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骨肉瘤乳腺癌特异基因、Ｂｃｌ２及相关转录因子、雌激素受体ｍＲＮＡ的表达
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［摘要］　目的：探讨骨肉瘤乳腺癌特异基因１（ｂｒｅａｓｔｃａｒｃｉｎｏｍａｓｐｅｃｉｆｉｃｇｅｎｅ１，ＢＣＳＧ１）、Ｂ细胞淋巴瘤／白血病２（Ｂｃｅｌｌｌｙｍ

ｐｈｏｍａ／ｌｅｕｋｅｍｉａ２，Ｂｃｌ２）、Ｂｃｌ２相关转录因子（Ｂｃｌ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ，ＢＴＦ）和雌激素受体（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，

ＥＲ）基因表达水平及意义。方法：用实时荧光定量ＲＴＰＣＲ技术检测１６例低（未）分化骨肉瘤标本及成骨细胞系ｈＦＯＢ１．１９

细胞株ＢＣＳＧ１、ＢＴＦ、Ｂｃｌ２、ＥＲα、ＥＲβｍＲＮＡ的表达，分析各指标间的相关性。结果：骨肉瘤组织中ＢＣＳＧ１、Ｂｃｌ２、ＥＲα、ＥＲβ
的表达明显高于成骨细胞系ｈＦＯＢ１．１９细胞株（Ｐ＜０．０１），ＢＴＦ表达两组无统计学差异；骨肉瘤组织ＥＲα／ＥＲβ显著高于成骨

细胞系ｈＦＯＢ１．１９细胞株（Ｐ＜０．０１）；肿瘤瘤体大小、患者性别对ＢＣＳＧ１、Ｂｃｌ２、ＢＴＦ、ＥＲα、ＥＲβ的表达未见显著影响；骨肉瘤

组织中ＢＣＳＧ１与ＥＲα（ｒ＝０．６９６，Ｐ＜０．０１）、ＥＲβ与Ｂｃｌ２（ｒ＝０．８７５，Ｐ＜０．０１）、ＥＲα／ＥＲβ与Ｂｃｌ２基因表达水平（ｒ＝－０．６４９，

Ｐ＜０．０１）分别存在线性关系。结论：骨肉瘤组织中可能存在ＢＣＳＧ１增强ＥＲα基因转录激活的作用，ＥＲβ可能影响Ｂｃｌ２的

表达。
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ２ｉｎｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ．
［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　ｂｒｅａｓｔｃａｒｃｉｎｏｍａｓｐｅｃｉｆｉｃｇｅｎｅ；Ｂｃｌ２；ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ；ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓ；ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００９，３０（４）：４１６４１９］

　　骨肉瘤（ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ）是最常见、高度恶性的骨

肿瘤，起源于间叶组织的肉瘤性骨母细胞（即肉瘤性

成骨细胞），与其增殖、凋亡、浸润行为相关的基因是

目前研究的焦点。骨肉瘤是激素相关性肿瘤。乳腺

癌 特 异 基 因 （ｂｒｅａｓｔｃａｒｃｉｎｏｍａ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｅｎｅ，

ＢＣＳＧ１）在很多不同的激素相关性肿瘤组织（包括骨
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肉瘤）中有异常高的表达率［１２］，推测ＢＣＳＧ１可能与

骨肉瘤的局部侵袭和转移密切相关。雌激素受体在

造骨细胞有表达，其异常表达与肿瘤的低年龄高发

病率有关。Ｍａｒｔｉｎ等［３］研究发现ＢＣＳＧ１高表达与

雌激素受体（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＲ）β亚型相关。Ｂ
细胞淋巴瘤／白血病２（Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ／ｌｅｕｋｅｍｉａ

２，Ｂｃｌ２）是凋亡抑制因子，Ｂｃｌ２相关转录因子（Ｂｃｌ

２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ，ＢＴＦ）是促凋亡因

子，与Ｂｃｌ２相互作用，调控细胞凋亡［４］。在骨肿瘤

中，仅骨肉瘤和软骨肉瘤出现Ｂｃｌ２表达，且其表达

与骨肉瘤的预后密切相关［４］，抑制Ｂｃｌ２的表达可以

抑制肿瘤细胞生长。

　　为进一步探讨骨肉瘤中上述基因的表达及意

义，本研究应用实时荧光定量ＲＴＰＣＲ技术对１６例

典型低（未）分化成骨肉瘤标本进行研究，为避免不

同来源组织细胞ｍＲＮＡ的干扰，特选取正常人成骨

细胞系ｈＦＯＢ１．１９细胞株作为对照，初步分析上述

基因的表达及意义。

１　材料和方法

１．１　材料及仪器　ＤＥＰＣ购自Ｓｉｇｍａ公司，ＲＴ试

剂盒、引物、荧光定量ＰＣＲ试剂盒、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ
购自上海ＳｈｉｎｅＧｅｎｅ公司，ＦＴＣ２０００型荧光定量

ＰＣＲ仪，购自加拿大ＦｕｎｇｌｙｎＢｉｏｔｅｃｈ公司。

１．２　细胞培养　成骨细胞系ｈＦＯＢ１．１９购自中国

科学院上海细胞库，用ＤＭＥＭ 培养液（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ

Ｌ谷氨酰胺，１５ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ，０．５ｍｍｏｌ／Ｌ丙酮

酸和１．２ｍｇ／Ｌ碳酸钠的ＤＭＥＭ与Ｆ１２培养基１

１混合，９０％；０．３ｍｇ／ｍｌＧ４１８；胎牛血清１０％）于

３７℃、体积分数为５％ＣＯ２条件下培养，细胞大致按

１．２×１０４／ｃｍ２密度接种，隔日换液。分别取第１、３、７
天、第２、４、８周传代培养的细胞标本。

１．３　标本获取　１６例（成）骨肉瘤标本（临床无明确

转移）来自第二军医大学长海医院骨科骨肉瘤患者

手术切除病理标本，病理类型为低（未）分化成骨肉

瘤；年龄１２～２０岁；７例女性、９例男性；５例瘤体直

径≥５ｃｍ，１１例＜５ｃｍ。标本切取后－８０℃冷藏。

１．４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测５种骨肉瘤相关基因的表达

１．４．１　组织及细胞总ＲＮＡ抽提　用ＴＲＩｚｏｌ分别

进行消化、裂解标本组织和培养细胞（６孔板细胞每

孔加ＴＲＩｚｏｌ试剂１ｍｌ，摇匀，消化５ｍｉｎ），用ＤＥＰＣ
处理 Ｈ２Ｏ溶解ＲＮＡ。上述处理好的ＲＮＡ７０℃预

变性５ｍｉｎ，迅速置于冰浴以防ＲＮＡ复性。用微量

加样器加入反应液、预变性的 ＲＮＡ，２５℃１０ｍｉｎ

４０℃６０ｍｉｎ，７０℃１０ｍｉｎ。

１．４．２　引物设计及ＰＣＲ反应　引物应用Ｐｒｉｍｅｒ

５．０设计，由上海生工生物工程技术服务有限公司合

成，引物序列见表１。合成引物后将引物用双蒸水溶

解，然后取 ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ、上下游引

物、水，加入上述反应好的ｃＤＮＡ，然后放置在荧光

定量ＰＣＲ仪上做反应，程序如下：９４℃４ｍｉｎ；９４℃

２０ｓ；６０℃２５ｓ；７２℃３０ｓ，循环３５次，７２℃检测信

号。制作标准曲线，得到各检测标本待测基因的相

对表达数。

表１　引物序列及扩增片段长度

Ｔａｂ１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅｌｅｎｇｔｈ

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′） Ｌｅｎｇｔｈ
（ｂｐ）

ＢＴＦ
　Ｆ ＴＧＡＴＧＣＴＣＣＣＡＴＧＣＴＣＡＧＴＡＣ １０６
　Ｒ ＴＣＣＡＡＣＡＧＡＡＣＣＡＧＡＣＣＣＡＧＡ
ＥＲα
　Ｆ ＣＣＡＣＴＣＡＡＣＡＧＣＧＴＧＴＣＴＣＣ １１５
　Ｒ ＴＧＧＧＣＴＣＧＴＴＣＴＣＣＡＧＧＴＡＡ
ＢＣＳＧ１
　Ｆ ＧＴＧＡＣＣＴＣＡＧＴＧＧＣＣＧＡＧＡＡ １８８
　Ｒ ＴＣＴＴＴＧＧＡＴＧＣＣＴＣＡＣＣＣＴＣ
Ｂｃｌ２
　Ｆ ＴＴＴＧＡＧＴＴＣＧＧＴＧＧＧＧＴＣＡＴＣ １９２
　Ｒ ＣＣＡＧＧＡＧＡＡＡＴＣＡＡＡＣＡＧＡＧＧ
ＥＲβ
　Ｆ ＣＡＡＣＡＣＣＴＧＧＧＣＡＣＣＴＴＴＣ １９９
　Ｒ ＴＧＡＧＣＡＴＣＣＣＴＣＴＴＴＧＡＡＣＣ

βａｃｔｉｎ
　Ｆ ＴＧＡＣＧＴＧＧＡＣＡＴＣＣＧＣＡＡＡＧ ２０５
　Ｒ ＣＴＧＧＡＡＧＧＴＧＧＡＣＡＧＣＧＡＧＧ

１．５　统计学处理　应用统计学软件ＳＰＳＳ１３．０进

行数据分析，组间检验采用Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验；回归

分析采用Ｆ检验；相关性分析采用Ｅｘｃｅｌ２００７数据

处理软件进行分析。

２　结　果

２．１　骨肉瘤组织及细胞中各基因的表达　结果（图

１）表明：骨肉瘤组织（ｎ＝１６）中ＢＣＳＧ１、ＥＲα、ＥＲβ、

Ｂｃｌ２的表达明显高于成骨细胞系ｈＦＯＢ１．１９细胞

株（ｎ＝６；Ｐ＜０．０１），ＢＴＦ表达两组无统计学差异。

２．２　骨肉瘤组织各基因表达与瘤体大小及患者性

别的相关性　结果（表２）表明：不同肿瘤瘤体ＢＣ

ＳＧ１、ＥＲα、ＥＲβ、Ｂｃｌ２、ＢＴＦ的表达无统计学差异；

男、女性肿瘤患者ＢＣＳＧ１、ＥＲα、ＥＲβ、Ｂｃｌ２和ＢＴＦ
的表达亦无统计学差异。
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图１　骨肉瘤组织及细胞中各基因的表达差异

Ｆｉｇ１　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎ

ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｈＦＯＢ１．１９ｃｅｌｌｓ
Ｐ＜０．０１ｖｓｈＦＯＢ１．１９；ｎ＝１６（ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａｔｉｓｓｕｅ），ｎ＝６（ｈＦＯＢ

１．１９），珚ｘ±ｓ

２．３　骨肉瘤组织各基因表达的相关性分析　骨肉
瘤组织ＢＣＳＧ１与ＥＲα在 ｍＲＮＡ水平的表达存在
线性关系（ｒ＝０．６９６，Ｐ＜０．０１），线性方程为：ｙ＝
６．４３ｘ＋０．０６５２（图２Ａ）。骨肉瘤组织ＥＲα／ＥＲβ值
显著高于成骨细胞系ｈＦＯＢ１．１９细胞株（１．１７７±
０．５８１ｖｓ０．４０５±０．２２７，Ｐ＜０．０１）；骨肉瘤组织

ＥＲα／ＥＲβ值 与 Ｂｃｌ２ 表 达 存 在 线 性 关 系 （ｒ＝
－０．６４９，Ｐ＜０．０１），线性方程为：ｙ＝－０．１６４５ｘ＋
０．５９９８（图２Ｂ）。ＥＲβ与Ｂｃｌ２在 ｍＲＮＡ水平的表
达存在线性关系（ｒ＝０．８７５，Ｐ＜０．０１），线性方程为：

ｙ＝０．２７５３ｘ＋０．０１３８（图２Ｃ）。

表２　肿瘤瘤体大小、性别差异对的骨肉瘤组织基因表达的影响

Ｔａｂ２　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｔｕｍｏｒｓｉｚｅａｎｄｓｅｘｅｓｏｎｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａｔｉｓｓｕｅｓ
（珚ｘ±ｓ）

Ｉｎｄｅｘ Ｎ ＢＴＦ ＥＲα ＢＣＳＧ１ Ｂｃｌ２ ＥＲβ
Ｔｕｍｏｒｓｉｚｅ

　　≥５ｃｍ ５ １．２４８±０．３１８ ０．１４６±０．０７３ １．１７４±０．５８９ ０．４１０±０．２１２ ０．１２３±０．０５１

　　＜５ｃｍ １１ ０．８６９±０．３３９ ０．１１３±０．０２９ ０．７１９±０．２５６ ０．３９３±０．１６４ ０．１２３±０．０５３
Ｓｅｘ

　　Ｆｅｍａｌｅ ７ １．０８３±０．２６９ ０．１１６±０．０２７ ０．８１４±０．２０５ ０．４９１±０．０９１ ０．１４１±０．０４２

　　Ｍａｌｅ ９ ０．９１４±０．４００ ０．１２９±０．０５７ ０．８９８±０．５４１ ０．３２６±０．２１７ ０．１０９±０．０６４

　ＢＴＦ：Ｂｃｌ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ；ＥＲ：Ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ；ＢＣＳＧ１：Ｂｒｅａｓｔｃａｒｃｉｎｏｍａｓｐｅｃｉｆｉｃｇｅｎｅ

图２　骨肉瘤组织各基因表达的相关性分析

Ｆｉｇ２　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｎｅｓｉｎｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａｔｉｓｓｕｅ
Ａ：ＬｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＢＣＳＧ１ａｎｄＥＲα；Ｂ：ＬｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＥＲα／ＥＲβａｎｄＢｃｌ２；Ｃ：ＬｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＥＲβａｎｄＢｃｌ２

３　讨　论

　　ＢＣＳＧ１在很多激素相关性肿瘤组织（包括乳腺

癌、骨肉瘤等）中有异常高的发现率，其高表达与肿
瘤分级相关，可作为乳腺癌预后标志物及其免疫治
疗潜在的靶标［５６］。在先前的实验中我们应用免疫

组织化学方法在蛋白水平证明了ＢＣＳＧ１与骨肉瘤
相关；在本次实验中，我们从 ｍＲＮＡ水平也证明了

ＢＣＳＧ１与骨肉瘤的高度相关性：１６例骨肉瘤标本中

ＢＣＳＧ１表达明显高于成骨细胞系ｈＦＯＢ１．１９细胞
株，而且患者性别和瘤体体积大小对其无明确影响。

基于在细胞分子水平及蛋白水平实验已取得了的相

应进展，可以推测ＢＣＳＧ１在骨肉瘤的浸润、转移及
耐药性等生物学行为上可能起着重要的作用。雌激
素在激素敏感器官的肿瘤发展过程中起重要作用。

ＥＲα的异常表达与乳腺癌细胞的增殖有关，雌二醇
可以通过ＥＲα促进恶性肿瘤的浸润。在本实验中，

１６例标本ＥＲα和ＥＲβ表达均明显高于成骨细胞系

ｈＦＯＢ１．１９细胞株，推测骨肉瘤的发生与发展与雌
激素及ＥＲ亚型密切相关。

　　ＢＣＳＧ１可能通过 ＨＳＰ依赖信号通路激活ＥＲα
转录活性。由于本实验发现 ＢＣＳＧ１与 ＥＲα在
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ｍＲＮＡ水平的表达存在线性关系，而ＥＲα在肿瘤浸
润、转移及耐药性等生物学行为上起着至关重要的
作用，可以认为在骨肉瘤中也存在ＢＣＳＧ１增强ＥＲα
基因转录激活作用的分子机制，并通过该途径对骨
肉瘤的局部侵袭和转移产生影响，但尚不能证明在
骨肉瘤中是否存在ＢＣＳＧ１刺激增强ＥＲα信号的机
制。也未发现ＢＣＳＧ１在ｍＲＮＡ水平的表达与ＥＲβ
的相关性。

　　ＢＴＦ是促凋亡因子，与Ｂｃｌ２相关蛋白相互作
用，其高表达促进凋亡。雌激素能在ＥＲα存在的条
件下刺激增强ＢＴＦ的转录［７８］，但确切机制仍不清
楚。本实验中，ＥＲα表达明显高出成骨细胞系

ｈＦＯＢ１．１９细胞株，ＢＴＦ表达却未见显著差异，据
此推测，ＢＴＦ可能也是骨肉瘤细胞的凋亡负调控因
子，对骨肉瘤细胞凋亡产生影响。由于ＥＲα的表达
几乎不与影响细胞凋亡的基因相关联，骨肉瘤的细
胞凋亡机制很可能与ＥＲα并不直接相关。在影响
细胞凋亡的基因中，起着抑制细胞凋亡作用的Ｂｃｌ２
占据着核心地位，不同组织中Ｂｃｌ２的表达水平不
同。本次实验骨肉瘤标本Ｂｃｌ２表达明显高于成骨
细胞系ｈＦＯＢ１．１９细胞株，联系前期蛋白水平研究
的成果［４］，机体可能是通过调控Ｂｃｌ２的表达从而影
响骨肉瘤细胞凋亡的。

　　ＡｂｄｅｌＦａｔａｈ等［９］发现在肿瘤形成中ＥＲα／ＥＲβ
值和Ｂｃｌ２一样都是增高的，并认为在影响Ｂｃｌ２的

表达上，ＥＲα与ＥＲβ的表达平衡可能很重要。Ｚｅｎｇ
等［１０］亦认为ＥＲα与ＥＲβ的表达失衡可能有助于肿

瘤形成。本实验发现：虽然骨肉瘤标本ＥＲα、ＥＲβ的

表达及其ＥＲα／ＥＲβ值以及Ｂｃｌ２表达值均显著高

于成骨细胞系ｈＦＯＢ１．１９细胞株，但ＥＲα／ＥＲβ值

与Ｂｃｌ２表达值却存在负线性相关；而乳腺癌标本中

ＥＲβ和Ｂｃｌ２蛋白表达水平为正相关。本实验还发

现：ＥＲβ与Ｂｃｌ２在ｍＲＮＡ水平的表达存在线性相

关，因而可以推测在骨肉瘤中，虽然ＥＲα与ＥＲβ的

表达值及其比值均显著增高，但仍然可能是ＥＲβ而

非ＥＲα在影响Ｂｃｌ２的表达。

　　总而言之，通过本实验我们发现在低（未）分化

成骨肉瘤标本中，ＢＣＳＧ１、ＥＲα、ＢＴＦ、ＥＲβ、Ｂｃｌ２在

ｍＲＮＡ水平的表达与它们在蛋白水平的表达是一

致的；ＢＣＳＧ１与 ＥＲα、ＥＲβ与 Ｂｃｌ２、ＥＲα／ＥＲβ与

Ｂｃｌ２在ｍＲＮＡ水平的表达上分别存在线性关系；

同时发现ＢＣＳＧ１、ＥＲα、ＥＲβ和Ｂｃｌ２的 ｍＲＮＡ表

达水平及ＥＲα／ＥＲβ值均明显高于作为参照的成骨

细胞系ｈＦＯＢ１．１９细胞株；性别和瘤体体积大小对

它们的表达无明确影响；而骨肉瘤组织ＢＴＦ的表达

则与成骨细胞系ｈＦＯＢ１．１９细胞株无明显差异。

这些研究结果对骨肉瘤的生物学行为机制的研究可

能具有一定的帮助，并可能对骨肉瘤的诊断、治疗及

预后具有重要意义。
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