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　　提　要　目的: 探讨骨肉瘤组织蛋白酶 D表达与肿瘤细胞增殖活性及骨肉瘤预后的关系。方法:运用免

疫组织化学染色 ,检测 85例骨肉瘤细胞增核抗原 ( PCN A )及组织蛋白酶 D( Ca th-D)的表达 ,计算其标记指

数 ( La belling index即 L I)。结果: Cath-D LI在 6% ～ 98. 5%之间 , PCN A L I在 9% ～ 98%之间 , Ca th -D L I与

骨肉瘤患者的年龄、性别、肿瘤的大小及 Dahilin分型无关 ,而与 W HO 1993年新分型 , Price分级及 PCN A LI

密切相关。生存率分析显示 Ca th-D LI < 62. 5%的骨肉瘤预后较好 , > 62. 5%的骨肉瘤预后较差。结论:骨肉

瘤 Cath-D表达与肿瘤细胞增殖活性及生存率密切相关 ,提示 Cath-D L I可能是评估骨肉瘤预后的一项有价

值的指标。

　　关键词　骨肉瘤 ;组织蛋白酶 D;免疫组织化学 ;预后

　　中图法分类号　 R738. 1

　　骨肉瘤是严重危害青少年健康的恶性肿瘤之一。

大量研究表明 ,组织蛋白酶 D( Cathepsin D, Cath-D)

在乳腺癌
[1 ]
、胃癌、卵巢癌、喉癌、甲状腺癌、黑色素瘤

等的侵袭、转移乃至预后中有一定程度的关系 ,但与骨

肉瘤转移和预后关系怎样 ,目前尚未见报道。本研究应

用免疫组织化学染色方法 ,检测 85例骨肉瘤 Cath-D

的表达 ,旨在探讨 Cath-D表达与骨肉瘤细胞增殖活

性及预后的关系。

1　材料与方法

1. 1　临床资料
　　 1968～ 1993年间长骨中央型骨肉瘤 85例 ,男性 57例 ,女

性 28例 ,男女比约为 2∶ 1,患者年龄 11～ 55岁 ,平均 21. 5岁。

其中手术切除标本 81例 ,活检 4例。全部病例均有随访 ,随访

时间 5～ 25年。

1. 2　免疫组化染色
　　标本均经 10%福尔马林溶液固定 ,常规石蜡包埋切片 ,所

用增殖细胞核抗原 ( PCN A)单克隆抗体及 Cath-D多克隆抗体

均为 D AKO公司产品 , ABC法进行免疫组化染色。 Cath-D染

色时于加一抗前用胰酶消化 20 min,以 PBS液代替一抗作为

阴性对照。

1. 3　结果判定方法
　　选择切片中典型的骨肉瘤组织学图像 ,高倍镜下观察 500

个肿瘤细胞 ,计数其中 PCN A及 Ca th-D阳性细胞数。 PCN A标

记指数 ( Labelling index , L I)= PCN A阳性细胞数 /所观察的肿

瘤细胞数× 100% ; Ca th-D L I= Cath-D阳性细胞数 /观察的肿

瘤细胞数× 100%。 指据 Cath-D L I将 Cath-D标记结果分为

0～ 3级: 0级阴性 ( < 10% ) ;Ⅰ 级 ( 10% ～ 30% );Ⅱ 级 ( 30% ～

66% ) ;Ⅲ级 ( > 66%阳性 )。

1. 4　统计学分析方法
　　 Cath-D表达与骨肉瘤临床病理的关系 ,应用 Pear so nχ2

检验进行统计学分析 , Ca th-D LI与 PCN A L I相关性采用

Spea rma n秩和相关检验。以中位数将 Cath-D染色结果分为高

表达及低表达两组 ,统计两组骨肉瘤存活期 ,并行 Lo g-ra nk

检验。

2　结果

2. 1　临床病理资料
　　肿瘤直径 5～ 20 cm ,平均约 10. 5 cm。 组织学分级采用

Price三级法 ,组织学分型采用 1993年 W HO 新分型 [2 ]有

Dahlin分型两种 ,以作比较。 随访 5～ 25年 ,平均生存期为 26

个月 ,两年生存率约为 51. 8% , 5年生存率仅为 23. 4%。

2. 2　免疫组化染色结果
　　 PCN A的表达呈颗粒状阳性 ,定位于细胞核。 骨肉瘤中骨

母细胞、纤维母细胞、软骨母细胞、小圆型细胞和多核瘤巨细胞

对 PCN A均呈阳性反应。 PCN A L I在 9% ～ 98%之间 ,平均指

数为 54. 5%。 随着骨肉瘤分化程度的不同 , PCN A阳性表达亦

呈显著异质性 ,见图 1、 2。

　　 Cath-D阳性表达定位于细胞浆 ,呈棕褐色细或粗颗粒状 ,

可见于骨肉瘤中各种肿瘤细胞。 Ca th-D表达具有一定异质性 ,

在瘤细胞及骨样组织分化成熟的区域 , Ca th-D表达多为散在

弱阳性 ,而在低分化区域 , Cath-D多为弥漫的强阳性。 此外 ,在

肿瘤间质中部分炎症细胞及肿瘤微血管内皮细胞可见 Ca th-D

强阳性表达 ,见图 3、 4。85例标本中阴性 ( < 10% ) 2例 ,Ⅰ 级 ( <

30% ) 10例 ,Ⅱ 级 ( 30% ～ 66% ) 29例 ,Ⅲ 级 ( > 66% ) 44例。

Cath-D L I在 6% ～ 98. 5%之间 ,平均指数为 56. 2% ,其中位数

为 62. 5%。
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图 1　低分化骨肉瘤示 PCNA高表达　 ( A BC× 200)

Fig 1　 High-grade expression of PCNA in poor-dif ferentiated osteosarcoma　 ( ABC× 200)

图 2　高分化骨肉瘤示 PCNA较低表达　 ( ABC× 200)

Fig 2　 Low-grade expression of PCNA in well-dif ferentiated osteosarcoma　 ( ABC× 200)

图 3　低分化骨肉瘤示 Cath-D弥漫阳性表达　 ( A BC× 200)

Fig 3　 Tumor cells show dif fuse staining of cathepsin D in poor-dif f erentiated osteosarcoma　 ( ABC× 200)

图 4　高分化骨肉瘤示 Cath-D散在阳性表达　 ( A BC× 200)

Fig 4　 It showed the expression of cathepsin D in well-dif ferentiated osteosarcoma in a single pattern　 ( A BC× 200)

2. 3　骨肉瘤 Ca th-D指数与肿瘤临床病理的关系

　　 Cath-D高表达与患者的年龄、性别、肿瘤大小及 Dahlin分

型无关 , PriceⅢ 级的 Ca th-D表达明显高于 PriceⅠ 级及Ⅱ级

( P < 0. 01) , W HO新分型中普通型的 Ca th-D表达明显高于

高分化型 ,二者相差非常显著 ( P < 0. 01)。

2. 4　肿瘤 Cath-D表达与瘤细胞增殖活性之间的

关系

　　结果显示 ,瘤细胞 PCN A高表达者其 Cath-D也大都显示

为高表达 ,经行 Spea rman秩和相关检验 ,等级相关系数 rs =

0. 425( P < 0. 01) ,提示 Ca th-D L I与 PCN A LI之间存在显著

正相关。

2. 5　肿瘤 Cath-D水平与预后的关系

　　以 Cath-D L I中位数 62. 5%将 85例标本分为高表达组及

低表达组 ,统计两组的存活期 ,并行 Log -rank检验 ,χ2= 6. 42,

P < 0. 025,两者相差显著 , Cath-D高表达组骨肉瘤患者的生存

期较低表达组显著缩短。

3　讨论

　　骨肉瘤是骨的最常见的原发性恶性肿瘤 ,其发病

率占恶性骨肿瘤的 21%左右 ,好发于青少年 ,本组资

料平均年龄为 21. 5岁 ,最高峰段 16～ 19岁 ,占 55% 。

骨肉瘤恶性度高 ,危害性大 ,其致死率及因截肢造成的

致残率均较高 ,近年来 ,随着诊治手段的不断改进 ,其

存活率有所提高 ,国外报道其 5年存活率在 40% ～

50%之间 ,本组病例 5年生存率仅为 23. 4% 。早期经

血道发生远处转移是其预后不良的主要原因之一 ,探

讨其转移机制 ,研究转移过程中的各种影响因素 ,并获

得一种能较准确评价其预后的指标 ,是骨肉瘤病理研
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究中的一个重要问题。

　　恶性肿瘤的侵袭、转移是一个相当复杂的过程。瘤

细胞自脱离原瘤灶到转移灶的形成 ,至少应两次穿越

血管壁并向周围组织侵袭 ,在此过程中 ,蛋白水解酶包

括胶原酶、血纤溶酶原激活剂、组织蛋白酶等可能起着

极为重要的作用。

　　 Cath-D是一种嗜酸性溶酶体蛋白水解酶 ,广泛存

在于人体各种组织和细胞中 ,现已能自体外培养的乳

腺癌细胞中产生 ,它具有多种分子量形式 ,最初为 52

× 10
3
u的前体蛋白 ,然后在溶酶体内加工成为 48×

103
u的中间体 ,最后转变为分子量 34× 103

u及 14×

10
3
u的成熟形式

[3 ]
。 Cath-D作为一种蛋白水解酶 ,可

以直接催化细胞外基质的降解 ,并间接破坏血管基膜 ;

它还可以激活组织蛋白酶 B,从而触发链式反应 ,诱导

产生活化的尿激酶型 -血纤溶酶原激活剂 ( u-PA) [4 ] ,

而组织蛋白酶 B、 u-PA均被认为是与恶性肿瘤侵袭、

转移密切相关的蛋白水解酶 ;此外 , Ca th-D也参与肿

瘤细胞的有丝分裂活动 [5 ] ,这也是其影响肿瘤转移的

可能机制之一。

　　目前 Cath-D免疫组化已广泛应用于乳腺癌、胃

肠道癌、卵癌、喉癌、前列腺癌、膀胱癌、黑色素瘤等的

研究中 ,发现 Cath-D表达与这些肿瘤的侵袭、转移、

预后有不同程度的关系 ,其中以与乳腺癌的关系研究

最为深入 ,研究表明 , Cath-D免疫组化染色 ,可作为乳

腺癌 ,尤其是Ⅰ 期乳腺癌判断预后的一个独立指标。

1995年 Aa lto nen
[ 1]
报道了 151例乳腺癌 ,其中 Cath-D

高表达组生存率明显低于低表达组 ; Garcia用 Cath-D

转染细胞 ,不仅观察到其可以使细胞转化 ,增加恶性表

型 ,而且其过度表达与侵袭转移有关 [6 ]。 1996年

Gohring研究发现 Cath-D表达可作为判断无淋巴结

转移乳腺癌患者预后不良的标志 [7 ];另有研究证实 ,

Cath-D间质细胞表达对于判断乳腺癌复发及预后的

意义远远高于肿瘤细胞表达
[ 8]
。在其肿瘤 ,如胃癌、结

肠癌、膀胱癌、前列腺癌、子宫内膜腺癌、黑色素瘤等 ,

Cath-D表达与预后的关系目前存在争论。至于骨肉瘤

Cath-D表达及其与骨肉瘤临床病理参数及预后的关

系 ,国内外未见类似报道。本研究结果表明 , Ca th-D表

达与患者的年龄、性别、肿瘤的大小及 Dahlin分型均

无关 ,而与 Price分级和 W HO骨肉瘤新分型密切相

关。通过生存率的比较 ,发现 Cath-D高表达组比低表

达组生存期明显缩短 ( P < 0. 025) ,提示 Cath-D对评

估骨肉瘤预后有一定价值。

　　 PCN A即细胞增殖核抗原 ,它是 DN A多聚酶δ

的辅助单位 ,是真核细胞 DN A合成所必需的一种分

子量为 36× 10
3
u的核蛋白 ,在 DN A复制中起重要作

用 ,其合成和表达与细胞增殖状态相关 ,可作为 S期的

特异性标记 [9 ]。过去的研究表明 , PCN A高表达与骨肉

瘤患者预后密切相关 [10 ] ,本结果显示 , Cath-D LI与

PCN A之间呈显著正相关 ,这也从一定程度上反映了

Cath-D表达与预后的关系。

　　我们通过对 85例有随访资料的骨肉瘤病例进行

研究 ,结果表明 Cath-D LI> 62. 5%比 Cath-D LI <

62. 5%的骨肉瘤预后差 ,提示骨肉瘤瘤细胞 Cath-D

LI可能是评估骨肉瘤预后的一项新指标 ,而且其方法

简便 ,实用性强 ,有一定的临床应用价值。
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Cathepsin D expression in osteosarcoma and its prognostic signif icance
Xiao Hualiang , Wa ng Do ng , Li Zengpeng , Chen Li ( Depa rtment of Pa tholog y , Daping Hospital, Third M ilita ry M edical

Univ ersity, Cho ng qing , 400042)

　　 Abstract　Objective: T o identify the rela tio n of cathepsin D ( Cath-D) ex pr essio n to tumo r cell pr olifer a-

tiv e a ctivity a nd pr og nosis in osteo sa rcoma. Methods: T he ex pr essio n o f pro liferating cell nuclear a ntigen
( PCN A ) and Cath-D in tumo r cells w er e semiqua ntita tiv ely analyzed with immunohisto ch emistr y in a co nsec-

utiv e pro spectiv e series of 85 o steosar co ma patients a nd the labeling index ( L I) was calculated. Results: In

all the ca ses, the ra ng e of Cath-D L I wa s 6% ～ 98. 5% a nd tha t o f P CN A L I 9% ～ 98% . The Ca th-D L I was

not co r rela ted to the patient 's sex , ag e, tumor size and Dahlin 's ty pe but closely co rr ela ted w ith new W HO

classifica tio n in 1993, Price 's g rade and P CN A L I. Fur the rmo re, the pa tients with a Cath-D L I less than
62. 5% sho w ed a be tter surviva l than tho se with a Cath-D L I mo re than 62. 5% . Conclusion: Ca th-D ex pres-

sion is closely r elated to surv iv al in osteo sa rcoma pa tients, which sugg ests that Cath-D L I is an useful pr og -

no stic indicato r fo r o steosarco ma.

　　 Key words　 o steosar co ma; ca th epsin D; immunohisto chemistry; pr og no sis

　* 　 This pr ojec t was suppo rted by the " Ninth fiv e" obliga tor y budg et o f P L A

15例高原红细胞增多症患者骨髓组织病理学变化的初步观察
 

15 cases of initial observation of change in pathology of marrow tissues of
patients of erythrocyte erythropoiesis in plateau

李素芝
  
　孙克勤　 牟信兵　 薛增军　　 (西藏军区总医院 ) 拉萨 , 850003

1　临床资料

　　 15名男性患者 ,均长期居住在海拔 4 520 m高原地区 ,其

中移居者 12名 ,均为汉族 ,世居藏族 3名 ,平均年龄 25岁。 经
详细询问病史、查体、排除心肺等疾患 ,并除外真性红细胞增多

症和继发性红细胞增多。 参照文献 [ 1]的标准: RBC≥ 6. 5×
1012、 HB≥ 200 g /L、 Hct≥ 65%者。 诊断为高原红细胞增多症。
15名高原红细胞增多症患者均行一次性骨髓检查 ,于髂前上棘

作一步法抽吸 ,活检取材 ,标本制作用不脱钙的塑料包埋法 ,经

HE、 Co mori嗜银染色及 M a sso n胶原纤维染色。观察造血组织
面积及增生程度 ,造血三系及间质的变化。
　　判定标准参照文献 [ 2]进行:增生极度活跃 ( ) ,造血组织
面积≥ 90v ol% ,增生明显活跃 ( ) ,造血组织面积≥ 50～
89v o l% ,增生活跃 ( )≥ 35～ 49v o l% ,增生减退 (+ ) <

34v o l%。

2　结果

　　造血组织面积: 造血组织面积 13例在 75v ol%以上 (其中 5

例达 90v ol% 、 3例达 95v o l% ) , 2例最低者为 65vo l%。 增生程
度均处于明显活跃和极度活跃水平 ,均以红系增生为主。
　　红细胞系统: 15例红系增生旺盛。 不同发育阶段的幼红细
胞聚集成簇 ,各期幼红细胞之胞核呈圆形、位于细胞中央 ,染色

较深 ,胞浆粉红色 ,边界清晰 ,个别晚幼红细胞核不规整 ,中晚
幼红细胞明显高于正常均值达 60% ～ 65% (正常骨髓造血组织

均为 40%± 9% )。 原红细胞及早幼红细胞在正常均值内 , 2例

可见成熟红细胞形态呈棘球状。
　　粒细胞及巨核细胞系统: 不同发育阶段的粒细胞呈弥散分

布 ,各期粒细胞百分率均正常。 巨核细胞无明显改变。
　　间质: 15例均有不同程度的血管增生 ,静脉窦扩张 ,但无纤

维组织增生。淋巴细胞、脂肪细胞略有减低 ,但以脂肪细胞减低

明显。

3　讨论

　　高原红细胞增多症的发生机制目前尚未完全清楚。本组 15

例高原红细胞增多症骨髓活检提示: 骨髓细胞增生极度活跃或
增生明显 ,并以红系增生为主 ,不同时期的幼红细胞其明显增

生是在中晚幼红细胞阶段。 这可能是某些造血生长因子 (如促

红细胞生长素 )刺激了不同分化阶段的骨髓细胞 ,使之生成超

出正常水平的红细胞 ,而且这种作用过程发生在红系前体细胞

阶段。促红细胞生成素的效应细胞主要包含了从红系定向干细
胞早期的成红细胞等一系列的红细胞的生成细胞。高原红细胞
增多症患者 ,红细胞增多的机制可能是促细胞生成素增高的结

果。 这种病理生理学的改变 ,可能是引起高原红细胞增多症骨

髓形态变化的主要因素。
　　关键词　高原红细胞增多症 ;骨髓 /病理学

　　中图法分类号　 R555. 1
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