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　　提　要　目的: 研究血管内皮生长因子 ( V EGF)、碱性成纤维细胞生长因子 ( bFGF)、转化生长因子 -β1

( TGF-β1 )及其受体和肿瘤源性粘附因子 ( T AF)在骨肉瘤中的表达特点 ,以及它们与肿瘤内微血管密度和病

人预后的关系。方法: 应用免疫组化和形态计量检测 80例骨肉瘤微血管密度 ( MV D) , VEGF、 b FGF、 TGF-β1

及其受体和 TAF的表达 ,并应用 COX比例风险模型检测上述因素和预后的关系。结果: 80例骨肉瘤中 ,

VEGF / KDR强阳性 42例 ( 52. 5% ) , b FGF /bFGFr阳性 46例 ( 57. 5) , TGFβ1 / TGFβ ( RI)阳性 31例 ( 38. 8% ) ,

TAF阳性 36例 ( 45% )。血管生成因子与其受体表达具有一致性 ,并与 MV D值显著相关。COX比例风险模型

分析结果显示 MV D和 VEGF是影响骨肉瘤的重要因素 ( P < 0. 05)。结论: V EGF、 bFGF、 FGF-β1和 TAF是

骨肉瘤血管生成的重要因子 ,并通过促进血管生成影响病人的预后。其中 MVD和 VEGF是评估骨肉瘤病人

预后的重要指标。
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　　血管生成是肿瘤生长和转移的关键步骤
[1 ]
。最近

的研究表明骨肉瘤和其它许多类型的肿瘤中肿瘤内微

血管密度 ( Microvascular density, MV D)是影响肿瘤

预后的重要因素 [2, 3 ]。肿瘤血管生成是受多种血管生成
因子调节的 ,如血管内皮生长因子 ( Vascular endo the-

lial cell g row th factor , V EGF) ,碱性成纤维细胞生长

因子 ( Basic fibroblast g row th facto r, bFGF) ,转化生

长因子 β-1( Transfo rming g row th facto rβ -1, TGFβ -1)

和肿瘤源性粘附因子 ( Tumor deriv ed adhesion fac-

to r, TAF)等。本研究应用免疫组织化学方法检测 80例

骨肉瘤上述血管生成因子的表达 ,并同时定量检测肿

瘤微血管密度 ,旨在探讨各种血管生成因子表达与骨

肉瘤血管密度及预后的关系。

1　材料与方法

1. 1　临床资料
　　选用 1968～ 1993年间长骨髓内型骨肉瘤 80例 ,其中手术切

除标本 75例 ,活检标本 5例。截肢加化疗 35例 ( 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 ,总体 2年存活率

为 33. 8% , 5年存活率为 18. 3%。

　　 80例骨肉瘤中 ,男性 52例 ,女性 28例 ,男女比为 1. 8 1。年龄

11～ 68岁 ,平均 23岁 ,最高峰 10～ 19岁 54例 ,占 62. 5%。肿瘤侵

犯软组织者 74例 ( 92. 5% ) ,肿瘤直径 5～ 25 cm,平均 10 cm。组

织学分组参照 Price三组法 ,组织学分型参照 Dahlin标准 ,并

根据新的 W HO标准进行分类 [4]。

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

抗体及其来源见表 1。LSAB试剂盒为 Dako公司产品 ,染色方

法参照试剂盒说明进行。切片加一抗 FⅧ -RA和 CD31之前胰

酶消化 20 min, PBS代替一抗作为阴性对照。

表 1　抗体类型及其来源

Tab 1　 Type of ant ibodies and their source

Antibodies Typ e Source Di lu tion

FⅧ -Rag Mouoclonal Dako. Inc 1 20

CD31 Mouoclonal Dako. Inc 1 20

V EGF Mul ticlonal Santa Cruz 1 20

V EGF receptor KDR Mul ticlonal Santa Cruz 1 20

bFGF Mul ticlonal Santa Cruz 1 20

FGFr Mouoclonal Santa Cruz 1 20

TGFβ-1 Mul ticlonal Santa Cruz 1 20

TGFβ ( RI) Mouoclonal Santa Cruz 1 20

TAF Mouoclonal Gif t of Miyazaki 1 50

1. 3　肿瘤内 MV D计数 [7 ]

　　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 MV D,其平均值即作

为该例肿瘤的 MV D值。

1. 4　统计学处理
　　 MV D和血管生成因子表达与骨肉瘤临床病理的关系 ,应

用χ2检验。各种血管生成因子的表达和 MVD之间的相关性应

用 Spearman等级相关分析。MV D及血管生成因子表达与病人

预后的关系应用多因素 COX模型分析。所有统计学处理皆采

用 SAS软件包完成 (重庆医科大学卫生统计学教研室 )。
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2　结果

2. 1　肿瘤内 MV D计数

　　 FⅧ -RA和 CD31阳性产物定位于血管内皮细胞胞浆 , 80例

骨肉瘤中 50例两种抗原皆为阳性 ,另外 30例 FⅧ -RA阳性 16

例 , CD31阳性 14例。因此 ,本组肿瘤微血管密度是综合 FⅧ -RA

和 /或 CD31免疫组化染色结果计数的。80例骨肉瘤中 MV D值

范围为 7. 3-93,中位数为 31. 1,平均值为 35. 4。

2. 2　骨肉瘤 V EGF和受体 KDR的表达
　　 V EGF阳性产物主要定位于肿瘤细胞浆 ,见图 1,毛细血管

内皮细胞亦可见弱表达。VEGF受体 KDR表达主要见于内皮

细胞胞浆。V EGF和 KDR表达基本一致。80例骨肉瘤中 , ( - )

级组 38例 ( 47. 5% ) , (+ )级组 42例 ( 52. 5% )。

2. 3　骨肉瘤中 b FGF /bFGF受体 ( bFGFr )的表达

　　 b FGF和 bFGFr在骨肉瘤中的表达亦具有一致性 ,即两者

表达同时阴性或阳性。bFGF和 bFGFr主要定位于肿瘤细胞胞

浆 ,在新生的毛细血管内皮细胞亦可见表达 ,见图 2。80例骨肉

瘤中 , 46例阳性 ,阳性率为 57. 5%。

2. 4　骨肉瘤中 TGFβ1 /TGFβ ( RI)的表达
　　 TGFβ1和其受体 TGFβ ( RI )在骨肉瘤中均呈灶性表达 ,主

要定位于肿瘤新生毛细血管内皮细胞 ,而在肿瘤细胞中很少表

达 ,见图 3。TGFβ1和 TGFβ ( RI)表达有一致性 ,即两者表达同时

阴性或阳性。本组有 31例阳性 ,阳性率为 38. 8%。

2. 5　骨肉瘤中 T AF的表达

　　 80例骨肉瘤均有 TAF的表达 ,但表达强度和阳性细胞数

量明显不同 ,据此将骨肉瘤分为两组。 T AF阳性组 36例

( 45% ) ,阴性组 44例 ( 55% )。T AF主要定位于肿瘤细胞浆和肿

瘤新生血管周围 ,在增生的血管内皮细胞亦见 TAF强表达 ,见

图 4。TAF在肿瘤细胞中的表达强度与血管周围的染色强度有

很好的一致性。

图 1　骨肉瘤 VEGF免疫组化染色　　阳性产物主要定位于肿瘤细胞浆 ( LS AB× 200)

Fig 1　 Immunoh istochemical stain ing for VEGF in osteosarcoma

Positiv e product is localized mainly in the cytoplasm of tumo r cells ( LSAB× 200)

图 2　骨肉瘤 bFGF免疫组化染色　　阳性产物主要定位于肿瘤细胞浆 ( LSAB× 200)

Fig 2　 Immunohistochemical staining for bFGF in osteosarcoma

Positiv e product is mainly lo ca lized in the cytoplasm of tumo r cells ( LSAB× 200)

图 3　骨肉瘤 TGFβ-1免疫组化染色　　阳性产物主要定位于血管内皮细胞 ,呈灶性分布 ( LS AB× 200)

Fig 3　 Immunohistochemical staining for TGFβ-1 in osteosarcoma
The po sitiv e product is localized mainly in the endo thelial cells, show ing focal pa ttern( LSAB× 200)

图 4　骨肉瘤 TAF免疫组化染色　　阳性产物主要定位于肿瘤细胞浆及毛细血管壁 ( TS AB× 200)

Fig 4　 Immunohistochemical staining for TAF in osteosarcoma

Positiv e product is localized mainly in the wa ll of blood vessels and the cytoplasm o f tumor cells ( LS AB× 200)
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2. 6　骨肉瘤血管生成因子表达与临床病理的关系
　　肿瘤 MV D和血管生成因子的表达与肿瘤大小 , Price分级

和 Dah lin分型无关 ,而与 W HO新分型有关 ,即在高分化型中

MVD和血管生成因子的表达明显低于其它组织类型 (表略 )。

2. 7　骨肉瘤血管生成因子表达及 MV D的相关分析

　　 Spea rman相关分析结果血管生成因子 VEGF、 FGF、 TGF-

β1和 TAF表达有着显著相关性 ,而 TAF和 V EGF、 TAF和

TGF-β1相关性不显著。上述血管生成因子的表达与 MV D值均

显著相关。

2. 8　 MV D和血管生成因子的表达与骨肉瘤预后

　　应用 COX比例风险模型 ,评估血管生成因子 VEGF、

bFGF、 TGF-β1、 TAF和肿瘤内微血管密度 MVD与骨肉瘤病

人预后的关系。用整体 COX模型分析结果显示各种血管生成

因子与预后均显著相关 ,而用逐步 COX模型分析只有 MVD

和 V EGF与病人预后显著相关 ,而 b FGF、 TGF-β1和 TAF对病

人的预后影响不大 ,见表 2,这可能与 b FGF、 TGF-β1、 T AF与

MVD、 V EGF相关显著有关。

表 2　MVD和血管生成因子的表达与骨肉瘤预后

Tab 2　 Correlat ion of MVD and the expression of angiogenic

factors with the prognosis of patients with osteosarcoma

DF
Parameter
es timate

Sx- χ2 P
Risk
ratio

MV D 1 0. 020568 0. 00676 9. 24803 0. 0024 1. 021

V EGF 1 0. 660278 0. 18218 13. 13580 0. 0003 1. 935

bFGF 1 0. 257551 0. 29618 0. 75617 0. 3845 1. 294

TGF-β1 1 - 0. 089103 0. 29248 0. 09281 0. 7606 0. 915

T AF 1 0. 106932 0. 31540 0. 11494 0. 7346 1. 113

3　讨论

　　血管内皮生长因子 ( V EGF) ,亦称血管通透性因

子 ( Vascula r permeability factor, V PF) ,是由正常或

肿瘤细胞产生的 ,分子量为 ( 34～ 50)× 10
3

u的二聚体

蛋白
[8 ]
。V EGF受体有两种 ,即 Fltl /KDR和 Flkl。

V EGF与内皮细胞的特异受体作用 ,通过旁分泌机制

刺激内皮细胞的增生、移位和结构形成。此外 ,它亦具

有增加血管通透性的作用 ,促进包括纤维蛋白原 ( Fib-

rinogen)的血浆蛋白的渗出 [9 ] ,故 V EGF对血管性肿

瘤间质产生具有重要的生物学作用。在骨肉瘤组织中

V EGF表达主要定位于肿瘤细胞 ,而 V EGF受体

KDR主要表达于肿瘤新生毛细血管内皮 ,在肿瘤周围

正常的骨组织或软组织中未见 KDR表达。V EGF表

达强度和 M VD值显著相关 ,进一步证实肿瘤细胞产

生 V EGF在骨肉瘤血管生成中发挥重要作用。

　　碱性生长因子 ( bFGF) ,亦是重要的血管生成因子

之一。它可直接刺激内皮细胞的增生 ,促进内皮细胞产

生蛋白酶 ,调节内皮细胞表面整合素表达并促进内皮

细胞迁移
[8 ]
。此外 , b FGF和 V EGF还有协同作用

[9 ]
,

维持内皮细胞慢时相的通透性增加。Relf等
[3 ]发现乳

腺癌组织中 b FGF m RN A水平及其蛋白表达显著高

于正常组织。本结果也表明多数骨肉瘤中 b FGF蛋白

高表达 ( 57. 5% ) , b FGF和 FGFr表达具有较好一致

性 ,且与 MV D值显著相关 ,提示 b FGF是骨肉瘤的重

要血管生成因子。

　　 TGF-β1在血管修复过程中激活的内皮细胞中有

表达。在体外 TGF-β1可能通过诱导巨噬细胞产生细胞

因子间接刺激血管生成。在体内可具有 b FGF类似的

作用 ,但作用机制与 bFGF不完全一样 , bFGF可促进

内皮细胞合成整合素α2、α5和 β1
[10 ]
。本研究的结果显示

T GF-β1 /TGFβ ( RI)在骨肉瘤的血管内皮细胞中特异

性的高表达 ,而在骨肉瘤细胞中不表达或极少表达 ,

T GF-β1 /TGFβ ( RI)的表达与骨肉瘤 MV D值密切相

关 ( P < 0. 05)。该结果提示 TGF-β1可能主要通过内

皮细胞自分泌机制促进骨肉瘤血管生成。

　　 T AF是一分子量约 30× 10
3

u的细胞粘附蛋白 ,

通过 DN A克隆和氨基酸序列分析 ,证实其与 mac25

基因和前列腺环素刺激因子 ( PSF)高度同源 ,故又称

为 TAF /mac25 /PSF。体外实验证实 TAF促进血管内

皮细胞和Ⅳ型胶原的结合 ,以及管状结构的形成。免疫

组化结果显示 T AF和Ⅳ型胶原共同定位于肿瘤毛细

血管周围 ,在正常组织的毛细血管周围未见表达 ,因此

T AF是肿瘤组织特异的
[11 ]
。我们的结果也显示 T AF

定位于骨肉瘤肿瘤血管周围 ,而且 TAF的染色强度

与肿瘤血管密度正相关。

　　越来越多的研究表明存在多种细胞因子作用于肿

瘤血管生成过程。这些细胞因子有的是肿瘤内皮细胞

相对特异的 ,如 V EGF和 TAF,有的则是亲多种组织

性的 ,如 bFGF和 TGF-β1。有的主要作用于血管生成

的早期阶段 ,如 V EGF,有的则主要作用于后期阶段 ,

如 TAF。我们应用免疫组化方法检测这些血管生成因

子及其受体在骨肉瘤组织的表达 ,并研究它们之间的

相互关系 ,结果表明:①血管生成因子及其受体在肿瘤

中的表达有较好的一致性 ,进一步证实旁分泌或自分

泌是血管生成因子促进血管生成的主要途径 ;②多种

血管生成因子 V EGF、 b FGF、 TGF-β1、 T AF表达显著

相关 ;③上述血管生成因子的表达与肿瘤内微血管密

度均显著正相关。该结果进一步表明各种血管生成因

子之间可能具有协同作用 ,共同促进肿瘤微血管的生

成 ,而其真正的调节机能仍有待于进一步研究。

　　肿瘤微血管密度是影响实体肿瘤的预后的重要因

素。我们的研究亦证实骨肉瘤微血管密度与病人预后
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有关
[2 ]
。本研究应用整体 COX模型分析显示微血管密

度和血管生成因子 V EGF、 bFGF、 TGF-β1、 T AF表达

均各自与病人预后显著相关 ,但逐步 COX模型分析

结果 ,只有 M VD和 V EGF与病人预后有关。由于血

管生成因子的表达与微血管密度密切相关 ,显然血管

生成因子是通过促进肿瘤血管生成而影响病人预后的。
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Expsession of vascular endothelial cell growth factor, basic f ibroblast

growth factor, transforming growth factorβ 1 and tumor derived adhesion

factor in osteosarcoma and its relation to angiogenesis
Wang Dong , Xiao Hualiang , Li Zengpeng , Chen Li ( Depa rtment of Pa tholog y , Daping Hospital, Third M ilita ry Medical

Univ ersity, Chongqing , 400042)

　　 Abstract　Objective: T o investig ate the expression of va scular endothelial cell g row th fac tor ( V EGF) ,

basic fibr oblast g row th facto r ( bFGF ) , transforming g r ow th facto r-β1 ( TGF-β1 ) a nd tumo r-deriv ed adhesion

facto r ( TAF) in o steosarcoma and its r ela tion to neova scula riztion and progno sis o f the disea se. Methods:

The intra tumo ra l micr ovessel density ( MV D) and expression o f V EGF, b FGF, TGF-β1 and T AF we re deter-

mined in 80 cases of o steosa rcoma with immunohistochemistr y and mo rphome try. Th e relationship between

the expression o f the ang io genic facto rs and progno sis o f th e disease was eva luated with a multiv ariate ana ly-

sis using COX propo r tion ha zard model. Resul ts: O f the 80 cases, 42 we re str ong po sitiv e fo r V EGF /KDR

( 52. 5% ) , 46 fo r b FGF /bFGFr ( 57. 5% ) , 31 fo r TGF-β1 /TGFβ ( RI) ( 38. 8% ) and 36 fo r T AF ( 45% ) r e-

spectiv ely. The expression of the angioenic factor s w as coo rdinated with tha t o f their receptor s and signifi-

cantly co r related with MVD. Th e multiv ariate analysis using COX hazard model show ed that w ere th e most

impo rtant indicato rs in pro gno sis of the disease. Conclusion: All th e four fac to r s ar e involv ed in the angiog en-

esis of o steo sarcoma. MV D and VEGF a re the most useful parameter s to evaluate the prognosis o f o steosar-

coma.

　　 Key words　 o steosar coma; ang io genic facto r; prognosis
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