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SPK、S1P 蛋白在骨肉瘤中的表达及其临床意义

张摇 武,王守朋,张兆川,褚宏章,王绍伟

(山东国欣颐养集团枣庄医院 骨科,山东 枣庄 277100)

[摘要]目的:探讨鞘氨醇激酶 1(SPK1)、1鄄磷酸鞘氨醇(S1P)在骨肉瘤中的表达及其临床意义。 方法:选择行手术治疗的 73
例骨肉瘤病人作为观察对象,选择同期骨软骨瘤手术切除标本 31 例作为对照,免疫组织化学法检测骨肉瘤组织与软骨瘤组织

中 SPK1、S1P 蛋白表达水平,分析 SPK1、S1P 表达水平与骨肉瘤临床病理特征的关系,Kaplan鄄Meier 生存曲线分析 SPK1、S1P
表达与骨肉瘤病人生存率的关系。 结果:骨肉瘤组织 SPK1 阳性表达率为 68. 49% ,高于软骨瘤组织中阳性表达率 16. 13%
(P < 0. 01);骨肉瘤组织 S1P 阳性表达率为 58. 90% ,高于软骨瘤组织中阳性表达率 22. 58% (P < 0. 01);SPK1、S1P 在

Eneeking 分期为域 ~芋期和肺转移的病人中阳性表达率较高(P < 0. 05 ~ P < 0. 01);SPK1、S1P 在病人的不同性别、年龄、肿瘤

直径、发病部位、病理类型的阳性表达率差异无统计学意义(P > 0. 05);SPK1 阳性表达组 3 年生存率低于 SPK1 阴性表达组

(P <0. 05);S1P 阳性表达组 3 年生存率低于 S1P 阴性表达组(P < 0. 05)。 结论:SPK1、S1P 蛋白在骨肉瘤组织中高表达,且与

骨肉瘤病人临床病理特征和预后有关,可能作为骨肉瘤病人潜在的预后标志物。
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[中图法分类号] R 738. 1摇 摇 摇 [文献标志码] A摇 摇 摇 DOI:10. 13898 / j. cnki. issn. 1000鄄2200. 2024. 01. 018

Expression of SPK and S1P protein in osteosarcoma and the clinical significance
ZHANG Wu,WANG Shoupeng,ZHANG Zhaochuan,CHU Hongzhang,WANG Shaowei

(Department of Orthopaedics,Zaozhuang Hospital,Shandong Guoxin Yiyang Group,Zaozhuang Shandong 277100,China)

[Abstract] Objective: To investigate the expression of sphingosine kinase 1 ( SPK1 ) and sphingosine鄄1鄄phosphate ( S1P) in
osteosarcoma and their clinical significance. Methods:Seventy鄄three patients with osteosarcoma who underwent surgical treatment were
selected as observation objects, and thirty鄄one cases of osteochondroma specimens surgically resected during the same period were
selected as controls. The expression levels of SPK1 and S1P proteins in osteosarcoma tissue and chondroma tissue were detected with
immunohistochemical method,the relationship between the expression levels of SPK1 and S1P and the clinicopathological characteristics
of osteosarcoma was analyzed, the relationship between the expression of SPK1 and S1P and the survival rate of patients with
osteosarcoma was analyzed with Kaplan鄄Meier survival curve. Results:The positive expression rate of SPK1 in osteosarcoma tissue was
68. 49% ,which was significantly higher than 16. 13% in chondroma tissue (P < 0. 01). The positive expression rate of S1P in
osteosarcoma tissue was 58. 90% , which was significantly higher than 22. 58% in chondroma tissue ( P < 0. 01 ). The positive
expression rates of SPK1 and S1P were higher in patients with Eneeking stage 域 - 芋 and lung metastasis (P < 0. 05 to P < 0. 01).
There was no significant difference in the positive expression rate of SPK1 or S1P between the different sex,age,tumor diameter,disease
location or pathological type of patients (P > 0. 05). The 3鄄year survival rate of SPK1 positive expression group was significantly lower
than that of SPK1 negative expression group (38. 50% vs 74. 17% ,字2 = 5. 63,P < 0. 05). The 3鄄year survival rate of S1P positive
expression group was significantly lower than that of S1P negative expression group (34. 06% vs 77. 44% ,字2 = 8. 95,P < 0. 05).
Conclusions:SPK1 and S1P proteins are highly expressed in osteosarcoma tissues, they are related to the clinicopathological
characteristics and prognosis of patients with osteosarcoma, and may serve as potential prognostic markers for patients with
osteosarcoma.
[Key words] osteosarcoma;sphingosine kinase 1;sphingosine鄄1鄄phosphate

摇 摇 骨肉瘤为原发性恶性骨肿瘤,多发于儿童与青

少年人群,以疼痛、肿胀、病理性骨折为主要临床表

现,由于其恶性程度高,侵袭性强,预后较差,病人术

后 5 年生存率为 65% ~ 75% ,骨肉瘤易发生转移,
以肺转移为常见,发生转移病人的 5 年生存率仅为

20% ,目前关于骨肉瘤的发病机制尚不十分清
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楚[1 - 2]。 鞘氨醇激酶 1(sphingosine kinase 1,SPK1)
是鞘脂代谢平衡的重要限速酶,可催化神经酰胺磷

酸化形成 1鄄磷酸鞘氨醇 ( sphingosine鄄1鄄phosphate,
S1P),SPK1 具有癌基因特性,在肿瘤中高表达,并
促进肿瘤恶性转化[3]。 吕冰洁等[4]研究表明,SPK1
在小鼠肺癌细胞中高表达,抑制 SPK1 表达可通过

Bcl鄄2 / Bax 途径干扰肺癌细胞凋亡。 SPK1 与 S1P 形

成 SPK1 / S1P 通路,在调控肿瘤细胞增殖、凋亡、迁
移及耐药性等过程中发挥重要作用[5]。 目前 SPK1、
S1P 在骨肉瘤组织中的研究尚未见报道。 本研究通

过检测骨肉瘤组织中 SPK1 与 S1P 的表达情况,探
讨其与骨肉瘤发生发展的相关性。

1摇 资料与方法

1. 1摇 一般资料摇
选择 2016 年 7 月至 2018 年 8 月我院收治的 73

例骨肉瘤病人作为研究对象,手术取骨肉瘤组织,所
选病人中男 45 例,女 28 例,年龄 7 ~ 45 岁。 73 例病

人中,肿瘤直径 < 5 cm 者 31 例,逸5 cm 者 43 例;发
病部位为肢体 55 例,躯干部 18 例;骨母细胞型 35
例,软骨母细胞型 18 例,纤维骨母细胞型 20 例;
Eneeking 分期玉期者 29 例,域 ~芋期 44 例;有肺转

移者 33 例,无肺移者 40 例。 纳入标准:(1)经病理

学检查确诊为骨肉瘤;(2)术前未行靶向治疗、放化

疗或免疫治疗;(3)病人临床资料完整。 排除合并

其他恶性肿瘤病人。
选择同期医院进行手术的骨软骨瘤手术切除标

本 31 例作为对照,其中男 18 例,女 13 例,年龄 8 ~46
岁。 本研究样本采集均经过本院伦理委员会批准。
1. 2摇 主要试剂摇

SP 免疫组化试剂盒及配套试剂、辣根过氧化物

酶(horse radish peroxidase,HRP)标记山羊抗兔 IgG
购自北京索莱宝科技有限公司,兔抗人 SPK1、S1P
多克隆抗体购自 Abcam 公司。
1. 3摇 免疫组织化学染色摇

手术过程中取得的骨肉瘤组织与软骨瘤组织标

本石蜡包埋,连续切片(约4 滋m厚)后,使用二甲苯

脱蜡,浸入 EDTA 溶液中微波抗原修复 10 min,去离

子水洗涤,使用 3% H2O2 溶液以灭活内源性过氧化

物酶,加入兔抗人 SPK1 (1颐 800)、S1P(1颐 1 000)多
克隆抗体,4 益 冰箱孵育过夜后,PBS 洗涤,加入

HRP 标记的 IgG(按 1颐 1 000 稀释),室温孵育 1 h,
PBS 洗涤,DAB 染色,苏木素复染,梯度乙醇脱水,
中性树胶封片,用已知阳性骨肉瘤组织切片做阳性

对照,PBS 为一抗作为阴性对照,显微镜观察。

染色结果判断:SPK1、S1P 阳性表现为棕色或黄

色颗粒,主要定位于细胞质或细胞膜。
评分 = 染色强度评分 伊 阳性细胞比例评分,阴

性( - )0 分,弱阳性 1 ~ 4 分,记为( + ),阳性为 5 ~
8 分,记为 2 + ,强阳性为 9 ~ 12 分,记为 3 + 。 细胞

染色强度评分:无着色评 0 分、淡黄色评 1 分,棕黄

色评 2 分,棕褐色评 3 分;阳性细胞比例评分:阳性

细胞比例为 0 ~ 5% 、6% ~ 25% 、26% ~ 50% 、51%
~75% 、 >75% ,分别评分为 0、1、2、3、4 分。
1. 4摇 统计学方法摇

采用 字2 检验和 Kaplan鄄Meier 生存曲线。

2摇 结果

2. 1摇 骨肉瘤组织与软骨瘤组织中 SPK1 及 S1P 表

达水平比较摇
免疫组织化学染色结果显示,SPK1、S1P 主要定

位于细胞膜或细胞质,骨肉瘤组织 SPK1 阳性表达

率为 68. 49% , 高于软骨瘤组织中阳性表达率

16. 13% ;骨肉瘤组织 S1P 阳性表达率为58. 90% ,高
于软骨瘤组织中阳性表达率 22. 58% ,差异均有统

计学意义(P < 0. 01)(见表 1、图 1、2)。

摇 表 1摇 骨肉瘤组织与软骨瘤组织中 SPK1 及 S1P 表达水平

比较[n;百分率(% )]

n - + 2 + 3 + 阳性 字2 P

SPK1

摇 软骨瘤组织

摇 骨肉瘤组织

31
73

26
23

5
15

0
24

0
11

5(16. 13)
50(68. 49)

23. 95 < 0. 01

S1P

摇 软骨瘤组织

摇 骨肉瘤组织

31
73

24
30

6
13

1
18

0
12

7(22. 58)
43(58. 90)

11. 50 < 0. 01
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2. 2摇 SPK1、S1P 与骨肉瘤临床病理特征的关系摇
根据 SPK1、S1P 在骨肉瘤组织中表达阳性结

果,将骨肉瘤病人分为 SPK1 阳性表达组 50 例和

S1P 阴性表达组 23 例,S1P 阳性表达组 43 例和 S1P
阴 性 表 达 组 30 例。 分 析 发 现, SPK1、 S1P 在

Eneeking 分期为域 ~芋期和肺转移的病人中阳性表

达率较高,差异均有统计学意义(P < 0. 05 ~ P <
0. 01);SPK1、S1P 在病人不同性别、年龄、肿瘤直

径、发病部位、病理类型的阳性表达率差异无统计学

意义(P > 0. 05)(见表 2)。

表 2摇 SPK1、S1P 与骨肉瘤临床病理特征的关系[n;百分率(% )] 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇

临床病理特征 n
SPK1

摇 阳性(n = 50)摇 摇 阴性(n = 23)摇
字2 P

S1P
摇 阳性(n = 50)摇 摇 阴性(n = 23)摇

字2 P

性别

摇 男

摇 女

45
28

32(71. 11)
18(64. 29)

13(28. 89)
10(35. 71)

0. 37 > 0. 05
24(53. 33)
19(67. 86)

21(46. 67)
9(32. 14)

1. 50 > 0. 05

年龄 / 岁

摇 < 18
摇 逸18

58
15

40(68. 97)
10(66. 67)

18(31. 03)
5(33. 33)

0. 03 > 0. 05
36(62. 07)
7(46. 67)

22(37. 93)
8(53. 33)

1. 17 > 0. 05

肿瘤直径 / cm

摇 < 5
摇 逸5

32
41

20(62. 50)
30(73. 17)

12(37. 50)
11(26. 83)

0. 95 > 0. 05
21(65. 63)
22(53. 66)

11(34. 37)
19(46. 34)

1. 06 > 0. 05

发病部位

摇 肢体

摇 躯干

55
18

37(67. 27)
13(72. 22)

18(32. 73)
5(27. 28)

0. 15 > 0. 05
29(52. 73)
14(77. 78)

26(47. 27)
4(22. 22)

3. 52 > 0. 05

病理类型

摇 骨母细胞型 35 23(65. 71) 12(34. 29) 18(51. 43) 17(48. 57)

摇 软骨母细胞型 18 12(66. 67) 6(33. 33) 0. 55 > 0. 05 12(66. 67) 6(33. 33) 1. 56 > 0. 05

摇 纤维骨母细胞型 20 15(75. 00) 5(25. 00) 13(65. 00) 7(35. 00)

Eneeking 分期

摇 玉
摇 域 ~ 芋

29
44

15(51. 72)
35(79. 55)

14(48. 28)
9(20. 45)

6. 27 < 0. 05
11(37. 93)
32(72. 73)

18(62. 07)
12(27. 27)

8. 74 < 0. 01

肺转移

摇 是

摇 否

33
40

24(84. 85)
26(65. 00)

9(15. 15)
14(35. 00)

7. 47 < 0. 01
25(75. 76)
18(45. 00)

8(24. 24)
22(55. 00)

7. 07 < 0. 01

2. 3摇 SPK1 和 S1P 表达与骨肉瘤病人生存率关系的

Kaplan鄄Meier 生存分析摇
73 例病人全部完成随访,27 例因死亡而终止随

访,通过 Kaplan鄄Meier 生存曲线分析可知,SPK1 阳

性表达病人 3 年生存率为38. 50% ,SPK1 阴性表达

病人 3 年生存率为74. 17% ,SPK1 阳性表达组 3 年

生存率低于 SPK1 阴性表达组 ( 字2 = 5. 63, P <
0. 05);S1P 阳性表达病人 3 年生存率为 34. 06% ,

S1P 阴性表达病人 3 年生存率为 77. 44% ,S1P 阳性

表达组 3 年生存率低于 S1P 阴性表达组(字2 = 8. 95,
P < 0. 05)(见图 3)。

3摇 讨论

摇 摇 骨肉瘤是一种恶性程度及自残率极高的原发性

肿瘤,其起病较为隐匿,早期发现比较困难,但进展

快,多数病人确诊时已到中晚期,10% ~20%的病人
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确诊时发生灶转移,导致病人预后较差,5 年生存率

较低,因此研究骨肉瘤的发病机制,对骨肉瘤的早期

诊断及治疗具有重要临床意义[6 - 7]。

摇 摇 细胞内鞘磷脂代谢如 SPK1、S1P 与细胞增殖、
凋亡密切相关,在肿瘤的发生中发挥重要作用,SPKl
是一种具有广泛作用的细胞因子,对内皮细胞、软骨

细胞、肿瘤细胞等多种细胞具有调节作用,与细胞的

凋亡、增殖和迁移密切相关[8 - 9]。 既往研究表明,
SPK1 在胃癌、结肠癌、鼻咽癌、肝癌、白血病等多种

肿瘤中均有研究[10 - 11]。 研究[12] 显示,SPK1 在骨肉

瘤细胞中上调表达,与阿霉素耐药有关,敲低或过表

达 SPK1 可改变阿霉素耐药性和细胞增殖活性。 本

研究结果显示,骨肉瘤组织 SPK1 阳性表达率显著

高于软骨瘤组织中阳性表达率,提示 SPK1 可能与

骨肉瘤的发生有关。 通过分析 SPK1 与骨肉瘤临床

病理特征相关性显示, SPK1 在 Eneeking 分期为

域 ~芋期和肺转移的病人中阳性表达率较高,提示

SPK1 表达水平与骨肉瘤进展有关,与以往研究结果

类似。 蔡笃雄等[13] 研究表明,胰腺癌中 SPK1 表达

水平升高,SPK1 的激活可促进胰腺癌细胞的增殖并

抑制细胞的凋亡。 推测 SPK1 可能通过促进骨肉瘤

细胞增殖与转移,进而促进骨肉瘤的发生发展。 进

一步分析发现,SPK1 阳性表达组 3 年生存率低于

SPK1 阴性表达组病人,提示 SPK1 可能与骨肉瘤病

人生存情况有关,提示 SPK1 可能作为评估骨肉瘤

病人预后的生物标志物。
SPK1 是细胞内合成 S1P 的主要限速酶,S1P 是

一种抗凋亡基因,可促进细胞增殖,S1P 与其受体

S1PR 结合,在调控肿瘤细胞的增殖、迁移等过程中

发挥重要作用[14]。 宋娟等[15] 研究表明,乳腺癌细

胞中 S1P 激活可通过调节 STAT3 信号通路促进乳

腺癌细胞增殖。 而抑制 S1P 及其受体信号通路,可
抑制肺腺癌细胞的迁移与侵袭[16]。 本研究结果显

示,与软骨瘤组织比较,S1P 在骨肉瘤组织中阳性表

达率显著升高,提示 S1P 与骨肉瘤的发生发展过程

有关。 进一步分析结果显示,骨肉瘤组织中 S1P 表

达水平与 Eneeking 分期和肺转移有关,提示 S1P 表

达水平与骨肉瘤疾病进展有关。 另外,本研究还显

示,S1P 阳性表达组 3 年生存率低于 S1P 阴性表达

组,提示 S1P 阳性表达病人可能生存率较低,与病

人预后相关。
综上所述,SPK1、S1P 蛋白在骨肉瘤组织中高表

达,且与骨肉瘤病人临床病理特征和预后有关,可能

作为骨肉瘤病人潜在的预后标志物。 但由于本研究

临床样本数据少,可能存在一定偏倚,将扩大样本量

作进一步研究。
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后 2 组间数据差异减小。 以上结果提示,miRNA鄄
16、circRNA鄄100679、miRNA鄄124 确实为差异基因。
在此基础上,根据治疗后 HAMD鄄17 评分的变化将

观察组病人分为 A、B、C 3 组,对比其 RNA 水平及

HAMD鄄17 评 分 后 发 现, A 组 HAMD鄄17 评 分、
miRNA鄄124 相对表达量低于 B 组,B 组则低于 C
组,各组 miRNA鄄16、circRNA鄄100679 相对表达量则

具有相反的变化趋势。 进而行相关分析表明:
miRNA鄄124 相对表达量与 HAMD鄄17 评分呈正相关

关系,miRNA鄄16、circRNA鄄100679 相对表达量则与

其呈负相关关系。 说明 miRNA鄄124 具有促进抑郁

症发生,而 miRNA鄄16、circRNA鄄100679 则对于抑郁

症具有一定的抑制作用。
有研究[12]指出,miRNA鄄124 可以在发生脑损伤

时在蓝斑区高表达,而蓝斑则是去甲肾上腺素产生

的重要区域,去甲肾上腺素表达量不足被认为与抑

郁症的发生有关。 动物实验同样表明[13],miRNA鄄
124 的表达可增强小鼠的慢性应激反应能力,从而

造成神经可塑性失调及心境障碍性疾病的发生。
miRNA鄄16 在去甲肾上腺素及 5鄄羟色胺能神经元中

均可表达,而在前者中表达水平更高,miRNA鄄16 在

去甲肾上腺素能神经元中表达量下降时可促使 5鄄
羟色胺转运体的表达, 推动抑郁症的发生[4]。
circRNA 在不同组织及细胞中的表达水平差异性较

大,circRNA 与 miRNA 的竞争性结合作用成为人们

研究的热点,部分 circRNA 可具有多个 miRNA 结合

位点[14]。 本研究中,circRNA鄄100679 可能通过竞争

性与 miRNA鄄124 具有同样致抑郁症发生的 miRNA
而与 miRNA鄄16 共同发挥保护性作用。 然而,有关

详细作用机制尚需进一步的探究。
综上所述,miRNA鄄16、circRNA鄄100679、miRNA鄄

124 均可参与抑郁症的发生,对以上基因的调控可

能成为治疗抑郁症的新思路。
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