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神经母细胞源性肿瘤患儿 N-MYC 基因拷贝数的变化及其临床意义
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[摘　要]	 目的：研究N-MYC基因拷贝数在神经母细胞源性肿瘤(neuroblast ic  tumors，NTs)患者中的异常

改变及其临床病理学意义。方法：收集 4 8 3 例 N Ts 患儿肿瘤组织标本，其中包括神经母细胞瘤

(neuroblastoma，NB) 388例、节细胞神经母细胞瘤(ganglioneuroblastoma，GNB) 89例、节细胞神

经瘤(ganglioneuroma，GN) 6例。运用荧光原位杂交技术(fluorescence in situ hybridization，FISH)

检测N-MYC基因拷贝数改变。考察N-MYC基因拷贝数改变与临床病理学特征的关系并进行生存分

析。结果：483例NTs患儿N-MYC基因扩增率为12.4%。N-MYC基因扩增均发生在NB中，而在GNB

及GN中未见其扩增(P<0.05)。N-MYC基因拷贝数改变更易发生在低分化程度的NB中(P=0.01)，且

随着分化程度降低，N-MYC基因扩增率增加。男性患儿N-MYC基因拷贝数改变的发生率多于女性

患儿(P=0.05)。患儿年龄≤18个月者N-MYC基因扩增率有低于>18个月者的趋势(P=0.092)。生存分

析显示：N-MYC基因扩增组患儿生存率明显低于获得组及正常组。结论：NTs患儿N-MYC基因扩

增与NTs的类型、分化程度、性别、年龄及生存密切相关。本研究为NTs患者的诊断、治疗及预后

提供可靠的参考和帮助。
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Abstract Objective: To detect N-MYC gene copy number alterations, and to analyze their related clinicopathological 

implications in pediatric neuroblastic tumors (NTs). Methods: A total of 483 NT samples were obtained, including 

388 neuroblastomas (NBs), 89 ganglioneuroblastomas (GNBs) and 6 ganglioneuromas (GNs). Fluorescence in situ 

hybridization (FISH) was used to detect numerical aberrations of N-MYC. Statistical analysis was used to study its 

association with clinicopathological features, as well as with the survival rate of patients. Results: Of 483 NT cases, 

N-MYC amplification rate was 12.4%. Gene amplification of N-MYC were found only in NB, but not in any GNB 

or GN case (P<0.05). N-MYC gene amplification was more likely to occur in poorly differentiated neuroblastoma 
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神经母细胞源性肿瘤(n e u ro b l a s t i c  t u m o r s，
NTs)是儿童最常见的颅外实体肿瘤，起源于原始
神经嵴的神经母细胞。根据细胞分化程度，可分
为神经母细胞瘤(neuroblastoma，NB)、节细胞神
经母细胞瘤(gangl ioneuroblastoma，GNB)和节细
胞神经瘤 ( g a n g l i o n e u r o m a ， G N ) 。其中 N B 是婴
儿期发病率和致死性最高的肿瘤，占儿童肿瘤的
8%~10%[1]，部分高危和侵袭性NB疗效差 [2-3]；GN
则较为罕见，为周围神经良性肿瘤，由完全成熟
的节细胞构成；而G N B是介于在N B与G N之间的
中间类型。NB的临床表现与生物学行为具有明显
异质性，部分病例有较好预后，不经治疗即可自
行消退或转化为良性的GN；但多数病例恶性度较
高，早期可发生转移，且耐药严重，使肿瘤治疗
十分困难[4]。

N - M YC基因在1 9 8 3年首次被报道 [ 5 ]，是位于
人类染色体2p23~24区上具有转录因子活性的原癌
基因，为MYC基因家族重要成员，在细胞周期调
控、细胞增殖分化及肿瘤形成过程中处于重要地
位。至今多项研究 [ 6 - 7 ]发现N - M Y C基因在N B，小
细胞肺癌，前列腺癌等多种肿瘤内存在拷贝数改
变及高表达。N-MYC基因高拷贝数水平可调控下
游基因及相关蛋白，如p53基因和N-MYC下游调节
基因1/2，胰岛素瘤相关基因1、谷氨酰胺酶2，核
激素受体 [8-12]，以此影响NTs细胞的增殖及侵袭力
等，并导致患者预后不良[13]。

本研究应用荧光原位杂交技术(fluorescence in 
situ hybridization，FISH)对483例NT患儿肿瘤样本
进行分析，以探讨N-MYC基因拷贝数异常及其临
床病理学意义。

 

1  材料与方法

1.1  病例资料

收 集 2 0 0 8 年 7 月 至 2 0 1 6 年 3 月 在 北 京 儿 童
医 院 、 3 0 1 医 院 、 3 0 4 医 院 、 复 旦 大 学 附 属 儿 科
医 院 、 湖 南 省 儿 童 医 院 及 武 警 总 医 院 送 交 首 都

医 科 大 学 临 床 病 理 中 心 进 行 N - M Y C 基 因 检 测 的 
483例NT组织及相关临床信息。其中男291例，女 
192例；年龄1~156(中位30)个月；化疗后患儿99
例，未化疗3 8 4例；病例按照W H O神经系统肿瘤
分类标准进行分类，NB 388例、GNB 89例及GN  
6例。本研究获得首都医科大学伦理委员会批准，
注册号为2015sy71。

1.2  N-MYC 基因 FISH 检测

利 用 位 点 特 异 性 N - M Y C / C E P 2  ( N - m y c S G /
CEP2 SOprobe)双色探针在4 μm的NT石蜡组织切
片上进行FISH检测。具体方法如下：首先用钻石
笔标记间质少或缺乏、无出血坏死的肿瘤细胞丰
富区域作为杂交区域，切片常规脱蜡、水化后，
置入高压锅内沸水煮3 min，之后在37 ℃水浴锅中
用0 . 1 %的胃蛋白酶消化2 0  m i n。梯度乙醇脱水、
空气干燥后，在杂交区域内加 2 . 0  μ L 探针，盖上
盖玻片，用橡胶水泥封片。将切片放入原位杂交
仪(A bb o tt  Ter m oBr i te公司)中，启动设定好的程
序(75 ℃  20 min，37 ℃  24 h)，完成变性、杂交过
程。杂交结束后，以梯度SSC液洗去切片的背景，
最后用含有DAPI的抗荧光衰退封片剂(美国Vector 
Labs公司)封片。利用荧光显微镜(日本Olympus公
司，BX63)观察结果，以Olympus cellSens Standard 
1.14软件采集图像。

N - M Y C 拷 贝 数 目 增 加 时 ， 与 2 号 染 色 体 数
目 相 比 ， 每 单 倍 体 基 因 组 中 N - M Y C 拷 贝 数 目 为
4 ~ 1 0 0 ，定义为扩增； N - M Y C 拷贝数为 1 ~ 4 为，
定义为获得 [14]。483例NT患儿中，N-MYC基因扩增
者60例(12.4%)，获得者300例(62.1%)，正常者123例
(25.5%)，总扩增率为12.4%，非扩增率87.6%。

1.3  统计学处理

运用SPSS 17.0统计学软件进行分析。两变量
差异分析采用卡方检验分析，检验水准α=0.05；单
因素生存分析应用Kaplan-Meier法，P<0.05为差异
有统计学意义。

(P=0.01), the rate of which was inversely related to tumor differentiation. The N-MYC amplification rate in male 
patients was higher than that in female patients (P=0.05). There was a trend that the amplification rate of N-MYC 
gene was lower in patients ≤18 months as compared to patients >18 months, but difference was not significantly 
(P=0.092). The univariate survival analysis showed that the survival rate of patients with N-MYC gene amplification 
was significantly lower than those with N-MYC gain or normal gene status. Conclusion: N-MYC gene amplification 
is tightly correlated with tumor type, differentiation, gender, age and survival. Detection of abnormal N-MYC copy 
number would be helpful for the diagnosis and prognosis of neuroblastic tumors.

Keywords neuroblastic tumors; N-MYC gene; fluorescence in situ hybridization; clinicopathological analysis
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2  结果

2.1 一般临床资料

483例NT患儿中，男291例，女192例，男性患
儿数量明显多于女性。发病年龄最小者仅1个月，
最大者13岁，中位年龄2.5岁。患儿年龄≤18个月者
165例(34.2%)，>18个月者318例(65.8%)。NB 388例
(80.3%)，GNB 89例(18.4%)，GN 6例(1.2%)。

NT各分类临床特征见表1。184例具有组织学分
类信息的NB中(其余204例未提及或无法确定分化类
型)，分化型91例(49.5%)，分化差型90例(49.0%)，
未分化型3例(2%)。99例患儿为化疗后改变，384
例为未化疗患儿。 4 8 3 例患儿送检肿瘤组织多位
于 腹 膜 后 ， 占 5 9 . 6 % ( 2 8 8 / 4 8 3 ) ， 腹 膜 后 肿 瘤 中
43.1%位于肾上腺(124/288)；肿瘤位于纵隔者占
24.4%(118/483)；位于骨髓者占5.0% (24/483)；其
他及未提及具体部位者53例，共占11.0%(53/483)。
对128例患儿进行回访，截至2015年10月30日，死
亡患儿29例(22.7%)，复发患儿14例(10.9%)，85例
患儿生存且未复发(66.4%)。

2.2  N-MYC 基因 FISH 检测结果

N-MYC基因FISH检测结果显示在图1。位点特
异性双色探针制剂含有以橙色(Spectr um Orange)
和绿色(Spectrum Green)荧光素标记的两个探针，
橙 色 荧 光 标 记 2 号 染 色 体 ， 计 数 2 号 染 色 体 的 数
目；绿色荧光标记N-MYC基因。探针与靶基因杂
交后在橙绿滤光片下观察，正常间期细胞核中显
示两个橙色和两个绿色荧光信号，为2号染色体及
N-MYC基因的数目。当细胞核中橙色或绿色信号

增多或减少时，说明存在2号染色体或N-MYC基因
数目异常。

2.3  N-MYC 基因拷贝数异常与临床病理学特征的关系

N-MYC基因拷贝数与NB类型、年龄、性别、化
疗与否、NB分化程度的关系见表2。NB患儿N-MYC
基因扩增者60例，获得者236例，正常者92例，扩
增率15.5%(60/388)；GNB患儿N-MYC基因扩增者0
例，获得者63例，正常者26例；GN患儿N-MYC基因
扩增者0例，获得者1例，正常者5例，N-MYC基因
扩增仅发生于NB中。患儿年龄≤18个月者N-MYC扩
增率为9.1% (15/165)，>18个月者N-MYC基因扩增率
为14.5% (46/318)，N-MYC基因扩增在年龄较大患儿
(>18个月)中的发病率有增多的趋势(P=0.092)。男
性患儿扩增者42例，获得者185例，正常者63例，
N-MYC基因扩增率为14.5%(42/291)；女性患儿扩增
者19例，获得者114例，正常者59例，N-MYC基因
扩增率为9.9%(19/192)，N-MYC基因扩增在男性患
儿中较女性患儿常见(P=0.05)。化疗后改变的99例
肿瘤中，扩增者14例，获得者69例，正常者16例，
N-MYC扩增率为14.1%(14/99)；未化疗患儿扩增者
47例，获得者231例，正常者106例，N-MYC扩增率
为12.2%(47/384)。N-MYC基因扩增与化疗与否无相关
性(P=0.4)。NB分化型中，N-MYC基因扩增者6例，获
得者63例，正常者22例，N-MYC扩增率为6.6%；NB
分化差型病例中，N-MYC扩增者16例，获得者58例，
正常者16例，扩增率17.6%；未分化型中，该基因扩
增者2例，获得者1例，扩增率为66.7%。N-MYC基因
拷贝数改变更易发生在低分化程度NB中(P=0.01)，且
随着分化程度降低，N-MYC扩增率增加。

表1 神经母细胞源性肿瘤的分类及临床特征

Table 1 Classification and clinical features of neuroblastic tumors

项目 NB GNB GN

病例数/[例(%)] 388 (80.3) 89 (18.4) 6 (1.2)

男/女 244/144 42/47 5/1

中位年龄/月 24 42 34

年龄/月

≤18 160 5 0

>18 225 84 6

N-MYC基因

扩增 60 0 0

获得 236 63 1

正常 92 26 5
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图1 N-MYC基因FISH检测结果

Figure 1 N-MYC gene FISH detection result

(A)N-MYC扩增，可见2个橙色信号及大于50个拷贝的N-MYC的绿色信号；(B) N-MYC获得，可见多个橙色信号(可能与多倍

体有关)及4~10个N-MYC的绿色信号；(C) N-MYC正常，可见两个橙色信号及两个N-MYC的绿色信号。

(A) Amplification: 2 CEP2 signals (orange) and more than 50 N-MYC signals (green). (B) Gain: Some CEP2 signals (orange) (may be 

related to the polyploid) and 4~10 N-MYC signals (green); (C) Normal: Cells with 2 N-MYC signals (green) and 2 CEP2 signals (orange).

表2 N-MYC基因拷贝数与NB类型、年龄、性别、化疗及NB分化程度的关系

Table 2 Relationship between N-MYC gene status and the type, age, gender, chemotherapy or the degree of NB differentiation

项目 n
N-MYC基因

P
扩增 获得 正常 扩增率/%

类型 <0.01

NB 388 60 236 92 15.5

GNB 89 0 63 26 0

GN 6 0 1 5 0

年龄/月 0.092

≤18 165 15 110 40 9.1

>18 318 46 190 82 14.5

性别 0.05

男 291 42 186 63 14.5

女 192 19 114 59 9.9

化疗与否 0.4

化疗 99 14 69 16 14.1

未化疗 384 47 231 106 12.2

NB分化程度 0.01

分化型 91 6 63 22 6.6

分化差型 90 16 58 16 17.8

未分化型 3 2 1 0 66.7

A CB
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2.4  生存分析

本 研 究 中 获 得 随 访 资 料 者 共 1 2 8 例 ， 其 中
N - M Y C 基 因 扩 增 者 1 5 例 ， 获 得 者 7 6 例 ， 正 常 者 
37例；截至2015年10月，29例死亡，99例生存，

生存期2 ~ 5 4个月。其中N - M Y C基因扩增患儿7例

死 亡 ， 8 例 生 存 ， 生 存 期 4 ~ 3 9 ( 中 位 1 8 ) 个 月 ；
N-MYC基因获得患儿12例死亡，64例生存，生存

期3~54(中位22)个月；N-MYC基因正常患儿死亡

10例，生存27例，生存期2~53(中位22)个月。经

生存分析(Kaplan-Meier法)显示：N-MYC基因扩增

患儿生存期明显低于N-MYC基因获得和正常患儿

(P=0.005，图2)，表明N-MYC基因拷贝数改变与

NT患儿预后有关。

3  讨论

神经母细胞源性肿瘤是儿童常见的颅外实体肿

瘤，多发生于5岁以前，中位年龄22个月[4,15]。多项

研究[2,5,12]发现：2号染色体上的N-MYC基因在NT组

织中存在扩增或获得，而在正常组织中N-MYC基因

拷贝数正常。N-MYC的拷贝数改变与NT的进展、分

期或肿瘤细胞分化程度有关，并可为治疗方案的选

择提供帮助。

本研究结果显示：4 8 3例N T患者中，发病年

龄 1 个月 ~ 1 3 岁，中位年龄 2 . 5 岁，较其他研究 [ 1 6 ]

报道中位年龄( 2 2个月)略长，可能由于本组病例

包括一些G N，G N B病例，二者年龄多较N B患儿

大。483例NT患儿中NB患儿占80.3%，GNB患儿占

18.4%，GN患儿占1.2%。男性患儿发病率高于女性

患儿(男女之比为1.51:1)，与其他研究 [16]数据基本

一致。本研究结果显示：男性患儿N-MYC扩增率

高于女性，表明N-MYC扩增更常见于男性患儿，

关于男女性患儿N-MYC扩增率差异尚未见文献报

道，该结果有待于进一步证实。

NT最常发生在腹膜后及纵隔，其中腹膜后以

肾上腺为主，本研究患儿肿瘤送检部位多数位于腹

膜后(59.6%)，其中肾上腺发病患者占腹膜后发病

的43.1%，占总发病人数的25.7%，与其他研究[17]数

据基本一致。

4 8 3 例 N T 患 者 病 例 中 ， N - M Y C 扩 增 率 为

1 2 . 4 % ( 6 0 / 4 8 3 ) ，与国外多机构联合研究的结果

(10%)基本一致 [5]。本研究结果还显示：N-MYC扩

增仅发生于NB患者中，GN及GNB中未发现N-MYC

扩增，与文献[16]报道一致。已有研究 [8-12]表明在

N T 中， N - M Y C 基因的高拷贝数水平可通过调控
N-MYC下游相关基因及蛋白，促进NT的增殖，影

响肿瘤的侵袭与转移，促进肿瘤发展并引起不良

预后。

本 研 究 结 果 显 示 在 确 定 分 化 类 型 的 部 分 N B
病例中N-MYC扩增率随着分化程度的降低而升高

(P=0.01)，推测N-MYC拷贝数异常与NT分化及恶

性程度有关。另外，本研究中化疗后病例N-MYC

扩增率较未化疗病例略高，推测可能与化疗患儿

肿瘤恶性程度较高有关，但两者N-MYC扩增率无

统计学意义(P=0.4)，化疗对N-MYC拷贝数异常的

影响尚未有相关研究，需进一步加大样本量进行

研究。

本研究中，N-MYC基因扩增者及获得者和正

常者相比，生存曲线有明显差异，说明N-MYC扩

增与不良预后关系密切。近年来有多项研究显示

扩增的 N - M Y C 可通过下游通路及基因，调控 N T
相关蛋白、离子通道，以促进肿瘤增殖、转移、

抑制肿瘤分化，提高肿瘤恶性程度，引起不良预

后 。 而 N - M Y C 基 因 获 得 者 生 存 率 低 于 N - M Y C 基

因 正 常 者 ， 与 其 他 相 关 报 道 结 果 一 致 [ 1 6 ]， 提 示
N-MYC获得者有较好预后，但目前关于N-MYC获

得对预后影响的研究相对较少，其具体原因及机

制有待进一步研究。

综上所述，N-MYC基因与NTs的类型、分化程

度、性别及发病年龄有关，N-MYC扩增在分化程

度低，男性患儿及1 8个月以上患儿更常见。本研

Survival functions
NMYC

0           10         20         30         40         50        60
Time/months

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

扩增
获得
正常
扩增-censored
获得-censored
正常-censored

C
um

 su
rv

iv
al

图2 N-MYC基因拷贝数不同改变的NT患儿生存曲线

Figure 2 Survival curves for NT patients with different N-MYC 

gene copy numbers

根据N-MYC基因拷贝数的改变分为扩增组、获得组和正常

组，三组间差异有统计学意义(P=0.005)。

Based on the N-MYC copy number variations, the cohort of 

patients were divided into three groups: a N-MYC amplification 

group, a N-MYC  gain group and normal status group. The 

difference between these three groups was statistically significant 

(P=0.005).
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究在483例大样本NTs中显示N-MYC基因扩增及获

得与NT的发生发展有关，可为其临床诊断和预后

提供重要参考。而N-MYC与NT临床病理学联系的

相关机制有待进一步研究。
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