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·临床论著·

Necdin 基因在人骨肉瘤中的表达及其临床意义△
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摘要：［目的］观察 Necdin（NDN）基因在骨肉瘤中的表达，探讨其与骨肉瘤患者临床病理因素及预后的关系。［方法］回

顾性研究 2009 年 10 月—2019 年 7 月手术治疗的 51 例骨肉瘤患者的临床资料，活检术确认后行新辅助化疗，瘤段切除与假体

重建术。评价临床效果和组织 NDN 的表达。［结果］本组 51 例患者均得到随访 38 个月以上，术后生存时间最长为 78 个月，

最短者为 16 个月。随访过程中，局部复发 16 例，转移 33 例。末次随访时无瘤生存 10 例，带瘤生存 5 例，死亡 36 例。按末

次随访结局分组比较。死亡组中 IIB、III 期所占比例明显高于无瘤生存组和带瘤生存组（P<0.05），死亡组中术前肺转移率明显

高于生存组和带瘤生存组（P<0.05）。而三组间年龄、性别、肿瘤大小和 NDN 检测结果的差异均无统计学意义（P>0.05）。组

织 NDN 免疫组化染色阳性率骨肉瘤组织为 29.41% （15/51），而瘤旁正常骨组为 80.00% （8/10），差异有统计学意义 （P<
0.05）。Kaplan-Meier 生存期及对数等级比较表明，不同 Ennecking 分期、是否肺转移、不同肿瘤大小、是否 NDN 阳性的患者

平均生存时间的差异均有统计学意义（P<0.05）。Cox 分析表明，Ennecking 分期（HR=1.530）、肺转移（HR=4.662）、肿瘤大小

（HR=3.398）是生存的危险因素，而 NDN 阳性（HR=0.207）是生存的保护性因素。［结论］瘤组织中 NDN 阳性表达显著低于

瘤旁正常骨组织。术前 Ennecking 分期高、肺转移、肿瘤≥5 cm 是骨肉瘤不良预后的危险因素，NDN 阳性表达是保护因素。
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Expression of Necdin gene in human osteosarcoma and its clinical significance // WU Zhuang-zhuang1, SHEN Zhen2, WU Tai-

yong3, WANG Jia-ni3, LI Jian3, CHEN Shi-wei3, JIN Wen-xuan3, YANG Mei-ju3, Lü Zhi1. 1. The Second Hospital, Shanxi Medical Universi⁃

ty, Taiyuan 030001, China; 2. Jincheng Peoples Hospital, Jincheng 048000, China; 3. Shanxi Medical University, Taiyuan 030001, China
Abstract: [Objective] To observe the expression of Necdin (NDN) gene in osteosarcoma, and to explore its relationship with clinico⁃

pathological factors and prognosis of osteosarcoma. [Methods] A retrospective study was performed on 51 patients who received neoadju⁃
vant chemotherapy, as well as tumor segment resection and prosthetic reconstruction after osteosarcoma was confirmed by biopsy in our hos⁃
pital from October 2009 to July 2019. The clinical outcomes, NDN expression in tissue were evaluated. [Results] All the 51 patients were
followed up for more than 38 months, with survival time of 78 months in the longest and 16 months in the shortest. During the follow-up, 16
patients got local recurrence and 33 patients had metastasis. At the latest follow-up, 10 patients were of survival with tumor-free (STF) , 5
patients of survival with tumor (ST) , and 36 patients died (death) . In term of grouping comparison based on the outcome at the latest follow-
up, the proportion of stage IIB and stage III in the death group was significantly higher than that in the tumor-free survival group and the tu⁃
mor-bearing survival group (P<0.05) , and the death group had significantly higher ratio of lung metastasis than the STF and ST groups (P<
0.05) . However, there were no significant differences in terms of age, gender, tumor size and NDN expression among the three groups (P>
0.05) . The positive rate of NDN immunohistological staining was of 29.41% (15/51) in osteosarcoma tissues, whereas 80% (8/10) in normal
bone tissues around the tumor, which was statistically significant (P<0.05) . As results of Kaplan-Meier survival analysis and log-rank test,
the mean survival time proved significantly different in terms of different Ennecking stage, lung metastasis, tumor size and NDN (P<0.05) .
With regarding to Cox analysis, the Ennecking stage (HR=1.530) , lung metastasis (HR=4.662) and tumor size (HR=3.398) were risk factors
for survival, while positive NDN (HR=0.207) were protective factors for survival. [Conclusion] The osteosarcoma tissue has significantly
lower positive NDN expression than the adjacent normal bone tissue. The worsened preoperative Ennecking stage, lung metastasis and tu⁃
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mor ≥5 cm are risk factors for poor prognosis of osteosarcoma, while positive NDN expression is a protective factor.
Key words: osteosarcoma, Necdin, survival, clinical significance

骨肉瘤 （osteosarcoma, OS） 是最常见的原发性

恶性骨肿瘤，好发于青少年，发病率为 3～4 例 /
100 万人，其恶性程度高、侵袭性强、复发和转移

率高［1~3］，严重影响青少年的健康。近年，随着新辅

助化疗及外科技术水平的提高，OS 的治疗效果已有

明显改善，但局部复发率仍可高达 50%，且有

15%～20%患者在初诊时已发生影像学可见的肺转

移，50%患者在治疗期间出现肺转移，80%发生转

移的患者在 5 年内死亡［4］。肿瘤细胞在人体内的转

移大致经过以下几个步骤：（1）肿瘤细胞穿过宿主

的血管外基质进入血管内，而后进入血液循环；

（2）在血液循环中得以存活；（3）在血液循环中逃

逸免疫系统的监视；（4）到合适的靶器官后肿瘤细

胞驻足并穿出血管壁；（5）肿瘤细胞粘附在靶器官

并且在靶器官的微环境中得以存活；（6）随着细胞

的扩增和肿瘤组织的长大，新生的肿瘤位点形成新

生血管系统［5］。

以往研究表明，Necdin（NDN）是一种多功能蛋

白质，可以直接与 DNA 结合，发挥转录因子的作

用［6］，也可以通过与 E2F1、p53 等著名的转录因子

相互作用调节其转录活性以间接调节转录 ［7， 8］。

Chapman 和 Knowles［9］研究表明，NDN 在癌细胞系

和原发性肿瘤中都存在下调，这表明 NDN 可能具有

肿瘤抑制作用。本研究旨在探讨骨肉瘤患者组织中

NDN 是否表达异常及其与临床病理因素和预后之间

的潜在相关性。

1 资料与方法

1.1 纳入与排除标准

纳入标准：（1）四肢骨肉瘤；（2）符合美国癌

症联合委员会（AJCC）分期 II 期和Ⅲ期；（3）在本

院行新辅助化疗和根治性手术；（4） 有活检标本，

用于免疫组织化学染色。

排除标准：（1）继发性骨肉瘤；（2）骨外骨肉

瘤；（3）骨膜或骨旁骨肉瘤；（4）患者术后未复查,
无随访信息。

1.2 一般资料

2009 年 10 月—2019 年 7 月，山西医科大学附

属第二医院骨病科收治 51 例患者，符合上述标

准，纳入本研究。其中，男 28 例，女 23 例；年龄

10~67 岁，平均（27.04±17.40）岁。 病理诊断为普

通型骨肉瘤 44 例，软骨母细胞型骨肉瘤 2 例，毛

细血管扩张型骨肉瘤 2 例，巨细胞型骨肉瘤 2
例，低级别中央型骨肉瘤 1 例。Ennecking 分期，

ⅡA 期 34 例，ⅡB 期 13 例，Ⅲ期 4 例。本研究经

山西医科大学第二医院伦理审查委员会的批准

［山西医科大学第二医院委员会 （2021） YX 第

（098） 号］，均征得患者本人或法定监护人的知情

同意。

1.3 治疗方法

先采用切开取活检术，取少量组织进行病检，

经病理科两位专家确诊为骨肉瘤。待伤口愈合后 2
周开始进行新辅助化疗，盐酸表柔比星：100 mg/
m2，1 次/d，连用 3 d；顺铂：20 mg/m2，1 次/d，连

用 5 d；术前化疗 2 个疗程。然后行瘤段切除假体重

建术。瘤体送病检，并检测化疗后肿瘤的坏死率。

术后 2 周伤口愈合后拆线，并开始辅助化疗。术后

化疗方案根据病检中得出肿瘤坏死率来确定，如果

坏死率 >90%，维持原化疗方案；如果坏死率 <
90%，改用异环磷酰胺 1.5~2 g/m2 1 次/d，连用 5
d；顺铂 30 mg/m2，1 次/d，连用 5 d。
1.4 免疫组织化学检查

制备 5 μ 的石蜡切片，常规先行 HE 染色，显

微镜下观察细胞形态。然后行免疫组织化学检测，

二甲苯脱蜡，乙醇溶液复水，EDTA 抗原修复液高

压修复。然后，用山羊血清封闭切片，用抗 NDN 抗

体 （Santa Cruz） 在 4℃孵育过夜。次日，切片用

PBS 洗涤 3 次，再与生物素标记山羊抗小鼠/ 兔 IgG
（北京中杉金桥，37℃）孵育 1 h，滴加 SABC，37℃
孵育 30 min，然后用 3，3′-二氨基联苯胺 （DAB）
溶液（DAB 显色试剂盒，武汉博士德生物工程有限

公司） 显影，苏木素溶液短暂染色，盐酸酒精返

蓝，中性树胶封片。使用 Pannorama MIDI 数字载玻

片扫描仪和扫描仪控制软件（3DHISTECH, Ltd.，布

达佩斯，匈牙利）分析抗 NDN 染色的强度。

1.5 评价指标

从手术之日到死亡之日或直到 2021 年 3 月，对

临床结果进行跟踪观察。生存时间定义为从确诊到

死于原发肿瘤相关原因的时间跨度。患者术后每 3
个月复查患肢 X 线片、胸部 CT，每 6 个月复查全

身骨扫描。记录临床病理变量，包括年龄、性别、
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初始磁共振图像上肿瘤的最大直径、Ennecking 分

期、局部复发、肺转移。

免疫组化评定采用 Image J 图像分析系统进行阳

性结果判定。NDN 分别以胞核中出现棕黄色颗粒为

阳性细胞。将阳性细胞的积分光密度值（integrated
optical density, IOD） 分为：无色为 0 分，浅黄色为

1 分，黄色为 2 分，深棕色为 3 分。阳性面积百分

比（染色面积），髙倍镜（×400）下随机选取 5 个视

野，每个视野计数 200 个细胞，根据平均阳性细胞

百分比分为：0%~25%为 1 分，26%-50%为 2 分，

51%~75%为 3 分，>75%为 4 分。两项评分相乘：9<
强阳性≤12 分, 6<阳性≤9 分，3<弱阳性≤6 分，0≤
阴性≤3 分。

1.6 统计学方法

应用 SAS 9.4 软件进行统计分析，使用 Graph⁃
pad prism 7.0 软件统计图绘制。计量资料以 x̄ ±s 表
示，资料呈正态分布时，采用独立样本 t 检验或单

因素方差分析；资料呈非正态分布时，采用 Mann-

whitney U 检验或 Krushal-Wallis H 检验。等级资料采

用采用 Krushal-Wallis H 检验。计数资料采用 Fisher

确切概率法检验。采用 Kaplan-Meier 法估算生存率

及平均生存期，Log-rank 检验不同组别生存率的差

异，Cox 比例风险回归模型进行多因素生存分析。

P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 临床结果

本组 51 例患者均得到随访 38 以上，随访过程

中，局部复发 16 例，转移 33 例。末次随访时，无

瘤生存 10 例，带瘤生存 5 例，死亡 36 例。术后生

存时间最长为 78 个月，最短者为 16 个月，绝大多

数患者死亡原因为肺转移以后导致的呼吸衰竭，以

及出现转移以后的全身恶病质。

按末次随访结局分组（无瘤生存组、带瘤生存

组、死亡组） 进行比较，结果见表 1，三组中年

龄、性别、术前瘤体大小、NDN 检测差异无统计学

意义（P>0.05）。三组间骨肉瘤患者 Ennecking 分期

比较，死亡组中 IIB、III 期所占比例明显高于无瘤生

存组和带瘤生存组，差异具有统计学意义 （P<
0.05）。死亡组中肺转移率明显高于带瘤生存组和无

瘤生存组（P<0.05）。

表 1 按末次随访三种结局分组的资料与比较

指标

术前年龄（岁， x̄ ±s）
性别（例，男/女）

术前 Ennecking 分期（例，IIA/IIB/III）
术前肺转移（例，无/有）

术前瘤体大小（例，<5 cm/≥5 cm）
NDN 检测（例，阴性/阳性）

无瘤生存组（n=10）
27.30±22.93

5/5
10/0/0
10/0
6/4
6/4

带瘤生存组（n=5）
30.8±22.39

4/1
4/1/0
5/0
2/3
2/3

死亡组（n=36）
26.44±15.41

19/17
20/12/4

3/33
12/24
28/8

P 值

0.763
0.551
0.027

<0.001

0.318
0.164

2.2 NDN 免疫组化结果与分组比较

显微镜下所见见图 1，NDN 表达主要位于细胞

的胞核中。NDN 在骨肉瘤组织中的表达率为 29.41%
（15/51），明显低于瘤旁骨组织阳性表达率 80.00%
（8/10），两者差异有统计学意义（P=0.002）。

按 NDN 检测阴性与阳性分两组进行临床比

较，结果见表 2。NDN 蛋白表达阴性组的术前 En⁃
necking 分期为 IIB、III 期患者比例显著高于阳性组

（P<0.05）。两组年龄、性别、是否肺转移、肿瘤大

小、是否复发、生存结局差异无统计学意义 （P>
0.05）。

2.3 不同组别平均生存时间比较

不同组别平均生存时间比较结果见表 3， IIA

期、非肺部转移、肿瘤大小<5 cm、NDN 检测阳性

骨肉瘤患者平均生存时间显著高于 IIB/III 期、肺部

转移、肿瘤大小≥5cm、NDN 检测阴性患者 （P<
0.05）。

不同骨肉瘤组织 NDN 表达阴性与阳性患者的

Kaplan-Meier 生存曲线见图 2，可见 NDN 阳性表达

患者生存时间显著长于 NDN 阴性表达患者。

骨肉瘤患者 Cox 比例风险回归分析结果见表

4，引入水准为 0.05，剔除水准为 0.1。结果表明，

Ennecking 分 期 （HR=1.530）、 肺 转 移 （HR=
4.662）、肿瘤大小 （HR=3.398） 是生存的危险因

素，而 NDN 阳性 （HR=0.207） 是生存的保护性因

素。
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图 1 NDN 免疫组化染色所见 1a: 瘤旁正常骨组织 NDN 表达呈阳性的细胞，被染成棕色（×40） 1b: 高倍镜下瘤旁正常

骨组织 NDN 表达阳性的细胞，细胞核呈棕色，胞质、胞核均被染成深棕色（×400） 1c: 骨肉瘤组织 NDN 表达多呈阴性的

细胞，骨肉瘤细胞的细胞质、细胞核呈蓝色（×40） 1d: 高倍镜下，可见部分蛋白表达阳性的细胞，胞质、胞核均被染成

浅棕色（×400）

3 讨 论

目前，骨肉瘤的治疗手段主要是术前化疗，手术

治疗，术后化疗，但由于骨肉瘤的组织异质性、遗传

不稳定性、局部强侵袭性，大多数患者早期即出现肺

转移，预后并不满意。目前关于细胞起源的研究、

OS 干细胞特征的研究、各种信号传导通路、肿瘤微

环境、免疫治疗等领域的深入研究，以及建立更好的

疾病模型将会开辟治疗此肿瘤的新思路，最终将会提

高 OS 患者的疗效［10］。

NDN 是一种生长抑制蛋白，首次在有丝分裂后

神经元中被发现［11］。NDN 最初被认为是有丝分裂后

神经元细胞增殖的抑制因子，由于 NDN 的构成性和

终身表达，导致分化的神经元永久退出细胞周

期［12］。编码人类 NDN 的基因位于染色体 15q11 上，

这是普拉德-威利综合征（Prader-Willi syndrome）的

母系印记区域，是以发育迟缓和行为异常为特征的神

经遗传学疾病［11］。NDN 基因是母系印记的，仅从父

亲的等位基因转录，在 PWS 患者中不表达。NDN 是

表 2 NDN 检测阴性与阳性两组患者资料与比较

指标

术前年龄（岁， x̄ ±s）
性别（例，男/女）

术前 Ennecking 分期（例，IIA/IIB/III）
术前肺转移（例，无/有）

术前肿瘤大小（例，<5 cm/≥5 cm）
复发（例，无/有）

结局（例，无瘤/带瘤/死亡）

阳性组（n=15)
28.60±18.24

9/6
15/0/0

7/8
8/7
8/7

4/3/8

阴性组（n=36)
26.39±17.26

19/17
19/13/4
11/25
12/24
25/11
5/2/28

P 值

0.710
0.637
<0.001

0.273
0.183
0.273
0.125

表 3 Kaplan-Meier 生存期及对数等级分析结果

指标

术前 Ennecking 分期

肺转移

肿瘤大小（cm）

NDN 检测

IIA
IIB
III
是

否

<5
≥5
阴性

阳性

平均生存时间（月， x̄ ±s）
55.93±2.79
30.60±2.87
26.00±6.92
41.03±2.94
45.96±1.75
55.63±2.56
41.26±3.69
39.50±2.73
63.22±3.40

Log-rank（x2值）

38.197

14.358

6.130

14.818

P 值

<0.001

<0.001

0.013

<0.001
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黑色素瘤抗原（MAGE）家族的成员，该家族由 60
多个共享高度保守的 MAGE 同源结构域（MHD）的

基因组成［13，14］。

Yang 等［15］研究发现，NDN 在正常卵巢上皮中

持续表达，在大多数卵巢癌中表达下调。NDN 的重

新表达抑制了细胞的生长，降低了细胞的运动性和迁

移性。Chapman 等［16］的研究发现，在 28 个膀胱癌细

胞系中有 26 个（92.9%）和 58 个膀胱癌肿瘤中有 35
个（60%） NDN 转录本下调，并观察到端粒酶催化

亚单位 hTERT 可诱导正常人尿路上皮细胞 NDN 表达

下调。膀胱癌细胞系和肿瘤提示 NDN 可能是肿瘤抑

制基因。Hoek 等［17］研究发现，与正常黑色素细胞相

比，NDN 在被测试的 8 个黑色素瘤细胞株中有 6 个

下调，而在黑色素瘤细胞系中的异位重新表达导致

了体外生长抑制，NDN 的低表达仍然有利于肿瘤的

生长，就像其他肿瘤抑制因子所显示的那样。Virani
等［18］研究发现，NDN 在一些肿瘤中高表达，并且

有致癌的作用。NDN 在不同的肿瘤中表现出不同的

作用，可能与其所在的微环境和细胞环境有关［19］，

了解其不同机制，对于 NDN 在肿瘤方面的研究非常

重要。本研究发现，NDN 在骨肉瘤组织中表达下

调，在正常骨组织中高表达，NDN 高表达的骨肉瘤

患者，其生存率明显高于 NDN 低表达的骨肉瘤患

者。由此证明 NDN 在骨肉瘤中扮演着抑癌基因的角

色。

表 4 骨肉瘤生存风险的 Cox 多因素分析结果

指标

Ennecking 分期

肺转移

肿瘤大小

NDN 检测

偏回归系数

0.425
1.539
1.223

-1.575

标准误

0.354
0.644
0.544
0.570

Wald 值

1.439
5.720
5.051
7.645

风险比（HR）
1.530
4.662
3.398
0.207

95% CI

0.764~3.065
1.320~16.462
1.169~9.876
0.068~0.632

骨肉瘤的转移与 Notch 通路、Wnt/β-catenin 信

号通路、 Src 激酶、免疫逃逸、 Fas 信号通路等有关

系［20］。Lee 等［21］研究发现，与正常组织相比，乳腺

癌中 NDN 的表达有所下降，这表明 NDN 可能发挥

着肿瘤抑制因子的作用，NDN 表达水平的提高抑制

了高度侵袭性小鼠乳腺肿瘤细胞株的转移能力，

NDN 很可能是作为转录调节因子和转移抑制因子，

在种系水平上发挥其影响。本研究应用单因素和多因

素生存分析发现，NDN 表达、Ennecking 分期、肺转

移是影响骨肉瘤患者预后的独立因素，这表明 NDN
也可能通过抑制骨肉瘤的肺转移来提高骨肉瘤患者的

生存率。未来的研究方向应该结合临床，将靶点的发

现尽早转化为临床可用的新型靶向治疗药物以及加强

对联合用药的探索以提高骨肉瘤化疗疗效。此外，提

高肿瘤局部化疗药物浓度也可能是一种可行的策

略［22］。本研究结果提示，NDN 可能作为治疗骨肉瘤

肺转移的一个靶点，其低表达是骨肉瘤患者预后不良

的潜在指标。
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