteosarcomawere５８％ and５４％,respectively．Bothpositiverateswere
higherthantheirexpressioninosteochondroma．ThereweresignificantdifferencesintheexpressionofACTN４betweendifferent
Ennekingsurgicalstagesandlungmetastasis(P＜０􀆰０５)．ThereweresignificantdifferencesintheexpressionofCD１３３between
differentEnnekingsurgicalstages,localrecurrenceandlungmetastasis(P＜０􀆰０５)．Conclusion　ACTN４andCD１３３playan
importantroleintheoccurrenceanddevelopmentofosteosarcoma．

【Keywords】osteosarcoma;αＧactininＧ４;CD１３３;cancerstemcells

　　骨肉瘤在原发性恶性骨肿瘤中发病率位居第一位,在儿

童和青少年癌症相关死亡病因中位居第二位[１].它可能起源

于骨形成的原始间充质细胞,发病部位通常为长骨的干骺

端,如膝关节周围的股骨远端和胫骨近端.尽管过去几十年

新辅助化疗方案不断完善,手术切除重建水平不断提高,但

骨肉瘤的总体生存率没有明显改变[２].更为糟糕的是,如果

发生局部肿瘤复发和远处转移,５年内患者总体生存率低于

３０％.虽然一些基因的改变已被报道与骨肉瘤相关,但其发

病的复杂分子机制仍极不清楚.因此,寻找新的诊断和预后

标志物以及发现潜在的治疗靶点对改善骨肉瘤患者的预后具

有重要的意义.新近研究表明肿瘤干细胞是多种肿瘤的发

生、耐药和复发的源头,而CD１３３ (＋)亚群细胞可视为骨

肉瘤的肿瘤干细胞[３].本课题组用高通量的差异蛋白质组学

技术发现骨肉瘤CD１３３ (＋)细胞亚型中αＧ辅肌动蛋白 (αＧ
actininＧ４,ACTN４)高表达[４],但 ACTN４与CD１３３在骨肉

瘤组织中的表达情况及相关因素尚不明确.因此,本研究采

用免疫组化的方法评估骨肉瘤组织标本中 ACTN４和 CD１３３
的表达情况,并探讨不同因素之间ACTN４和CD１３３的表达

差异.

１　资料与方法

１􀆰１　一般资料:收集２０１５年１月至２０１８ 年１月经病理确

诊为骨肉瘤的５０例患者临床病理资料设为观察组.其中男

３２例,女１８例;年龄１０~６８岁,中位年龄１６􀆰５岁.根据

随访３年内是否发生远处转移分为转移亚组和非转移亚组.
其中转移亚组２８例,无转移亚组２２例.另选取同期经过手

术治疗并病理确诊为骨软骨瘤的２３例患者作为对照组.对

照组中男１２例,女１１例;年龄８~５２岁,中位年龄１４岁.

１􀆰２　 主要试剂:鼠 抗 人 ACTN４ 单 克 隆 抗 体 购 自 美 国

Abcam 公司;鼠抗人 CD１３３单克隆抗体购自德国 Miltenyi
公司;PV９０００试剂盒购自北京中杉金桥生物有限公司;柠

檬酸抗原修复液购自福州迈新生物公司.

１􀆰３　免疫组化方法:将骨肉瘤或骨软骨瘤组织蜡块切成４

μm 厚切片,置６０ ℃烤箱中烤片过夜;取出后顺序脱蜡、
水化、抗原修复,再依次添加一抗和二抗后进行显色.每张

切片至少由２名病理科医生独立双盲观察.在显微镜下任意

选取具有代表性的１０个高倍视野,计数量约２００个细胞/视

野.最终评分由每张切片染色细胞百分率得分与染色强度得

分相乘得来.染色细胞百分率分为４级,染色细胞占比小于

等于５％为０分,６％~２５％为１分,２６％~５０％为２分,超

过５１％为３分;染色强度也分为４级,基本不着色为０分,
浅着色为１分,中度着色为２分,深着色为３分.最终得分

０~２者为阴性表达,而≥３分为阳性表达.

１􀆰４　统计学分析:所有统计分析均采用SPSS２２􀆰０软件进

行.ACTN４和 CD１３３的表达率为计数资料,采用卡方检

验.P＜０􀆰０５为差异有统计学意义.

２　结果

２􀆰１　ACTN４和CD１３３蛋白在不同骨肿瘤组织的表达:免疫

组化结果表明ACTN４和CD１３３蛋白主要表达于细胞质和细

胞膜中.ACTN４在骨肉瘤组织中阳性率为５８％,CD１３３在

骨肉瘤组织中阳性率为５４％,均明显高于它们在骨软骨瘤

组织中的表达,差异均具有统计学意义 (P＜０􀆰０５,表１).

表１　ACTN４和CD１３３蛋白在不同骨肿瘤组织的表达情况 [例 (％)]

组别 ACTN４阳性 ACTN４阴性 χ２ 值 P 值 CD１３３阳性 CD１３３阴性 χ２ 值 P 值

骨肉瘤 (n＝５０) ２９ (５８􀆰０) ２１ (４２􀆰０)
６􀆰２４８ ０􀆰０１１ ２７ (５４􀆰０) ２３ (４６􀆰０)

６􀆰６５９ ０􀆰０１０
骨软骨瘤 (n＝２３) ６ (２６􀆰１) １７ (７３􀆰９) ５ (２１􀆰７) １８ (７８􀆰３)

２􀆰２　各因素不同水平间 ACTN４和 CD１３３蛋白表达比较:
骨肉瘤患者不同性别、年龄、发病部位、肿瘤大小、局部复

发之间的ACTN４表达差异无统计学意义 (P＞０􀆰０５),不同

Enneking外科分期、肺转移之间的 ACTN４表达差异有统计

学意义 (P＜０􀆰０５).患者不同性别、年龄、发病部位、肿

瘤大小之间的 CD１３３表达差异无统计学意义 (P＞０􀆰０５),
不同Enneking外科分期、局部复发和肺转移之间的 CD１３３
表达差异有统计学意义 (P＜０􀆰０５).见表２.
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表２　各因素不同水平间ACTN４和CD１３３蛋白表达比较 [例 (％)]

　　因素 ACTN４阳性 ACTN４阴性 χ２ 值 P 值 CD１３３阳性 CD１３３阴性 χ２ 值 P 值

性别

　男 １９ (５９􀆰４) １３ (４０􀆰６)
０􀆰０６９ ０􀆰７９３ １７ (５３􀆰１) １５ (４６􀆰９)

０􀆰０２７ ０􀆰８６９
　女 １０ (５５􀆰６) ８ (４４􀆰４) １０ (５５􀆰６) ８ (４４􀆰４)
年龄

　＜３０岁 ２１ (５８􀆰３) １５ (４１􀆰７)
０􀆰００６ ０􀆰９３９ ２０ (５５􀆰６) １６ (４４􀆰４)

０􀆰１２５ ０􀆰７２３
　≥３０岁 ８ (５７􀆰１) ６ (４２􀆰９) ７ (５０􀆰０) ７ (５０􀆰０)
解剖部位

　膝部 ２２ (５７􀆰９) １６ (４２􀆰１)
０􀆰００１ ０􀆰９７９ ２１ (５５􀆰３) １７ (４４􀆰７)

０􀆰１０２ ０􀆰７５０
　其他 ７ (５８􀆰３) ５ (４１􀆰７) ６ (５０􀆰０) ６ (５０􀆰０)
肿瘤直径

　＜５cm １３ (５６􀆰５) １０ (４３􀆰５)
０􀆰０３８ ０􀆰８４５ １２ (５２􀆰２) １１ (４７􀆰８)

０􀆰０５７ ０􀆰８１１
　≥５cm １６ (５９􀆰３) １１ (４０􀆰７) １５ (５５􀆰６) １２ (４４􀆰４)
外科分期

　Ⅱ １９ (４８􀆰７) ２０ (５１􀆰３)
７􀆰２８７ ０􀆰００７ １８ (４６􀆰２) ２１ (５３􀆰８)

４􀆰３９３ ０􀆰０３６
　Ⅲ １０ (９０􀆰９) １ (９􀆰１) ９ (８１􀆰８) ２ (１８􀆰２)
局部复发

　是 １８ (６９􀆰２) ８ (３０􀆰８)
２􀆰８０５ ０􀆰０９４ １９ (７３􀆰１) ７ (２６􀆰９)

７􀆰９３６ ０􀆰００５
　否 １１ (４５􀆰８) １３ (５４􀆰２) ８ (３３􀆰３) １６ (６６􀆰７)
肺转移

　是 ２０ (７１􀆰４) ８ (２８􀆰６)
４􀆰７１１ ０􀆰０３０ ２２ (７８􀆰６) ６ (２１􀆰４)

１５􀆰４６ ０􀆰０００
　否 ９ (４０􀆰９) １３ (５９􀆰１) ５ (２２􀆰７) １７ (７７􀆰３)

３　讨论

随着外科技术和影像技术的发展,对骨肉瘤原发灶进行

较为彻底的切除已经相对容易,但对复发病灶和远处转移灶

进行控制较为困难.因此,寻找更为准确预测复发和转移的

因素至关重要,其有利于开发出新的靶向治疗手段进而提高

骨肉瘤存活率[５].当前的研究大多聚焦于肿瘤干细胞的分子

生物学改变.

ACTN４为肌动蛋白 (actin)交联蛋白家族的成员之

一.早在１９９８年,Honda等[６]最先证实 ACTN４ 是乳腺癌

转移相关基因,随后其又发现 ACTN４能增加结直肠癌细胞

运动能 力,并 与 淋 巴 结 转 移 相 关.Liu 等[７]研 究 表 明,

ACTN４在有转移的胃癌患者组织中表达上调,ACTN４能

减少胃癌细胞黏附并增加转移和侵袭的能力.Jung等[８]发

现 ACTN４能参与调节肿瘤干细胞的特性,进而导致宫颈癌

的耐药.Fukushima等[９]对３９例浸润性胶质瘤患者的病理

组织进行免疫组化分析,发现 ACTN４表达与肿瘤的 WHO
分级有关,Ⅱ级肿瘤 ACTN４表达都阴性,而Ⅳ级肿瘤大部

分阳性;并且 ACTN４表达可区分星形胶质细胞和少突胶质

细胞类型胶质瘤,提示其可能无法当作胶质瘤的生物标记

物,但有助于肿瘤分级评定.Wang等[１０]已证实鞣花酸能直

接抑制 ACTN４,并通过调节肿瘤干细胞中βＧ连环蛋白的稳

定性来限制乳腺癌转移.这些研究提示了 ACTN４在肿瘤组

织中可能具有多种功能,与多种肿瘤的恶性度相关.因此,
靶向 ACTN４进行骨肉瘤的治疗也可能是一种新的治疗策

略.本研究初步表明,ACTN４表达在骨肉瘤患者不同 EnＧ
neking分期、肺转移之间存在差异.而 Huang等[１１]研究表

明 ACTN４高表达能促进骨肉瘤裸鼠模型中肿瘤的生长和肺

转移.

近年来随着肿瘤干细胞理论的提出和兴起,对肿瘤干细

胞表型的鉴定应运而生.CD１３３为人第４条染色体编码的一

种糖基化蛋白,细胞表面 CD１３３阳性被认为是多种肿瘤的

干细胞表型.尽管有多种方法被认为可获取骨肉瘤干细胞,

CD１３３ (＋)亚群细胞被广泛认为骨肉瘤干细胞模型[１２].
本研究初步表明,CD１３３表达与骨肉瘤患者 Enneking分期、
局部复发和肺转移明显相关.这与之前一些学者的研究相吻

合.如洪峰等[１３]发现 CD１３３表达水平与骨肉瘤分期和肺转

移明显相关;Xu等[１４]发现CD１３３表达不仅与骨肉瘤复发转

移有关,还将导致５年存活率降低.这些结果表明 CD１３３
阳性表达增多,可能导致骨肉瘤组织中肿瘤干细胞含量相对

增加,进而容易导致复发和转移.因此临床中检测骨肉瘤组

织CD１３３的表达有助于判断恶性程度及进一步评估预后.
当然本研究纳入样本量较小,随访时间较短,未能进行

全面的临床预后分析,这些都是本研究的局限所在.今后需

继续扩大样本量和进行更长时间的随访研究.既往大多研究

认为 ACTN４的表达受 NFＧκB信号通路影响,其能在细胞浆

内与肌动蛋白相结合,介导细胞突触形成,并可能与一些重

要蛋白激酶相互作用来发挥重要的功能[１５].那么 ACTN４
在骨肉瘤参与复发和转移的进程中,通过什么信号通路发挥

作用,又是如何与 CD１３３进行相互作用,是否还具有其他

功能,这一系列问题值得进一步探索.
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􀅰基础研究􀅰

hsaＧmiRＧ２６b靶向ERα调控人卵巢癌HOＧ８９１０细胞周期的作用机制

厦门大学附属福州第二医院妇科 (福州３５０００７) 　何嘏娜　刘小梅　刘凌瑜

基金项目:２０１９年福州市卫生健康科技计划中青年科研项目 (２０１９ＧSＧwq４)

【摘　要】　目的　探讨hsaＧmiRＧ２６b靶向ERα基因调控人卵巢癌 HOＧ８９１０细胞周期的分子机制.方法　HOＧ８９１０细

胞分为３组:空白对照组 (control组)、miRＧ２６b激动剂组 (miRＧ２６bmimic组)和 miRＧ２６b激动剂阴性对照组 (mimicNC
组),RealＧtimePCR检测 miRＧ２６b转染效率,细胞增殖试验 (CCK８)检测细胞活性,流式细胞术检测细胞周期,RealＧtime
PCR和 WesternBlot检测ERαmRNA和蛋白的表达水平,双荧光素酶报告基因检测 miRＧ２６b与 ERα３′UTR的相互作用.
结果　CCK８显示 miRＧ２６b可抑制 HOＧ８９１０细胞增殖活性,流式细胞术显示细胞增殖活性抑制与 G１期阻滞相关,RealＧtime
PCR和 WesternBlot显示其可抑制ERαmRNA和蛋白表达,并抑制 CyclinD１和 CDK６蛋白表达水平,双荧光素酶报告基

因检测显示 miRＧ２６b与ERα３′UTR可相互结合.结论　miRＧ２６b通过负调控 ERα表达水平,下调 CyclinD１和 CDK６以阻

滞 HOＧ８９１０细胞 G１期,从而抑制细胞的增殖活性.
【关键词】hsaＧmiRＧ２６b;雌激素受体α;细胞周期;卵巢癌

【中图分类号】R７３７􀆰３１　 【文献标识码】B　 【文章编号】１００２Ｇ２６００(２０２１)０５Ｇ０１２０Ｇ０３

　　卵巢癌起病隐匿,６０％~７０％患者确诊时已经处于Ⅲ
期、Ⅳ期[１],即使经过手术、化疗和靶向治疗,５年生存率

也仅为２０％[２].雌激素受体 (estrogenreceptor,ER)在卵

巢癌中起启动因子作用[３],因此探讨 ERα的上游调控机制

是研究热点之一.miRＧ２６b作为抑癌基因,与多种肿瘤的恶

性程度呈负相关,其在卵巢癌中的表达显著下调[４],上调卵

巢癌细胞中 miRＧ２６b表达可抑制增殖并诱导凋亡及细胞周

期[５].生物信息学预测 miRＧ２６b可能结合 ERα起调控作用,

然而具体分子机制尚未明确.本研究通过人上皮性卵巢癌

HOＧ８９１０细 胞 系 中 过 表 达 miRＧ２６b,观 察 miRＧ２６b 调 控

ERα表达对细胞增殖和细胞周期的影响,并进一步探讨其

潜在的作用机制,为 miRＧ２６b作为卵巢癌诊断治疗和预后

的分子标记物提供实验室数据支持.

１　材料与方法

１􀆰１　细胞株:人卵巢癌细胞 HOＧ８９１０、人胚胎肾细胞２９３
(HEK２９３)均购自中国科学院上海生命科学研究院细胞资
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