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摘要  目的:观察 N- 乙酰转移酶 NAT10蛋白在软组织肉瘤中的表达及与类型、分级的关系。方法: 通过原核表达 NAT10蛋

白免疫制备特异性多克隆抗体,并经免疫印迹鉴定;以组织芯片- 免疫组化检测 166 例软组织肉瘤和 28 例良性肿瘤及瘤样病变

中NAT10 蛋白的表达。结果:制备多克隆抗体经Western 印迹鉴定与 NAT10 具有特异结合性。免疫组化显示 166 例软组织肉瘤

中NAT10 蛋白阳性 95例, 阳性率为 57% ( 95/ 166) , 28 例良性肿瘤及瘤样病变中 4 例阳性 14% ( 4/ 28) , 两者间有显著性差异( P<

0. 05)。NAT10表达的主要分布为:滑膜肉瘤 76% ( 13/ 17)、恶性纤维组织细胞瘤 75% ( 15/ 20)、原始神经外胚叶瘤( PNET ) 70% ( 16/

23)、横纹肌肉瘤 70% ( 7/ 10)、恶性外周神经鞘膜瘤 50% ( 11/ 22)、隆突性皮肤纤维肉瘤 50% ( 7/ 14)、平滑肌肉瘤 43% ( 6/ 14)、脂肪

肉瘤 42% ( 8/ 19)、黏液性纤维肉瘤 38% ( 6/ 16)。统计比较显示: 滑膜肉瘤与黏液性纤维肉瘤和脂肪肉瘤, 以及恶性纤维组织细胞

瘤与黏液性纤维肉瘤之间 NAT10 表达具有显著性差异( P< 0. 05) ; 而其它各组间无明显差异( P> 0. 05)。同时, NAT10 蛋白强阳

性表达( \+ + )多存在于滑膜肉瘤( 53% , 9/ 17)、横纹肌肉瘤( 40% , 4/ 10)及恶性纤维组织细胞瘤( 40% , 8/ 20)。在 FNCLCC 分级

中,19 例 I级肉瘤中NAT10 阳性表达率为 42% ( 8/ 19) , 44 例 II 级肉瘤为 43% ( 19/ 44) , 70 例 III级肉瘤为 73% ( 51/ 70)。III 级

NAT10阳性率显著高于 II 级组和 I级组(均为 P< 0. 05)。结论:研究表明 N- 乙酰转移酶 NAT10表达于多种人软组织肉瘤, 尤其

在高度恶性肉瘤,因此有可能为软组织肉瘤的分级及预后因子。
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ABSTRACT Objective: To evaluate the expression of N- acetyltransferase NAT10 protein in human tumors of soft tissue and its sig-

nificance. Methods: Anti- NAT10 polyclonal antibody was generated by immunization of E. coli expressing NAT10 protein. The expression of

NAT10 in 166 cases of soft- tissue sarcoma( STS) and 28 cases of benign tumors or tumor- like lesions of soft tissue arranged in tissue chip was

analyzed by immunohistochemistry. Results: Polyclonal antibody obtained from immunized rabbit was verified its specific reactivity with native

NAT10 protein by Western blot. The immunohistochemical staining of NAT10 showed that about 57% ( 95/ 166) of STS were positive and only

14% ( 4/ 28) for benign tumors or tumor- like lesions, there was significant difference between STS and benign lesions. The positive distribution

in NAT 10 expression was mainly synovial sarcoma 76% ( 13/ 17) , malignant fibrous histiocytoma 75% ( 15/ 20) , rhabdomyosarcoma 70% ( 7/

10) , primitive neuroectodermal tumor ( PNET ) 70% ( 16/ 23) , dermatofibrosarcoma protuberans 50% ( 7/ 14) , malignant peripheral nerve sheath

tumor 50% ( 11/ 22) , leiomyosarcoma 43% ( 6/ 14) , liposarcoma 42% ( 8/ 19) and myxofibrosarcoma 38% ( 6/ 16) . The statistical analysis showed

that NAT10 expression of synovial sarcoma was different from those of myxofibrosarcoma or liposarcoma ( P< 0. 05) , and malignant fibrous histio-

cytoma from myxofibrosarcoma ( P< 0. 05) , but no differences in other groups( P> 0. 05) . Meanwhile, strong positive staining of NAT10 ( \+

+ ) was much frequently in synovial sarcoma ( 53% , 9/ 17) , rhabdomyosarcoma 40% ( 4/ 10) or malignant fibrous histiocytoma 40% ( 8/ 20) . In

FNCLCC grading, the positive expression rates of NAT10 were 42% ( 8/ 19) in 19 cases of grade1 sarcoma, 43% ( 19/ 44) in 44 cases of grade2,

and 73% ( 51/ 70) in 70 of grade3, which was significantly higher than those in grade 1 or 2 ( P< 0. 05) . Conclusions: NAT10 protein could

be detected in many kinds of STS, especially in high histological grading, and thus it could be a potential factor for grading or prognosis of STS.
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1  引言

端粒酶通过合成端粒而保证细胞的持续分裂能力, 其表

达已成为大多数癌细胞的普遍标志[ 1]。近年来研究还证明,

端粒酶的导入可促进细胞生长或使正常二倍体细胞发生永生

化,并且提高细胞对 DNA 损伤诱导细胞凋亡和衰老的抵抗

性[2- 5]。因此, 端粒酶活性与细胞增殖能力、癌变, 以及癌细

胞对化疗和放疗的敏感性有着密切的关系。N- 乙酰转移酶

NAT10 ( N - acetyltransferase 10, GenBank: Accession No.

AF489535) 为本研究室克隆的与端粒酶蛋白亚基 hTERT 核心

调控区作用的相关基因[6]。目前已证明 NAT10 具有组蛋白乙

酰化酶的活性,可激活 hTERT 基因转录; 同时, DNA 损伤可以

促进NAT10 基因表达,而抑制 DNA 损伤诱导的细胞生长停止

及衰老作用[ 6- 8]。因此 NAT10 参与了端粒酶活性调节、细胞

生长和应激反应。生物信息学的分析发现 NAT10 基因在软组

织肿瘤具有高表达的可能。为此, 我们运用组织芯片- 免疫

组化检测了 NAT10 蛋白在常见软组织肿瘤中的表达, 旨在探

讨NAT10 基因与肿瘤的关系, 以进一步揭示其相关生物学作

用。

2  材料与方法
2. 1 组织标本:

病例取自北京大学第一和第三医院病理科 1997~ 2005 年

手术切除及活检病例存档蜡块,并根据 2002 年WHO 软组织肿

瘤分类进行病理学诊断和免疫组织化学鉴定[ 9] (另文总结)。

尽管恶性外周神经鞘膜瘤和隆突性皮肤纤维肉瘤不在新分类

范围,但依据传统仍作为软组织肿瘤进行分析。软组织肉瘤

166 例, 其中男性 84 例,女性 82 例; 年龄 1 至 88 岁, 平均 50. 1

岁。类型主要有: 黏液性纤维肉瘤 16 例、恶性纤维组织细胞

瘤 20 例、恶性外周神经鞘膜瘤 22 例、原始神经外胚叶瘤

( PNET ) 23 例、脂肪肉瘤 19 例、滑膜肉瘤 17 例、隆突性皮肤纤

维肉瘤 14例、平滑肌肉瘤 14 例、横纹肌肉瘤 10 例; 其它为血

管肉瘤、软组织胃肠间质细胞瘤各 3 例, 血管周细胞瘤、恶性

腱鞘巨细胞瘤、纤维肉瘤各 2 例。良性肿瘤及瘤样病变 28 例,

其中男性 15例, 女性 13例; 年龄 9 至 75 岁,平均 54. 2 岁。类

型包括:神经鞘瘤及纤维瘤 8 例、脂肪瘤 5例、平滑肌瘤 6 例、

纤维组织细胞瘤 5例、结节性筋膜炎 4例。

2. 2 免疫血清制备:

将NAT10 BamH I- Hind III 酶切片段重组于原核表达载体

pEK- 318、NAT10 融合蛋白的诱导表达、Ni- NTA 琼脂糖层析

柱于变性条件的纯化见文献[ 6]。将纯化的 NAT10 融合蛋白免

疫雄性新西兰白兔。初次免疫: 1 mg 融合蛋白与等体积完全

弗氏佐剂充分乳化后于兔背部皮下多点注射。14 天后作第 1

次加强免疫(不完全弗氏佐剂乳化) , 剂量、部位同上; 于 14 天

后重复加强免疫 1次。初次免疫后第 56 天经颈动脉取血, 分

离血清、分装并冻存于 $ 20e 。于每次加强免疫 10 天后取血

做 ELISA效价测定。免疫前取耳静脉血清, 作为对照[ 10]。

2. 3 Western印迹分析:

SDS- PAGE电泳、凝胶转移按文献[ 10]。硝酸纤维素膜上,

经脱脂奶粉封闭后,用制备兔血清( 1: 2000) 37e 1 小时结合。1

@ 磷酸缓冲液洗涤后, 生物素化羊抗兔 IgG( 1: 500)室温 1 小

时,加链卵白素- 碱性磷酸酶( 1: 500)室温 1 小时结合, NBT-

BCIP 显色。免疫前兔血清作阴性对照。

2. 4  组织芯片制备:

采用组织芯片仪 HT- 1(恒泰公司) , 每例标本取 3个独立

点,每张芯片阵列42 点。连续切片,厚 5LM, 贴附于APES 处理

载玻片, 60 e 烘烤 2h备用。

2. 5  免疫组织化学:

组织切片依次经二甲苯脱蜡、梯度乙醇水化后, 于 0. 3%

过氧化氢室温 1 小时处理,柠檬酸缓冲液于微波 95 e 20 分抗

原修复。马血清 ( 1: 100) 室温封闭 1 小时后, 滴加一抗 ( 1:

1500)于 37e 1小时温育, 洗涤后加 EVISION 抗兔抗体( DAKO

公司)室温 30 分, DAB 显色, 苏木精复染、中性树胶封片。阴

性对照:免疫前兔血清及1@ PBS代替第1 抗体。结果判断:在

阴性对照无着色时, 分析表达 NAT10 阳性着色主要为细胞浆

或核呈棕黄色。阳性强度分级: 为阴性; > 60% 细胞阳性+ ;

+ + > 90%强阳性; + + + > 90%超强阳性。

2. 6  统计学处理:

采用两样本构成比(率)比较的 X2检验。

3  结果

3. 1  免疫血清制备及鉴定:

原核表达的部份 NAT10 蛋白经 Ni- NTA 亲合层析纯化,

而用于免疫新西兰大白兔, 并得到 NAT10抗血清。经Western

印迹鉴定显示: 制备免疫血清与免疫原 His - NAT10 及天然

NAT10 均有亲合性(图 1) ,而无非特异反应, 表明获得了特异

NAT10 多克隆抗体。

图 1  制备多克隆抗体 Western免疫印迹检测NAT10表达。M:分子量

标准; 1:纯化His- NAT10免疫原; 2:HeLa细胞; 3:Hep2细胞提取液。

Figure 1  Anti- NAT10 Polyclonal antibody obtained from immunized rabbit

was verified its specific reactivity w ith native NAT10 protein by Western blot.

M :molecular weight marker; 1: purified His- NAT10 immunogen; 2: HeLa

cell extract ; 3: Hep2 cell extract
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3. 2 软组织肿瘤 NAT10蛋白检测:

NAT10 免疫组化阳性为细胞浆或核着色[ 6- 8] ,大多数病例

呈肿瘤细胞弥漫性阳性 (图 2)。软组织肉瘤的总阳性率为

57% ( 95/ 167) , 分布为(表 1) : 滑膜肉瘤 76% ( 13/ 17)、恶性纤维

组织细胞瘤 75% ( 15/ 20)、原始神经外胚叶瘤 ( PNET) 70% ( 16/

23)、横纹肌肉瘤 70% ( 7/ 10)、恶性外周神经鞘膜瘤 50% ( 11/

22)、隆突性皮肤纤维肉瘤 50% ( 7/ 14)、平滑肌肉瘤 43% ( 6/

14)、脂肪肉瘤42% ( 8/ 19)、黏液性纤维肉瘤 38% ( 6/ 16)。其它

包括:恶性腱鞘巨细胞瘤 2/ 2、纤维肉瘤 2/ 2; 2例血管肉瘤及 2

例血管周细胞瘤及各1 例阳性;而 3 例软组织胃肠间质细胞瘤

均为阴性。28 例良性肿瘤及瘤样病变中 NAT10 阳性为 14%

( 4/ 28) : 神经鞘瘤及纤维瘤 1/ 8 例、,平滑肌瘤 1/ 6 例、纤维组

织细胞瘤 1/ 5 例、结节性筋膜炎 1/ 4 例阳性, 而 5 例脂肪瘤均

为阴性。统计学分析显示NAT10 表达在软组织肉瘤与良性肿

瘤间具有显著性差异 ( P < 0. 05)。对 10 例以上各组肉瘤

NAT10 表达率比较显示滑膜肉瘤与黏液性纤维肉瘤和脂肪肉

瘤,以及恶性纤维组织细胞瘤与黏液性纤维肉瘤之间具有显

著性差异( P< 0. 05) ;而其它各组间无明显差异 ( P> 0. 05) (表

2)。

表 1  软组织肿瘤NAT10蛋白表达检测

Table 1 NAT10 staining in soft t issue tumors

类型
NAT10表达

例数 阴性 阳性 %

恶性 166 71 95 57

粘液性纤维肉瘤 16 10 6 38

恶性纤维组织细胞瘤 20 5 15 75

滑膜肉瘤 17 4 13 76

横纹肌肉瘤 10 3 7 70

原始神经外胚叶瘤 23 7 16 70

恶性外周神经鞘膜瘤 22 11 11 50

平滑肌肉瘤 14 8 6 43

脂肪肉瘤 19 11 8 42

隆突性皮肤纤维肉瘤 14 7 7 50

血管肉瘤 2 1 1 \

血管周细胞瘤 2 1 1 \

恶性腱鞘巨细胞瘤 2 0 2 \

纤维肉瘤 2 0 2 \

软组织胃肠间质瘤 3 3 0 \

良性 28 24 4 14

平滑肌瘤 6 5 1 \

神经鞘瘤 8 8 1 \

脂肪瘤 5 5 0 \

结节性筋膜炎 4 3 1 \

纤维组织细胞瘤 5 4 1 \

图 2  免疫组化染色检测人肿瘤组织 NAT10蛋白表达。阳性为细胞浆及核棕色着色。A: 神经鞘瘤,阴性染色; B: 平滑肌瘤,部分细胞阳性着色;

C: 隆突性皮肤纤维肉瘤,部分细胞阳性着色; D:脂肪肉瘤 I级,阴性染色; E: 脂肪肉瘤 II 级,弥漫强阳性染色; F: 恶性纤维组织细胞瘤, 弥漫强阳

性染色; G:横纹肌肉瘤,弥漫强阳性染色;H:滑膜肉瘤,弥漫强阳性染色; I:原始神经外胚叶瘤,弥漫强阳性染色。@ 200

Figure 2  Detect ion of NAT10 expression in human tumors of soft tissues by immunohistochemistry. The positive staining predominantly present in nuclei and cyto-

plasm of cancer cells. A: benign nerve sheath tumor, negat ive staining; B: leiomyoma: negative staining; C: nodosa, w eak positive staining; D: liposarcoma in

grade1, negat ive staining; E: liposarcoma in grade 2, strong posit ive; F: MFH, st rong positive ; G: rhabdomyosarcoma, strong positive; H: synovial sarcoma, very

strong positive ; I: PNET, very st rong posit ive. @ 200
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表 2 主要软组织肉瘤 NAT10蛋白表达检测统计分析

Table 2  the statistical calculation of NAT10 staining in soft t issue tumors

隆肉 滑肉 PNET 粘肉 恶纤 脂肉 神肉 平肉 横肉

隆肉 P= 0. 153 P= 0. 303 P= 0. 713 P= 0. 163 P= 0. 733 P= 1. 000 P= 1. 000 P= 0. 421

滑肉 P= 0. 153 P= 0. 900  * P= 0. 037 P= 1. 000  * P= 0. 049 P= 0. 112 P= 0. 075 P= 1. 000

PNET P= 0. 303 P= 0. 900 P= 9 P= 0. 692 P= 0. 073 P= 0. 181 P= 0. 169 P= 1. 000

粘肉 P= 0. 713  * P= 0. 037 P= 9  * P= 0. 041 P= 1. 000 P= 0. 521 P= 1. 000 P= 0. 226

恶纤 P= 0. 163 P= 1. 000 P= 0. 692  * P= 0. 041 P= 4 P= 0. 096 P= 0. 080 P= 1. 000

脂肉 P= 0. 733  * P= 0. 049 P= 0. 073 P= 1. 000 P= 4 P= 0. 613 P= 1. 000 P= 0. 245

神肉 P= 1. 000 P= 0. 112 P= 0. 181 P= 0. 521 P= 0. 096 P= 0. 613 P= 0. 742 P= 0. 446

平肉 P= 1. 000 P= 0. 075 P= 0. 169 P= 1. 000 P= 0. 080 P= 1. 000 P= 0. 742 P= 0. 240

横肉 P= 0. 421 P= 1. 000 P= 1. 000 P= 0. 226 P= 1. 000 P= 0. 245 P= 0. 446 P= 0. 240

  * 具有显著性差异

表中缩写注释:滑肉 ) 滑膜肉瘤; PNET ) 原始神经外胚叶瘤;隆肉 ) 隆突性皮肤纤维肉瘤;横肉 ) 横纹肌肉瘤;恶纤 ) 恶性纤维组织细胞瘤;

神经肉 ) 肉性神经外周鞘膜瘤;平肉 ) 平滑肌肉瘤;粘肉) 粘液性纤维肉瘤;脂肉 ) 脂肪肉瘤

  * indicat ing significant difference.

DFSP: dermatof ibrosarcoma protuberans; SYS: synovial sarcoma; PNET: primitive neuroectodermal tumor; MFS: myxofibrosarcoma; MFH: malignant fibrous

histiocytoma; LPS: liposarcoma; MPNST: malignant peripheral nerve sheath tumor; LMS: leiomyosarcoma; RMS: rhabdomyosarcoma

3. 3 NAT10蛋白表达强度与软组织网瘤类型的关系:

NAT10蛋白表达强度与软组织肉瘤类型的关系:对 10 例

以上各组肉瘤NAT10 表达阳性染色强度进行分析(表 3) , 以\

+ + 着色为强阳性分析显示: 滑膜肉瘤为 53% ( 9/ 17)、横纹肌

肉瘤为 40% ( 4/ 10)、恶性纤维组织细胞瘤为 40% ( 8/ 20)、黏液

性纤维肉瘤为25% ( 4/ 16)、PNET 为22% ( 5/ 23)、隆突性皮肤纤

维肉瘤 21% ( 3/ 14)、平滑肌肉瘤为 21% ( 3/ 14)、脂肪肉瘤 21%

( 4/ 19)、恶性外周神经鞘膜瘤为 9% ( 2/ 22)。统计学分析滑膜

肉瘤与 PNET、恶性外周神经鞘膜瘤, 恶性纤维组织细胞瘤与

恶性外周神经鞘膜瘤间有显著性差异( P< 0. 05) ; 而其它各组

间无明显差异( P> 0. 05) (表4)。

表 3  肉瘤类型与NAT10蛋白表达强度

Table 3  the distribution of NAT10 staining in various types of sarcomas

肉瘤类型
NAT10表达

- + + + + + +

合计

155

隆突性皮肤纤维肉瘤 7 4 3 0 14

滑膜肉瘤 4 4 4 5 17

原始神经外胚叶瘤 7 11 3 2 23

粘液性纤维肉瘤 10 2 4 0 16

恶性纤维组织细胞瘤 5 7 4 4 20

脂肪肉瘤 11 4 3 1 19

恶性外周神经鞘膜瘤 11 9 2 0 22

平滑肌肉瘤 8 3 2 1 14

横纹肌肉瘤 3 3 3 1 10

表 4 肉瘤类型与 NAT10蛋白表达强度统计分析

Table 4  the stat ist ical calculation of Strong NAT10 Staining in Sarcomas

隆肉 滑肉 PNET 粘肉 恶纤 脂肉 神肉 平肉 横肉

隆肉 P= 0. 138 P= 1. 000 P= 1. 000 P= 0. 295 P= 1. 000 P= 0. 357 P= 1. 000 P= 0. 393

滑肉 P= 0. 138  * P= 0. 041 P= 0. 157 P= 0. 517 P= 0. 082  * P= 0. 004 P= 0. 138 P= 0. 695

PNET P= 1. 000  * P= 0. 041 P= 1. 000 P= 0. 193 P= 1. 000 P= 0. 448 P= 1. 000 P= 0. 400

粘肉 P= 1. 000 P= 0. 157 P= 1. 000 P= 0. 481 P= 1. 000 P= 0. 217 P= 1. 000 P= 0. 664

恶纤 P= 0. 295 P= 0. 517 P= 0. 193 P= 0. 481 P= 0. 301  * P= 0. 047 P= 0. 295 P= 1. 000

脂肉 P= 1. 000 P= 0. 082 P= 1. 000 P= 1. 000 P= 0. 301 P= 0. 524 P= 1. 000 P= 0. 390

神肉 P= 0. 357  * P= 0. 004 P= 0. 448 P= 0. 217  * P= 0. 047 P= 0. 524 P= 0. 357 P= 0. 060

平肉 P= 1. 000 P= 0. 138 P= 1. 000 P= 1. 000 P= 0. 295 P= 1. 000 P= 0. 357 P= 0. 393

横肉 P= 0. 393 P= 0. 595 P= 0. 400 P= 0. 664 P= 1. 000 P= 0. 390 P= 0. 060 P= 0. 393

  * 具有显著性差异

表中缩写注释:滑肉 ) 滑膜肉瘤; PNET ) 原始神经外胚叶瘤;隆肉 ) 隆突性皮肤纤维肉瘤;横肉 ) 横纹肌肉瘤;恶纤 ) 恶性纤维组织细胞瘤;

神肉 ) 恶性神经外周鞘膜瘤;平肉 ) 平滑肌肉瘤;粘肉 ) 粘液性纤维肉瘤;脂肉 ) 脂肪肉瘤。

  * indicat ing significant difference.

DFSP: dermatof ibrosarcoma protuberans; SYS: synovial sarcoma; PNET: primitive neuroectodermal tumor; MFS: myxofibrosarcoma; MFH: malignant fibrous

histiocytoma; LPS: liposarcoma; MPNST: malignant peripheral nerve sheath tumor; LMS: leiomyosarcoma; RMS: rhabdomyosarcoma
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3. 4 NAT10蛋白表达与肉瘤组织学分级的关系 :

采用FNCLCC 分级法[ 9]对前述主要软组织肉瘤进行分级,

并观察了其NAT10 表达的分布和强度差异,结果显示(表 5) : 19

例 I级肉瘤中 NAT10阳性表达率为 42% ( 8/ 19) ; 44例 II级肉瘤

阳性率为 43% ( 19/ 44) , 70 例 III 级肉瘤 , NAT10 阳性表达为

73% ( 51/ 70)。统计分析显示 III级与 I 或 II级之间均有显著性

差异( P< 0. 05) , 而 I级与 II级之间则无差异 ( P> 0. 05)。但若

以\+ + 着色为强阳性分析则 3 组之间无显著性差异 ( P> 0.

05)。

表 5 肉瘤 FNCLCC分级与 NAT10蛋白表达

Table 5  The correlation of NAT10 Staining withHistological Grading of sarcoma

NAT10表达强度
FNCLCC分级

Ñ Ò Ó

- 11 25 19

+ 5 8 25

+ + 3 9 14

+ + + - 2 12

合计 133 19 44 70

  统计分析:若阴性/ - 0与所有阳性/ + ~ + + + 0之和比较,则Ñ 与

Ò : P= 0. 937> 0. 05差异无显著性; Ò与 Ó : P= 0. 002< 0. 05 差异有显

著性; Ñ与Ó : P= 0. 012< 0. 05差异有显著性。若阴性/ - 0和一般阳性

/ + 0之和与强阳性/ + + ~ + + + 0之和比较,则Ñ 与Ò : P= 0. 633> 0.

05差异无显著性, Ò与 Ó : P= 0. 178> 0. 05差异无显著性; Ñ与 Ó : P=

0. 078> 0. 05差异无显著性。

The statist ical analysis was calculated as follows: 1. Total of the negative

cases was compared with all posit ive cases in each of groups, and the result s

showed that there was significant difference in positive rate between Grade 3 and

either Grade 1(P= 0. 012< 0. 05) or Grade 2 ( P= 0. 002< 0. 05) , but not be-

tween Grade 1 and Grade 2 ( P= 0. 937> 0. 05) . 2. Total of strong positive cas-

es ( \+ + ) was compared w ith the combined cases of negative and + positive

in each of groups and the results showed no signif icant difference : Grade 1 and

Grade 2 : P= 0. 633> 0. 05, Grade 1 and Grade 3: P= 0. 078> 0. 05, Grade 2

and Grade 3: P= 0. 178> 0. 05.

由于WHO总结认为恶性外周神经鞘膜瘤分级不能预测其

恶性度[ 9] , 所以本研究未对其作分级, 但 NAT10 表达的强度同

样与其异型性有关(结果未示)。

4  讨论
软组织肿瘤分子病理学研究取得了很大进展: 染色体易位

所导致融合基因表达、基因扩增及过表达等。这些分子改变不

仅为软组织肿瘤发生、分化提供了依据, 也成为肿瘤类型确定

或鉴别诊断的可靠标志, 以及预后判断的指标 [ 11, 12]。端粒酶活性

及基因表达也是多数软组织肉瘤的标志, 部份报道其与肉瘤的

分级、增殖、进展等生物学特性有关[ 13- 15]。NAT10 基因在进化

中高度保存, 在果蝇、线虫、酵母等真核生物中有 70- 80%的同

源基因。NAT10 蛋白存在高度保守的乙酰化酶功能区,并具有

组蛋白乙酰化酶的活性[ 6]。组蛋白乙酰化在基因转录调节中

被认为是最初步骤, 所以组蛋白乙酰化酶活性存在于众多转录

调节辅助因子[ 16]。有趣的是近年来从软组织肿瘤发现的染色

体易位所形成的融合基因大多为转录辅助因子与转录因子的

融合: 如 EWS/ FLI1, EWS/ ETS, CHOP/ TLS, SYT- SSX1 等[ 11, 12]。

最近研究证明 EWS、TLS 与转录激活辅助因子 TAFII68 为同源

基因, 而 SYT 可能通过与组蛋白乙酰化酶作用激活基因转

录[ 17, 18]。另外,提高组蛋白乙酰化水平可促进一些肉瘤细胞的

生长和化疗的耐受性[ 19]。因而不难理解 NAT10 蛋白在肉瘤细

胞的普遍表达可能具有的重要作用。

在软组织肉瘤中形成的融合基因 EWS/ FLI1, EWS/ ETS, SYT

- SSX1 均具有完全转化细胞的癌基因功能, 并且已经证明

EWS/ ETS 等可以激活端粒酶 hTERT 基因的转录[ 20] , 我们也观

察到 SYT- SSX1 也有同样作用(结果未发表)。

因此, 可以推测作为端粒酶调节蛋白的 NAT10 在软组织肉

瘤的发生和生物特性调节中具有作用。首先, 从 NAT10 表达与

不同组织学分级的软组织肉瘤关系的结果可以发现:随分级增

加 NAT10 阳性表达增多, 尤其在属于 III 级的高度恶性肉瘤。

肉瘤组织学分级主要依据肿瘤细胞分裂相和坏死的面积, 因此

更注重肿瘤细胞的增殖活性[ 9]。而端粒酶直接涉及细胞增殖

能力,所以参与其调节的 NAT10 蛋白与软组织肉瘤恶性度有

关。再者,近来发现端粒酶活性可以增强细胞对 DNA 损伤的

抵抗性, 而降低肿瘤放化疗的敏感性[ 5, 21]。同时, 组蛋白乙酰

化酶也参与并促进 DNA 损伤修复反应[ 22, 23]。另外, 在先前的

研究中也发现 NAT10 基因可被 DNA 损伤诱导, 而抑制细胞周

期阻滞和衰老[ 7, 8 ]。因此有理由相信 NAT10 参与细胞增殖与

应激的调节, 有可能与软组织肉瘤的放化疗敏感性有关。

基因表达的改变通常为基因突变或转录调节的结果。目

前尚未对肿瘤细胞 NAT10基因突变进行分析,但最近我们已经

克隆和确定了 NAT10 基因启动子区 , 对其调节特点正在分析

中, 这也将有助于其表达机制的揭示。

本研究通过对 NAT10蛋白在软组织肿瘤组织中表达检测,

初步显示其在多种人肉瘤组织中的表达,并与肉瘤的组织分级

或恶性度有关, 提示NAT10 基因可能与软组织肉瘤的发生或生

物活动有关, 并有可能作为肉瘤分级和治疗反应预测因子。但

本研究选取肿瘤的类型与样本量仍有限,因此尚需作进一步的

研究。
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图 2  铝阶 X线片

Fig 2  Aluminium wedge X- ray film
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