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Abstract :Objective　To investigate the expression of BMP22 ,Of osteopontin (OPN) and V EGF in osteo2
sarcoma and it s association with lung metastasis. Methods　Immunohistochemical staining (SABC meth2
od) was used to investigate BMP22 , OPN and V EGF expression in 53 cases of osteosarcoma which had

complete follow up data. Results　BMP22 , OPN and V EGF expression was all located in the cytoplasm

of osteosarcoma cell. The positive rates of BMP22 , OPN and V EGF in osteosarcoma tissue were

62 . 26 % ,50 . 94 % and 67 . 92 % ,respectively. The positive rates of BMP22 , OPN and V EGF in osteosar2
coma tissue with lung metastasis were 92 . 3 %(12/ 13) , 76 . 92 %(10/ 13) and 92 . 3 %(12/ 13) , respective2
ly , which were much higher than that in osteosarcoma tissue without lung metastasis. BMP22 , OPN and

V EGF positive was remarkably correlated the and lung metastasis in osteosarcoma. ( P < 0 . 05) . The in2
tensity signal of BMP22 , OPN and V EGF weren’t related to gender , age , size and location of tumor ,

time of illness , osteosarcoma classification , while they were correlated with lung metastasis. Conclusion

　BMP22 , OPN and V EGF are express in osteosarcoma cell. The high expression involve in the carcino2
genesis and the development of osteosarcoma and correlated closely to the lung metastasis of osteosarco2
ma. The expression of BMP22 is closely correlated to that of OPN and V EGF.
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摘　要 :目的　研究BMP22、OPN、V EGF在骨肉瘤组织中的表达 ,探讨其与骨肉瘤肺转移的关系。方法

运用免疫组织化学 SABC法 ,检测 53例有完整随访资料的骨肉瘤病例中 BMP22、OPN、V EGF的表达。

结果　①BMP22、OPN和 V EGF的阳性表达均定位于细胞胞浆 ,BMP22、OPN和 V EGF在 53例骨肉瘤

组织中的阳性表达率分别为62 . 26 % (33/ 53)、50 . 94 % (27/ 53)和67 . 92 % (36/ 53) 。②在已发生肺转移

的骨肉瘤组织中 BMP22、OPN和 V EGF的阳性表达率分别为92 . 3 %(12/ 13) 、76 . 92 %(10/ 13)和92 . 3 %

(12/ 13) ,明显高于无肺转移的骨肉瘤组织中 BMP22 (52 . 5 % ,21/ 40)、OPN (42 . 5 % ,17/ 40) 和 V EGF

(60 % ,24/ 40)的阳性表达率 ,差异有统计学意义 ( P < 0 . 05)。③三者在骨肉瘤组织中的阳性表达与患者

的性别、年龄、肿瘤的大小、肿瘤部位、组织学类型、发病时间等因素差异无统计学意义 ( P > 0 . 05) ,但与

是否肺转移显著相关。结论　BMP22、OPN及 V EGF在骨肉瘤中有着不同程度的高表达 ,与骨肉瘤的

发生发展 ,并与骨肉瘤肺转移密切相关 ,BMP22的表达分别和 OPN、V EGF的表达密切相关。
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0　引言

骨肉瘤是儿童、青少年中最常见的恶性骨肿瘤。

骨肉瘤的侵袭、转移机制一直是骨肿瘤研究领域的

一个热点。有研究表明 ,骨形态发生蛋白 (BMP)在

骨肉瘤发病和转移中起重要作用 ,其中 BMP22的作

用尤其突出 ,骨桥蛋白 (Osteopontin ,O PN)同样被

发现在肿瘤的侵袭和转移中有着重要作用[ 1 ,2 ]。肿

瘤血管的生长无疑是肿瘤发生侵袭和转移的重要因

素 ,许多血管生长因子在肿瘤中均有表达 ,介导血管

新生。血管内皮生长因子 ( Vascular endot helial

growt hfactor ,V EGF)是其中效力最强的因子之一 ,

它可直接或间接地参与血管新生的每一个过程。本

试验用免疫组织化学染色的方法 ,研究 BMP22、
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OPN和 V EGF在 53 例骨肉瘤组织中的表达及分

布 ,以及与骨肉瘤肺转移的相关性以了解它们在骨

肉瘤侵袭和转移中的生物学作用及其临床意义。

1　材料与方法

1 . 1　实验材料

收集同济医学院附属协和医院 2003 年 1 月～

2005年 6月手术切除骨肉瘤石蜡包埋标本 53 例 ,

其中男 35 例 ,女 28 例 ,年龄 10～49 岁 ,平均年龄

21 . 5岁 ,术前均未行化疗、放疗及其他抗肿瘤治疗。

所有标本均经 4 %甲醛固定 ,常规石蜡包埋 ,5μm厚

的连续切片 , H E染色 ,病理确诊。肿瘤大小 :直径 5

～22cm ,≥10cm 38 例 , < 10cm 25 例。肿瘤部位 :

股骨 26 例 ,胫腓骨 17 例 ,肱骨 10 例。组织学分型

按 W HO标准分型 ,其中成骨细胞型 21 例 ,成软骨

细胞型 17 例 ,成纤维细胞型 12 例 ,小细胞型 3 例。

另取 11例正常骨组织标本做对照。

1 . 2　主要试剂

兔抗人 BMP22 多克隆抗体 (BA0585) ,兔抗人

V EGF单克隆抗体 (BAO407) ,兔抗人 OPN 单克隆

抗体 (BA1678) , SABC染色试剂盒 ,均购自武汉博

士德公司。

1 . 3　实验方法

免疫组织化学染色方法 :BMP22、OPN、V EGF

染色按 SABC染色试剂盒说明操作 ,石蜡切片经脱

蜡 ,梯度酒精水化后 ,用 3 % H2 O2甲醇室温孵育

15min ,热修复抗原处理 20min ,加入 5 %山羊血清

孵育 1h后再分别加入一抗 (工作浓度为 1 :150) 4 ℃

过液 ,再分别加入二抗及 SABC 作用 30min ,DAB

显色 ,苏木素复染。

1 . 4　结果判定

判断标准 :光镜下观察染色的切片 ,胞浆内出现

棕黄色颗粒的细胞为阳性细胞。随机观察 5个高倍

视野以阳性细胞所占比例分为 : - ( < 5 %) ; + (6 %

～25 %) ; + + (26 %～50 %) ; + + + ( > 51 %) 。

1 . 5　统计学处理

采用 SPSS 13 . 0统计软件包进行χ2 检验并计

算 Spearman相关系数 , P < 0 . 01为有统计学意义。

2　结果

2 . 1　骨肉瘤组织中 BMP22、OPN、V EGF的表达定

位

本组资料 BMP22、O PN 和 V EGF 蛋白表达主

要定位于骨肉瘤细胞胞浆 ,部分骨肉瘤细胞胞膜同

时阳性。在 53 例骨肉瘤组织中 BMP22、OPN 和

V EGF 的阳性表达率分别为 62 . 26 % ( 33/ 53 ) 、

50 . 94 %(27/ 53)和67 . 92 %(36/ 53) ,见图 1。

2 . 2　骨肉瘤组织中 BMP22、OPN、V EGF的表达与

肺转移的关系

53例骨肉瘤已发生肺转移的中 BMP22、O PN

和 V EGF的阳性表达率明显高于无肺转移的骨肉

瘤组织中 BMP22、O PN和 V EGF的阳性表达率 ,差

异有统计学意义 , P≤0 . 05 ,见表 1。

表 1　骨肉瘤组织中 BMP22、OPN、

VEGF的表达与肺转移的关系

组别 n
BMP22 OPN V EGF

+ 2 ( %) + 2 ( %) + 2 ( %)

肺转移 13 12 1 92 . 3 10 3 76 . 92 12 1 92 . 3

无肺转移 40 21 19 52 . 5 17 23 42 . 5 24 16 60

2 . 3　BMP22、OPN、V EGF在骨肉瘤中的表达与其

临床病理特征的关系

BMP22、O PN、V EGF的表达与患者的性别、年

龄、肿瘤的大小、肿瘤部位、组织学类型、发病时间等

因素均无相关性 ,但是三者的表达与是否肺转移有

显著相关性 ,见表 2。

2 . 4　BMP22、OPN、V EGF在骨肉瘤中的表达的相

关性

53例骨肉瘤中 ,共有 33 例 BMP表达阳性 ,且

多为高表达。其总表达阳性率为62 . 26 % ,BMP 与

V EGF和 O PN表达强度的相关分析 ,见表 3。

3　讨论

骨形态发生蛋白 (BMP)最初是作为一种可在

异位诱导骨和软骨形成的蛋白质被发现。通过近

40年的研究发现 ,BMP不仅参与胚胎的形成、发育

及组织细胞的分化和增殖 ,而且与某些肿瘤的发生、

发展及转移密切相关。而其中 BMP22 是迄今为止

所研究过的 BMP家族中骨诱导活性最强且能单独

诱导成骨的因子。有证据表明强表达 BMP的骨肉

瘤病人的骨转移和肺转移明显高 ,而且发现转移周

期的时间也明显短于 BMP表达阴性的病人 ,同时 5

年存活率也比表达阴性病人要差。Hideki 等[ 3 ]分

析了 24 例骨肉瘤 BMP/ BMPRII表达和预后 ,发现

表达阳性的病人预后不良。这些都提示 BMP参与

了骨肉瘤的生长进展和浸润。Arihiro 等[ 4 ]研究发

现骨肉瘤的转移与 BMP的表达显著相关 ,在 14 例

骨肉瘤中 ,伴有骨转移的 BMP的表达率是 75 % ,不

伴有骨转移的 BMP表达率是 20 %。本研究通过免

疫组化 SABC法检测 BMP22 在骨肉瘤组织中的表

达发现伴有肺转移的骨肉瘤 BMP22 的表达率为

92 . 3 % ,而不伴有肺转移的骨肉瘤 BMP22的表达率
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表 2　BMP22 、OPN 、VEGF在骨肉瘤中的表达与其临床病理特征的关系

项目 例数 BMP22表达阳性 χ2 P OPN表达阳性 χ2 P V EGF表达阳性 χ2 P

性别

　男 35 19 2 . 79 > 0 . 05 15 1 . 73 > 0 . 05 23 0 . 23 > 0 . 05

　女 18 14 12 13

年龄 (岁)

　≤18 21 15 1 . 24 > 0 . 05 11 0 . 029 > 0 . 05 17 2 . 71 > 0 . 05

　> 18 32 18 16 19

肿瘤的大小

　≤10cm 19 12 0 . 01 > 0 . 05 9 0 . 15 > 0 . 05 15 1 . 65 > 0 . 05

　> 10cm 34 21 18 21

肿瘤部位

　股骨 26 17 0 . 79 > 0 . 05 13 0 . 44 > 0 . 05 19 4 . 47 > 0 . 05

　胫腓骨 17 11 8 13

　肱骨 10 5 6 4

组织学分型 (WHO)

　成骨细胞型 21 16 3 . 15 > 0 . 05 12 1 . 29 > 0 . 05 17 3 . 87 > 0 . 05

　成软骨细胞型 17 9 7 11

　成纤维细胞型 12 6 6 7

　小细胞型 3 2 2 1

发病时间

　> 3个月 39 24 0 . 03 > 0 . 05 19 0 . 29 > 0 . 05 26 0 . 11 > 0 . 05

　< 3个月 14 9 8 10

转移

　肺转移 13 12 6 . 62 < 0 . 05 10 4 . 65 < 0 . 05 12 4 . 70 < 0 . 05

　无肺转移 40 21 17 24

表 3　BMP与 VEGF和 OPN表达强度的相关分析

BMP 例数
V EGF OPN

2 + ++ 22 +++ 2 + ++ 22 +++

2 20 11 7 2 9 7 4

+ 12 5 4 3 6 4 2

++ 22 +++ 21 1 9 11 3 7 11

合计 53 17 20 16 18 18 17

　　注 :BMP与 V EGF ,BMP 与 OPN 之间比较 , Spearman
相关系数 r = 0 . 519 ,0 . 345 ; P < 0 . 01 ,呈显著相关性

为52 . 5 % ,结果表明 BMP22的表达与骨肉瘤的肺转

移呈明显相关性。其参与转移的机制目前还不是很

清楚 ,需要我们做进一步的研究。作者认为这些间

质细胞可能在转移过程中起重要作用。

肿瘤细胞表达的 V EGF量升高 ,导致局部血管

内皮通透性增加和大量畸形残缺新生血管形成 ,这

为肿瘤组织迅速提供营养物质和瘤细胞侵入脉管系

统形成癌栓并进一步发生远处转移形成转移瘤创造

了良好条件。Kaya等[ 5 ]研究了 27例原发骨肉瘤的

活检组织标本中 V EGF表达的临床意义 ,他们发现

V EGF的表达与骨肉瘤组织的组织分型以及分级等

无关 ,与肺转移的发生明显相关 (相对于 V EGF 阴

性表达的患者 ,V EGF阳性的患者更易发生肺转移 ,

前者肺转移的发生率为 10 % ,而后者肺转移的发生

率则为 89 % , P < 0 . 0003) 。他们认为 ,V EGF可以

用来预见未行治疗的骨肉瘤患者发生肺转移的可能

性。本研究伴有肺转移的病例 V EGF 的表达率为

92 . 3 % ,而不伴有肺转移的表达率为 60 % ,经统计

学分析骨肉瘤 V EGF 的表达与肺转移相关 (χ2 =

4 . 65 , P < 0 . 05) 。这一结果基本和 Kaya 等研究结

果一致。因此 ,作者认为 V EGF是原发骨肉瘤发生

血循环转移的决定性因素之一 ,是影响肿瘤细胞进

入血循环、发生远隔转移的物质基础。本研究结果

还表明骨肉瘤中 BMP22 的表达与 V EGF的表达呈

正相关 ,提示 BMP22可能在骨肉瘤的血管生成过程

中发挥协同作用 ,而 BMP22 可能在 V EGF 介导的

血管生成机制中起重要作用。

骨桥蛋白 (Osteopontin ,OPN)是一种与恶性转

化有关的磷酸化蛋白 ,因最初是从骨基质中分离出

来的 ,故将其命名为骨唾液酸蛋白 (Bone sialop ro2
tein1 ,BSP21) 。O PN 通过与其主要受体一整合素

和 CD44相互作用 ,继而引起肿瘤细胞移行、浸润和

基因表达等环节的变化 ,在不同的恶性肿瘤转移形

成过程中发挥重耍作用[ 6 ]。OPN 在体外实验中通
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过激活α1β3 受体 ,诱导 N F2rcB ,抑制内皮细胞凋

亡。因此 ,O PN可能参与肿瘤细胞的血管生成 (an2
gio2genesis) 。肿瘤细胞的增殖、转移与血管生成是

密切相连的 ,有研究[ 7 ]认为 OPN 促进肿瘤的生长

是通过加强血管生成的结果。有学者认为[ 8 ] O PN

可通过趋化作用使内皮细胞迁移而促进血管形成 ,

这种作用与 V EGF关系密切。由于 OPN 与玻粘蛋

白都具有 R GD 序列 ,玻粘蛋白可以激活 V EGF的

受体 V EGFR22 ,从而引发血管生成活性。故有学

者推测 O PN 可能也通过此种方式促进血管生

成[ 9 ]。本研究中肺转移组的 OPN 的阳性率为

76 . 92 % ,无肺转移组的 OPN 的阳性率为42 . 5 % ,

OPN的表达与骨肉瘤的肺转移的关系具有统计学

意义 ,也证实 O PN 在骨肉瘤的肺转移中发挥重要

作用。此外 ,本研究还表明骨肉瘤中 BMP22的表达

和 OPN的表达呈显著相关 ,提示两者在骨肉瘤的

发生及转移中可能发挥协同作用。其具体作用还不

是很清楚 ,需要进一步的研究 ,作者大胆推测两者可

能还是在肿瘤的血管生成及肿瘤细胞的扩散和侵润

中发挥协同作用。

(本文图见第 318页)
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