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Stathmin/Oncoprotein 18(Op18)基因在人骨肉瘤中的表达及其意义 *
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摘要 目的：探讨 stathmin/oncoprotein 18 (Op18)基因在人骨肉瘤中的表达规律及意义。方法：分别采用免疫组化法和 Western blot
法检测 10 例正常骨组织和 56 例骨肉瘤中 stathmin 蛋白的表达。结果：免疫组化法检测 stathmin 蛋白在正常骨组织、低级别骨肉

瘤(G1 级组)及高级别骨肉瘤(G2 级组)中阳性表达率分别为 20 %、65 %、100 %。正常骨组织分别与 G1 级组、G2 级组比较，均有显

著性差异(P﹤0.05)；G1 级组与 G2 级组比较，有显著差异(P<0.05)。Western blot 法检测显示，stathmin 蛋白在正常骨组织、G1 级

组、G2 级组表达相对值分别为（0.34±0.15）、（0.68±0.21）、（0.90±0.17）。正常骨组织分别与 G1 级级组、G2 级组比较，差异均有

显著性( P <0.01)，G1 级组与 G2 级组比较，差异有显著性(P<0.01)。结论：Stathmin 在骨肉瘤中过表达，与骨肉瘤的发生及发展密

切相关。
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ABSTRACT Objective: To investigate the expression of stathmin/ oncoprotein 18 (Op18) in human osteosarcoma and its relation to
biological behaviors of osteosarcoma. Methods: The stathmin protein expressions of 56 cases with human osteosarcoma and 10 cases of
normal bone tissues were examined by immunohistochemical staining and Western blot methods. Results: The positive rate of stathmin in
normal human bone tissues, G1 grade and G2 grade were 20%, 65%, 100% respectively. The difference between normal human bone tis-
sues and G1 grade, G2 grade were significant (P<0.05)respectively; the difference between G1 grade and G2 grade were significant(P<0.
05). Expression of stathmin in normal human bone tissues，G1 grade and G2 grade were (0.34±0.15）,（0.68±0.21）,（0.90±0.17）
respectively. The difference be- tween normal human bone tissues and G1 grade, G2 grade were significant (P<0.01) respectively; the
difference between G1 grade and G2 grade were significant (P<0.01). Conclusion: Overexpression of stathmin plays an important role in
development and progression of human osteosarcoma.
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前言

骨肉瘤是骨科最常见的骨肿瘤，其发病率约占全部原发骨

恶性肿瘤的 35 %～40 %。由于骨肉瘤生长方式多呈浸润式，且

复发率高。有学者统计过去的 30 年中骨肉瘤的治愈率, 特别是

恶性骨肉瘤病人的治愈率没有得到明显的提高。过去传统的治

疗包括手术切除后联合放疗及化疗都没有显著提高骨肉瘤的

治愈率。因此，早期发现骨肉瘤，采用手术联合基因治疗骨肉瘤

的新方法成为广大学者的共识，肿瘤的基因治疗逐渐在近年被

广大学着重视。而 Stathmin 提供了一个骨肉瘤基因治疗的新方

向[1]。

1 材料与方法

1.1 病例选择

选择哈尔滨医科大学附属第四医院 2000 年 1 月 -2009 年

1 月收治的 56 例骨肉瘤患者切除骨组织及 10 例截肢的正常

骨组织。患者年龄在 14～35 岁之间，平均年龄 21 岁。所有患者

均为第一次手术，术前均未行任何抗肿瘤放、化疗和介入治疗。
按照人卫出版社第 6 版外科教科书骨肉瘤分类标准进行病理

分级

1.2 方法

1.2.1 免疫组化法 免疫组化组将一部分骨组织用福尔马林固

定，用于 stathmin 兔抗人多克隆抗体购自美国 C.S.T 公司，S-P
免疫组织化学染色试剂盒及 DAB 染色试剂盒均购自北京中杉

金桥生物技术有限公司。经高压修复 stathmin 抗原，一抗浓度
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是 1：100，实验步骤按试剂盒说明书操作，以 PBS 代替一抗作

为阴性对照。stathmin 蛋白表达阳性信号定位于肿瘤细胞的胞

浆，呈浅黄、棕黄或棕褐色阳性颗粒。Stathmin 蛋白免疫组化阳

性细胞判定标准，参照 sulzers 分级法。①以着色强度分为 4
级：无阳性着色，定 0 分；可见浅棕色阳性颗粒，定 1 分；可见棕

色阳性颗粒，定 2 分；可见棕褐色阳性颖粒，定 3 分。②以阳性

细胞分 4 级：查 5 个高倍视野，计算 100 个细胞中的阳性百分

率，并求出平均值。I：无阳性细胞着色，定 0 分；Ⅱ：阳性细胞数

小于 25 %，定 1 分；Ⅲ：阳性细胞数占 26-50 %，定 2 分；Ⅳ：阳

性细胞数大于 51 %，定 3 分。Stathtnin 蛋白免疫组化阳性细胞

判定标准为①、②之积，0 分视为阴性 (一)，1～2 分视为阳性

(+)，3～6 分视为中度阳性(++)，7～9 分视为强阳性(+++)。
1.2.2 Western blot 法 液氮速冻一部分标本，用 - 70℃低温冰箱

保存，用于免疫印迹:Stathmin 兔抗人多克隆抗体购自美国 C.S.
T 公司，兔抗人β-actin 多克隆抗体购自 Santa Cruz 公司，羊抗

兔 IgG-HRP 购自武汉博士德生物工程有限公司。在手术离体

后无菌条件下取患骨、用 RPMI-1640、（RPMI-1640 培养基为

Gibco 公司产品）培养液冲洗骨髓腔制备骨髓悬液，红细胞裂解

液去除红细胞后，用 RPMI-1640 全培养液调细胞密度为 2×
106 个 /ml，于 37℃、5% CO2 条件下培养。每两天换一次液，去

除非贴壁细胞，到第 6 天时纯度可达 80%以上。另将肿瘤于 30
分内迅速投入 - 70℃液氮冻存。①组织蛋白提取:取新鲜标本

各 200 mg，抽提全蛋白，测浓度后 - 70℃冻存备用。②检测

stathmin 蛋白：先后灌制 200 g/L 和 80 g/L 的 SDS- 聚丙烯酰胺

分离胶和积层胶，并加电泳缓冲液（Tris- 甘氨酸）后,拔去梳子

加样。每处加样 50μL，第一泳道加入预染的低分子质量标准

分子质量蛋白。起始电压 8V/cm，样品进入分离胶后提至 15
V/cm。电泳完毕后用将蛋白转印于 NC 膜上,脱脂奶粉封闭膜

后加入兔抗人 stathmin 多克隆抗体( 1：500)的 TBST，4℃过夜；

洗膜，加过氧化物酶（1：1000 辣根）标记的羊抗兔 IgG，反应

1h。凝胶电泳鉴定后，从凝胶中纯化回收 Stathmin 的 DNA 片

段。蛋白的检测均以 PBS 替代一抗作为阴性对照，以β-actin
作为阳性对照。
1.3 统计学处理

数据以 x±s 表示，采用 SPSS 15.0.0 统计软件进行 t 检验,
所得结果用均数±标准差表示。以 P<0.05 表示差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 免疫组化法检测 Stathmin 在骨肉瘤中的表达

表达阳性 Stathmin 蛋白信号位于胞浆，呈褐紫色阳性颗粒

（见图 1）。Stathmin 蛋白表达情况见表 1，其在正常骨组织、G1

级、G2 级组的阳性表达率分别为 20.0 %、65.0 %、100 %，呈逐渐

上升趋势。经统计学分析显示，正常骨组织分别与 G1 级组、G2

级组比较，有显著性差异(P<0.05)；G1 级组与 G2 级组比较，有显

著差异(P<0.05)。

A Normal bone，B G1 osteosarcoma，C G2 osteosarcoma，

图 1 stathmin 在不同病理分级骨肉瘤中的免疫组化

Figure 1 The immuno-positive products of Stathmin in different grade osteosarcoma

Note: * Compared with G1, # Compared with G2 , ** Compared with normal bone

表 1 stathmin 在骨肉瘤的表达

Table 1 Expression of stathmin in osteosarcoma

Group n
Stathmin

x2 P
- + %

Normal bone 10 8 2 20.0 11.61* 0.0277

Osteosarcoma

Grade G1 20 7 13 65.0 11.64# <0.05

Grade G2 36 0 36 100 29.52** <0.05
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2.2 Western blot 法检测 Stathmin 在骨肉瘤中的表达

Western blot 法检测发现，Stathmin 蛋白在正常骨组织、G1

级组、G2 级组表达（见图 2）。分别与相应样本β-actin 相比，求

出其比值（见表 2）。经统计分析显示，与正常骨组织比较，G1 级

组、G2 级组比较，差异均有显著性(P<0.01)；G1 级组与 G2 级组

比差异有显著性(P<0.01)。

3 讨论

肿瘤的基因治疗随着细胞、分子生物学在近年高速发展已

逐渐为广大学者重视。国内外寻找基因治疗的靶点成为研究热

点。选择合理、有效的靶点是基因治疗的关键和主要方向。
人 Stathmin 是最先从淋巴瘤中提选出的特征性的表达基

因 [2]。是原癌基因蛋白 -18(oncogene protein18，op18)，也称为

p18，p19，Prosolin 及 Metablastin。其广泛存在细胞质中的磷酸

蛋白，经检测有 150 个氨基酸构成。包括中心区、N 端的结构调

节域和 C 端的蛋白相互作用结构域。中心区包括 4 个域构成其

核心区域连接 N 端和 C 端, 可构成与微管蛋白相互作用的

Stathmin 最小片段。人们最初开始发现认识 stathmin 是由于其

在急性白血病细胞胞质中中的高表达。以及 stathmin 对胞外信

号所产生的甲基化、乙酰化、磷酸化的反应。近年来的研究发

现，stathmin 是一种主要的微管不稳定蛋白，其调节微管从生长

阶段过渡到停止阶段,使微管发生 " 破坏 "。即在细胞周期的不

同阶段通过甲基化、乙酰化、磷酸化和去磷酸化作用来调节细

胞周期的不同阶段的细胞微管系统动力平衡，从而并以此改变

细胞的增殖、分化、活性等生物学行为[3]。由于 stathmin 在细胞

的增殖和分化中起着重要的调节作用，其表达的紊乱可能导致

与肿瘤的发生和发展有关，即在正常细胞的增殖和分化中所起

起着 " 负面 " 的调节作用，使其癌变。stathmin 还能改变肉瘤细

胞的形态,调节其运动和转移。在复发和转移的肉瘤中 stathmin
表达更高,提示 stathmin 也可能与肉瘤的发展和转移相关。已有

文献报道 stathmin 基因与口腔鳞癌[4]、肺癌[5]、乳腺癌、前列腺癌

和卵巢癌[6]等多种实体恶性肿瘤实体的发生和发展有着直接密

切关系。多种恶性肿瘤中 Stathmin 都有高水平表达，也有学者

认为 Stathmin 的高水平表达是恶性细胞维持高增殖率和转化

表型所必需微管与肿瘤血管生成的可塑性密切相关[7]。而通过

抑制其表达可以干扰恶性细胞的分裂。并且抑制 Stathmin 表达

能够协同增效某些化疗药物的抗癌疗效[7]。Mistry 等[8]证实了其

设计的抗 Stathmin 核酶的能力，抗 Stath-min 核酶能够从癌变

细胞中分离的总 RNA 混合物中选择性分离纯 Stathmin RNA，

并利用某病毒投递系统进行肿瘤细胞中抗 Stathmin 核酶的有

效基因转移，从而提供了一种新的、有效的肿瘤基因治疗形式
[9,10]。最近的研究还发现，stathmin 可以直接调节一些组织的发

育[11]。虽然人们对 stathmin 基因在一些组织发育和相关疾病做

了有关研究，但其在人骨肉瘤中的表达及对肿瘤生物学行为特

征的评价研究尚未见报道。
在本研究中，Western blot 法检测显示，stathmin 蛋白在

正常骨组织、G1 级、G2 级组表达相对值分别为 （0.34±0.15）、
（0.68±0.21）、（0.90±0.17）。正常骨组织分别与 G1 级级组、G2

级组比较，差异均有显著性(P<0.01)，G1 级组、G2 级组比较，差

异有显著性(P<0.01)。免疫组化法显示，在正常骨组织、G1 级级

组、G2 级组骨肉瘤中 stathmin 蛋白阳性表达率分别为 20.0、
65.0、100，正常骨组织分别与 G1 级级组、G2 级组比较，有显著

差异 (P<0.05)；G1 级组、G2 级组比较，有显著差异(P<0.05)。
Stathmin 蛋自除在肿瘤细胞胞浆中有表达外，在各级别骨肉瘤

中表达呈阳性，这些提示 stathmin 在骨肉瘤的发生和发展中起

了重要的作用, 可能参与了骨肉瘤血管生成，对骨肉瘤的生长、
转移和浸润起促进作用。

Stathmin 是细胞内微管相关蛋白甲基化、乙酰化、磷酸化

和去磷酸化磷酸化过程中的重要调节因子，其主要功能是促进

微管蛋白的解聚合作用是其主要功能，后者能有效促使纺垂体

的有丝分裂 [11]。也就是说 stathmin 在细胞的有丝分裂过程中

stathmin 起着重要的调节作用，通过控制细胞周期来影响细胞

的增殖与分化是通过控制细胞周期来影响[11]。由于 stathmin 在

细胞有丝分裂过程中的重要的调节作用以及在肿瘤组织中的

高表达，一些学者试图通过抑制 stathmin 的表达既控制微管从

生长阶段过渡到停止阶段来以及阻断 stathmin[12]。通过用 siR-
NA 能在 mRNA 水平上抑制 stathmin 的表达, 增加 G2/M 期骨

肉瘤细胞数量,抑制微管的生成,明显促进凋亡的发生。反义核

酸单克隆抗体核酶 stathmin 蛋白抑制剂及丝氨酸酶位点突变

体等方法封闭该基因表达也均证实，抑制其表达可使细胞受阻

于 G2/M 期，明显促进凋亡的发生[13]。所以 stathmin 的生物学功

能成为了目前研究恶性肿瘤生物治疗的热点之一。stathmin 基

因治疗现已证明也能明显抑制肝、前列腺癌细胞的增殖 [14]，

stathmin 联合使用抑制微管功能的药物如紫杉烷和长春花碱抗

癌作用还有协同作用[15]。
综上所述，本文发现 Stathmin 基因及表达产物是一个极具

Note：1 normal bone,2 osteosarcoma of G1, 3 osteosarcoma of G2

图 2 Stathmin 蛋白在正常骨组织和各级骨肉瘤中的表达

Figure 2 The expressions of Stathmin protein in the bone and

osteosarcoma

Note：* P <0.01 compared with normal bone, # compared with Grade G1

表 2 stathmin 蛋白表达水平(x±s)

Table 2 Express of stathmin protein(x±s)

Group n Relative Expression

Normal bone

Osteosarcoma
10 0.34±0.15

Grade G1 20 0.68±0.21*

Grade G2 36 0.90± 0.17*#
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可行性的提供了分子标志的早期诊断和治疗恶性骨肉瘤的生

物治疗的新靶点。并进一步为认识骨肉瘤发生发展的分子机制

提供理论基础。由于本文仅研究了 stathmin 表达水平与骨肉瘤

临床病理特征之间的关系，没有相关预后资料，所以 stathmin
表达水平与骨肉瘤患者的预后关系有待进一步研究。
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