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　　提　要　目的: 探讨细胞核因子κB( N F-κB)表达与骨肉瘤血管生成的关系。方法 :选择 80例有随访结果

的骨肉瘤 ,应用免疫组化方法检测 N F-κB p65亚单位以及血管内皮细胞生长因子 ( V EGF )的表达 ,同时观察

肿瘤内微血管密度 ( MVD)。 结果: 80例骨肉瘤中 48例 N F-κB p65阳性 ,阳性产物主要定位于肿瘤细胞浆。

NF-κB表达与 V EGF表达和 MVD呈显著正相关 ,而且 NF-κB阳性组病人存活时间显著低于阴性组。结论:

① N F-κB p65是骨肉瘤相关的一种癌蛋白 ,在骨肉瘤的发生和发展中发挥重要的作用 ;② N F-κB对 V EGF

可能有正向调节作用 ,进而影响骨肉瘤血管生成 ;③ N F-κB对肿瘤血管生成的作用 ,可能是影响骨肉瘤预后

的主要原因之一。
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　　业已证明血管生成是实体瘤生长和转移的关键因

素 ,骨肉瘤和其它许多肿瘤中肿瘤内微血管密度 ( In-

tratumoral microvascular densi ty , MV D)是影响肿瘤

预后的重要因素
[ 1]
,但有关肿瘤血管生成的调节机制

仍不十分清楚。细胞核因子κB( Nuclea r facto rκB, N F-

κB)是一种多功能的转录因子
[2 ]
,许多研究表明其在肿

瘤血管生成中可能具有核心的调节作用 [ 3, 4] ,推测 N F-

κB和肿瘤血管生成可能有关 ,但国内外均未见报道。
为此 ,本研究应用免疫组化技术检测 80例骨肉瘤 N F-

κB p65亚单位蛋白表达 ,旨在探讨其与 MVD和血管

内皮生长因子 ( Vascular endo thelial g row th factor,

V EGF)表达及病人预后的关系。

1　材料与方法

1. 1　临床资料
　　选用 1968～ 1993年间本院及院外会诊的长骨髓内型骨肉

瘤 80例。肿瘤直径 5～ 25 cm ,平均 10 cm。组织学级参照 Price

三级法 [5] ,组织学分型按 Dahlin氏分型 [6]和 1993年 W HO骨

肉瘤组织学分类 [7]两种方法。 全部病例均有随访 ,总体 2年存

活率为 33. 8% , 5年存活率为 18. 3%。 此外 ,选用 10例骨纤维

结构不良和 5例骨母细胞瘤作对照研究。

1. 2　免疫组化
　　全部标本均经 10%福尔马林液固定 ,石蜡包埋切片。 所用

单克隆抗体 FⅧ -RA及 CD31为 Dako公司产品 , VEGF多克

隆抗体和 N F-κB p65亚单位多克隆抗体购自 Santa Cruz公司。

LS AB试剂盒为 Dako公司产品 ,染色方法参照试剂盒说明进

行。 PBS代替 -抗作为阴性对照。

1. 3　肿瘤内微血管密度计数 ( MV D)
[8 ]

　　应用 CM IAS真彩色图像分析系统测定。 首先选取具有代

表性的组织切片 ,排除肿瘤出血区及边缘反应区。 低倍镜 ( 40

× )观察确定每例切片中 3个血管密度最高区域 (热点区域 ) ,

然后在高倍镜 ( 200× )下 ,计数每个区域的 MVD,其平均值即

作为该例肿瘤的 MV D值。

1. 4　统计学处理
　　 N F-κB表达与骨肉瘤临床病理以及 V EGF表达的关系采

用χ2检验 ,与 MV D的关系采用 t检验。 用生命表法计算累积

生存率 , COX模型进行单因素分析 , Log-rank检验比较 NF-κB

阳性组和阴性组生存率。

2　结果
2. 1　骨肉瘤 N F-κB p65的表达

　　 N F-κB p65亚单位免疫组化阳性产物呈棕褐色细颗粒状 ,

主要定位于肿瘤细胞胞浆 ,见图 1。 80例骨肉瘤中 48例 NF-κB

p65阳性 ,阳性率为 60%。在 10例骨纤维结构不良和 5例骨母

细胞瘤中 N F-κB p65免疫组化结果阴性 ,边缘性反应骨和外伤

性骨痂组织未见着色。

图 1　软骨母细胞型骨肉瘤 NF-κB p65蛋白免疫组化
染色 ,阳性反应主要定位于肿瘤细胞胞浆　
( LS AB× 200)

Fig 1　 Immunoh istochemical staining of NF-κB p65 sub-
unit in osteosarcoma of chondroblastic type, the
positive product was mainly localized in the cyto-

plasm of tumor cell　 ( LSAB× 200)
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2. 2　肿瘤内微血管密度计数
　　 FⅧ -RA和 CD31阳性产物定位于血管内皮细胞胞浆 ,见

图 2。 80例骨肉瘤中 50例两种抗原皆为阳性 ,另外 30例中 F

Ⅷ -RA阳性 16例 , CD31阳性 14例。 80例骨肉瘤中 MrD值范

围为 7. 3～ 93,中位数为 31. 1,平均值为 35. 4。

图 2　骨肉瘤 CD31免疫组化染色 ,显示肿瘤微血管

密度　 ( LSAB× 200)

Fig 2　 Immunohistochemical staining of CD31 in os-

teosarcoma, showing the intratumoral mi-

crovessel density　 ( LSAB× 200)

2. 3　骨肉瘤中 V EGF的表达

　　 VEGF阳性产物主要定位于肿瘤细胞胞浆 ,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见 V EGF

强表达。 80例骨肉瘤中 , 42例 V EGF阳性 ( 52. 5% )。

2. 4　 N F-κB p65表达与骨肉瘤病理的关系
　　 N F-κB p65表达与肿瘤体积、 Price组织学分级、 Dahlin′s

分型无关 ,而与 WHO骨肉瘤组织新分型有关 (表略 )。

2. 5　 N F-κB p65表达与 MVD、 V EGF表达的关系
　　 N F-κB阳性组 VEGF高表达 ,而且 MVD值明显高于阴性

组 ,见表 1。 提示 N F-κB表达与 MV D、 VEGF表达密切相关。

表 1　 NF-κB p65表达与 MVD、VEGF表达的关系

Tab 1　 The relat ionship between N F-κB p65 expression

and MVD、VEGF expression

V EGF MVD
NF-κB n P

- + x (s , Range)

Posi tiv e 48 14 34 42. 7( 18. 6, 7. 0- 93) < 0. 05

Neg ative 32 24 18 33. 0( 21. 1, 7. 3- 87. 3) < 0. 05

2. 6　 N F-κB p65与骨肉瘤预后的关系
　　 N F-κB p65阳性组和阴性组骨肉瘤 2年和 5年存活率分别

为 20% , 10%及 60% , 22% ,经 Log-rank检验两组生存率差异

有显著性 (χ2= 5. 62, P < 0. 05)。为进一步确定 NF-κB对骨肉

瘤预后的影响 ,选用 COX模型进行单因素分析 ,结果表明 N F-

κB为影响骨肉瘤预后的重要因素 ( P < 0. 001) ,回归系数=

1. 23,相对危险度= 3. 34。

3　讨论

　　肿瘤血管生成包括血管内皮细胞的迁移、粘附、增

殖 ,以及管状结构形成等一系列复杂过程 ,其中有多种

血管生成因子和细胞粘附分子的参与。 N F-κB因具有

激活免疫球蛋白 -轻链基因表达而得名 ,是由 50× 103 u

蛋白 ( p50)和 65× 10
3
u蛋白 ( p65 /RelA)组成的异源

二聚体。 在正常情况下 N F-κB和 N F-κB的抑制因子

Ⅰ κB形成复合物而处于静止状态 ,当细胞受到外界因

素 ,如细胞因子、病毒感染等刺激时 ,ⅠκB通过磷酸化

而降解 , N F-κB和Ⅰ κB分离迅速移位至细胞核 ,发挥

转录因子作用而产生级联效应。 目前的研究表明 N F-

κB作用于血管形成的诸多环节 ,可能对血管形成具有

核心的调节作用。

　　其一、肿瘤细胞能产生与释放多种血管生成因子 ,

促进肿瘤血管生成。在已发现的血管生成因子中 ,已证

明转化生长因子 β ( TGF-β )、肿瘤坏死因子α( TN Fα)、

白介素 1-α( IL-1-α)和白介素 8( IL-8)含有 N F-κB的

特异结合位点 ,其表达受 N F-κB的调节
[ 3]
。用 N F-κB

反义核苷酸能够抑制 TN Fα诱导的血管生成 ,并同时

能抑制 TN Fα介导的碱性纤维生长因子 ( b FGF)和血

管内皮生长因子 ( V EGF)的表达
[4 ]
,提示 N F-κB对

b FGF和 V EGF的表达也存在潜在的调节作用。

　　其二、粘附分子在内皮细胞形成管状结构中 ,从一

维的基因调节向三维的血管结构转化发挥着至关重要

的作用
[9 ]
,而内皮细胞间的粘附主要是由细胞间粘附

分子-1 ( ICAM-1)、血小板内皮细胞粘附分子 -1

( PECAM-1,亦称 CD31)介导的。 已知 ICAM-1结构

中含有 N F-κB结合序列 ,是 N F-κB调节的靶基因。

PECAM是近年研究的一个新热点 ,在动物实验中用

PECAM-1抗体能有效地抑制肿瘤血管生成 [10 ]。

PECAM和 ICAM-1同属免疫球蛋白超家族 ,在结构

和功能上有许多相似之处 ,目前虽未确证其是否含有

N F-κB结合序列 ,但有证据表明 PECAM-1的表达亦

受 NF-κB的调节 [11 ]。

　　其三、内皮细胞与基质的作用是由内皮细胞表面

整合素决定的 ,肿瘤血管内皮细胞特异表达整合素

αvβ 3和 αvβ 5。 Sharma等
[ 12]的研究表明整合素αv是

N F-κB的靶分子。上述研究结果提示 N F-κB在内皮细

胞之间以及内皮细胞与基质之间的粘附中起调节作

用。

　　本组 10例骨纤维结构不良和 5例骨母细胞瘤中

N F-κB p65免疫组化结果阴性 ,而 80例骨肉瘤中 48
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例 NF-κB p65阳性。 N F-κB阳性组 V EGF高表达 ,而

且 MVD值明显高于阴性组。同时 N F-κB p65阳性组

存活率明显低于阴性组。该结果进一步表明 N F-κB

p65是骨肉瘤相关的一种癌蛋白 ,在骨肉瘤的发生和

发展中发挥重要的作用 ; N F-κB对 V EGF可能有正向

调节作用 ,进而影响骨肉瘤血管生成 ; N F-κB对肿瘤

血管生成的作用 ,可能是影响骨肉瘤预后的主要原因

之一。此外 , N F-κB p65表达与骨肉瘤体积、 Price分

级、 Dahlin氏组织学分型无关 ,而与 W HO新的骨肉瘤

分型有关。

　　本结果表明 N F-κB和骨肉瘤血管生成显著相关 ,

进一步佐证 N F-κB对多种肿瘤相关生长因子及肿瘤

血管生成的多个环节可能具有调节作用 , N F-κB有可

能成为抗骨肉瘤血管生成治疗一个新的靶基因。

参考文献

1 王　东 ,陈　俐 ,高奉浔 .骨肉瘤中血管密度与预后的研究 .

中华病理学杂志 , 1997, 26( 5): 266

2 Siebenlist U, Franzoso G, Bro zon K. St ruc ture, regula tion

and functions of N F-kappa B. Annu Rev Cell Bio l, 1994, 10

( 2): 405

3 Read M A, Whitley M Z, Williams A J, et al . NFκB and

Ⅰ κBα: an inducible regulato ry system in endo thelial activ a-

tion. J Exp Med, 1994, 179( 2): 503

4 Yoshida S, Ono M , Shono T , et al . Inv olv ement o f inter-

leukin-8, va scula r endothelial g row th facto r, and basic fi-

broblast g row th fac tor in tumo r necro sis facto r a lpha-de-

pendent angiog enesis. Mo l Cell Bio l, 1997, 17( 7): 4015

5 Price C H. Osteogenic sa rcoma: An analysis of surviv al and

its r elationship to histological g rading and str uc ture. J Bone

Joint Surg , 1961, 43( B): 300

6 Dahlin D C, Covent ry M B. Osteogenic sarcoma: A study

o f 600 cases. J Bone Joint Surg , 1967, 49( A): 101

7 Schajowicz F, Sissons H A, Sobin H. The World Health

O rgani zation′s histologic classifica tion o f bone tumor. A

commentary on the second edition. Cancer, 1995, 75 ( 5):

1208

8 Hollingsw or th H C, Kohn E C, Steiberg S M , et al. Tu-

mo r angio genesis in advanced stage ova rian ca rcinoma. Am

J Pa thol, 1995, 147( 1): 33

9 Vernon R B, Sage E H. Betw een molecules and morpho lo-

gy. Ex tracellula r ma trix and c reation o f v ascula r form. Am

J Pa thol, 1995, 147( 4): 873

10 Delisse r H M , Ch risto fidou-So lomidou M , Strieter R M ,

et al . Inv o lv ement o f endothelial PECAM-1 /CD31 in an-

g io genesis. Am J Pa th ol, 1997, 151( 3): 671

11 Friedlander M , Brooks P C, Shaffer R W , et al . Defini-

tion o f tw o ang io g enic pa th way s by distinct a lpha vinte-

g rins. Science, 1995, 270( 5241): 1500

12 Sha rma H W, Higgins S K , Per ez R, et al . A DNA mo tif

present in alpha V integ rin promo ter exhibits dual binding

preference to distinct tr anscription fac tor s. Anticancer

Res, 1995, 15( 5B): 1857

(收稿: 1998-06-31;修回: 1998-10-15)

(编辑　汪勤俭 )

Relationship between expression of nuclear factor and angiognesis in os-

teosarcoma
 

Wang Dong , Li Ying jia , M u Jianghong , Ch en Li ( Depar tment o f Patho log y , Daping Hospital, Third Milita ry M edical U-

niv e rsity , Chongqing , 400042)

　　 Abstract　Objective: T o explo re the r ela tionship betw een the expression o f nuclear facto rκB ( N F-κB)

and angiog enesis in osteo sarcoma. Methods: The expression of N F-κB p65 subunit and endo thelial cell g row th

facto r ( V EGF) w ere de tec ted immunohisto chemica lly in specimens fr om 80 cases of osteo sa rcoma with fol-

lowing-up da ta. Meanwhile, the intr atumo ral microvessel density ( MVD) w as calculated with mo rphome try.

Resul ts: Of th e 80 cases o f osteo sa rcoma , 48 w ere po sitiv e to NF-κB p65 subunit staining and the positiv e

products we re mainly locali zed in th e cy toplasm of tumo r cells. The expression of N F-κB w as po sitiv ely cor-

related w ith VEGF expression and MVD. Furthermo re, the surv iv al time was much shor ter in cases with

positiv e expression o f N F-κB than in those with negativ e one. Conclusion: ① N F-κB is an impor tant oncopro-

tein and play s an impo r tant r ole in occur rence and development o f o steo sarcoma. ② NF-κB may induce th e an-

giog enesis in the tumo r th rough up-regulating the VEGF expression. ③ Involv ement o f NF-κB in angiog ene-

sis migh t be one of the most impor tant facto rs that influence the pro gno sis in pa tients with osteo sa rcoma.

　　 Key words　 o steosar coma; NF-κB; neovasculariza tion, pa thologic
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