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  [摘要] 目的 探讨组蛋白去甲基化酶NO66在结肠癌、前列腺癌、肝癌、肺癌、胶质瘤等5种常见肿瘤中

的表达、患者预后及临床意义,讨论其是否可作为药物的潜在靶点。方法 收集结肠癌组织样本18例,前列腺

癌组织样本13例,肺癌组织样本20例,肝癌组织样本18例,胶质瘤组织样本5例。利用苏木精-伊红(HE)染

色确定5种肿瘤组织的基本形态结构,利用免疫组织化学法处理5种肿瘤组织样本,确定NO66在5种肿瘤组

织中的分布情 况。检 测 结 肠 癌 HCT116、前 列 腺 癌PC-3、肝 癌 HepG-2、肺 癌 A549、胶 质 瘤 LN229细 胞 中

NO66蛋白表达水平。通过TCGA数据库分析NO66表达高低与肿瘤患者生存率、肿瘤分级分期和免疫细胞

浸润的关系。结果 结肠癌组织 NO66表达最高,前列腺癌组织中等表达,肺癌、肝癌、胶质瘤组织低表达。
NO66与胶质瘤患者不良预后相关,且与免疫细胞浸润呈明显正相关。结论 NO66可作为胶质瘤患者不良预

后的标志物,其机制可能是通过参与免疫细胞浸润过程发挥作用。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

histone
 

demethylase
 

(NO66)
 

in
 

colon
 

cancer,

prostate
 

cancer,liver
 

cancer,lung
 

cancer
 

and
 

glioma,patient
 

prognosis
 

and
 

clinical
 

significance,and
 

to
 

discuss
 

whether
 

it
 

can
 

be
 

used
 

as
 

a
 

potential
 

drug
 

target.Methods Eighteen
 

samples
 

of
 

colon
 

cancer
 

tissue,13
 

sam-
ples

 

of
 

prostate
 

cancer
 

tissue,20
 

samples
 

of
 

lung
 

cancer
 

tissue,18
 

samples
 

of
 

liver
 

cancer
 

tissue
 

and
 

5
 

samples
 

of
 

glioma
 

tissue
 

were
 

collected.The
 

HE
 

staining
 

method
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

basic
 

morphological
 

struc-
ture

 

of
 

the
 

five
 

kinds
 

of
 

tumor
 

tissues,and
 

the
 

immunohistochemical
 

method
 

was
 

used
 

to
 

process
 

the
 

samples
 

of
 

5
 

kinds
 

of
 

tumor
 

to
 

determine
 

the
 

distribution
 

of
 

NO66
 

in
 

these
 

five
 

kinds
 

of
 

tumor
 

tissues.The
 

protein
 

ex-
pression

 

level
 

of
 

NO66
 

in
 

HCT116
 

(colon
 

cancer),PC-3
 

(prostate
 

cancer),HepG-2
 

(liver
 

cancer),A549
 

(lung
 

cancer)
 

and
 

LN229
 

(glioma)
 

cells
 

were
 

detetced.The
 

TCGA
 

database
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

relationship
 

be-
tween

 

the
 

expression
 

of
 

NO66
 

in
 

tumor
 

patients
 

and
 

the
 

survival
 

rate,tumor
 

grade
 

and
 

stage,and
 

immune
 

cell
 

infiltration.Results The
 

NO66
 

expression
 

was
 

the
 

highest
 

in
 

colon
 

cancer
 

tissue,moderately
 

expressed
 

in
 

prostate
 

cancer
 

tissue,and
 

lowly
 

expressed
 

in
 

lung
 

cancer,liver
 

cancer,and
 

glioma
 

tissues.NO66
 

was
 

correla-
ted

 

to
 

the
 

poor
 

prognosis
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

glioma,moreover
 

had
 

significantly
 

positive
 

correlation
 

with
 

the
 

immune
 

cell
 

infiltration.Conclusion NO66
 

could
 

serve
 

as
 

a
 

marker
 

of
 

poor
 

prognosis
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

gli-
oma,and

 

its
 

mechanism
 

plays
 

the
 

role
 

possibly
 

through
 

participating
 

in
 

the
 

process
 

of
 

immune
 

cell
 

infiltra-
tion.
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  癌症是世界公众健康主要问题之一,自2010年

以来癌症已成为我国人民最主要的死亡原因。目前,
癌症的治疗主要以手术为主,放化疗为辅,疗效与癌

症的种类及癌症进展快慢密切相关。
最近有研究表明,组蛋白修饰在肿瘤的发生和发

展中具有重要作用[1-2]。组蛋白修饰因子的改变导致

转录程序终止,从而导致细胞表型发生剧烈变化。已

有文献报道,组蛋白甲基化状态与癌症进展和转移密

切相关[3]。组蛋白甲基化可由其甲基化位点不同影

响染色质结构而不改变
 

DNA
 

序列,进一步影响转录

因子对基因启动子区域的访问,影响转录功能,最终

影响基因表达。染色质组蛋白修饰被认为是调控基

因表达的第二遗传密码,甲基化修饰通常发生在组蛋

白N端,将被一系列特定蛋白所识别,从而实现对特

定基因表达的调节[4]。截止目前,已发现的组蛋白去

甲基化酶(Jumonji
 

domain-containing
 

histone
 

dem-
ethylase,JMJD)主要有两类,一类是含

 

A-mino
 

oxi-
dase

 

结构域的赖氨酸特异性去甲基化酶家族[5];另一

类是含
 

Jumonji
 

C特征结构域的JMJD家族[6]。JM-
JD家族是一类重要的去甲基化酶,可催化组蛋白 H3
多个位点赖氨酸的去甲基修饰,从而调节特定基因表

达[7]。Jumonji
 

C结构域含氧蛋白属于一个具有不同

底物特异性的加氧酶家族,参与调控不同的生物过

程,如基因转录、RNA加工和翻译[8]。

NO66是JMJD家族成员之一,以四聚体形式组

装,在细胞核和核仁中均有发现[9]。识别赖氨酸4、36
作为底物,并抑制靶基因的转录基因[10],且已有文献

报道,NO66与 致 癌 转 录 因 子———MYC 原 癌 基 因

(MYC
 

Proto-Oncogene,c-MYC)相互作用,促进以c-
MYC为中心的致癌转录程序[11]。c-MYC在大多数

人类恶性肿瘤中均高表达,而且其表达还与肿瘤的侵

袭性密切相关[12]。此外,NO66还催化60S核糖体蛋

白L8(ribosomal
 

protein
 

L8,RPL8)等蛋白质的组氨

酸羟基化[13],从而调节蛋白质合成。另有研究表明,

NO66与zeste同源物2增强子相互作用,zeste同源

物2是致癌多梳抑制复合物2的重要组成部分,并协

调调控胚胎干细胞中的靶基因单元格[14]。基于这些

发现,可以设想NO66在人类恶性肿瘤中作为一种肿

瘤特异性组蛋白修饰物发挥作用。
目前,已有诸多研究表明,NO66在结直肠癌、前

列腺癌、胶质瘤中发挥着重要作用。在结肠癌细胞中

敲除NO66基因后发现,癌细胞增殖能力及迁移能力

显著降低。数据库分析结果显示,NO66与肿瘤的转

移、淋巴结转移密切相关,但其机制并不清楚[15]。在

胶质瘤细胞中表皮生长因子受体(Epidermal
 

growth
 

factor
 

receptor,EGFR)是胶质母细胞瘤的关键致瘤

因子。敲低NO66基因后降低了胶质母细胞瘤细胞

中EGFR的表达和细胞增殖能力。NO66是EGFR
表达和胶质母细胞瘤细胞增殖所必需 的,高 水 平

NO66表达也可预测患者预后不良。NO66与肿瘤的

发生和发展已有相关报道,但其研究较少见,因此,

NO66具有重要的研究意义。

1 材料与方法

1.1 材料

人前列腺癌细胞 PC-3、人非小细胞肺癌细胞

A549、人肝癌细胞HepG2、
 

人胶质瘤细胞LN229、人
结肠癌细胞 HCT116均为本课题保种。收集结肠癌

组织样本20例,前列腺癌组织样本14例,肝癌组织

样本18例,肺癌组织样本20例,胶质瘤样本5例。
鼠抗人NO66单克隆抗体、山羊抗鼠甘油醛-3-磷酸脱

氢 酶 (glyceraldehyde-3-phosphate
 

dehydrogenase,

GAPDH)单克隆抗体均购自美国Santa
 

Cruz公司,蛋
白定量试剂盒购自美国Thermo公司,杜氏改良Ea-
gle培 养 基 (Dulbecco's

 

modified
 

Eagle
 

medium,

DMEM)、RPMI-1640培养基、胎牛血清均购自以色

列BI公司,化学发光试剂(enhanced
 

chemilumines-
cence,ECL)购自美国 Millipore公司,苏木素、伊红均

购自武汉塞维尔公司,二氨基联苯胺(diaminobenzi-
dine,DAB)免疫组织化学(免疫组化)试剂盒购自南

京建成公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

将细胞置于DMEM、RPMI-1640培养基(含10%
胎牛血清)培养,生长至90%左右融合度时传代培养,
取对数生长期、生长状态良好的细胞用于后续实验。

1.2.2 Western
 

blot检测细胞NO66蛋白水平

取收集的细胞加入细胞裂解液裂解细胞,12
 

000
 

r/min离心10
 

min,取上清液,BCA法测定蛋白水平,
取20

 

μg蛋白煮沸变性10
 

min,十二烷基硫酸钠-聚丙

稀酰胺电泳,转入聚偏氟乙烯膜,加入脱脂奶粉封闭2
 

h,加 入 一 抗(1∶200)孵 育 过 夜,加 入 二 抗(1∶
10

 

000)孵育2
 

h,以GAPDH 为内参,ECL法发光显

色,凝胶成像系统采集图像。

1.2.3 苏木精-伊红(hematoxylin-eosin,HE)染色

将临床组织石蜡包埋样本切片后通过烤片、二甲

苯脱蜡、梯度乙醇复水(无水乙醇-70%乙醇)、苏木素

染色3
 

min和伊红染色1
 

min,中性树脂封片。

1.2.4 免疫组化染色

将临床组织石蜡包埋样本切片后烤片、二甲苯脱

蜡、梯度乙醇复水(无水乙醇-70%乙醇)、过氧化氢

(3%)封闭内源性过氧化物酶30
 

min、抗原修复、胎牛

血清封闭1
 

h、孵育一抗过夜、二抗1
 

h、DAB显色、苏
木精染色、中性树脂封片。病理评分由核工业四一六

医院病理科完成。

8712 重庆医学2022年7月第51卷第13期



1.3 预后及临床意义分析

通过肿瘤和癌症基因组图谱(TCGA)数据库分

析NO66表达高低与结肠癌、前列腺癌、肝癌、肺癌、
胶质瘤患者生存率、肿瘤分级分期和免疫细胞浸润的

关系。
1.4 统计学处理

采用 TCGA 数据库与 R包limma、survival与

GRPIA、TIMER数据库进行数据分析。满足正态分

布计量资料以x±s表示,不满足正态分布计量资料

以中位数(四分位间距)[M(P25,P75)]表示,比较采

用t检验;计数资料以例数或率表示,采用χ2 检验。
以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 5种常见肿瘤组织NO66蛋白表达

结肠癌组织NO66表达最高,前列腺癌组织NO66
中度表达,肺癌、肝癌组织 NO66不表达。见图1、表
1~4。由于胶质瘤组织样本较少,参考意义不大,但已

有研究表明,NO66在胶质瘤中具有重要作用。

  A:HE染色(200×);B:免疫组化(400×)。

图1  5种常见肿瘤组织NO66
 

HE染色、免疫组化结果

表1  结肠癌组织NO66蛋白表达及与病理

   特征的关系(n)

病理特征 n
强度

- + ++ +++

结肠癌癌旁组织 20 18 2 0 0

结肠癌组织 18 6 3 6 3

分化程度

 低分化 1 1 0 0 0

 中分化 14 2 3 6 3

 高分化 3 3 0 0 0

组织学类型

 溃疡性腺癌 13 3 2 5 3

 隆起性腺癌 1 1 0 0 0

 浸润性腺癌 4 2 1 1 0

表2  前列腺癌组织NO66蛋白表达及与病理

   特征的关系(n)

病理特征 n
强度

- + ++ +++

前列腺癌癌旁组织 14 13 1 0 0

前列腺癌组织 13 7 3 2 1

组织学类型

 前列腺腺癌 14 8 2 3 1

表3  肝癌组织NO66蛋白表达及与病理

   特征的关系(n)

病理特征 n
强度

- + ++ +++

肝癌癌旁组织 20 20 0 0 0

肝癌组织 18 16 1 1 0

分化程度

 低分化 2 2 0 0 0

 中分化 13 11 1 1 0

 高分化 5 5 0 0 0

组织学类型

 原发性肝癌 19 17 1 1 0

 继发性肝癌 1 1 0 0 0

表4  肺癌组织NO66蛋白表达及与病理

   特征的关系(n)

病理特征 n
强度

- + ++ +++

肺癌癌旁组织 14 14 0 0 0

肺癌组织 20 15 3 2 0

分化程度

 低分化 5 5 0 0 0

 中分化 10 6 2 2 0

 高分化 5 4 1 0 0
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续表4  肺癌组织NO66蛋白表达及与病理

   特征的关系(n)

病理特征 n
强度

- + ++ +++

组织学类型

 浸润性腺癌 11 7 2 2 0

 原位性腺癌 6 5 1 0 0

 微浸润性腺癌 3 3 0 0 0

2.2 5种常见肿瘤细胞NO66蛋白表达

结肠癌 HCT116细胞 NO66高表达,前列腺癌

PC-3细胞 NO66表达次之,肺癌 A549细胞、肝癌

HepG2细胞NO66不表达。见图2。

图2  5种常见肿瘤细胞N066蛋白表达

2.3 33种肿瘤NO66表达分析

为探索NO66在肿瘤发生过程中的作用,通过泛

癌分析方法分析了 NO66在33种肿瘤中的表达,见
图3A。与正常数据比较,14种肿瘤NO66表达明显

上调,包括结肠癌(COAD)、肝癌(LIHC)、肺鳞癌

(LUSC)、肺腺癌(LUAD)和胶质瘤(GBM),3种肿瘤

NO66表达明显下调。除前列腺癌NO66表达无差异

外,其余5种肿瘤 NO66表达均明显上调,差异均有

统计学意义(P<0.05)。见图3B~G。
2.4 NO66评估肿瘤患者预后的价值

NO66对结肠癌、前列腺癌、肝癌、肺鳞癌、肺腺

癌、胶质瘤等6种肿瘤患者总生存期(overall
 

surviv-
al,OS)和无复发生存期(recurrence-free

 

survival,
RFS)的影响见图4、5。6种肿瘤患者中只有胶质瘤

患者NO66表达增加,提示 OS、RFS预后不良,见图

4F、5F。

  A:NO66基于TCGA肿瘤与正常数据的表达分析;B~G:NO66基于TCGA与GTEx数据的表达分析;a:P<0.05,与正常数据比较。

图3  33种肿瘤NO66表达分析
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图4  NO66对6种肿瘤患者OS的影响

图5  NO66对6种肿瘤患者RFS的影响

2.5 NO66在胶质瘤中的临床价值

NO66高表达肿瘤恶性程度高、预后差。见表5。
2.6 NO66与胶质瘤中免疫细胞浸润的关系

不同拷贝数NO66在胶质瘤(GBM)中的浸润程

度见图6A。不同拷贝数 NO66在胶质瘤的免疫细

胞———T淋巴细胞与巨噬细胞浸润水平有明显变化。
NO66表达水平与巨噬细胞、中性粒细胞、树突状细胞

浸润均呈明显正相关。见图6B~G。
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表5  TCGA数据库确定的NO66与胶质瘤的

   临床基本信息

特征
低表达NO66
(n=348)

高表达NO66
(n=348)

χ2/t P

WHO等级[n(%)] 54.62 0.001

 G2 141
 

(22.2) 83
 

(13.1)

 G3 124
 

(19.5) 119
 

(18.7)

 G4 43
 

(6.8) 125
 

(19.7)

IDH
 

状态[n(%)] 155.1 0.001

 WT 45
 

(6.6) 201
 

(29.3)

 Mut 300
 

(43.7) 140
 

(20.4)

1p/19q
 

缺失[n(%)] 56.54 0.001

 缺失 129
 

(18.7) 42
 

(6.1)

 未缺失 217
 

(31.5) 301
 

(43.7)

年龄[M(P25,P75),岁] 43
 

(34,54) 49
 

(35,61) 51
 

491 0.001

  A:不同拷贝数NO66在胶质瘤(GBM)中的浸润程度;B~G:胶质

瘤NO66表达水平与B细胞、CD8+T淋巴细胞、CD4+T淋巴细胞、巨

噬细胞、中性粒细胞、树突状细胞浸润水平的相关性。

图6  NO66与胶质瘤中免疫细胞浸润的关系

3 讨  论

  JMJD蛋白家族中有17种酶被认为是组蛋白去

甲基化酶。尽管这些家族成员中的一些如JMJD2、

JARID被认为是有前途的候选靶点,但其在实体肿瘤

中的有效性和不良反应仍存在争议。本研究重点探

讨了JMJD家族中的一种 NO66,该酶已被证实与致

癌转录因子———c-MYC协同工作[11],并且与 RPL8
关系密切[16-17],提示其可能是一种关键性的肿瘤标

志物。
本研究通过免疫组化方法确定 NO66在肿瘤组

织样本中的基本表达情况后,后续又通过 Western
 

blot试验进行了验证,得到 NO66在结肠癌组织、前

列腺癌组织中有较高表达的结论。后续的统计分析

结果没有达到预想的结果,反而在表达不高的胶质瘤

中具有一定的生物标志物价值。但也不影响 NO66
作为一个重要标志物参与癌症的发生过程的结论。
目前,对NO66的研究国内外均较少见,作为一个新

的标志物,毫无疑问其前途是很宽广的,后续会继续

开展相关研究,深入探讨NO66的作用机制。
为进一步了解NO66参与肿瘤发生中的过程,本

研究统计了大量患者在生存率、病理分级、分期方面

的数据,遗憾的是,NO66表达高低与以上病理指标少

有关系,得出的唯一结论是与胶质瘤的发生和发展有

关。据文献报道,NO66在胶质瘤中通过激活EGFR
和c-MYC的表达,促进胶质瘤细胞增殖[18]。已知

NO66是一个多聚体,多聚体的结构是否是其发挥重

要作用的必要条件,查阅文献后得知,当 NO66以四

聚体形式组装时对 RPL8的羟基化催化效率最高。
以各种方式破坏四聚体组装会导致催化活性的损失。
NO66的低聚化可能会影响催化过程中每个亚基的运

动,从而控制活性。大量研究证实,肿瘤免疫细胞浸

润可影响放化疗和免疫治疗的疗效和患者预后[19-20]。
本研究结果显示,免疫细胞增多与NO66表达水平呈

正相关,包括胶质瘤中的巨噬细胞、中性粒细胞和树

突状细胞。表明肿瘤免疫浸润可能部分揭示了NO66
介导胶质瘤的发生和发展,提示NO66可作为胶质瘤

一个关键的生物标志物。
综上所述,本研究阐述了NO66在多种类型肿瘤

中高表达(包括胶质瘤),并且与胶质瘤患者的不良预

后相关。此外,本研究还表明,NO66可能通过增加肿

瘤免疫细胞浸润发挥致癌作用,然而这些结果还需在

未来得到更多的基础和临床研究验证。
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