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骨肉瘤组织中同源盒蛋白 2的表达及其与患者临床特征
及预后的关系研究 *
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摘要目的：探讨骨肉瘤组织中同源盒蛋白 2（Six2）的表达及其与患者临床特征及预后的关系。方法：54例原发性骨肉瘤患者作为

本研究的对象。采用反转录 -聚合酶链反应（RT-PCR）及免疫组化探索 Six2在骨肉瘤组织中的表达。收集患者的临床信息，分析

Six2与骨肉瘤患者临床特征之间的关系。对患者进行 3年的随访，记录患者的生存资料信息，绘制生存分析曲线，探索 Six2的表

达与骨肉瘤预后的关系。结果：相对于癌旁正常组织，骨肉瘤组织 Six2基因及蛋白水平呈高表达。Six2的表达与患者的是否远处

转移相关（P<0.05）。Six2的表达水平越高，骨肉瘤患者的预后越差（P<0.05）。结论：Six2在骨肉瘤组织中高表达，且与不良预后有
关，可能参与到骨肉瘤的发生发展中。
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Expression of Sine Oculis Homeobox Homolog 2 in Osteosarcoma
and its Relationship with Clinical Characteristics and Prognosis*

To investigate the expression of Sine oculis homeobox homolog 2 (Six2) in osteosarcoma and its

relationship with clinical characteristics and prognosis. A total of 54 patients with primary osteosarcoma collected were

collected as the subjects of this study. Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR), and immunohistochemistry were

used to explore Six2 expression in osteosarcoma. Clinical information was collected and the relationship between Six2 and clinical

characteristics of patients with osteosarcoma was analyzed. Patients were followed up for 3 years, recording patient survival data

information, and drawing survival analysis curves to explore the relationship between Six2 expression and osteosarcoma prognosis.

Six2 was highly expressed in both gene and protein levels in osteosarcoma tissues compared to adjacent normal tissues. The

expression of Six2 was correlated with distant metastasis (P<0.05). The higher the expression level of Six2, the worse the prognosis in
osteosarcoma patients (P<0.05). Six2 is highly expressed in osteosarcoma tissues and is associated with poor prognosis,

which may be involved in the occurrence and development of osteosarcoma.

Osteosarcoma; Sine oculis homeobox homolog 2; Clinical characteristics; Prognosis

前言

骨肉瘤是一种最常见的原发于骨组织的高度恶性肿瘤，表

现为不断增殖的肿瘤细胞直接产生骨或骨样组织，具有较强的

侵袭性 [1]。同源盒蛋白（Six）家族编码 6个蛋白，由同源域

（HD）、Six结构域（SD）、保守的 N端和酸性 C端组成[2]。Six家

族所编码蛋白的 HD区域可特异性结合到靶基因的 DNA 序

列上，并调控他们的表达 [3]。此外，SD 区域还可发挥转录调

控作用 [4]。已有研究显示，Six家族蛋白参与了多种肿瘤的发

生发展[5，6]，本研究旨在探讨骨肉瘤组织中同源盒蛋白 2（Six2）

的表达及其与患者临床特征及预后的关系，以期揭示 Six2在

骨肉瘤疾病进展中的作用。

1 资料和方法

1.1 一般资料

收集 2018年 3月 ~2021年 3月我院收集的 54例原发性

骨肉瘤患者作为本研究的对象。本研究获得了我院伦理委员会

的批准，所有的取样均获得了患者或监护人的同意并签署知情

同意书。其中男性 28例，女 26例，年龄 8~30岁，平均（15.87依
6.89）岁。记录每一位患者的相关临床数据，并对患者随访 3
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Groups
Six2 expression

- + ++ +++

Osteosarcoma tissues

(n=54)
13 12 14 15

Adjacent normal tissue

(n=54)
21 20 7 6

Z 2.793

P 0.005

表 1骨肉瘤组织和癌旁正常组织的 Six2表达对比

Table 1 Comparison of Six2 expression between osteosarcoma tissues and adjacent normal tissues

年，每 3个月进行一次登门或电话随访一次，记录随访数据。患

者生存时间为自确诊之日至死亡或最后一次随访时间。纳入标

准：（1）术后经组织病理学确诊为骨肉瘤：（2）首次诊断为骨肉

瘤，既往无相关手术及用药史；（3）患者医从性较好，愿意配合

相关临床检查，愿意提供相关的临床数据资料。排除标准：（1）

转移性骨肉瘤；（2）存在其他组织或脏器恶性肿瘤；（3）失访。

1.2 Six2表达检测

1.2.1 反转录 -聚合酶链反应（RT-PCR）检测 术中选取患者

骨肉瘤组织及相应的骨肉瘤癌旁组织，一部分样本保存于含

Trizol试剂的 EP管中，-80℃保存。实验时取出组织，按照反转

录试剂盒及荧光定量 PCR试剂盒的操作说明，进行样本 Six2

mRNA扩增：用无菌剪刀剪取骨肉瘤及癌旁正常组织各 100mg，

放入 1 mL EP管中，随后加入 1 mLTrizol，反复摇匀，按照说明

书指示提取组织总 RNA。肿瘤及癌旁组织 RNA各取 3 滋g，按
照逆转录试剂盒的指示将 RNA逆转录为 cDNA，点板后在

定量 PCR检测仪上进行荧光定量检测。PCR引物购自生工生

物有限公司。PCR 反应体系 20 滋L：Six2 前引物和后引物各
0.5 滋L，cDNA1 滋L，Mix（SYBR Green）9 滋L，ddH2O 9 滋L。上机
完成后由电脑将荧光信号转换为 CT值，并得出 copy数目。采

用 GAPDH 对 mRNA 含量的变异进行校正。Six2 精确含量

=Six2拷贝数 /内参 GAPDH拷贝数。

1.2.2 免疫组化分析 将每位患者的骨肉瘤组织及癌旁组织

切片由两位病理科医师在双盲情况下观察评价结果并进行相

应的图片采集。Six2阳性表达呈棕黄色颗粒，主要分布于细胞

浆，结果判定按照半定量积分法：（1）每个切片随机观察 5个

视野，观察视野下的阳性细胞占总细胞数目的百分比，并根据

百分比进行打分：0%计 0 分，0~5%计 1 分，6%~25%计 2 分，

26%~50%为 3分，51%~75%计 4分，76%~100%计 5分；（2）按

照视野下的染色强度评分：无色为 0分，黄色为 1分，棕黄色为

2分，棕褐色为 3分。根据（1）和（2）两项评分之积判定结果：0

分为 Six2表达阴性（不表达），≥ 1分为 Six2表达阳性，其中

1~2分为 Six2低表达（+），3~5分为 Six2中表达（++），6~8分为

Six2高表达（+++）。

1.3 统计学处理

统计学处理和图形绘制采用 SPSS 22.0 软件和 Graphpad

Prims 7.0。计量资料（X依SD）比较采用 t检验；计数资料采用

掊2检验或 wilconxon 检验。以 Kaplan-Meier生存分析曲线及

Logrank检验对比不同 Six2表达的生存情况。P<0.05认为具有
统计学意义。

2 结果

2.1 Six2在骨肉瘤组织中的表达

RT-PCR检测结果显示，骨肉瘤组织中 Six2 mRNA的表达

量（7.12依2.11），明显高于癌旁组织（4.87依1.13）（t=8.142，P=0.
012）。再将本研究样本，进行 Six2阳性评价，结果显示，骨肉瘤

组织中 Six2的表达（阳性表达数）明显高于癌旁正常组织

（Z=2.793，P=0.005，n=54）。见表 1。

2.2 Six2的表达与骨肉瘤患者临床特征的关系

骨肉瘤患者 Six2的表达与肿瘤远处转移有关（P<0.05），与
患者性别、年龄、肿瘤部位、肿瘤直径、肿瘤类型等其它各项指

标无关（P>0.05），如表 2所示。

2.3 不同 Six2表达的患者的预后

按 Six2表达的不同强度（阳性程度），将不表达和较低表

达患者归类为 Six2相对低表达组（25例），中等表达和较高表

达患者归类为相对高表达组（29例），比较其对应的生存数据。

结果显示，Six2相对低表达组患者生存率 96.00%（24/25）明显

高于 Six2相对高表达组的 72.41%（21/25），差异有统计学意义

（掊2=6.648，P=0.000）。将其生存资料建立 Kaplan-Meier时间队

列模型，并对低表达组和高表达组的生存率资料进行 Logrank

检验，结果显示，高表达组预后更差（P<0.05），见图 1。

3 讨论

作为一种转录因子，与 Six1一样，Six2也是一种肿瘤促进

因子，二者不仅结构上高度同源，在正常的成熟组织中均表达

水平低，在恶变组织中表达水平明显升高，且二者存在协同促

进作用[7]，敲低 Six1的表达时，肿瘤的恶性行为不会有明显改

变，并存在 Six2的表达升高[8]。Six2参与上皮间质转换（EMT）

的调控过程中，促进肿瘤浸润的前沿出芽细胞表达波形蛋白

（vimentin）等间质标记物，增强肿瘤细胞与间质细胞的同源

性[9]。因此，相对于 Six1而言，Six2的作用更加广泛，参与的肿

瘤调控信号通路更多[10，11]。

本研究结果表明 Six2在骨肉瘤中高表达，且表达越高，骨

肉瘤细胞的恶性程度越高，骨肉瘤患者的预后越差。当前鲜有

关于 Six2在骨肉瘤中的研究报道，但在其他上皮肿瘤中报道

较多，如Wan ZH等[12]研究显示在肝细胞癌中，Six2高表达与

患者不良预后相关，上调 Six2通过 TGF-茁 / Smad信号通路促
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图 1不同 Six2表达量患者的生存分析曲线

Fig.1 Survival analysis curve of patients with different Six2

expression level

Clinical features n
Six2 expression

Z P
- + ++ +++

Gender Male 28 7 6 7 8
0.000 1.000

Female 26 6 6 7 7

Age(years) ≤ 15 27 7 6 7 7
0.349 0.727

＞15 27 6 6 7 8

Tumor location Femur 19 5 5 5 4

1.870 0.931Tibia 17 4 4 5 4

Others 18 4 3 4 7

Tumor diameter(cm) ≤ 5 27 6 5 6 10
1.099 0.272

＞5 27 7 7 8 5

Tumor differentiation Low differentiation 15 4 5 3 3

2.927 0.231
Middle

differentiation
29 8 5 9 7

High differentiation 10 1 2 2 5

Tumor Staging ( TNM ) I 7 2 2 1 2

0.465 0.927
II 14 4 3 3 4

III 23 5 4 7 7

IV 10 2 3 3 2

Distant metastasis Yes 35 4 6 11 14
3.697 0.000

No 19 9 6 3 1

Tumor type General type 38 9 6 12 11
0.812 0.417

Special type 16 4 6 2 4

表 2 Six2的表达与骨肉瘤患者临床特征的关系

Table 2 Relationship between the expression of Six2 and the clinical features of osteosarcoma patients

进肿瘤生长和促进肝癌转移。Cheng N等[13]研究发现 six2在肾

细胞癌组织中的表达显著增加，并且与患者的总生存率呈负相

关。此外，six2基因敲除降低了肾细胞癌细胞的干性，主要表现

在球型形成能力和干性标志物的表达降低。Jiang Y等[14]报道了

Six2在结肠腺癌中高表达，且 Six2高表达与患者总生存期相

关且是总生存期的独立预测因子，Six2 可能是治疗结肠腺癌

有价值的生物标志物和潜在的治疗靶点。Six2在这些肿瘤中

的共同点在于其促进了肿瘤细胞的干性，维持并促进肿瘤细

胞的恶性行为。因此推测 Six2可能同样可以增强骨肉瘤细胞

的肿瘤干性，促进骨肉瘤的恶性进展，这有待后续研究的进一

步证实。

综上所述，Six2在骨肉瘤组织中高表达，且与不良预后有

关，可能参与到骨肉瘤的发生发展中。然而，本研究并未从分子

的角度探索 Six2是否对骨肉瘤的增殖、侵袭、转移等方面存在

影响，有待研究的进一步开展。
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