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()*+, 三甲基化蛋白可作为 -./01 的重要诊断
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恶性周围神经鞘瘤（6FNBJGFGT R7SBRV7SFN G7S\7

]V7FTV TE6OS，-./01）是一种罕见的高度恶性神经

源性软组织肉瘤，约占所有肉瘤的 a;

h2i；'%)的

-./01 继发于 2型神经纤维瘤（/=2），约 2%)与患

者先前的放射治疗相关h+C&i；截止到目前为止，其余

的 a%)尚没有明确的易感因素。-./01 具有高度恶

性，复发率高，转移能力强的特点，'年生存率为 '%;

左右，而 ' 年无病生存率仅为 +,;

haC5i。-./01 的诊

断仍然是一项具有挑战性的工作，并且由于其非特

异性的形态学特征并缺乏特异性的 I(^ 分子诊断标

记，使得其诊断标记并不成系统。在临床上，当遇到

已知易感因素（/=2，>1）以外的 -./01 时，其诊断
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结果则与临床医生个体观察差异密切相关!"#，据以

往复杂核型的研究报道，$%& 相关的 '()*+ 中

*&,, 在 -,!".,!的病例中表达阳性，或者存在频

发的等位基因缺失，但这并不是这些肿瘤的特异性

标记!/01#。'()*+ 的确切诊断是需要在特定的临床背

景下进行的，比如受 )2& 影响的个体或者之前接受

过放射治疗而发生的肿瘤，但当遇到临床背景并不

能辅助判断（即散发病例）的情况下，'()*+ 的诊断

则需要依赖其形态学特征进行判断。因此，'()*+

特异性标志物的发现对早期诊断以及预后关系重

大。 现如今，表观遗传调控神经纤维瘤中组蛋白甲

基化修饰的研究日益受到重视!&,#。组蛋白 34 在体

内存在单甲基化（56&）、二甲基化（567）及三甲基化

（564）4 种形式，其 )0末端赖氨酸残基 879 是主要

的甲基化修饰位点之一，其甲基化的程度可影响相

应区域 :); 的转录活性，从而发挥抑制转录的作

用!&&#。在美国人群 !&7#与日本人群 !&4#中的研究发现，

34879564 在非 )2& 相关的 '()*+ 中频繁发生表

达缺失，很有希望作为诊断 '()*+ 的重要生物标

志物。本研究通过应用组织芯片技术制备中国人群

'()*+ 组织芯片，通过免疫组化的方法来研究

34879564 在 '()*+ 中的表达情况与疾病病理特

征之间的关系，并验证 34879564 的表达缺失在中

国人群中是否具有辅助诊断 '()*+ 的价值。

! !"#$%

&<& !"#$ 收集天津医科大学肿瘤医院病理

科自 &11& 年 & 月07,&& 年 && 月恶性周围神经鞘瘤

住院病理组织标本 =4 例，经福尔马林固定，石蜡包

埋后，利用 +'> 技术制成组织芯片，其中 )2& 型的

恶性周围神经鞘瘤，是根据美国国立卫生研究院标

准进行确诊的，临床资料的收集包括性别、年龄、

'()*+ 的亚型、肿瘤的部位、大小、>?@@ 分期、放

疗、化疗、复发、转移等。其中男性 74 例，女性 7, 例，

最大年龄 /A岁，最小年龄 &- 岁，平均年龄 =-</A 岁。

组织学分型：41 例为散发型恶性周围神经鞘瘤，

=例为 )2&型的恶性周围神经鞘瘤。患者无病生存率

和总生存率的时间分布为 ,"&9A 个月和 ,"&/7 个

月，中位生存时间分别为 &A 个月和 A= 个月。

&<7 %&'()*+ 鼠 抗 人 单 克 隆 抗 体

34879564（BCA,,7）购自美国 BCDB5 公司，工作浓

度为 &#&,,。二抗试剂盒及 :;E 显色剂均购自北京

中杉金桥公司。

&<4 ,- '()*+ ./01 光学显微镜下标记原

始病理标本无坏死退变、具代表性的肿瘤区域，每例

标本标记 7点。用直径 &<- 55的打孔针在FGHDI0$BJ

预铸受体蜡块上打孔，并在每个供体蜡块标本上按

标记取出 7 份直径为 &<- 55 的圆柱体组织块，分别

将上述肿瘤组织块移入 受体蜡块，构建 +'; 模块。

-7 % 恒温烤箱中加热组织阵列块 & K，室温条件下

冷却 4, 5HL 后放入 07, % 冰箱冷却 A 5HL。切片辅

助系统连续切片，每张切片厚 = !5。组织切片移入

=- % 温水中，待舒展充分后用组织芯片专用载玻片

捞片，室温晾干，1- %病理组织漂烘仪烤干，A, %

烤片 &A K，取出冷却后置于07, %冰箱贮存备用。

&<= 23.456 A,%温箱孵育组织切片 4,5HL，

二甲苯脱蜡，各级浓度乙醇水化，高压蒸汽加热抗

原修复，,<4!甲醛M双氧水封闭内源性过氧化物酶。

常温下与胎牛血清孵育 & K，滴加抗体 34879564

（&：&,,），= %冰箱过夜。将切片与 3N( 标记的山羊

抗鼠 OPQ 抗体孵育 & K，= %冰箱 4,&=, 5HL。将切片

浸入 :>R溶液 &, 5HL，各级浓度乙醇快速脱水，二甲

苯透明，加盖盖玻片，中性树脂封片。待晾干后观察。

&<- 789: 在无背景染色情况下，以细胞质或

细胞核染成黄色至棕褐色细颗粒状为阳性反应。在

高倍镜下（'=,,）对阳性细胞进行评分，随机选择 -

个视野，总共计数 -,, 个细胞。将阳性细胞按所占

百分比分为 - 级：S-T为 , 分，-T"7-T为 & 分，7-T

"-,T为 7 分，-,T"9-T为 4 分，U9-T为 = 分。同时

对细胞着色强度进行分级：, 分为无色，& 分为淡黄

色，7 分为棕黄色，4 分为棕黑色。以两者相加为所

得分数：!& 分为阴性（0），7"4 分为弱阳性（V），="

-分为中等阳性（VV），A"9 分为强阳性（VVV）。阴性

（0）和弱阳性（V）为低表达组，而中等阳性（VV）和强

阳性（VVV）为高表达组。

&<A ;<=>? 采用 *(** &1<, 统计软件进行分

析。34879564 的表达与临床病理参数之间的关系

用 "

7 检验或 2HWK6X 精确概率法检验。以 !S,<,- 为

差异具有统计学意义。

" &'

7<& @ )2& ABC '()*+ DEF 34879564 G

DHIJ 运用 34879564 单克隆抗体进行 O3@

研究评估，结果显示 A-<&&!（"Y7/）的 '()*+ 病例

显示完全（"Y&9，41<-4!，图 &>）或部分（"Y&&，

7-<-/!，图 &R）染色缺失，而 4-!（"Y&-，图 &@）的

病例保留染色，即以 34879564 表达缺失为诊断依

据则 '()*+ 的检出率可达 A-<&&T，且与原诊断一

致。然而，在不同的 '()*+ 组中，免疫染色状态有

很大差异。当仅考虑与 )2& 相关的 '()*+（"Y=）时，

= 例（&,,!）显示 34879564 染色正常，而非 )2& 相

关的 '()*+ （"Y41） 中，34879564 表达缺失达
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临床参数 完全缺失 部分缺失 保留染色 !!!

!

!

性别 "#$%& "#'(!

男 ) ( *

女 * $ (

年龄+岁 "#!,% "#)*)

!%" ," ' ,"

!%" ' % $

肿瘤大小+-. ,#&,* "#)$)

!$ ( & '

$"," ( % $

#," $ % &

/011 分级 ,#%!, "#%*,

2"22 ,! ) )

222"23 $ & '

放射治疗 ,#!%* "#$&(

是 ( % )

否 ,, ' '

化学治疗 !#&&* "#&,,

是 ( ' (

否 ,, % *

复发 !#,$$ "#&%

是 ,, $ ,,

否 ( ( %

转移 &#%*& "#,'%

是 % & )

否 ,& ) '

45, 型 (#, "#",%

是 " " %

否 ,' ,, ,,

! ! "#$%&'()*+, "#$%&'(# )"*-./01!2

+,- ! ".$%&'(. )"* /0,01/012/ 345 6133(5(70 281712,8 2,/( 6,0, /(0/1!3

',#')6（"7!)），其中完全缺失病例 %&#$)6（"7,'），

部分缺失病例 !)#!"6（"7,,），保留表达组病例占

!)6（"7,,），即在非 45, 相关的 894:; 中检出率

可达 ',#')6。<&=!'.>& 的表达缺失不仅可以诊断

894:;，特别是对于非 45, 相关的 894:; 可显现

出更好的敏感性和特异性。

!#! 894:; ! <&=!'.>& "#$%&'()*+

,-"./ 本研究共纳入 %& 例 894:; 样本。大

多数样本（)%$）起源于原发性或复发性病变，而

,($的样本来自转移性病变。原发肿瘤位于双侧肢

体 ,( 例（&'$），躯干 !" 例（%'$），头颈部 '例

（,($）。( 个样本（,%$）是放化疗前的状态。此外，

包括 % 个 45, 相关样本。按照临床病例数据的不同

组别，我们进行了 <&=!'.>& 2<1 的统计分析（表

,）。研究结果表明，<&=!'.>& 的表达水平与性别、

年龄、肿瘤大小、/011 分级、放化疗及复发和转移

并无关联，而与 894:; 是否为 45, 型密切相关

（!7"#",%）。

. 45

最近有研究表明，在 894:; 中 ??@ 和 :AB,!

的基因表达异常，均可编码 9C1! 重要组成部分，

这种基因表达异常在诸多临床情况下均有发生D,%E。

??@ 和 :AB,! 的基因表达产物与 ?B<,+?B<! 可

构成 9C1! 复合物的核心，其主要负责组蛋白 &的

赖氨酸 !' 位点的二甲基化（<&=!'.>!）和三甲基

化（<&=!'.>&），9C1! 参与染色质的压缩，异染色

质的形成，F 染色体的失活以及多梳介导的基因沉

默D,$G,'E。有研究表明D,%E，??@ 和 :AB,! 的突变可以使

得 9C1! 失活，从而促使 <&=!'.>& 2<1 表达的缺

失。我们的结果显示，在所有的 894:; 中，($$的病

例中 <&=!'.>& 表达缺失。此结果相对于前人报道

的 :,"" 蛋白染色具有相同的价值D)H*E。但是，当考虑

到 894:; 的各类临床亚型时，在大多数散发的病

例中，<&=!'.>& 表达的丧失则具有更高的敏感度，

更有趣的是在我们的研究发现 % 例 45, 相关的

894:; 样本，2<1 染色显示 <&=!'.>& 阳性，曾有

文献报道称 9C1! 表达异常在 45, 相关的 894:;

中发生率较低，仅有 ("6的病例表现出 <&=!'.>&

/# <&=!'.>&表达完全缺失；I# <&=!'.>&表达部分缺失；1# <&=!'.>&

保留表达

6 ! )"*78 ".$9&'(.9$%*:;<=,!>/0

:1; ! )"*/<4=/0<((>?5(//14743".$9&'(. 17281712,8 01//@(/,'?8(/

/

I

1

宋紫暄，等#<&=!' 三甲基化蛋白可作为 894:; 的重要诊断标记物!

%

"

&$$



的表达缺失，!"#的病例仍保留了 $%&'()*% 的

表达+,'-。但是无论./, 相关的 01.23 中 $%&'()*%

的表达水平如何，只要我们从实际诊断的角度出

发，大多数 ./, 相关的患者检测为梭形细胞肉瘤基

本都可认定为 01.23，而很少再需要其他的辅助因

子来进行诊断。

通过研究中国人 01.23 组织样本证实了

$%&'()*% 的 4$5 分析对于 01.23 的诊断具有很

强的实用性。在某些特定临床情况下，如 63 相关性

或散发性 01.23，$%&'()*% 表达的缺失可作为一

种十分有意义的辅助标记物，具有很好的敏感性与

特异性。该标记对于 ./, 相关的 01.23 敏感性较

低，这与 ./, 相关的 01.23 中较低的 165' 失活

发生率相关。在我们的 $%&'()*% 的 4$5 分析结果

中，发现在 ./, 相关的 01.23 中 $%&'()*% 的水

平明显高于散发 01.23，我们在中国人群中的研究

结果与美国 178*9:;<7=>=?= 等 +,'-和日本 @A=>: 等 +,%-

学者的研究结果基本一致，并且若以 $%&'()*% 的

表达缺失为诊断 01.23 的标准，则其 01.23 的整

体检出率可达 BCD,,#，在除外 ./, 相关的 01.23

的检测中的其检出率可高达 (,D(E#，显现出十分优

异的敏感性和特异性。目前在诊断 01.23 的过程

中由于非特异性的形态学特征并缺乏特异性的 4$5

分子标记物，使得诊断工作仍然困难重重，而

$%&'()*% 在01.23早期诊断中具有灵敏、高效等

优势。综上所述，我们认为在中国 01.23 发病人群

中，$%&'()*%亦可作为该疾病早期诊断的辅助工具。
!"#$%
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