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骨肉瘤中 ephrinB2 EphB4的表达及其与血管生成的关系
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　　提　要:目的　探讨 ephrinB2 及其受体 EphB4 在骨肉瘤中的表达及其与肿瘤发生 、发展以及血管生成的关系。方法

　采用免役组化 S-P法检测 80 例骨肉瘤组织中 EphB4 、ephrinB2 等蛋白表达 , 并根据 CD34 和 FⅧ-RAg染色结果记数微血

管密度。结果　EphB4及 ephrinB2 的蛋白表达定位于肿瘤细胞和血管内皮细胞胞质 ,呈异质性分布;两种蛋白在Ⅲ级骨肉

瘤中的表达均明显高于Ⅰ 、Ⅱ级(P <0.01)。 EphB4 和 ephrinB2 强表达组中的 MVD 均显著高于相应的 EphB4、ephrinB2 弱

表达组(P<0.01)。结论　EphB4 ephrinB2 在骨肉瘤发生 、演进过程中起着重要作用 ,并与肿瘤血管密切相关。
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　　Abstract:Objective　To investigate the expressions of ephrinB2 protein and its EphB4 receptor and their roles

in tumorigenesis , development , and angiogenesis in human osteosarcoma.Methods　Expressions of ephrinB2 ,

EphB4 , CD34 , and FⅧ-RAg proteins were detected immunohistochemically in 80 cases of human osteosarcoma.In-

tratumor microvessel density (MVD)was determined according to the result of CD34 and FⅧ-RAg protein staining.

Results　The positive staining of both ephrinB2 and EphB4 proteins was mainly localized in the cytoplasm of tumor

cells or endothelial cells and distributed heterogeneously.The protein level of the two genes in grade Ⅰ and Ⅱ osteo-

sarcoma was significantly lower than that in grade Ⅲ osteosarcoma specimens (P <0.01).The MVD values in

groups with high expression of ephrinB2 and EphB4were significantly higher than those in groups with low expression

(P<0.01).Conclusion　Both EphB4 and ephrinB2 genes may play important roles in the tumorigenesis and pro-

gression of osteosarcoma and may also be closely associated with angiogenesis.

　　Key words:osteosarcoma;ephrinB2;EphB4;angiogenesis;microvessel density

　　骨肉瘤是多发于青少年的富含血管的高度恶性肿

瘤 ,其生长很大程度上依赖于血管的供应 。肿瘤血管

生成是一个复杂而多步骤的过程 ,涉及到多种复杂的

分子信号 ,其中内皮细胞受体酪氨酸激酶(RTKs),包

括VEGF 、Tie以及 Eph受体 ,是血管生成不可缺少的调

控因素 。研究表明 ,多种 Eph受体及相应 ephrin配体

参与了胚胎血管发育及其以后的血管生成进程 ,其中

以EphB4 ephrinB2 在血管生成中的作用尤为引人关
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注。以可溶性 ephrinB2Fc激活内皮细胞 EphB4受体表

达 ,可促进内皮细胞增殖 、迁移并形成管样结构
[ 1]
;在

多种肿瘤组织中可检测到 EphB4受体及 ephrinB2配体

的扩增和(或)过表达
[ 2, 3]
,然而 ,它们在骨肉瘤的发生 、

演进以及血管生成中的作用及调控机制尚不清楚 。本

研究通过检测 EphB4受体及 ephrinB2配体在骨肉瘤中

的表达 ,并同时定量检测肿瘤微血管密度 , 旨在探讨

它们在血管生成中的作用以及与骨肉瘤临床病理及预

后的关系 。

1　材料与方法

1.1　临床材料
　　80 例长骨髓内型骨肉瘤选自 1968-1993 年大坪医院病理

科 ,其中手术切除标本 75 例 ,活检标本 5 例。截肢加化疗 35 例
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(43.8%), 单纯性截肢 24 例(30%),瘤段切除灭活再植或断端

融合 17例(21.2%),活检未治 4 例(5%)。全部病例均有随访 ,

随访时间 3～ 20年。 总体 2 年存活率为 33.8%, 5 年存活率为

18.3%。

1.2　免疫组化染色
　　全部标本均经 10%甲醛固定 , 石蜡包埋切片。 浓缩型

EphB4、ephrinB2 兔抗人多克隆抗体购自 Santa Cruz 公司 ,工作浓

度为 1∶100;即用型 CD34 鼠抗人单克隆抗体和 HistostainTM试剂

盒均购自北京中山公司。按 HistostainTM试剂盒介绍的方法进

行。以 PBS 替代一抗作为阴性对照 , 已知 EphB4 及 ephrinB2 阳

性的大肠癌标本作为阳性对照。

1.3　结果判定
　　EphB4及 ephrinB2 染色结果判定以肿瘤细胞阳性百分比及

染色强度进行肿瘤细胞阳性计分[ 4] , 首先在高倍镜下计数 1

000 个肿瘤细胞 , 根据阳性瘤细胞数目所占百分比分为 4 级:Ⅰ

级 0 分 , <10%;Ⅱ级 1分 , 10%～ 25%;Ⅲ级 2 分 , 25%～ 50%;

Ⅳ级 3 分 , 50%以上。 按瘤细胞着色的深浅计分染色强度:1

分 ,弱;2 分 ,中等;3分 , 强。2 个分值相加即为该标本的免疫组

化阳性计分:0～ 1分为阴性 , 记为(-);2～ 4 分为弱阳性 ,记为

(+);5分以上为阳性 , 记为(++)。其中 ,(-)和(+)为低表

达组 ,(++)为高表达组。

　　肿瘤内微血管密度(microvessel density , MVD)计数应用

CMIAS 真彩色图像分析系统测定[5] 。对F Ⅷ-RAg 和 或 CD34 染

色切片在低倍镜下选取 3 个肿瘤微血管最丰富的区域(即“ hot

spot”),在高倍镜下计数 3 个视野的微血管密度 , 取平均值作为

MVD值。

1.4　统计学处理
　　计量资料以 x±s表示 ,采用 SPSS 统计软件进行χ2 检验 、t

检验 、Kaplan-Meier和 Log-Rank 检验。

2　结果

2.1　ephrinB2及 EphB4蛋白在骨肉瘤及组织中的表

达特点
　　ephrinB2 和 EphB4 蛋白阳性产物呈棕黄 、棕褐色细颗粒状 ,

主要定位于肿瘤细胞胞质或胞膜(图 1A), 血管内皮细胞也呈

弱-中等强度表达。两种蛋白在骨肉瘤中有明显异质性 , 在肿

瘤细胞低分化区 、骨样组织幼稚区 、以及新生毛细血管周围多

呈强表达。EphB4与 ephrinB2 蛋白在瘤细胞中的表达往往呈现

一致性 ,但在少数肿瘤或某一肿瘤的不同区域两种蛋白表达也

有一定的差异 ,如 4 例 ephrinB2蛋白阳性者 , 其 EphB4 表达仅为

弱阳性 ,甚至为阴性。而在 2例 ephrinB2阳性的病例 , EphB4 仅

为弱阳性。此外 , EphB4 阳性多位于肿瘤间质内的薄壁血管(图

1B), 而 ephrinB2 阳性表达多见于较厚壁的血管(图 2)。

2.2　骨肉瘤中 ephrinB2及 EphB4表达与临床病理的

关系
　　如表 1 所示 , ephrinB2 及 EphB4 蛋白表达与年龄 、性别 、肿

瘤大小 、Dahlin分型等均无密切关系;而在Ⅲ级骨肉瘤中的表达

显著高于Ⅰ 、Ⅱ级 , 骨样组织分型中 Ⅲ型 , WHO 分型中高分化

型和普通型的微血管计数有显著差异。

A:Mainly localized in membrance and cytoplasm of osteosarcoma cell;

B:Mainly new ly-formed , thin-wall vessels in tumor st romal

图 1　骨肉瘤细胞中 EphB4蛋白的表达　(S-P×200)

Fig 1　The exprexion of EphB4 protein　(S-P×200)

图 2　骨肉瘤间质血管中的厚壁血管 ephrinB2蛋白呈阳性表达　

(S-P×200)

Fig 2　Positive staining of ephrinB2 protein was detected in the ma-

jority of thick-walled vessels in tumor stroma　(S-P×200)

2.3　骨肉瘤微血管密度计数
　　FⅧ-RAg和 CD34 阳性产物定位于血管内皮细胞质(图 3),

80 例骨肉瘤中 50 例两种抗原皆为阳性 , 另外 30 例中 F Ⅷ-RAg

阳性16例 , CD34 阳性 14例。因此 , 本组肿瘤微血管密度是综

合F Ⅷ-RAg 和/或 CD34免疫组化染色结果计数的。 80 例骨肉

瘤中MVD值范围为 7.3～ 9.3 , 中位数为 31.1 , 平均值为 35.4。

2038　　　　　　　　　　　　　　　　　第　三　军　医　大　学　学　报　　　　　　　　　　　　　　　第 26卷



表 1　骨肉瘤中 EphB4 、ephrinB2蛋白表达与临床病理的关系

Tab 1　Relationship of the expressions of EphB4 and ephrinB2 proteins with clinicopathological data in osteosarcoma

EphB4 ephrinB2
Item n χ2 P χ2 P

Low expression High expression Low expression High expression

Tumor size(cm)

　　<10 39 26 13 28 11

　　≥10 41 21 20 1.968 0.161 21 20 3.565 0.059

Price' s grading

　　Ⅰ 12 10 2 10 2

　　Ⅱ 30 22 8 22 8

　　Ⅲ 38 5 33 32.230 0.000 17 21 8.677 0.013

Dahlin' s classification

　　Osteoblastic 24 10 14 10 14

　　Chondroblastic 25 13 12 15 10

　　Fibroblastic 24 15 9 19 5

　　Others 7 4 3 2.155 0.514 5 2 7.446 0.059

WHO classification

　　Well-differentiated 14 12 2 4.682 0.030 12 2 4.245 0.039

　　Conventional central 59 32 27 33 26

　　Telangiectatic 4 2 2 2 2

　　Round cell 3 1 2 2 1

Osteoid classification

　　Ⅰ 16 14 2 14 2

　　Ⅱ 24 17 7 18 6

　　Ⅲ 40 16 24 12.706 0.02 19 21 9.790 0.007

图 3　CD34免疫组化染色示肿瘤内微血管密度　(S-P×200)

Fig 3　Intratumoral MVD determined by CD34 immunohistochemical

staining　(S-P×200)

2.4　骨肉瘤微血管密度计数与临床病理的关系
　　骨肉瘤微血管密度呈明显的异质性。 肿瘤边缘区 , 细胞丰

富和瘤细胞高度异质区以及骨样组织少和幼稚区微血管密度

高 ,而在骨样组织成熟区 , 特别是在肿瘤骨化区微血管密度则

较低。80 例骨肉瘤微血管计数范围为 7.3 ～ 93 ,中位数为 31.1 ,

平均值为 35.4。骨肉瘤微血管计数与肿瘤大小 、Price 分级 、

Dahlin 分型无关 , 而骨样组织分型中 Ⅰ型和Ⅲ型 , WHO 分型中

高分化型和其它类型的微血管计数有显著差异(表 2)。

2.5　ephrinB2及 EphB4蛋白表达与肿瘤微血管密度

之间的关系
　　ephrinB2 、EphB4 蛋白在骨肉瘤肿瘤细胞中的表达与 MVD

的关系见表 3 所示 , 可见 ephrinB2 或 EphB4 强阳性组 MVD 显

著高于低表达组(P<0.01), 提示 ephrinB2 及 EphB4 蛋白表达

与MVD 之间存在密切关系。

表 2　微血管计数与骨肉瘤临床病理的关系

Tab 2　Relationship between MVD and clinicopathological data in

osteosarcoma

Item n MVD( x±s) P

Tumor size(cm)

　　<10 39 33.1±19.6

　　≥10 41 36.6±21.8 >0.05

Price' s g rading

　　Ⅰ 9 25.3±22.7

　　Ⅱ 36 30.5±15.7

　　Ⅲ 35 43.4±21.9 >0.05

Dahlin' s classification

　　Osteoblastic 24 35.5±19.8

　　Chondroblastic 25 33.2±24.1

　　Fibroblastic 24 33.9±2.1

　　Others 7 37.4±18.1 >0.05

WHO classification

　　Well-differentiated 14 25.3±22.7

　　Conventional central 59 45.2±19.8

　　Telangiectatic 4 34.7±11.4

　　Round cell 3 39.0±16.3 <0.05

Osteoid classification

　　Ⅰ 16 17.8±10.2

　　Ⅱ 24 37.5±21.1

　　Ⅲ 40 43.6±18.7 <0.05

2.6　ephrinB2及 EphB4蛋白表达与患者预后
　　随访资料分析显示:EphB4 高表达组患者的平均生存时间

为15 个月 , 低表达组患者的平均生存时间为 31 个月 , 经 Log

rank检验 , EphB4 高表达组与低表达组患者的累计生存率有非

常显著性差异(P<0.01);ephrinB2 高表达组患者的平均生存时

2039第 22期　　　　　　　　　　王　东 ,等.骨肉瘤中 ephrinB2 EphB4 的表达及其与血管生成的关系　　　　　　　　　　　　



间为14个月 , 而低表达组患者的平均生存时间为 32 个月 , eph-

rinB2 高表达组患者的生存率与低表达组相比亦有显著性差异

(P<0.01)。

表 3　EphB4、ephrinB2蛋白表达与 MVD的关系

Tab 3　Relationship of the expressions of EphB4 and ephrinB2

proteins with intratumoral MVD

n MVD P

Expression of ephrinB2

　　High expression 33 46.8±16.0

　　Low expression 47 31.0±15.5 0.0005

Expression of EphB4

　　High expression 31 44.4±14.7

　　Low expression 49 32.3±22.2 0.008

3　讨论

　　恶性肿瘤的形成和转移是多基因 、多因子共同作

用的结果 ,涉及到多种癌基因的激活和抑癌基因的失

活。作为蛋白酪氨酸激酶受体家族中最大的一个亚家

族 ,Eph受体及其配体 ephrin在肿瘤发生和演进中的

作用受到广泛的关注 ,目前研究的重点是 eprinB2和

EphB4。eprinB2和 EphB4 可通过双向排斥性激活 ,调

控神经系统发育过程中的神经元定向发育
[ 6]
、血管生

成中动脉 、静脉的分别形成等过程。早期的研究表明

EphB4受体及其特异性配体 ephrinB2 与神经系统胚胎

发育密切相关 , Birgbauer 等
[ 7]
用基因敲除实验证实 ,

eprinB配体在它们表达轴突中传导信号。新近一系列

研究证实在小细胞肺癌
[ 3]
、乳腺癌

[ 2, 8]
、恶性黑色素瘤 、

胰腺癌及神经母细胞瘤等多种肿瘤中均可出现 EphB4

及 eprinB2的扩增和/或过表达 ,并与肿瘤细胞的恶性

转化 、浸润及转移密切相关 。目前认为 Eph 受体的激

活可以诱导肿瘤 ,降低细胞的粘连 ,提高细胞的运动

性 ,并伴随着高度的组织侵袭性 ,还可通过与特定细胞

粘附分子如钙粘素的作用影响细胞之间的粘连。但

ephrinB2 EphB4在骨肉瘤中的表达特点及其在骨肉瘤

发生 、发展中的作用目前尚少见报道。本研究结果显

示 ephrinB2 EphB4蛋白在骨肉瘤中呈高表达 ,并与骨

肉瘤的骨样组织分型和WHO分型密切相关 ,而且 eph-

rinB2 EphB4高表达组患者的存活期较短 ,该结果提示

它们与骨肉瘤的恶性生物学行为及肿瘤细胞的分化不

良有关 ,二者在骨肉瘤的发生及演进过程中可能起着

重要作用。而且 ,联合检测 ephrinB2 EphB4 可能对骨

肉瘤预后有一定价值 。

　　肿瘤的生长和转移是血管生成依赖性的 ,过去的

研究结果表明微血管密度与肿瘤的体积 、Dehlin分型

以及 Price 分级无关 ,而与肿瘤的恶性度 、肿瘤的浸润 、

复发以及预后存在密切的联系 ,在临床上可作为判断

肿瘤恶性度高低 、预测复发和转移 、判断预后的重要指

标
[ 9]
。ephrinB2及其受体 EphB4在血管发育和出芽血

管的生成过程中发挥着重要作用。靶向破坏胚胎期

EphB4 ephrinB2基因将导致毛细血管网络的重塑和继

之塑性的缺陷及成熟受阻 ,引起胚胎早期死亡 。以外

源性 ephrinB2或 ephrinB1激活肾上腺皮质源性微血管

内皮细胞(ACE)中 EphB受体 ,能引起内皮细胞的出芽

生长 ,其功能类似 angiopoietin-1 和 Tie-2的作用
[ 1]
,进

一步研究表明 ephrinB2 抑制血管内皮生长因子

(VEGF)和血管生成素-1(angiopoietin-1)诱导的血管内

皮细胞增殖 、迁移
[ 10]
。因而 ephrinB2和其受体对血管

生成的具体调控效应尚存争议 。本研究表明 , EphB4

和 ephrinB2蛋白在骨肉瘤间质血管呈不同程度的表

达 ,而且二者在肿瘤细胞中的表达与肿瘤微血管密度

(MVD)密切相关 ,提示它们在肿瘤血管生成中可能起

着重要的作用。我们推测骨肉瘤肿瘤细胞可分泌产生

ephrinB2和/或 EphB4蛋白 ,并以旁分泌的形式作用于

血管内皮及周围细胞 ,从而影响肿瘤血管生成。但

EphB4 ephrinB2参与骨肉瘤血管生成的确切机制及调

控基础目前尚不清楚 。

肿瘤性血管存在着动静脉属性差异 。ephrinB2及

其受体 EphB4分别是原始动脉和原始静脉相对特异

的标记分子 ,在多种肿瘤的间质血管中亦可检测到

EphB4 受体或 ephrinB2配体表达 , ephrinB2 及其受体

EphB4可以确定动静脉内皮细胞的边界 ,二者相互作

用可能参与了动静脉的融合
[ 11]
。而且 ephrinB2也在

平滑肌细胞和周细胞上都有表达 ,这将促进动脉形成

过程中内皮细胞和平滑肌细胞间的相互作用 , 此外

ephrinB2在临近血管的间充质上表达提示 Eph 家族蛋

白也具有调节间充质与内皮细胞之间的相互作用。

Kim等
[ 12]
的研究显示 ephrinB2能抑制 VEGF 和 ANG-1

诱导的 RAS MAPK信号途径 ,而抑制 VEGF 和 ANG-1

诱导的细胞增殖和迁移。然而并不改变VEGF 诱导的

flk磷酸化或 ANG-1诱导的 Tie磷酸化 ,这可能是对动

静脉交界处毛细血管内皮正确的形态学发生是极为重

要。本组资料显示在骨肉瘤间质血管中存在 EphB4阳

性的薄壁血管和少量 ephrinB2阳性的厚壁血管 ,提示

在骨肉瘤中可能存在动脉属性的微血管 ,但其来源及

生物学基础需要进一步研究。一旦阐明这些机制 ,将

对肿瘤的抗血管治疗起着极大的推动作用。
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2.2　治疗组治疗前后T 淋巴细胞及其亚群检查结果 ,

见表 2

表 2　治疗组治疗前后 T细胞亚群测定( x±s)

组别 n CD3 CD4 CD8 CD4 CD8

治疗前 32 55.20±2.36 31.32±2.35 32.42±2.68 0.87±0.56

治疗后 32 63.37±2.84 42.08±3.28 23.73±3.43 1.73±0.45

P <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

　　表2 结果显示治疗组经 3 个月 Tα1治疗 ,其 CD3、CD4 、CD4 

CD8明显回升 ,CD8明显下降 ,治疗前后有显著差异(P<0.05)。

2.3　治疗组治疗后与对照组同期 T 淋巴细胞及其亚

群检查结果 ,见表 3

表 3　治疗组治疗后与对照组 T细胞亚群测定( x±s)

组别 n CD3 CD4 CD8 CD4 CD8

治疗组 32 63.37±2.84 42.08±3.28 23.73±3.43 1.73±0.45

对照组 30 55.23±2.76 31.24±3.56 33.07±2.04 0.88±0.49

P 值 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

　　表 3结果显示治疗组经 3个月 Tα1治疗 ,其 CD3 , CD4 , CD4 

CD8水平均显著高于未用 Tα1治疗的对照组 , CD8 显著低于对

照组(P <0.05), 而对照组在 3 个月前及 3 个月后所测定的 T

细胞亚群结果无明显差异(P>0.05)。

3　讨论

　　免疫功能低下是慢性支气管炎患者普遍存在的问题。 也

是慢性支气管炎患者病情反复急性发作的原因之一。反复频

发或持续性呼吸道感染可消耗大量抗体 , 抑制机体的免疫功

能 ,使免疫系统出现疲惫状态 , 同时细菌或病毒的感染还能直

接损伤免疫系统[1] 。机体内 T 淋巴细胞参与细胞免疫 ,其亚群

中CD3 代表全部 T淋巴细胞 , CD4表示辅助性诱导性 T细胞亚

群 ,即 Th和 Te , CD8表示抑制性和细胞毒性 T 细胞亚群 , 即 Ts

和Tc , CD4 CD8在一定程度上反映机体的细胞免疫状态。本组

研究结果显示慢性支气管炎患者的细胞免疫功能降低 ,表现为

CD3 , CD4 下降 , CD8升高 , CD4 CD8 下降。临床上表现为反复出

现慢性支气管炎急性发作 , 保护性免疫反应减弱 , 细胞免疫功

能失调 ,造成机体对外来性感染物的易感性。 Tα1 是 20 世纪 70

年代后期发现的胸腺肽提取物第 5 组份(TF5)中的一种成分 ,

其为一由 28 个氨基酸组成的多肽[ 2] , 能作用于 T 淋巴细胞的

分化发育及成熟过程[ 3] , 增加 T细胞前体的数量[ 4] , 使 IL-2 的

生成及其高亲和力受体的表达增加。使 Th 细胞传递抗原信息

给B1 淋巴细胞 ,诱导 B 淋巴细胞分化和产生抗体以及协助 Tc

细胞和巨噬细胞发挥免疫功能的能力增强[ 5] 。本组资料显示

慢性支气管炎患者用 Tα1 治疗 3 个月后 CD3 , CD4 , CD4 CD8 均

明显回升 ,而 CD8回降 , 且临床症状 、体征明显好转 ,反复急性

发作频率减少 ,说明 Tα1 的免疫增强作用表现在增加 T 辅助细

胞(CD4)的数量与功能 , 降低 T 抑制细胞(CD8)的数量 , 提高机

体的细胞免疫状态(CD4 CD8)。对慢性支气管炎患者明显提高

了抗感染的能力 ,减少了反复感染的机会 , 因此笔者建议对慢

性支气管炎患者加用 Tα1 治疗 , 对提高其抗病能力 , 减少反复

急性发作 ,具有重要的临床价值 , 很值得推广。
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