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　　［摘要］　目的　探讨核心节律分子在骨肉瘤预后中的作用及可能机制。方法　在骨肉瘤细胞中
过表达节律基因ＢＭＡＬ１，ｑＲＴＰＣＲ检测ＢＭＡＬ１基因的表达；克隆形成实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞
的克隆形成和侵袭能力；骨肉瘤细胞与外周血单个核淋巴细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ，
ＰＢＭＣｓ）体外共培养后，钙黄素染色法检测 ＰＢＭＣｓ对骨肉瘤细胞的直接杀伤作用，流式细胞术检测
ＰＢＭＣｓ中ＣＤ８＋Ｔ和ＮＫ细胞脱颗粒（ＣＤ１０７ａ蛋白表达）的影响。结果　ＢＭＡＬ１ｍＲＮＡ高表达的骨肉
瘤患者的生存时间明显高于低表达组（Ｐ＜０．０００１）。ＢＭＡＬ１过表达对Ｕ２ＯＳ细胞的侵袭和克隆形成无
显著影响，但相较于对照组而言，过表达ＢＭＡＬ１的Ｕ２ＯＳ在体外与外周血单核血细胞（ＰＢＭＣｓ）共培养
４ｈ，其细胞死亡明显增加［ＰＢＭＣｓ∶Ｕ２ＯＳ细胞为５∶１时，对照组和ＢＭＡＬ１组分别为（７３．３３±０．６７）％和
（８１．００±０．５８）％，Ｐ＜０．０１；ＰＢＭＣｓ∶Ｕ２ＯＳ细胞为１０∶１时，对照组和 ＢＭＡＬ１组分别为（７６．６７±０．３３）％
和（８２．６７±１．８６）％，Ｐ＜０．０１］。过表达ＢＭＡＬ１的骨肉瘤细胞组与ＰＢＭＣｓ共培养后，Ｔ细胞和ＮＫ细胞
ＣＤ１０７ａ表达差异无统计学意义（Ｅ∶Ｔ＝５∶１，ＣＤ３＋ＣＤ５６－Ｔ细胞，Ｐ＝０．４６；ＣＤ３－ＣＤ５６＋ＮＫ细胞，Ｐ＝
０．９６；Ｅ∶Ｔ＝１０∶１，ＣＤ３＋ＣＤ５６－Ｔ细胞，Ｐ＝０．９３；ＣＤ３－ＣＤ５６＋ＮＫ细胞，Ｐ＝０．２１）。结论　骨肉瘤细胞
ＢＭＡＬ１表达水平与骨肉瘤患者预后呈正相关，其机制主要是通过增加免疫细胞对其免疫监视作用，而
非通过影响骨肉瘤细胞的克隆形成能力和侵袭。
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　　骨肉瘤（ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ，ＯＳ）是青少年和儿童原发
恶性骨肿瘤中发病率最高的肿瘤［１］。骨肉瘤在疾病

的早期便很容易发生早期转移，转移和复发是骨肉瘤

预后不良和生存率低的主要原因［２］。目前其总体５年
生存率约为７０％［３］，外科手术和化疗是骨肉瘤的主要
治疗方法［４］。通过完全手术切除和药物化疗相结合，

高达７０％的骨肉瘤和局限性四肢肿瘤患者可以成为
长期幸存者［５］。然而，约２０％的骨肉瘤患者会发生复
发和远处转移［６］，且转移性或复发性骨肉瘤的患者通

常对化疗无反应，导致５年生存率仅有２０％ ［７］。这表

明骨肉瘤的异质性需要进行进一步的机制研究。

　　免疫逃逸是肿瘤转移的关键步骤。在小鼠模型
中，细胞毒性Ｔ淋巴细胞相关蛋白４（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃＴｌｙｍｐ
ｈｏｃｙｔｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ４，ＣＴＬＡ４）和程序性死亡配
体１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈｌｉｇａｎｄ１，ＰＤＬ１）的联合阻断
可阻止免疫逃逸并可以完全抑制骨肉瘤的转移［８］。

然而，免疫疗法在临床试验中的一致性反应仍然较差，

这表明了进一步研究骨肉瘤中恶性肿瘤的生物学、异

质性和肿瘤微环境的必要性［９］。

　　几乎所有生命都存在昼夜节律。如 ＢＭＡＬ１、
ＲＯＲα、ＰＥＲ１、ＰＥＲ２、ＣＲＹ１、ＣＲＹ２和ＣＬＯＣＫ等节律基
因，可控制细胞内昼夜节律的振荡。越来越多的研究

证实，昼夜节律紊乱可导致各种人类失调和疾病，例如

失眠、肥胖、精神疾病、心血管疾病、糖尿病、肿瘤

等［１０－１１］。许多研究表明轮班工作造成的身体节律紊

乱会增加患乳腺癌、前列腺癌、子宫内膜癌和结肠癌等

癌症的风险［１２］。因此，国际癌症研究机构将夜班工作

列为癌症的独立危险因素。然而，昼夜节律在骨肉瘤

中的作用和机制尚少见报道。

　　昼夜节律已经成为优化免疫反应的关键因素，由
免疫细胞的内在节律性调节与外部环境之间的相互作

用所介导。昼夜节律的破坏可以导致自然杀伤

（ｎａｔｕｒａｌｋｉｌｌｅｒ，ＮＫ）细胞效应分子功能的降低。例如，
在大鼠中，节律紊乱使得与ＮＫ细胞毒性相关的分子穿
孔素和颗粒酶Ｂ以及干扰素γ（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ，ＩＦＮγ）的
表达降低［１３］。最近，有研究表明多种肿瘤中昼夜节律

的核心基因与癌症之间的关系，发现昼夜节律的核心

负调节因子（ＰＥＲ１、ＰＥＲ２、ＰＥＲ３、ＣＲＹ１和 ＣＲＹ２）在
许多肿瘤中表达均下调［１４］。这些核心昼夜节律负调

节分子的表达降低与癌症患者的预后和Ｔ细胞衰竭以
及免疫抑制分子（包括ＰＤＬ１和ＣＴＬＡ４）的整体上调显
著相关［１４］。然而，昼夜节律核心分子的表达与骨肉瘤

患者的预后以及免疫应答之间的关系仍是未知的。因

此，本研究分析了 ＴＡＲＧＥＴＤａｔａＭａｔｒｉｘ公共数据库
（ｈｔｔｐｓ：／／ｏｃｇ．ｃａｎｃｅｒ．ｇｏｖ／ｐｒｏｇｒａｍｓ／ｔａｒｇｅｔ／ｄａｔａｍａｔｒｉｘ）中
８５个骨肉瘤样本数据集之间核心节律分子的表达水
平与骨肉瘤预后之间的关系，并从肿瘤细胞侵袭和免

疫监视方面进一步探讨了相关的节律分子影响骨肉瘤

预后的潜在机制。结果发现异位表达的 ＢＭＡＬ１对骨
肉瘤细胞系Ｕ２ＯＳ细胞的增殖、侵袭和克隆形成能力
无显著影响。但异位表达ＢＭＡＬ１的Ｕ２ＯＳ细胞与外周
血单个核淋巴细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ，
ＰＢＭＣｓ）共培养时，其被 ＰＢＭＣｓ直接杀伤的细胞明显
增加，这表明 ＢＭＡＬ１高表达可以增加免疫细胞对骨
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肉瘤细胞的免疫监视。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞　　人骨肉瘤细胞系 Ｕ２ＯＳ细胞购自中
国科学院细胞库（中国上海）。Ｕ２ＯＳ细胞的培养条件
为３７℃和５％ＣＯ２的无菌环境中，ＤＭＥＭ培养基（含
１０％ＦＢＳ、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和１００μｇ／ｍＬ链霉素）。
１．１．２　试剂　　ＤＭＥＭ培养基、ＲＰＭＩ１６４０培养基、
ＯｐｔｉＭＥＭ和胎牛血清（ＦＢＳ）购自 Ｇｉｂｃｏ公司（赛默
飞，美国马萨诸塞州沃尔瑟姆）。ＣＤ３ＰｅＣｙ７（２５００３８
４２）和ＣＤ５６ＡＰＣ（９０１７０５６７１２０）抗体购自 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ
公司（美国加利福尼亚州圣地亚哥）。抗 ＣＤ１０７ａＰＥ
（５５５８０１）抗体购自 ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司（美国加利福
尼亚州圣地亚哥），ＦｉｃｏｌｌＰａｑｕｅＰｌｕｓ购自ＧＥ公司（美
国马萨诸塞州波士顿）。ＣａｌｃｅｉｎＡＭ、Ｇｏｌｇｉｓｔｏｐ和
Ｇｏｌｇｉｐｌｕｇ购自 ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司（美国加利福尼亚
州圣地亚哥）。Ｍａｔｒｉｇｅｌ和 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００购自
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司（美国加利福尼亚州卡尔斯巴德）。
１．２　方法
１．２．１　昼夜节律分子表达水平与骨肉瘤患者预后的
相关性分析　　首先下载 ＴＡＲＧＥＴＤａｔａＭａｔｒｉｘ公共
数据库（隶属于美国国立卫生研究院的权威数据库）

中８５例骨肉瘤样本的临床注释和基因表达数据，并使
用Ｓｕｒｖｍｉｎｅｒ和生存力分析Ｒ软件包（版本３．３．３）分析
骨肉瘤生存率与核心昼夜节律分子表达水平之间的关

联。使用Ｓｕｒｖｍｉｎｅｒ软件包确定用于将患者分为低风
险和高风险组的核心昼夜节律分子表达水平的最佳

ｃｕｔｏｆｆ值。使用单变量Ｃｏｘ比例风险回归模型分析生
存概率与 ＢＭＡＬ１、ＡＲＮＴＬ２、ＲＯＲα、ＰＥＲ１、ＰＥＲ２、
ＣＲＹ１、ＣＲＹ２、ＣＬＯＣＫ、ＧＰＥＲ１、ＮＲ１Ｄ１和 ＮＲ１Ｄ２表达
水平之间的关联。检验水准α＝０．０５［１５］。
１．２．２　实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）　　使用ＴＲＩｚｏｌ
根据说明书从ＢＭＡＬ１或载体ＤＮＡ转染的 Ｕ２ＯＳ细胞
中提取总 ＲＮＡ。使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ
ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（日本，宝生物）将 ２μｇ总 ＲＮＡ反转录。
使用ＴＢＧｒｅｅｎＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ（日本，宝生物）和 Ｌｉｇｈｔ
Ｃｙｃｌｅｒ４８０（瑞士，罗氏）荧光定量 ＰＣＲ仪检测 ｍＲＮＡ
表达水平。将ＡｃｔｉｎｍＲＮＡ设置为对照，引物序列如下：
ＡＣＴＩＮ正义链：５′ＧＧＣＡＴＧＧＧＴＣＡＧＡＡＧＧＡＴＴ３，反义
链：５′ＴＧＧＴＧＣＣＡＧＡＴＴＴＴＣＴＣＣＡ３′；ＢＭＡＬ１正义链：５′
ＣＣＡＡＧＡＡＡＧＴＡＴＧＧＡＣＡＣＡＧＡＣＡＡＡ３′，反义链：５′ＧＣ
ＡＴＴＣＴＴＧＡＴＣＣＴＴＣＣＴＴＧＧＴ３′。
１．２．３　ＰＢＭＣｓ的分离和培养　　通过 ＦｉｃｏｌｌＰａｑｕｅ

梯度离心（４００×ｇ，在室温下 ２０ｍｉｎ）从健康捐献者白
细胞中（中国湖南省长沙血液中心）新鲜分离出

ＰＢＭＣｓ。将分离的人 ＰＢＭＣｓ放在添加有 １０％ ＦＢＳ，
５０Ｕ／ｍＬ青霉素和 ５０μｇ／ｍＬ链霉素的 ＲＰＭＩ１６４０培
养基中，并置于５％ＣＯ２中于３７℃静息培养２１０ｍｉｎ。
１．２．４　细胞转染　　Ｕ２ＯＳ细胞接种后贴壁过夜，在
其融合度达到７０％时按照Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００说明书配
制转染体系，质粒与转染试剂的比例为每１００ｎｇ质粒
中加入０．１５μＬｌｉｐｏ３０００，０．２μＬＰ３０００，于转染４８ｈ
后收取细胞经ｑＰＣＲ检测转染效率，并进行后续实验。
１．２．５　侵袭实验　　Ｕ２ＯＳ细胞内 ＢＭＡＬ１或载体
ＤＮＡ转染 ４８ｈ后，用胰蛋白酶ＥＤＴＡ消化后收取细
胞，使用侵袭小室（康宁，美国）进行基质胶侵袭能力

检测。将 Ｍａｔｒｉｇｅｌ（２００μｇ／ｍＬ）加入上室，３７℃包被
２ｈ。然后，将 １００μＬ用无血清 ＤＭＥＭ重悬的２×１０５

个Ｕ２ＯＳ细胞接种到上室中，而下腔室中则加入６００μＬ
含１５％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ。在３７℃下孵育２４ｈ后，用棉
签擦拭小室上表面的未侵袭细胞，将小室下表面上的

侵袭细胞固定并用吉姆萨染色。通过计数每孔５个显
微镜视野下的细胞来确定细胞的侵袭性，侵袭程度表

示为每个显微镜视野中的平均细胞数［１６］。

１．２．６　平板克隆形成实验　　Ｕ２ＯＳ细胞内 ＢＭＡＬ１
或载体ＤＮＡ转染 ４８ｈ后，用胰蛋白酶ＥＤＴＡ消化并
收取细胞。将细胞以每孔 ５００个细胞接种到 ６孔板
中。２周后，将细胞固定并用吉姆萨染色。通过计数每
孔的克隆数来确定克隆形成能力［１６］。

１．２．７　通过ＣａｌｃｉｅｎＡＭ素释放进行细胞毒性测定　
　ＣａｌｃｉｅｎＡＭ是一种活细胞荧光染料，可以标记活细
胞而不损害细胞的正常功能。裂解标记的活细胞后，

ＣａｌｃｉｅｎＡＭ释放到细胞外［１７］。通过检测培养基上清

中ＣａｌｃｉｅｎＡＭ的荧光强度，可以计算出细胞死亡的比
例。ＢＭＡＬ１或载体 ＤＮＡ转染 ４８ｈ后，将 Ｕ２ＯＳ细胞
（靶细胞）重悬在含有２％ＦＢＳ的 ＲＰＭＩ１６４０中，为１×
１０６个／ｍＬ，并与１μｍｏｌ／ＬＣａｌｃｅｉｎＡＭ在避光条件下，
３７℃孵育 ３０ｍｉｎ。将细胞洗涤 ２次后，重悬于
ＲＰＭＩ１６４０完全培养基中。将 １００μＬ靶细胞添加到
９６孔Ⅴ型平板中，按不同的效应细胞∶靶细胞（Ｅ∶Ｔ）
比例加入ＰＢＭＣｓ（效应细胞）。同时将终浓度为０．２％
的ＴｒｉｔｏｎＸ１００裂解缓冲液添加到靶细胞中作为阳性
对照，并设置阴性对照空。将 ９６孔板 １５０×ｇ离心
５ｍｉｎ，３７℃的５％ＣＯ２中孵育４ｈ后，以５００×ｇ离心
５ｍｉｎ，将７５μＬ上清液转移至平底的黑色９６孔板中，
并通过荧光酶标仪（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ，美国）在４９０／５１５ｎｍ
处测量上清液的光密度值［Ｄ（４９０／５１５）］。使用下式
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计算细胞毒性：细胞毒性＝（样品的荧光强度－自发荧
光强度）／（阳性对照的荧光强度－自发荧光强度）×
１００％［１７］。
１．２．８　流式细胞术分析Ｔ细胞和ＮＫ细胞中ＣＤ１０７ａ
的表达　　ＣＤ１０７ａ是ＮＫ细胞和活化的ＣＤ８＋Ｔ细胞
脱颗粒的标志物［１８］。用 ＢＭＡＬ１或载体 ＤＮＡ转染
４８ｈ后，收集Ｕ２ＯＳ细胞并在显微镜下计数。然后将
细胞与新鲜分离的人 ＰＢＭＣｓ以１０∶１和５∶１的比例共
孵育，并在共培养开始时添加 ＣＤ１０７ａ抗体、Ｇｏｌｇｉｓｔｏｐ
和Ｇｏｌｇｉｐｌｕｇ。共培养 ６ｈ后，收集细胞，用 ＣＤ３和
ＣＤ５６抗体标记，并使用 ＢＤＦｏｒｔｅｓｓａⅡ（ＢＤ生物科学，
美国）对 ＣＤ１０７ａ表达进行流式细胞分析，每管收取
１００００个细胞。将ＣＤ３＋ＣＤ５６－细胞视为Ｔ细胞，而将
ＣＤ３－ＣＤ５６＋细胞视为ＮＫ细胞。３次独立重复实验后，
用ＦｌｏｗＪｏ软件（１０．０版）对数据进行了分析。
１．３　统计学分析
　　采用 Ｐｒｉｓｍ８．０１（美国加利福尼亚州拉荷亚的
ＧｒａｐｈＰａｄＳｏｆｔｗａｒｅＩｎｃ．）软件进行统计分析。Ｋａｐｌａｎ
Ｍｅｉｅｒ曲线用于评估 ＢＭＡＬ１表达对总体存活率的影

响，Ｐ值从对数秩检验获得。两组之间的统计学显著
性差异通过单因素方差分析和非配对的 ｔ检验确定。
检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＢＭＡＬ１的表达水平与骨肉瘤患者预后的关系
　　从ＴＡＲＧＥＴ数据公共数据库中下载了８５例骨肉
瘤样本的 ｍＲＮＡ表达和生存率数据集。通过使用单
变量 Ｃｏｘ比例风险回归模型，分析 ＢＭＡＬ１、ＡＲＮＴＬ２、
ＲＯＲα、ＰＥＲ１、ＰＥＲ２、ＣＲＹ１、ＣＲＹ２、ＣＬＯＣＫ、ＧＰＥＲ１、
ＮＲ１Ｄ１和ＮＲ１Ｄ２的表达水平与骨肉瘤患者生存率之
间的关系。数据显示，高表达 ＢＭＡＬ１（Ｐ＜０．０００１）、
ＰＥＲ１（Ｐ＝０．０１４）、ＣＲＹ１（Ｐ＝０．０１６）、ＣＲＹ２（Ｐ＝０．０００９２）、
ＣＬＯＣＫ（Ｐ＝０．００３）、ＮＲ１Ｄ１（Ｐ＝０．００３１）和 ＮＲ１Ｄ２
（Ｐ＝０．０２９）基因的骨肉瘤患者生存率高于低表达这
些基因的骨肉瘤患者（图１）。表明节律基因可能是骨
肉瘤的肿瘤抑制因子，其中 ＢＭＡＬ１是差异最显著的
基因。
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高表达

低表达

Ａ：ＢＭＡＬ１；Ｂ：ＡＲＮＴＬ２；Ｃ：ＲＯＲα；Ｄ：ＰＥＲ１；Ｅ：ＰＥＲ２；Ｆ：ＣＲＹ１；Ｇ：ＣＲＹ２；Ｈ：ＣＬＯＣＫ；Ｉ：ＧＰＥＲ１；Ｊ：ＮＲ１Ｄ１；Ｋ：ＮＲ１Ｄ２
　红线和黑线分别代表具有高表达和低表达基因的患者

图１　ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析骨肉瘤患者中节律分子表达水平与预后之间的关系
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Ａ～Ｂ：ＢＭＡＬ１对Ｕ２ＯＳ细胞侵袭能力的影响（×１００）与统计分析结果；Ｃ～Ｄ：ＢＭＡＬ１对Ｕ２ＯＳ细胞克隆形成能力的影响与统计分析结果
１：空载体对照组；２：ＢＭＡＬ１过表达组

图２　ＢＭＡＬ１对Ｕ２ＯＳ细胞侵袭和集落形成能力的影响

２．２　ＢＭＡＬ１过表达对骨肉瘤细胞系 Ｕ２ＯＳ细胞侵袭
和克隆形成能力的影响

　　上述数据表明 ＢＭＡＬ１ｍＲＮＡ表达与骨肉瘤患者
预后呈正相关，接下来探讨 ＢＭＡＬ１在骨肉瘤细胞侵
袭和转移中的直接作用。首先，通过侵袭试验和平板

克隆形成试验分别检测了 ＢＭＡＬ１过表达的 Ｕ２ＯＳ细
胞侵袭能力和克隆形成能力。与空载体ＤＮＡ组相比，
ＢＭＡＬ１过表达组Ｕ２ＯＳ细胞中 ＢＭＡＬ１ｍＲＮＡ显著增
加了约４００倍，但是ＢＭＡＬ１过表达组的 Ｕ２ＯＳ细胞和
空载体ＤＮＡ对照组之间的侵袭能力差异无统计学意
义［（５５．９３±６．９２）ｖｓ（４９．８０±１２．０９），Ｐ＝０．３５，图２Ａ、Ｂ］。
在平板克隆形成实验中，ＢＭＡＬ１过表达组和空载体对
照组之间的克隆计数差异也无统计学意义［（１．００±
０．１９）ｖｓ（１．１２±０．１５），Ｐ＝０．４３，图２Ｃ、Ｄ］。这些数
据表明，节律分子 ＢＭＡＬ１过表达并不影响骨肉瘤细
胞的侵袭和克隆形成能力。

２．３　ＢＭＡＬ１过表达促进ＰＢＭＣｓ对Ｕ２ＯＳ细胞的杀伤
作用

　　为进一步探讨 ＢＭＡＬ１ｍＲＮＡ表达较高的骨肉瘤
患者预后较好的可能机制，接下来从免疫识别和监视

的角度探讨了骨肉瘤细胞中ＢＭＡＬ１表达是否会影响

免疫细胞对 Ｕ２ＯＳ细胞的直接杀伤能力。用 Ｃａｌｃｉｅｎ
ＡＭ标记并洗涤后，将ＢＡＭＬ１过表达的细胞与具有不
同比例的ＰＢＭＣｓ共培养４ｈ。结果显示，与空载体对照
组相比，ＢＭＡＬ１过表达组的 Ｕ２ＯＳ细胞在效应细胞
（ＰＢＭＣｓ）∶靶细胞（Ｕ２ＯＳ）（Ｅ∶Ｔ）比例为 ５∶１时被
ＰＢＭＣｓ杀伤的比例显著增加 ［空载体对照组：（７３．３３±
０．６７）ｖｓＢＡＭＬ１过表达组：（８１．００±０．５８），Ｐ＝０．０１］；而
Ｅ∶Ｔ为１０∶１亦是同样的趋势［空载体对照组：（７６．６７±
０．３３）ｖｓＢＡＭＬ１过表达组：（８２．６７±１．８６），Ｐ＜０．０５，
图３］。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与空载体对照组比较

图３　ＢＭＡＬ１增强ＰＢＭＣｓ对Ｕ２ＯＳ细胞的杀伤作用
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２．４　ＰＢＭＣｓ对ＢＭＡＬ１过表达的Ｕ２ＯＳ细胞杀伤增加
不依赖Ｔ细胞和ＮＫ细胞的脱颗粒作用

　　由于ＣＤ８＋Ｔ细胞和 ＮＫ细胞是主要的免疫细胞
亚群，对肿瘤细胞具有直接的细胞毒性作用。因此检

测ＰＢＭＣｓ与Ｕ２ＯＳ细胞共培养６ｈ后，ＰＢＭＣｓ中Ｔ细
胞和ＮＫ细胞脱颗粒水平（ＣＤ１０７ａ表达）。数据显示，
与空载体对照组细胞相比，ＢＡＭＬ１过表达组的 Ｕ２ＯＳ
细胞与 ＰＢＭＣｓ共培养 ６ｈ后，在 Ｅ∶Ｔ比为５∶１时，
ＣＤ３＋ＣＤ５６－ Ｔ细胞和 ＣＤ３－ＣＤ５６＋ ＮＫ细胞表面
ＣＤ１０７ａ表达差异无统计学意义［ＣＤ３＋ＣＤ５６－Ｔ细胞：
空载体对照组（９．４６±０．６４）ｖｓＢＭＡＬ１组（１０．９３±
１．０８），Ｐ＝０．４６；ＣＤ３－ＣＤ５６＋ＮＫ细胞：空载体对照组
（９．６３±２．００）ｖｓＢＭＡＬ１过表达组（９．５１±１．０５），Ｐ＝
０．９６］。而Ｅ∶Ｔ比为１０∶１时，两种细胞表面ＣＤ１０７ａ表
达差异也无统计学意义［ＣＤ３＋ＣＤ５６－Ｔ细胞：空载体对
照组（９．３２±０．６４）ｖｓＢＭＡＬ１过表达组（９．２１±１．１０），
Ｐ＝０．９３；ＣＤ３－ＣＤ５６＋ＮＫ细胞：空载体对照组（８．３５±

０．３６）ｖｓＢＭＡＬ１过表达组（７．３３±０．５９），Ｐ＝０．２１，
图４］。结果显示 Ｔ细胞和 ＮＫ细胞脱颗粒不是增强
过表达ＢＭＡＬ１的骨肉瘤细胞杀伤的主要原因。

３　讨论

　　昼夜节律紊乱已成为多种癌症发展的重要危险
因素。ＧＥＲＹ等［１９］报道，肺癌和乳腺癌患者的 ＰＥＲ１
表达水平分别比正常组织低 ７０％和 ４６％。此外，在
肝细胞癌和乳腺癌中有多个节律分子的表达降低

（ＢＭＡＬ１、ＰＥＲ１、ＰＥＲ２、ＣＲＹ１和ＲＯＲα）［１９］。本研究
发现具有较高 ＢＭＡＬ１、ＰＥＲ１、ＣＲＹ１、ＣＲＹ２、ＣＬＯＣＫ、
ＮＲ１Ｄ１和 ＮＲ１Ｄ２表达水平的骨肉瘤患者表现出更
好的生存率。进一步研究表明，ＢＭＡＬ１高表达改善
了骨肉瘤细胞的重组和杀伤细胞对其直接细胞毒

性。这可能是节律基因 ＢＭＡＬ１高表达改善骨肉瘤
患者生存的主要原因。
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Ａ～Ｂ：流式细胞术检测ＣＤ３＋ＣＤ５６－Ｔ细胞和ＣＤ３－ＣＤ５６＋ＮＫ细胞中ＣＤ１０７ａ＋细胞比例和统计分析结果

图４　ＢＭＡＬ１过表达的Ｕ２ＯＳ细胞不通过Ｔ细胞和ＮＫ细胞脱颗粒作用
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　　多项研究证实核心昼夜节律分子参与肿瘤的发展
和治疗反应的临床证据。研究表明，与野生型小鼠相

比，Ｐｅｒ２基因敲除小鼠的唾液腺增生、淋巴瘤、血管肉
瘤和畸胎瘤的发生率增加了。这可能是由于敲除

Ｐｅｒ２可以促进ｃｍｙｃ的表达，从而在细胞ＤＮＡ受损的
条件下促进细胞周期从 Ｇ０期过渡到 Ｇ１期，促进肿瘤
发生［１４］。节律分子ＢＭＡＬ１的过度表达抑制了结肠癌
细胞的增殖和克隆形成［２０］。然而，我们发现 ＢＭＡＬ１
的过表达并没有影响骨肉瘤细胞的侵袭和克隆形成，

这表明不同的昼夜节律基因在各种肿瘤中的作用也不

尽相同［２１－２２］。

　　免疫监视是一个复杂的生物学过程，是肿瘤细胞
与特定效应细胞之间的动态平衡。肿瘤细胞可以通过

表达免疫抑制性配体以逃避它们对免疫系统的识别和

杀伤，还可通过分泌细胞因子以下调免疫激活表面标

志物，从而抑制免疫系统对其免疫监视作用［１３］。本研

究发现Ｕ２ＯＳ细胞过表达 ＢＭＡＬ１后增强了含有各种
杀伤细胞的 ＰＢＭＣ对其直接杀伤力。但是，当与
ＢＭＡＬ１过表达的Ｕ２ＯＳ细胞共培养时，我们没有观察
到ＰＢＭＣ中两个主要杀伤细胞亚群Ｔ细胞和ＮＫ细胞
脱粒现象的增加。一方面这可能是因为 Ｔ细胞和 ＮＫ
细胞可能使用其他方式杀伤骨肉瘤细胞。例如，细胞

毒性Ｔ细胞和 ＮＫ细胞使用 ＣＤ９５Ｌ或 ＴＮＦ相关的凋
亡诱导配体（ＴＲＡＩＬ）将其各自的死亡受体 ＣＤ９５／Ｆａｓ
和ＴＲＡＩＬＲ１Ｒ２结合在靶细胞表面，从而激活死亡受
体活化诱导靶细胞凋亡［２３］。另一方面，我们也不能排

除其他类型免疫细胞的作用，如巨噬细胞等吞噬细胞

对肿瘤细胞亦具有重要的杀伤作用。例如，ＰＡＨＬ
等［２４］报道巨噬细胞的极化可以抑制骨肉瘤的生长。

　　在肿瘤微环境中，免疫细胞昼夜节律分子的高表
达是导致骨肉瘤患者生存率提高的重要原因。昼夜节

律参与免疫系统的许多生理功能，昼夜节律的变化，例

如时钟基因突变或时差反应，可能导致免疫系统疾

病［２５］。ＮＯＢＩＳ等［２６］报道，ＣＤ８＋Ｔ细胞在中午时对小
鼠的树突状细胞表现出最强的抗原呈递反应。当使用

ＢＭＡＬ１缺陷型树突状细胞刺激ＢＭＡＬ１敲除的Ｔ细胞
时，ＣＤ８＋Ｔ细胞对树突状细胞抗原递呈反应的节律
性消失。当昼夜节律时钟基因 Ｐｅｒ２被敲除后，ＮＫ
细胞中颗粒酶 Ｂ和穿孔素的蛋白水平降低。因此，
免疫细胞在调节骨肉瘤预后中的内在作用值得进一

步深入研究。

　　总之，昼夜节律基因 ＢＭＡＬ１与骨肉瘤患者的预
后呈正相关，这可能是由于杀伤细胞对具有高表达

ＢＭＡＬ１的骨肉瘤细胞的免疫监视作用增强。进一步
研究骨肉瘤中ＢＭＡＬ１介导的免疫细胞杀伤力增强的
详细机制，将有助于提出新的免疫疗法策略，以改善骨

肉瘤患者的生存和预后。
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