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摘　要: 目的　观察骨肉瘤组织É、Ê和Ë型胶原蛋白和m RNA 的表达及其与骨肉瘤分型和

分化的关系。方法　免疫组化L SAB 法检测胶原蛋白,原位杂交检测胶原m RNA 的表达,用图像

分析系统进行分析和半定量测定。结果　骨肉瘤组织不仅表达É型胶原蛋白 (阳性率 87% ,灰度值

171. 99±14. 74) ,并出现了Ê 型和Ë 型胶原蛋白 (阳性率分别为 30. 4%和 43. 4% ,灰度值分别为

153. 07±18. 82和 168. 29±18. 36) ;软骨母细胞型和混合型骨肉瘤Ê型胶原的表达高于其它型,差

异有显著性 (P < 0. 01) ;高中低分化的三组骨肉瘤间, É型胶原表达差异有显著性 (P < 0. 01) ,分化

越低表达越少。É、Ë型胶原m RNA 表达与蛋白表达所得结论基本一致。结论　Ê型胶原可作为
软骨母细胞型和混合型骨肉瘤的分型参考指标, É型胶原可作为骨肉瘤分化及恶性度判断的参考
指标。

关键词:骨肉瘤;胶原;免疫组织化学;原位杂交

中图分类号: R 738. 7　　文献标识码: A　　文章编号: 100028578 (2001) 0520345203

　　收稿日期: 2000208230;修回日期: 2001204217

基金项目: 国家自然科学基金资助项目 (N o. 39770301)

作者单位: 1. 510060 广州, 中山医科大学肿瘤医院病理
科; 2. 中山医科大学病理教研组

Study of Prote in and m RNA of Type É、Ê and Ë Collagen in Human

O steosarcoma by Imm unoh istochem istry and in Situ Hybr id iza tion
ZHAN G H u i2zhong,Q IU Ju2sh i, HAO Ya2p ing, et a l

Cancer Cen tre of S an Y a t2sen U n iversity of M ed ica l S ciences, Guang z hou 510060, Ch ina

Abstract: Objective To invest iga te exp ression of type É、Ê and Ë co llagen in hum an o steo sarcom a

and their rela t ion sh ip w ith classif ica t ion and differen t ia t ion of o steo sarcom a. M ethods T he p ro tein and m R 2
NA of type É、Ê and Ë co llagen in 46 cases of o steo sarcom a w ere detected u sing imm unoh istochem istry

(L SAB ) and in situ hyb rid iza t ion; EM AL 2200 im age softw are w as u sed to ana lyse sta in ing resu lt. Results

Besides type É co llagen (po sit ive ra te 87% , grey value 171. 99±14. 74) , there w ere a lso exp ression of type

Ê and Ë co llagen in o steo sarcom a (po sit ive ra te are respect ively 30. 43% and 43. 5% , grey value respec2
t ively 153. 07±18. 82 and 168. 29±18. 36) ; T ype Ê co llagen sta in w as sign if ican t ly st ronger in chondrob2
last ic and m ixed o steo sarcom as than o ther type. Am ong th ree group s of o steo sarcom as of h igh, m odera te

and low degree, the d ifference of type É co llagen w as sta t ist ica lly sign if ican t, the low er o steo sarcom a dif2
feren t ia ted, the w eaker exp ression of type É co llagen w as. T he ISH of m RNA revea led analogou s change to

p ro tein. Conclusion T ype Ê co llagen can be u t ilized as one of referring ind ica to rs to iden t ify chondrob last ic

and m ixed o steo sarcom sa; T ype É co llagen can be u sed as one of m arkers to determ ine the d ifferen t ia t ion

and m alignancy of o steo sarcom a.
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　　骨肉瘤是一种主要发生在青少年的恶性肿瘤,

恶性度高,对青少年身体健康危害极大,早期诊断和

及时治疗非常重要;同时,寻找一些客观指标帮助进

行诊断和判断预后也是很有必要的。胶原是细胞外

基质的主要成分,近来的研究表明,胶原除了作为结

构蛋白对组织起支持作用外,还具有复杂的生物学

功能,影响着细胞的分化,增殖,粘附,形态发生和表

型表达,与肿瘤的浸润和转移也有关[ 1 ] ,因而越来越

受到重视。正常骨组织中只有É型胶原,软骨中主要

是Ê型胶原。骨肉瘤发生后,胶原的量及类型是否会
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发生改变,这种改变与骨肉瘤分类,分化及预后是否

有关,本实验将就此类问题进行一些探讨。

1　材料和方法

收集 1992年至 1996年间中山医科大学病理教

研室及肿瘤医院病理科人骨肉瘤石蜡标本 46例,男

28 例,女 18 例, 年龄最大 67 岁, 最小 7 岁, 所有病

例均经病理确诊。

免疫组化: 用L SAB 法检测骨肉瘤组织中É、

Ê 和Ë 型胶原蛋白的表达情况; 主要试剂来源: É、
Ë型胶原抗体 (兔抗人)购自BO ST ER 公司, Ê型胶
原抗体 (鼠抗人)购自N EOM A R KER 公司, L SAB

检测试剂盒为DA KO 公司产品; 对照设定: 用 PBS

代替一抗作为抗体的阴性对照,用人皮肤和支气管

软骨分别为É、Ë型及Ê型胶原的阳性对照。结果判
定: 间质或细胞浆出现棕黄或深棕色染色者为阳性

反应。

　　表 1 É、Ê型胶原寡核苷酸探针序列

探针 特异性 硷基序列 硷基数 Tm℃
C1 Α1 (É ) TCCGCGTA TCCA CAAA GCT GA GCA T 25 64
C2 Α1 (Ê ) CGGGGCCCT TCTCCGTCT GA CCCA GTC 27 72
C2a Α1 (Ê ) TCGCA GCCTCCT GGA CA TCCT GGC 24 70

　　说明: C2:对人与鸡的Ê型胶原特异。C2a:仅对人Ê型胶原特异。

　　原位杂交:选择文献报道的É、Ê型胶原寡核苷
酸[ 2 ]做探针 (序列见表 1) ,地高辛标记,按常规m R 2
NA 原位杂交法进行,结果判断: 胞浆或胞核内出现

紫蓝色为阳性。用 EM AL 2200真彩图像分析系统对

免疫组化和原位杂交阳性染色的强度 (灰度值)进行

半定量测定,灰度值与阳性强度成反比,灰度值越小

染色越强。

统计学分析:计量资料组间比较用方差分析;计

数等级资料用秩和检验。

2　结果

2. 1　免疫组化染色结果　骨肉瘤É、Ê、Ë 型胶原
表达阳性率分别为 87%、30. 4%和 43. 4%。É型与

Ë型胶原分布基本相同,主要在类骨质 (钙化区不着

色)或瘤细胞周围 (呈细丝状) ,软骨区基质中 (特别

是软骨区边缘成熟区)亦较多,此外瘤细胞胞浆内也

有阳性; Ê型胶原主要分布在软骨区的基质中 (特别

是中央成熟区) ,部分瘤细胞胞浆内也有表达。经图

像分析测定免疫组化染色的灰度值并进行方差分

析,发现各型骨肉瘤间É 型和Ë 型胶原的表达差异
无显著性,而Ê 型胶原以软骨母细胞型和混合型最
强,与其它型骨肉瘤比较差异有显著性;在高、中、低

分化的骨肉瘤之间, É 型胶原的表达差异有显著性
(表 2) ,即分化越高表达越强,分化越低表达越弱,

而Ê型和Ë型胶原却无此差别。
　　表 2 É、Ê、Ë型胶原免疫组化表达在三组不同分化程度骨肉瘤间的比较

分级 n
É Ê Ë

阳性数 灰度值 阳性数 灰度值 阳性数 灰度值

高 15 15 157. 38±5. 94 7 172. 89±26. 03 9 183. 58±17. 42

中 18 15 173. 58±12. 61 5 183. 06±19. 39 5 184. 45±17. 61

低 13 10 186. 59±6. 92 2 187. 49±20. 96 6 184. 11±16. 62

F 检验 F = 34. 315 P < 0. 01 F = 1. 909 P > 0. 05 F = 0. 011 P > 0. 05

2. 2　原位杂交结果

原位杂交以NBT öBC IP 作底物,在碱性磷酸酶

作用下显紫色, É 型胶原m RNA (C1)和Ê 型胶原

m RNA (C2, C2a)既可在胞浆,也可在核内, 因核未

复染,故部分细胞胞浆阳性而核不着色,核的部分呈

空泡状。

骨母细胞型,纤维母细胞型和软骨母细胞型骨

肉瘤的C1阳性率均为 100% ,混合型为 80% (4ö5) ;

各组间染色强度差异无显著性。C2与C2a 结果基本

一致,软骨母细胞型和混合型均为 100% ,而骨母细

胞型和纤维母细胞型分别为 60% (6ö10)和 55. 6%

(10ö18) ;染色强度也以骨母细胞型和混合型最强,

与其它亚型间比较差异有极显著性 (P < 0. 01)。

　　表 3 46例骨肉瘤的分化程度与C1、C2和C2a表达的关系 ( ISH )

骨肉瘤

分　级

C1 C2 C2a

例　数 阳性数% 灰度值 阳性数% 灰度值 阳性数% 灰度值

高分化 15 15 (100) 151. 32±14. 60 10 (66. 7) 167. 46±26. 45 9 (60) 170. 86±24. 46

中分化 18 17 (94. 4) 159. 93±18. 14 12 (66. 7) 180. 52±16. 26 13 (72. 2) 182. 46±14. 34

低分化 13 10 (76. 9) 171. 18±20. 43 8 (61. 5) 171. 95±22. 32 7 (53. 8) 176. 84±20. 5

合　计 46 42 (91. 3) 30 (65. 2) 29 (63)

方差分析 F = 4. 35 P < 0. 05 F = 1. 54 P > 0. 05 F = 1. 40 P > 0. 05
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　　由表 3可知, C1的表达随骨肉瘤分化程度降低

而减弱,经两两比较,低分化组与高分化组骨肉瘤间

C1 表达强度差异显著,而中分化组与高、低分化组

间差异无显著性。C2与C2a 的表达在高、中、低分化

组间差异无显著性。

3　讨论

É 型胶原的产生是骨母细胞分化、代谢的标志
之一,正常骨小梁中只有É 型胶原,骨肿瘤发生后,

共胶原产生的量和形态都发生变化。有人曾发现[ 3 ] ,

转化后的骨肉瘤细胞株 Α1 (É )m RNA 水平下降,而

胶原受体—Α2Β1整合素却相应增加,O sh im a [ 4 ]将人

成骨肉瘤细胞种植到裸鼠,长出的肿瘤与人软骨肉

瘤相同,瘤细胞产生É 型和Ê 型胶原m RNA , 说明

细胞转化后,胶原在转录水平受到调节。本小组曾对

骨肉瘤细胞株O S2732和HO S2863进行研究,发现

转化后细胞中 Α1 (É )m RNA 水平和前胶原多肽合

成明显减少。本次实验结果显示,对照的人体骨瘤组

织的胶原量和排列基本正常,均为É型胶原,而骨肉

瘤É型胶原的量明显减少,形态排列不规则,此外还

出现了Ê 型和Ë 型胶原,说明骨肉瘤胶原基因表达

发生改变; U eda 等[ 5 ]用免疫组化方法检测 6例软骨

瘤和 9例软骨肉瘤,发现软骨瘤基质中无É、Ë型胶
原, 而软骨肉瘤中却出现了É 型和Ë 型胶原,

L ehm ann [ 6 ]对 4 例骨肉瘤的研究发现都 (4ö4)含较

高的Ë型胶原,其中 3例的É、Ë型胶原都有过度修
饰,这也说明肿瘤恶性变后胶原基因表达异常。

有关胶原表达与骨肉瘤分型和分化的关系,尚

未见文献报道。本研究结果表明, É型和Ë型胶原的
表达与骨肉瘤类型无明显相关,而Ê 型胶原在软骨
母细胞型和混合型中的表达明显高于其它型骨肉

瘤,因此可作为该两型骨肉瘤分型的参考指标。高、

中、低分化的三组骨肉瘤间É 型胶原的表达差异有

显著性,即分化越低, É型胶原表达越弱,而Ê、Ë型
胶原却没有发现这种相关,由于骨肉瘤分化程度与

其恶性度有关,因此É 型胶原可作为判断骨肉瘤分
级 (分化)和恶性程度的参考指标。因常规H E 形态

分类和分级主观性大,而本实验方法可以确定胶原

的类型并进行半定量,因而更为敏感和准确。

É、Ê型胶原m RNA 原位杂交所得结论与蛋白

免疫组化结论一致,说明骨肉瘤胶原的改变可能发

生在转录或转录前,因此,研究骨肉瘤胶原基因结构

及其调控机制的变化将是一个非常重要的课题。
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