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ＤＫＫ１在儿童神经母细胞瘤组织中的
表达及临床意义

张　蛟　刘秋亮　高敬尧　汪　琪　王家祥

【摘要】　目的　研究ＤＫＫ—１（Ｄｉｃｋｋｏｐｆ—１）在神经母细胞瘤组织中的表达及临床意义。 方法　收
集本院小儿外科自２０１０年１月至２０１５年５月经手术切除的新鲜组织标本，其中神经母细胞瘤（ｎｅｕｒｏ
ｂｌａｓｔｏｍａ，ＮＢ）３８例，神经节细胞瘤１２例。另选取本院病理科保存的正常儿童肾上腺组织１１例作为正
常对照。用免疫组化法检测ＤＫＫ—１在３８例神经母细胞瘤，１２例神经节细胞瘤及１１例正常肾上腺组织
中的蛋白表达。 结果　ＤＫＫ—１蛋白定位于细胞膜和细胞浆。ＤＫＫ—１在正常肾上腺组织中呈强阳性表
达，在神经节细胞瘤组织中呈弱阳性表达，在神经母细胞瘤组织中呈阴性表达。神经节细胞瘤和神经母

细胞瘤中ＤＫＫ—１的表达量分别与正常对照组相比，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．００１）。在３种组织中，
不同组间ＤＫＫ—１的表达差异有统计学意义（Ｆ＝１８７．２５７，Ｐ＜０．００１）。 结论　ＤＫＫ—１在神经母细胞
瘤组织中呈低水平表达，提示其可作为一个特殊的分子标记物，有望应用于神经母细胞瘤的早期诊断及

预后监测。
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　　神经母细胞瘤（ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＮＢ）是小儿常见
的恶性实体肿瘤之一，占儿童恶性肿瘤的 ８％～
１０％，年发病率为（０．３～５．５）／１０万，仅低于白血病
和中枢神经系统肿瘤，８０％的病例发生于５岁以下
儿童［１，２］。由于该肿瘤具有原发部位隐匿、早期诊

断困难、恶性程度高、发展迅速和易早期转移等临床

特点，预后较差，５年生存率仅５９％［３，４］。神经母细

胞瘤因缺乏特异性诊断与预后监测标记物，导致误

诊率、复发率较高，影响诊断及预后。ＤＫＫ—１（Ｄｉｃｋ
ｋｏｐｆ—１）是近年来被确认的一种分泌性糖蛋白，属进
化保守的 ＤＫＫ基因家族成员之一。ＤＫＫ—１作为
Ｗｎｔ信号通路重要的抑制基因，其在肿瘤中所扮演
的角色也备受瞩目，但其在 ＮＢ中的表达尚未明确
阐述，本课题旨在通过研究ＤＫＫ—１在ＮＢ组织中的
表达，探讨其临床意义。

材料与方法

一、临床资料

收集本院小儿外科自２０１０年１月至２０１５年５
月经手术切除的新鲜组织标本，其中ＮＢ３８例，神经
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节细胞瘤组织１２例。在３８例 ＮＢ患儿中，男性２０
例，女性１８例，年龄３个月至６岁，平均年龄（８９±
３８）个月；在１２例神经节细胞瘤患儿中，男性８例，
女性４例，年龄５个月至５．５岁，平均年龄（７６±４１）
个月。另选取本院病理科保存的正常儿童肾上腺组

织１１例作为正常对照。所有标本均经术后病理检
查确诊。组织收集后立即置于－７０℃冰箱内保存，
用冰冻切片机切成５μｍ厚组织切片。

二、方法

采用冰冻组织免疫组化法，组织切片置于４℃
丙酮中固定１０ｍｉｎ，在３０ｍｍｏｌ／Ｌ过氧化氢溶液中
孵育２０ｍｉｎ，用体积比为１∶１００稀释抗体过夜，ＡＢＣ
复合物作用后经 ＤＡＢ显色、封片、观察。每批实验
均设置阳性和阴性对照。兔抗人 ＤＫＫ—１多克隆抗
体购自美国Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ公司，ＡＢＣ试剂盒购于北京中
山生物技术有限公司。ＤＫＫ—１表达阳性为胞膜、胞
浆棕色颗粒沉着。

三、结果判定

使用奥林巴斯 ＤＤ７０ＢＸ５１采集图像，细胞浆和
细胞膜出现棕黄色颗粒为阳性。于高倍显微镜（×

４００）下，每张切片随机取１０个视野，每个视野观察
１００个细胞，取其平均值。根据切片阳性细胞率判
断结果。切片染色根据阳性细胞数分为０～２分：０
分代表阴性结果（仅有０～２０％阳性细胞），１分代
表弱阳性（含有２０％～５０％阳性细胞），２分代表强
阳性（５０％～１００％阳性细胞）。

四、统计学处理

采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学处理，所有数据
均以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示。两样本间的比较采
用ｔ检验；多样本均数比较采用单因素方差分析。
以双侧α＝０．０５为检验水准，Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义。

结　果

研究发现ＤＫＫ—１蛋白主要定位于细胞浆和细
胞膜。ＤＫＫ—１在正常肾上腺组织中呈强阳性表达
（图１，免疫组化评分１．９１２±０．０４７），神经节细胞瘤
组织中呈弱阳性表达（图１，免疫组化评分１２１４±
０．０９５），ＮＢ组织中呈阴性表达（图１，免疫组化评分

! " # $

ａ：神经母细胞瘤，ｂ：神经节细胞瘤，ｃ：正常肾上腺，ｄ：阴性对照；光镜，×４００
图１　ＤＫＫ—１在组织中的表达

０．３７１±０．２９３）。神经节细胞瘤和ＮＢ中ＤＫＫ—１的
表达量分别与正常对照组相比较，差异均有统计学

意义（Ｐ值均 ＜０．００１）。在三种组织中，不同组间
ＤＫＫ—１的表达差异有统计学意义（Ｆ＝２１１．３７５，Ｐ
＜０．００１），见图２。

图２　ＤＫＫ—１在三种组织中平均表达评分的统计学分析

讨　论

ＤＫＫ—１是近年来被确认的 Ｗｎｔ信号通路重要
抑制基因。该基因编码一种分泌性糖蛋白，属进化

保守的ＤＫＫ基因家族成员之一。ＤＫＫ—１最初被发
现在非洲蟾蜍胚胎发育的早期，能够阻断 Ｗｎｔ通
路，具有强烈的诱导头部形成的功能［５］。后来发现

ＤＫＫ—１可在多种脊椎动物和细胞中阻断 Ｗｎｔ信号
通路［６］。

目前，ＤＫＫ—１在成人肿瘤中的表达和生物学功
能存有争议。有研究表明，ＤＫＫ—１在肺癌组织及细
胞株中均呈高表达，ＤＫＫ—１的表达与肿瘤的淋巴结
转移率成正比，与病人的 ５年生存率成反比［７，８］。

在肝细胞癌、肝内胆管细胞癌、食管癌、膀胱癌等肿

瘤中，ＤＫＫ—１也呈高水平表达，且通过细胞实验及

·９８３·
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动物实验均已证实 ＤＫＫ—１可显著增强肿瘤细胞的
侵袭力和转移能力［９－１３］。然而，在其他肿瘤中的研

究结果表明，ＤＫＫ—１在结肠癌、甲状腺癌、肾癌、子
宫内膜癌等肿瘤中呈低水平表达，上调ＤＫＫ—１的表
达可显著抑制肿瘤细胞的增殖和侵袭［１４－１８］。

迄今，ＤＫＫ—１在ＮＢ中的功能研究较少，而且仅
有的几项研究结果也存有争议。Ｗａｎｇ等［１９］报道，

过表达ＤＫＫ—１可以促进ＮＢ细胞株ＳＨ—ＳＹ５Ｙ的凋
亡，并抑制细胞的迁移力；Ｋｏｐｐｅｎ等［２０］也发现，ＭＹ
ＣＮ的扩增可下调 ＤＫＫ—１在 ＮＢ组织中的表达，过
表达ＤＫＫ—１可显著抑制ＮＢ细胞的增殖，提示其可
能的抑癌功能。然而Ｇｒａｎｃｈｉ等［２１］却得出了相反的

结论，他们的研究发现ＤＫＫ—１可显著抑制骨髓间充
质干细胞的分化，促进 ＮＢ的骨转移，提示 ＤＫＫ—１
可能的促癌基因作用。并且以上两项研究均未阐明

ＤＫＫ—１在ＮＢ中的基础表达水平。另外，作为一种
分泌蛋白，ＤＫＫ—１在 ＮＢ患儿体液中的表达也存有
争议。Ｇｒａｎｃｈｉ等［２２］对９２例 ＮＢ患儿及５７例正常
儿童血清进行检测，发现ＤＫＫ—１在两组血清中的表
达无差异；但娄茜等［２３］定量检测 ＮＢ患儿脑脊液中
ＤＫＫ—１水平，发现ＮＢ患儿脑脊液中ＤＫＫ—１水平显
著升高，且与化疗疗效密切相关。

因此，目前对于ＤＫＫ—１在ＮＢ组织中的表达水
平尚未明确阐述，对其功能的研究尚不足，且存有争

议［２４］。本研究结果表明，ＤＫＫ—１在恶性 ＮＢ组织、
良性神经节细胞瘤组织、正常肾上腺组织中的表达

呈梯度增高，其作为一个特殊的分子标记物，有望应

用于神经母细胞瘤的早期诊断及预后监测。
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