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VEGF和BMP一2在骨肉瘤组织中的表达及临床意义 
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【摘 要】目的：探索VEGF和BMP一2在骨肉瘤组织中的表达与骨肉瘤的诊断、转移复发及预后的关系。方法：应用免疫组织化 

学法(S-P法)检测 41例骨肉瘤组织中VEGF、BMP一2及 CD34的表达，计算微血管密度(MVD)，并综合分析所有病例资料。结 

果：41例骨肉瘤患者中，VEGF及 BMP～2阳性表达率分别为 68_2％(28／41)和 61．0％(25／41)，与肿瘤大小、Price’s分级、Dahlin’s 

组织学分型等无关 (P>0．05)。VEGF阳性组 BMP一2阳性率及 MVD(分别为 75％和40．25±8．02)与阴性组 BMP一2阳性率及 

MVD(分别为 30．8％和 15．54±5．87)相比，差异有显著意义(P<0．05)。复发或转移组VEGF及 BMP一2的阳性率(分别为 92．9％ 

和 85．7％)明显高于无复发或转移组的 VEGF及 BMP-2的阳性率(分别为 55．6％和 48．1％)，差异具有显著意义(P<O．05 o 

VEGF及 BMP一2阳性组的5年存活率(分别为 7．1％和4％)明显低于VEGF及 BMP一2阴性组的 5年存活率(分别为 46．2％和 

43．8％)，差异有显著意义(P<0．05)。结论：VEGF、BMP一2在骨肉瘤组织中呈高表达，VEGF的表达与 BMP一2的表达及 MVD显 

著相关，检测 VEGF、BMP一2的表达和 MVD值可以作为判断骨肉瘤转移复发和预后的重要指标。 
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【Abstract]Objective：To explore the expression of VEGF and BMP-2 in osteosarcoma tissue and its association with diagnosis，metasta- 

sis／recurrence and prognosis of osteosarcoma．Methods：Immunohistochemieal staining(SP method)was used to detect the expression of 

VEGF，BMP一2 and CD34 in specimens from 41 cases ofosteosarcoma．Microvessel density was calculated，and overall inforrnation ofall the 

41 caseswere analyzed．Results：In41 cases，the positive rates ofVEGF andBMP一2were 68．2％(28／41)and 61．0％(25／41)respectively． 

The expression ofVEGF and BMP-2 were not significantly correlated to tumor’s size，Price’s grade and Dahlin’s differentiation(P>0．05)． 

The positive rate of BMP一2 and MVD(75％ and 40．25±8．02)in VEGF positive patients were respectively much higher than those(30I8％ 

and 15．54±5．87)in VEGF negative patients(P<O．05)．The positive rates ofVEGF and BMP一2 (92．9％and 85．7％ )in patients with 

metastasis／recurrence were respectively remarkably higher than those(55．6％and 48．1％)in patients without metastasis／recurrence(P< 

0．05)．The five—year survival rate in patients with positive expression of VEGF and BMP一2(7．1％and 4％ )were significantly lower than 

that(46．2％and 43．8％ )in negative control group(P<0．05)．Conclusion：High expression ofVEGF and BMP一2 were found in osteosar- 

coma tissue．The expression of VEGF was closely correlated to the expression of BMP一2 and MVD．Detection of VEGF and BMP一2 expres— 

sion and MVD may be useful for judging metastasis／recurrence and prognosis of osteosarcoma． 
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骨肉瘤是原发于骨的恶性肿瘤，多见于青少 

年，恶性程度高，预后差，约 30％的患者对化疗药物 

不敏感Ⅲ，成为骨肉瘤治疗失败的重要因素。约80％ 
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的患者首诊时已发生肺转移，部分患者在原发瘤切 

除术后发生肺转移，虽然医疗技术的进步使骨肉瘤 

转移病灶的发生率有明显降低，5年生存率也有明 

显提高，但是致残率和病死率仍然很高，对社会和 

患者家庭的影响仍然很大。因此预防骨肉瘤肺转移 

对提高患者的生存率和预后非常重要【2l。研究表明． 
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V E G F 和 B M P 一 2 在 骨 肉瘤 的 生 长 、 侵 袭 以 及 转 移 中

起 重 要 作 用 ， 本 研 究 运 用 免 疫 组 化 技 术 检 测 4 l 例

骨 肉瘤 组 织 中 V E G F 和 B M P 一 2 的 表 达 水 平 ， 结 合

患 者 的 病 史 资 料 、 病 理 特 点 探 讨 其 在 骨 肉 瘤 的 诊

断 、 转 移 复 发 及 预 后 中 的 作 用 。

1 材 料 与 方 法

1 ． 1 临 床 资料

选 取 我 院病 史 资料 保存 完 整 的 1 9 9 3 年 6 月 一 2 0 0 3 年 6

月 手 术切 除 的 4 l 例骨 肉瘤 标 本 ， 所 有 标 本 均 经 病理 组 织 学

再 次确诊 。 术 前 均 未 行 放 化 疗 及 其 他抗 癌 治 疗 。 其 中男 2 5

例 ， 女 1 6 例 ， 年龄 8 ～ 5 8 岁 ， 平 均 年龄 2 2 ． 5 岁 ， 肿 瘤 直径 5 —

1 8 o m ， 平 均 1 1 ． 5 c m 。 肿瘤 部位 包 括 股 骨 、 胫 腓 骨 及 肱 骨 。 组

织 学 分级 参 照 P r i c e 标准 ， 组 织 学 分 型 按 D a h l i n 标 准 ， 另 取

10 例骨 纤 维 结构 不 良和 1 0 例正 常骨 组 织 标 本 作 为 对 照 组 。

1 ． 2 主 要 试 剂

兔 抗 人 B M P 一 2 多 克 隆抗 体 ( B A 0 5 8 5 ) ， 购 自武汉 博 士 德

公 司 。 鼠抗 人 V E G F 单 克 隆抗 体 ( s c
一 7 2 6 9 ) ， 兔 多抗 C D 3 4 抗

体 ( s c
一 9 0 9 5 ) ， S - P 免 疫组 化 试 剂 盒 及 D A B 显 色 剂 均 购 于 北

京 中杉 公 司 。

1 ． 3 实验 方 法

所 有 标 本 用 甲醛 同定 ， 石 蜡 包 埋 、 切 片 ， 经 脱 蜡 、 乙 醇 脱

水 及 热 修 复 抗 原 处 理 后 ， V E G F 、 B M P 一 2 及 C D 3 4 染 色 按 s P

试 剂盒说 明操 作 ， 以 P B S 代替 一 抗作 为 阴性 对 照 。

1 ． 4 结 果 判 定

V E G F 和 B M P 一 2 阳性 标 准 ：光 镜 下 观 察 ， 胞 浆 内 出 现 棕

黄 色颗 粒 的细胞 为 阳性 。 随机 观 察 10 个 高倍 视 野 ( 1 0 × 4 0 ) ，

每个 视 野 数 1 0 0 个 细 胞 ， 以 阳性 细 胞 数 ≥ 1 0 ％ 为 阳性 表 达

( + ) ， 阳性 细 胞 数 < 1 0 ％ 为 阴性 表 达 ( 一 ) 。 C D 3 4 阳性 标 准 ： 单

个 或成 簇 的微血 管 内皮 细胞 呈 棕 黄 色 ， 不 以 血 管 管径 或 红 细

胞 作 为判 断标 准 ， 管壁纤 维化及 炎症 坏 死 区 不 计 数 。 M V D 计

数 ：先用 4 0 倍 光 镜 找 到 肿 瘤 血 管密 集 区 ， 在 2 0 0 倍 视 野 下 计

算 微 血 管 数 量 ， 每 张 切 片 计 3 个 视 野 ， 然 后 取 平 均 值作 为

M V D 。

V E G F 阳性

1 ． 5 统 计 学处 理

采用 S P S S l 3 ． 0 统计 软 件 包 ， 计 量 资料 比较 采 用 独 立 样

本 t 检验 ， 计 数 资料 的 比较 采用 矿 检 验 。

2 结 果

2 ． 1 骨 肉 瘤 组 织 中 V E G F 、 B M P 一 2 及 C D 3 4 的 表 达

定 位

免 疫 组 化 显 示 ， V E G F 、 B M P 一 2 阳 性 表 达 为 棕 黄

色 ， 主 要 位 于 骨 肉瘤 细 胞 胞 浆 ， 部 分 胞 膜 同 时 阳 性 ；

所 有 标 本 C D 3 4 均 阳 性 表 达 ， 为 血 管 内皮 细 胞 呈 棕

黄 色 ( 见 图 1 ) 。 在 4 1 例 骨 肉瘤 组 织 中 ，
V E G F 、 B M P 一

2 的 阳 性 表 达 率 分 别 为 6 8 ． 2 ％ (2 8 ／4 1 ) 和 6 1 ． 0 ％ ( 2 5 ／

4 1 ) ， 对 照 组 V E G F 及 B M P 一 2 均 无 阳 性 表 达 ， 与 骨

肉瘤 组 比 较 差 异 有 显 著 性 (P < 0 ． 0 5 ) 。

2 ． 2 V E G F 、 B M P 一 2 的 表 达 与 患 者 临 床 病 理 资料 的

关 系

本 组 病 例 中 ， V E G F 、 B M P 一 2 的 表 达 与 患 者 的 性

别 、 年 龄 、 肿 瘤 的 大 小 、 P r i c e

’

S 分 期 、 D a h l i n

’

S 组 织 学

类 型 、 发 病 时 问 等 因 素 均 无 相 关 性 (P > 0 ． 0 5 ) ， 见 表 1 。

2 ． 3 V E G F 的 表 达 与 B M P ～ 2 、 M V D 的 关 系

V E G F 阳 性 组 B M P 一 2 表 达 率 与 阴 性 组 B M P 一 2

表 达 率 比 较 ， 差 异 有 显 著 性 ( P < 0 ． 0 5 ) 。 V E G F 阳 性 组

M V D 为 4 0 ． 2 5 + 8 ． 0 2
， 阴 性 组 为 1 5 ． 5 4 + 5 ． 8 7

， 经 检 验

方 差 齐 性 ( F = 1 ． 8 7
，

P > 0 ． 0 1 ) ，
拄 9 ． 9 2

，
P = 0 ． 0 0 1

， 差 异

有 统 计 学 意 义 ， 见 表 2 。

2 ． 4 V E G F 、 B M P - 2 的 表达 与 转 移 复发 及 预 后 的 关 系

在 复 发 或 转 移 组 ， V E G F 及 B M P 一 2 的 表 达 率 明

显 高 于 无 复 发 或 转 移 组 的 V E G F 及 B M P 一 2 的 表 达

率 ． 差 异 具 有 显 著 意 义 (P < 0 ． 0 5 ) 。 在 V E G F 及 B M P 一

2 阳性 表 达 组 ， 5 年 存 活 率 明 显 低 于 V E G F 及 B M P 一

2 阴 性 组 的 5 年 存 活 率 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 (P < 0 ． 0 5 ) ，

见 表 3 ．．

B M P 一 2 阳性 C D 3 4 阳性

图 1 V E G F 、 B M P 一 2 及 C D 3 4 阳 性 ( S P x l 0 0 J
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3 讨 论 

骨肉瘤好发于长骨干骺端，滋养血管丰富，肿 

瘤的生长、浸润和转移复发均依赖新生血管的形 

成 ，而血管的生成与 VEGF密切相关。VEGF是近年 

发现的二聚体蛋白，是最主要的血管生成因子，可 

特异性地促进 内皮细胞分裂增殖 ，增加血管通透 

性，促进肿瘤的早期转移I 。VEGF也是肿瘤血管生 

成的重要因子，其高表达水平是多种肿瘤转移和预 

后的指标 。Mei J等【5_将 P沉寂子一VEGF质粒转染 

MG一63骨肉瘤细胞 ．Western blotting法检测 VEGF 

的表达 ，结果 VEGF表达水平与 MG一63细胞 的血 

管生成拟态有关，转染组细胞的生长被抑制，出现 

早期凋亡，认为 VEGF的表达与骨肉瘤细胞的增值 
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和凋亡有关，并对骨肉瘤的血管生成拟态起决定性 

作用。Kaya等【6l研究了27例原发骨肉瘤的活检组织 

标本中VEGF表达的临床意义，发现 VEGF的表达 

与肺转移的发生明显相关 ，VEGF阳性的骨肉瘤患 

者比VEGF阴性的患者预后更差(P<0．03)，认为 

VEGF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 ，并可用来判断骨 肉瘤患者的预后。 

我们的研究显示 ，VEGF阳性组复发或转移率为 

46．4％，阴性组复发或转移率为 7．69％，差异有统计 

学意义 =4．33，P=0．039)。VEGF阳性组 5年存活 

率为 7．14％，阴性组 5年存活率为 41．65％，差异有 

统计学意义 =6．30，P=0．013)。提示 VEGF的阳性 

表达能促进骨肉瘤的转移或复发，降低患者的5年 

存活率，预后差，同Kaya等研究结果基本一致。由 

于骨肉瘤细胞表达的VEGF量明显升高，导致局部 

血管内皮通透性增加，为瘤组织快速生长提供了大 

量的营养物质，同时瘤组织中大量畸形、残缺的新 

生血管形成 ，为肿瘤细胞侵入血管而 发生远处转移 

创造了条件，因此 VEGF可以作为骨肉瘤转移、复 

发7支预后的重要指标。 

BMP一2是转化生长因子超家族中的一员，是成 

骨活性较强且能单独诱导成骨的因子 。BMP一2是 

最主要的调节骨形成的信号蛋白，对骨的生长以及 

肿瘤的发生和进展非常重要l 7l。现已证实在体内体 

外 BMP一2均能诱导多能 问质祖细胞分化为成骨细 

胞l 。Sotobori T等【 1研究发现，rhBMP一2能提高骨肉 

瘤细胞的趋触性反应 ，认为 BMP一2能通过调节纤 

维连接蛋白一整合素 B1信号，增强骨肉瘤的转移和 

侵袭。Arihiro等llu1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％．BMP表达阳性 的病人预后不 良。本研究 

发现，转移或复发病例 BMP一2的表达率为 85．7％， 

非转移复发病例 BMP一2的表达率 48．1％，差异有 

统计学意义 =5．47，P=0．021)。BMP一2阳性病例 5 

年存活率 (4．0％)明显低于 阴性病例 5年存活 

率 (43．7％)，差异有统计学意义 =7．45，P一0．007)。 

这表 明 BMP一2的阳性表达 与骨 肉瘤 的转移 或复 

发 、预后密切相关 ，提示 BMP一2参 与了骨 肉瘤 的 

生长进展和浸润，可以作为骨肉瘤转移复发和预后 

的一项重要指标。 

MVD是目前研究肿瘤血管生成的量化指标，与 

肿瘤的转移复发密切相关并具有判断预后的价值【1】1。 

Hicklin等_1 研究发现，激活 VEGF受体途径能促发 

血管形成，促进 内皮细胞的增生 、迁徙。Kaya M等l- 

用内皮他丁抑制骨肉瘤的血管生成，能预防患者术 

后的肺转移，提高生存率，改善预后。本研究显示， 

VEGF阳性病例 MVD=40．25_+8．02，阴性病例 MVD= 

15．54_+5．87，差异有统计学意( =9．92，P=0．001)，提示 

VEGF表达越强 MVD值越大，微血管数越丰富，肿 

瘤越易生长 、浸润和转移 ，因此 VEGF和 MVD均可 

作为肿瘤转移、复发和预后的重要指标。 

此外 ，本研究还发现，VEGF阳性组 BMP一2的阳 

性率为75％，远高于阴性组BMP_2的阳性率30．77％， 

差异有统计学意义 =7．30，P=0．007)，而 VEGF和 

BMP一2的阳性表达与性别 、年龄 、骨 肉瘤 的组织分 

型及分级等无关(P>0．05)，说明骨肉瘤组织中BMP一 

2的表达与 VEGF的表达显著相关 ，BMP一2可能在 

骨肉瘤的血管生成过程中与 VEGF发挥协同作用， 

也可能在 VEGF介导的血管生成机制 中起重要作 

用，但是具体机制尚不清楚，有待进一步研究。 

骨肉瘤的早期诊断、治疗、转移复发及预后是 

极其复杂的过程，牵涉到一系列复杂的分子生物学 

事件。我们的研究表明，VEGF、BMP～2在骨肉瘤组 

织中表达率非常高，并且与骨肉瘤的转移复发和 5 

年生存率显著相关，推测 VEGF可能独立或在 BMP 

一 2的协同作用下 ，促进骨 肉瘤微血管的生成 。导致 

早期血行转移 ；同时 BMP一2的表达和 VEGF的表 

达显著相关 ，推测 VEGF也有可能参与了 BMP一2的 

诱导成骨过程，具体机制尚不清楚。Weiss KR等㈣ 

研究两组具有不同转移潜力的老鼠骨肉瘤细胞株 

(高转移 的 K7M2和低转 移的 K12)，发现 K7M2细 

胞株表达更高的 VEGF和 BMP2，认为理论 上抑制 

VEGF和 BMP2能够抑制骨肉瘤转移。因此检测 

VEGF、BMP一2的表达和 MVD值可以作为判断骨肉 

瘤转移复发 、预 后的重要指标 ，同时也为研究通过 

VEGF或BMP一2途径治疗骨肉瘤提供了新的思路。 
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褪黑素对慢性阻塞性肺疾病大鼠气道氧化应激的预防作用 
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【摘 要】目的：探讨褪黑素(Melatonin，MLT)对慢性阻塞性肺疾病(Chronic obstructive pulmonary disease，COPD)大鼠模型气道氧 

化应激的影响。方法：36只雄性 Wistar大鼠随机分成对照组、COPD组、MLT组，采用熏烟加气管注入脂多糖(Lipopolysaccharide 

LPS)复制 COPD大鼠模型，MLT组在造模前 30min腹腔注入 MLT。28 d后气管切开测定肺功能，检测肺泡灌洗液(BALF)中自 

细胞计数及分类 ，BALF中一氧化氮(NO)、丙二醛(MDA)、总超氧化物歧化酶(T—SOD)、谷光甘肽过氧化物酶(GSH—PX)，以及 

光镜下观察病理形态。结果：(1)MLT组 BALF中白细胞总数、中性粒细胞比例较 COPD组明显减低(分别为 P<0．0l，P<O．05)， 

单核一巨噬细胞绝对计数下降，与对照组相比差异均无统计学意义。(2)MLT组大鼠 BALF中 NO、MDA较 COPD组明显减低 

(P<0．05)，T—SOD、GSH—PX较 COPD组明显增高(P<0．05)。(3)MLT组0．3 s用力呼气容积(FEV0．3)、0．3 s用力呼气容积 ／用力 

肺活量 (FEVO．3／FVC)、峰流速(PEF)较 COPD组均有增加，但两者之间无显著性差异(P>0．05)，同时仍较对照组减低(尸<O．05 o 

(4)COPD组支气管、肺实质病理改变具有特征性，MLT组病理损害减轻，但仍异常于对照组。结论：通过减少氧化应激，增加抗 

氧化酶类的活性，MLT早期干预能够部分阻止 COPD的进程。 
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Preventative effect of melatonin on airway oxidative stress in rats with chronic 

obstructive pulmonary disease 
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【Abstract]Objective：To investigate the effect of melatonin(MLT) 
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