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  [摘要] 目的 探讨同源异型盒2B(PHOX2B)蛋白和N-MYC致癌基因(MYCN基因)状态与外周神经

母细胞性肿瘤(pNT)临床病理特征和预后的关系。方法 采用免疫组织化学染色化法检测41例pNT患儿组

织中PHOX2B蛋白的表达,荧光原位杂交技术检测 MYCN基因表达状态,并使用连续校正χ2 检验和Kaplan-
Meier法分析两者与临床病理特征及预后的关系。结果 免疫组织化学染色显示PHOX2B蛋白主要定位于细

胞核内,在pNT组织中阳性表达率为82.9%,其表达水平与pNT发病年龄、分化程度及预后有关(P<0.05),
PHOX2B蛋白表达强度与 MYCN基因状态无关(P>0.05)。MYCN基因扩增患儿生存期短于未扩增患儿

(P<0.05)。结论 PHOX2B蛋白对pNT具有诊断意义,可以作为pNT可靠的诊断标志物;MYCN基因状

态与患儿生存期有关,可以帮助判断pNT患儿预后情况。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

paired
 

like
 

homeobox
 

2B
 

(PHOX2B)
 

protein
 

and
 

N-MYC
 

oncogene
 

(MYCN
 

gene)
 

status
 

with
 

the
 

clinicopathological
 

features
 

and
 

prognosis
 

of
 

pe-
ripheral

 

neuroblastic
 

tumors
 

(pNT).Methods The
 

PHOX2B
 

protein
 

expression
 

in
 

pNT
 

tissues
 

of
 

41
 

children
 

cases
 

of
 

pNT
 

was
 

detected
 

by
 

immunohistochemical
 

staining,the
 

MYCN
 

gene
 

expression
 

status
 

was
 

detected
 

by
 

fluorescence
 

in
 

situ
 

hybridization
 

technique,and
 

their
 

relationship
 

with
 

clinicopathological
 

features
 

and
 

prognosis
 

was
 

analyzed
 

by
 

continuous
 

correction
 

chi-square
 

test
 

and
 

Kaplan-Meier
 

method.Results The
 

im-
munohistochemical

 

staining
 

showed
 

that
 

PHOX2B
 

protein
 

was
 

mainly
 

localized
 

in
 

the
 

cell
 

nucleus,and
 

the
 

positive
 

expression
 

rate
 

in
 

pNT
 

tissue
 

was
 

82.9%.Its
 

expression
 

level
 

was
 

related
 

to
 

the
 

onset
 

age,differenti-
ation

 

degree
 

and
 

prognosis
 

of
 

pNT
 

(P<0.05),and
 

the
 

intensity
 

of
 

PHOX2B
 

protein
 

expression
 

was
 

not
 

relat-
ed

 

to
 

the
 

MYCN
 

gene
 

status
 

(P>0.05).The
 

survival
 

stage
 

in
 

the
 

children
 

patients
 

with
 

MYCN
 

gene
 

amplification
 

was
 

shorter
 

than
 

that
 

in
 

the
 

children
 

patients
 

with
 

no
 

MYCN
 

gene
 

amplification
 

(P<0.05).Conclusion PHOX2B
 

protein
 

has
 

the
 

diagnostic
 

significance
 

for
 

pNT
 

and
 

could
 

be
 

used
 

as
 

a
 

reliable
 

diagnostic
 

marker
 

for
 

pNT;MY-
CN

 

gene
 

status
 

is
 

related
 

to
 

the
 

survival
 

period
 

in
 

the
 

children
 

patients,which
 

can
 

help
 

to
 

judge
 

the
 

prognosis
 

of
 

pNT
 

children
 

patients.
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  外周神经母细胞性肿瘤(peripheral
 

neuroblastic
 

tumors,pNT)是儿童颅外最常见的恶性实体肿瘤[1]。
常起病隐匿,恶性程度高,进展迅速,较早发生远处转

移,是儿童恶性肿瘤死亡主要原因[2],病理形态学与

其他肿瘤有高度的重叠性,对诊断造成困难,故寻找

一种可靠的诊断标志物对其鉴别诊断和预后判断有
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重要临床意义。本研究通过免疫组织化学染色法检

测pNT组织中同源异型盒2B(paired
 

like
 

homeobox
 

2B,PHOX2B)蛋白的表达情况,荧光原位杂交技术

(fluorescence
 

in
 

situ
 

hybridization,FISH)检测pNT
组织N-MYC致癌基因(MYCN基因)表达状态,旨在

探讨他们对pNT的发病年龄、组织分化及预后的意

义,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料

选择2013年1月至2021年6月徐州医科大学附

属徐州儿童医院诊断的41例pNT患儿作为研究组,
27例非pNT的小圆蓝细胞性肿瘤患儿作为对照组。
纳入标准:(1)诊断符合《外周神经母细胞性肿瘤病理

诊断共识》[3];(2)留有手术标本;(3)规范治疗和有完

整随访资料。排除标准:(1)合并有其他恶性肿瘤者;
(2)无随访资料或失访的患者。研究组男19例、女22
例;年龄10

 

d至6.0岁,中位年龄1.0岁。对照组男

16例、女11例,年龄1.2~8.0岁,中位年龄3.1岁。
本研究已经过徐州医科大学附属徐州儿童医院伦理

委员会审核批准(审批号:2024-06-03-k03)。
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学染色法
 

组织标本采用10%甲醛溶液固定,随后进行石蜡

包埋、切片、烤片、脱蜡、水化,柠檬酸钠抗原修复液修

复3
 

min;3%过氧化氢孵化30
 

min以阻断内源性过

氧化酶活性,随后用磷酸盐缓冲液(phosphate
 

buffer
 

saline,PBS)冲洗5
 

min;滴加PHOX2B兔单克隆抗

体(美国Abcam公司,1∶1
 

000),并在4
 

℃湿盒中孵

化过夜。第二天,切片室温平衡30
 

min,滴加酶标山

羊抗小鼠/兔IgG复合物(上海基因科技股份有限公

司),二氨基联苯胺(diaminobenzidine,DAB)显色3~
5

 

min;苏木素复染,盐酸乙醇分化、返蓝、脱水、透明

化,最后进行封片处理。
1.2.2 荧光原位杂交方法

选用Vysis
 

N-MYC/CEP2双色探针套盒(广州

安必平医药科技股份有限公司)。石蜡切片65
 

℃恒

温烤片过夜,二甲苯脱蜡两次,每次15
 

min;在预处理

溶液中,100
 

℃煮片25
 

min,胃蛋白酶溶液中消化15
 

min,并用2×生理盐水-柠檬酸盐(saline
 

sodium
 

cit-
rate,SSC)缓冲液洗两次,每次5

 

min,梯度乙醇脱水

后,自然干燥。10
 

μL探针混合液滴于经过上述处理

的组织标本上,盖上盖玻片,树胶封片。将标本放入

杂交仪中,85
 

℃变性5
 

min
 

后,37
 

℃杂交过夜。次日

取出标本,去掉树胶,在37
 

℃洗脱液Ⅰ(2×SSC)中
 

洗10
 

min,在37
 

℃洗脱液Ⅱ(0.1%
 

NP-40/2×SSC)
中洗5

 

min,70%乙醇漂洗,自然干燥。4’,6-二脒基-
2-苯基吲哚(4’,6-diamidino-2-phenylindole,DAPI)
对比染色,荧光显微镜下观察。
1.2.3 结果判读

PHOX2B蛋白阳性结果判定标准:≥5%细胞存

在核染色,PHOX2B蛋白染色主要定位于细胞核,染
色强度分级:无着色为0分,浅黄色为1分,棕黄色为

2分,棕褐色为3分。按阳性细胞比例进行评分:核染

色占比<5%为1分,5%~50%为2分,>50%~
75%为3分,>75%~100%为4分。采用半定量计

数法进行评分,以染色强度评分和阳性细胞比例评分

乘积作为表达强度最终评分结果,评分≤4分为低表

达,>4分为高表达。阳性率即检出阳性标本的百分

比。MYCN基因阳性结果判定:每张切片计数200个

以上的肿瘤细胞核,MYCN(红色荧光细胞数)/染色

体计 数 探 针2(chromosome
 

enumeration
 

probe
 

2,
CEP2,绿色荧光细胞数)>4判定为扩增,1~4为获

得,<1为正常,获得与正常均视为 MYCN基因未扩

增。患儿预后以儿童肿瘤研究协作组(childrenoncol-
ogy

 

group,COG)根据肉眼所见、组织类型、年龄和有

丝分裂-核碎裂(mitotil-karyorrhectic
 

index,MKI)指
数综合评判,将结果分为预后良好和预后不良。
1.3 统计学处理

采用SPSS22.0软件对数据进行统计分析,计数

资料用例数或百分比表示,组间比较采用连续校正χ2

检验,若数据不满足条件采用Fisher确切概率法。
Kaplan-Meier法计算 MYCN基因状态表达的生存概

率,并用Log-Rank检验进行生存曲线的差异性分析,
以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 pNT患儿临床特点

研究组<18个月25例,18个月至5岁14例,>
5岁2例。肿瘤位于纵隔15例,腹膜后14例,肾上腺

8例,头颈部2例,椎体旁1例,背部1例。主要临床

表现:因发现包块就诊22例,其中腹部肿块13例;腹
痛6例,呼吸困难3例,咳嗽3例,发热1例,贫血1
例,产前检查发现包块3例,体检发现2例。研究组

随访时间以患儿第一次诊断pNT为起始,至2023年

6月30日为止,随访时间最长72个月,最短为发病后

8个月死亡,2例失访,中位随访时间19个月,无病存

活8例,死亡21例。
2.2 巨检

研究组32例完整切除肿瘤,大小2.0
 

cm×1.0
 

cm×1.5
 

cm至7.0
 

cm×3.0
 

cm×2.0
 

cm,包膜部分

不完整,切面多为灰白实性,质软,8例伴有出血。其

余9例为穿刺活检标本。
2.3 镜检

神经母细胞瘤(neuroblastoma,NB)未分化型表

现为小圆形肿瘤细胞,细胞质稀少,染色质细腻,核仁

不明显,核分裂象较活跃,核碎裂易见,差分化型表现

为可形成假菊形团结构,分化型的神经节细胞为细胞

体积和细胞核同时增大,细胞的直径≥2倍细胞核的

直径,细胞质淡染丰富。随着肿瘤的分化,肿瘤内间

质从无或少的神经纤维分化为间质内大量的神经纤

维网,节细胞性神经母细胞瘤混杂型(ganglioneuro-

8992 重庆医学2024年10月第53卷第19期



blastoma
 

intermixed,GNBi)在丰富的神经纤维背景

中散在分布体积大的神经节细胞和神经母细胞。节

细胞性神经瘤(ganglioneuroma,GN)主要表现为施万

氏细胞和成熟的神经节细胞。研究组的组织学分类:
神经母细胞瘤未分化型1例、差分化型30例、分化型

2例,GNBi
 

7例,GN
 

1例。
2.4 PHOX2B蛋白在pNT中的表达结果

PHOX2B蛋白在pNT中的阳性表达率82.9%
(34/41),其中高表达率70.7%(29/41),其中未分化

型和差分化型 NB中全部高表达,低表达率12.2%
(5/41);对 照 组 27 例 全 部 为 阴 性 表 达,见 图 1。
PHOX2B蛋白主要定位于细胞核内,并且其表达强度

与pNT患者发病年龄、分化程度及预后有关(χ2=

6.515、25.109、10.909,P=0.009、<0.001、0.035)与
MYCN基因状态无关(P=1.000),见表1。
2.5 MYCN基因状态与生存期的关系

研究组 MYCN基因扩增率为9.7%(4/41),基因

获得率39.1%(16/41),基因正常率51.2%(21/41),
见图1。4例 MYCN基因扩增患儿均死亡,4例患儿

PHOX2B蛋白均为高表达,存活时间最长23个月,最
短8个月,平均生存期为(15.5±6.4)个月,其余37
例 MYCN基因未扩增患儿平均生存期为(23.0±
13.6)个月,37例患儿中PHOX2B蛋白高表达19例,
根据Kaplan-Meier法分析患儿生存期并绘制生存曲

线,见图2,MYCN基因扩增患儿生存期短于基因未

扩增患儿。

  A:NB未分化型PHOX2B蛋白表达(免疫组织化学,100×);B:GNBi中PHOX2B蛋白表达(免疫组织化学,200×);C:髓母细胞瘤中

PHOX2B蛋白表达为阴性(免疫组织化学,100×);D:MYCN基因获得(免疫荧光,1
 

000×);E:MYCN基因正常(免疫荧光,1
 

000×);F:MYCN
基因扩增(免疫荧光,1

 

000×)。

图1  免疫组织化学、免疫荧光染色分别检测PHOX2B蛋白及 MYCN基因的表达

表1  PHOX2B蛋白表达强度与pNT患儿临床病理特征的关系[n(%)]

临床病理特征 n 阴性(n=7) 低表达(n=5) 高表达(n=29) χ2 P

年龄 6.515 0.009

 ≤18个月 25 5(71.4) 1(20.00) 19(65.51)

 >18个月 16 2(28.6) 4(80.00) 10(34.49)

分化程度 25.109 <0.001

 未分化和差分化 31 5(71.4) 0 26(89.66)

 分化型、GNBi及GN 10 2(28.6) 5(100) 3(10.34)

MYCN基因状态 1.578 1.000

 扩增 4 0 0 4(13.79)

 未扩增 37 7(100) 5(100) 25(86.21)

预后
 

10.909
  

0.035

 良好 26 2(28.6) 5(100) 19(65.52)

 不良 15 5(71.4) 0 10(34.48)
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图2  pNT患儿的 MYCN基因状态与患儿生存关系的

Kaplan-Meier图

3 讨  论

  儿童颅外实体肿瘤最常见是pNT,主要发生在

18个月左右的婴幼儿时期[3],男女发病率无明显差

异,肿瘤多沿交感神经链分布,最常见于肾上腺髓质,
其次为腹部、胸部、头部和颈部。临床表现多样,部分

表现为肿瘤播散、转移,不治疗则会导致死亡;部分可

发展成熟为良性的节细胞性神经瘤,甚至自发消

退[4]。研究组主要发病部位为纵隔和腹膜后。
国际神经母细胞瘤病理分类将pNT分为 NB、

GNBi、节细胞性神经母细胞瘤结节型(ganglioneuro-
blastoma

 

nodular,GNBn)与 GN
 

4种类型[5-6]。NB
又分为未分化型、差分化型、分化型。病理的分类体

现了肿瘤细胞从原始到成熟神经节细胞的分化过程。
其中NB属于小圆蓝细胞性肿瘤,表现为未分化小圆

细胞形态,即小圆形或卵圆形细胞,核质比增高或呈

裸核样,核深染。与其他小圆蓝细胞性肿瘤光镜下形

态存在重叠性,鉴别诊断困难,常需要生物学和分子

遗传学标志物联合诊断。临床常用神经源性标志物

如神经元特异性烯醇化酶(neuron-specific
 

enolase,

NSE)、嗜铬蛋白
 

A(chromogranin
 

A,CgA)在其他小

圆细胞肿瘤中也有表达[7-9]。此外,pNT的诊断在具

有非典型病史或非典型发生部位、有限的标本或压碎

的标本、未分化或差分化型形态学患者中具有挑战

性。所以寻找一种具有高特异性的标志物可帮助诊

断。PHOX2B蛋白作为一种自主神经系统发育的转

录因子,表达于神经嵴起源的自主神经节、肾上腺髓

质及颈动脉体,影响神经细胞的分化与干细胞的维

持[10-11]。PHOX2B蛋白作为转录因子,与性别决定

盒子(the
 

sex-determining
 

region
 

box10,SOX10)相
互协调对神经嵴细胞的分化起引导作用[12-13]。

本研究通过免疫组织化学染色法检测pNT中

PHOX2B蛋白表达,阳性表达率为82.9%,在NB所

有分型中均表达,在其他小圆蓝细胞肿瘤中不表达,
表明PHOX2B蛋白可以作为NB诊断的一种可靠指

标。同时PHOX2B蛋白表达强度与pNT肿瘤细胞

的分化程度有关,在未分化和差分化pNT肿瘤组织

中PHOX2B蛋白表现为高表达,而在分化型和GNBi
型中为低表达,pNT分型为肿瘤细胞由原始逐渐成熟

的过程,PHOX2B蛋白表达程度也证实了它在pNT
肿瘤分化中起着重要的作用。本研究结果还发现,

PHOX2B蛋白的表达与年龄有关,年龄≤18个月患

者的高表达率为65.51%,明显高于年龄>18个月患

者的34.49%。本研究中,有9例空芯针穿刺标本,组
织标本取材有限,需要一种特异性高的标志物帮助诊

断。进行PHOX2B蛋白染色发现,4例染色阳性,提
示为 NB,3例染色阴性,其他免疫指标证实为淋巴

瘤。进一步提示PHOX2B蛋白阳性在小标本或穿刺

标本中应用的价值,对pNT 特别是 NB具有诊断

价值。
《外周神经母细胞性肿瘤病理诊断共识》[3]中明

确提出 MYCN基因扩增为高危因素之一[14-15]。MY-
CN基因作为癌基因 MYC家族的一员,位于染色体

2p24.3。1985年SEEGER等[16]首次报道 MYCN基

因扩增与预后不良有关。后续报道证实 MYCN基因

扩增是pNT预后的独立影响因素之一,在pNT中扩

增发生率约20%[17-18]。研究组41例pNT患儿中4
例 MYCN基因表现扩增,扩增率为9.7%,低于平均

水平,考虑原因为样本量少,并且部分患儿的穿刺样

本肿瘤细胞量少,影响检测结果。PINTO等[19]研究

发现在NB中 MYCN基因未扩增组的患者预后要优

于扩增组。本研究组的 MYCN基因扩增组患儿平均

生存期为(15.5±6.4)个月,未扩增组患儿平均生存

期为(23.0±13.6)个月,扩增组生存期明显短于未扩

增组,也进一步证实 MYCN基因扩增在pNT危险度

分层和 预 后 预 测 中 的 意 义。另 外 本 次 研 究 亦 将

PHOX2B蛋白表达强度与 MYCN基因状态进行比

较,发现4例 MYCN扩增患儿PHOX2B蛋白均为高

表达,37例未扩增患儿中PHOX2B蛋白高表达为19
例,但是 MYCN基因状态与PHOX2B蛋白表达强度

间无明显关系。
未分化型NB需要与其他小圆蓝细胞肿瘤疾病

鉴别,如:胚胎性横纹肌肉瘤、淋巴瘤、原始神经外胚

层肿瘤/尤因肉瘤、髓母细胞瘤等,以上肿瘤均需要特

异的免疫学标志物或分子遗传学检测进行鉴别诊断。
本次研究与非pNT小圆蓝细胞肿瘤患儿的对比中,

41例pNT患儿的PHOX2B蛋白细胞核阳性表达率

高达82.9%,差分化和未分化型中全部高表达,而27
例对照组中肿瘤细胞中PHOX2B蛋白表达均为阴

性。因此作者认为,PHOX2B蛋白是pNT诊断及鉴

别诊断的一种可靠标志物。
综上所述,PHOX2B蛋白对pNT的诊断具有较

0003 重庆医学2024年10月第53卷第19期



好的诊断价值;PHOX2B蛋白表达强度与pNT患儿

发病年龄、组织分化程度及预后有关;MYCN基因扩

增患儿生存期较未扩增患儿生存期短,可以帮助判断

pNT患儿预后情况。
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