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　　提　要　目的:提高对骨肉瘤免疫表型特别是浸润转移相关表型的认识及揭示骨肉瘤高转移率的部分

有关可能机理 ,为临床提供有可能成为评价骨肉瘤患者预后的新的参考指标。方法: 采用免疫细胞化学方法

检测 OS-732细胞系 10种与转移相关的抗原表达。结果: 该细胞系除 p53-Pab1801染色为阴性外 ,其它 9项均为

阳性。结论:两种基质降解酶 -Ca th-D和 MM P-2的阳性表达 ,推测它们对骨肉瘤的浸润转移有一定的促进作

用 ,并可能成为骨肉瘤的两个转移表型: p53-D01和 p53-Pab240蛋白的阳性表达间接说明 p53基因突变的可

能 ,不仅进一步验证骨肉瘤中 p53突变的发生率高 ,而且综合 PCNA的强阳性、 BM P和上述两种酶的阳性表

达 ,推测本细胞系具有较高的浸润能力和转移潜能 ,为进一步探讨骨肉瘤的高转移机理提供了一定的实验基

础。
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　　骨肉瘤 ( Osteo sarcoma, O S)是最常见的骨原发性

恶性肿瘤 ,由于恶性程度及转移率高 ,其远处转移是治

疗失败和病人死亡的主要原因。对骨肉瘤的研究 ,因受

其发病率低等因素的影响 ,在临床上很难建立新的诊

断或治疗方法 [1 ]。本实验利用对人骨肉瘤细胞系与浸

润转移相关免疫表型物征的研究 ,旨在对人骨肉瘤细

胞免疫表型做进一步探讨和补充 ,以提高人们对骨肉

瘤免疫表型特别是浸润转移相关表型的认识和揭示骨

肉瘤高转移率的部分有关可能机理 ,从而为临床提供

有可能成为评价骨肉瘤患者预后新的参考指标。

1　材料和方法

1. 1　细胞系和细胞培养
　　人骨肉瘤细胞系 OS-732,购自北京积水潭医院免疫研究

室 ,病理组织学分型为骨母细胞型 [2]。细胞培养于含 10%新生

小牛血清 ( NBCS,经 56℃、 30 min、水浴灭活 ) RPM I-1640( G IB-

CO公司 )培养基中。37℃、 5% CO2、饱和湿度下 ,孵箱内培养。

1. 2　细胞标本的制备
　　将呈指数生长的细胞以 0. 25%胰蛋白酶和 0. 02% EDT A-

Na2 1 1混合液消化并制成悬液 (细胞数为 1× 105个 /ml);将其

加入事先已放入小盖玻片的 24孔培养板 ( 0. 4 ml /孔 ) ,同上条

件培养 48 h取出 ,小盖玻片用 Hanks液洗 3次 ,冷丙酮 ( 4℃ )固

定 5 min,干燥后置 - 30℃冰箱备用。

1. 3　抗体
　　一抗 10种。其中 , MM P-2由美国 NIH国家癌症研究中心

( NCI) Lio tta实验室 Dr. W . Stet ler-Stev enson惠赠 ,为兔抗人

MM P-2血清冻干品 ( 1 450稀释 ) ,对 MM P-9( 92-k PaⅣ型胶原

酶 )无交叉反应。p53-PAb1801由英国 ICRF分子免疫组化实验

室 Dr. L. Craw o rd惠赠 ,为培养细胞上清液 ( 1 50稀释 ) ,与人

野生型和突变型 p53蛋白均起反应 ; p53-PAb240由英国

Dundee大学 Dr. D. Lane惠赠 ,为培养细胞上清液 ( 1 50稀释 ) ,

与人及多种动物突变型 p53蛋白起特异性反应。骨形态发生蛋

白 ( BM P 1 200)购自第四军医大学 ;单抗 nm23-H1 ( 1 20)、 p53-

D01( 1 500)和多抗 p16( 1 50)为 Santa Cruz公司产品 ;单抗

CE A( 1 100)及多抗:组织蛋白酶 -D( cath-D1 100)和 S-P试剂

盒均为 Zymed公司产品 ;增殖细胞核抗原 ( PCN A 1 100)为

Dako公司产品。

1. 4　免疫细胞化学染色
　　主要步骤如下: ① 1% Triton X-100 PBS漂洗 3次 ;② 10%

正常山羊血清 - PBS 37℃孵育 15 min;③一抗 (阴性对照 ,用

PBS代替 ) , 4℃冰箱过夜 ;④生物素化二抗 ( 1 200) , 37℃孵育

15 min;⑤ 0. 3% H2 O2 - PBS室温孵育 5 min;⑥链菌素亲生物

素酶复合物 ( 1 200) , 37℃孵育 15 min;⑦ DAB-H2 O2显色 ,室

温 ,约 10 min;⑧常规复染。

1. 5　结果判断
　　阳性反应以细胞内出现棕黄色颗粒为判断标准。光镜下每

张玻片随机选择 10个中倍视野 ( M PF)观察 ,计算阳性细胞数并

结合染色深浅 ,分为 3组: 强阳性 (+ + ) ,阳性细胞在 60%以上 ,

染色较深 ,可见较多粗颗粒 ;弱阳性 (+ ) ,阳性细胞数在 10% ～

60% ,染色中等 ,可见较多细颗粒 ;阴性 ( - ) ,阳性细胞数在

10%以下。
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2　结果

　　结果显示: (+ + )有 p16、 Ca th-D、 p53-D01和 PCNA; (+ )

有 p53-PAb240、MM P-2、 nm23-H1、 BM P和 CEA; ( - )有 p53-

PAb1801。其中表达部位类型 , p16以核膜及核周胞质染色为

主 ,部分胞核可见散在棕黄色颗粒 ,见见图 1; p53-D01以胞核及

核膜染色为主 ,部分胞质着色较淡 ,见图 2,而 p53-PAb240则以

胞质染色为主 ; MM P-2、 Cath-D、 nm 23-H1、 BM P和 CEA仅见

胞质内表达 ,见图 3、 4; PCNA胞核表达。

图 1　 P16蛋白免疫组织化学染色　 ( SP× 400)

Fig 1　 Immunohistochemical staining with P16 protein　 ( SP× 400)

图 2　 p53-D01免疫组织化学染色　 ( SP× 400)

Fig 2　 Immunohistochemical staining with P53-DO1　 ( SP× 400)

图 3　MMP-2免疫组织化学染色　 ( S P× 400)

Fig 3　 Immunohistochemical staining with MMP-2　 ( SP× 400)

图 4　 nm23-H1免疫组织化学染色　 ( SP× 400)

Fig 4　 Immunohistochemical staining with nm23-H1　 ( SP× 400)

3　讨论

3. 1　抑癌基因产物

　　 p53基因编码 53-kDa核磷酸蛋白 ,即 p53蛋白 ,该

蛋白能与序列特异性 DNA结合调控正常细胞的生

长。近年来 ,有关 p53与骨肉瘤预后的研究较多 ,

Toguchida等
[3 ]
在 76例骨肉瘤中发现 18例 p53基因重

排和 14例点突变 ,而 48%的 p53基因突变骨肉瘤在 2年

左右出现肺转移 ;一般认为 ,免疫细胞化学方法检出

p53蛋白 ,可间接反映 p53基因的突变。王东等
[4 ]
研究

50例骨肉瘤 ,发现 p53蛋白的表达与预后呈负相关。本

实验结果显示: D01强阳性表达 ,表明 O S-732有 p53蛋

白的聚集 ,而 PAb240阳性进一步说明聚集的 p53蛋白

可能为突变型或部分为突变型 ,并推测有 p53基因的

突变 ; PAb1801显阴性可能与所识别抗原决定簇不同

有关 , PAb240为第 156～ 214氨基酸 ,正处在 p53基因 6

个突变热点之一 (第 175位氨基酸 ) , D01为第 1～ 45位
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氨基酸 ,而 PAb1801为第 32～ 73位氨基酸。本细胞系

p53的表达定位类型 , PAb240以胞质内主 , D01亦显胞

质内染色 ,而一般认为其表达位于细胞核或以细胞核

表达为主。有资料显示 ,在冰冻切片及细胞涂片上 , p53

较易出现在胞质内 [5 ] ,也有人认为野生型和突变型

p53蛋白均可出现在胞核内 ,而突变型则能出现于胞质

内 [6 ] ,所以出现于胞质内则表示这种 p53蛋白为突变

型 [7 ] ,其原因尚不清楚。总之 ,从以上结果又可进一步

证实 p53基因的突变与本瘤的发生和发展存在一定的

关系以及提示本细胞系具有一定的转移潜能。

　　多肿瘤抑制基因 ( M TS1)是新近发现的抑癌基

因 ,位于人第 9号染色体短臂 ( 9p21)上 ,其编码为一种

15-kDa蛋白 ,即 p16蛋白。它能特异性结合细胞周期

素依赖性激酶 4( cdk4)并抑制其活性 , cdk4和周期素 D

可以形成复合物促进细胞从 G1期进入 S期 ,从而促进

细胞的增生 ,并可能是肿瘤发生的主要因素 ;所以 , p16

蛋白能抑制细胞的增殖和恶性转化。研究发现 , 75%的

癌细胞系 p16基因缺失或突变
[8 ]。本实验显示 , O S-732

细胞 p16蛋白表达呈强阳性 ,间接反映 p16基因未缺

失 ,其细胞内表达类型以胞质为主。有作者对肺癌组织

中 p16蛋白细胞内定位进行了研究 ,发现癌细胞染色

部位主要分布于细胞浆 ,而正常细胞则定位于细胞核 ;

据此推断本细胞系中 p16蛋白可能属异常表达 ,但其

真正原因及意义有待进一步研究确定。

　　 nm23是由 Steeg等 1988年首先从小鼠黑色素瘤

K-1735细胞系中分离出的具有转移调节能力的近年

来最令人注目的转移抑制基因。人基因组中存在两个

nm23基因 ,可分别编码核苷二磷酸激酶 ( NDPK)的 A

和 B两个亚基 ,此酶与微管的聚合和生成、 G蛋白介

导的信号传递有关 ,从而影响癌转移
[9 ]
。本实验结果表

明 , nm23-H1蛋白在 OS-732细胞系中显阳性表达 ,间

接推测 nm23-H1基因的存在或未缺失。nm23与骨肉瘤

转移和预后的关系 ,尚未见报道。

3. 2　基质降解酶类

　　大量实验证实 ,肿瘤细胞表达基质降解酶的水平

与肿瘤细胞浸润转移潜能有关。Ⅳ型胶原酶和 Cath-D

是与肿瘤浸润转移相关的两种主要的基质降解酶 ,前

者在对骨肉瘤细胞的研究中近年已有报道 ,后者主要

与乳腺癌、结肠癌等浸润转移有关。实验结果显示 ,

MM P-2T Ca th-D在 O S-732细胞中均为阳性表达 ,表

明两种酶均存在于骨肉瘤细胞。由此推测这两种酶可

能参与骨肉瘤浸润转移过程中的基质降解 ,并可能成

为判断骨肉瘤预后的两个新的参考指标。

3. 3　其它

　　 CEA是一种细胞表面糖蛋白 ,属细胞粘附分子免

疫球蛋白超家族。不少肿瘤能产生 CEA,并可能与肿

瘤转移相关 [10 ]。本实验结果显示 OS-732细胞表达一

定量的 CEA, CEA与骨肉瘤转移的关系尚不清楚 ,有

待进一步研究。本实验证实 CEA可能是骨肉瘤的一

种新的肿瘤标记。

　　 BMP是一种骨源性生长因子 ( BDGF) ,人和鼠骨

肉瘤中含有丰富的 BM P。骨肉瘤 BM P表达阳性率可

高达 85% ,而产生 BMP的骨肉瘤 ,术前化疗效果不

佳 , 83%伴有肺转移 [11 ]。本实验结果表明: OS-732细胞

表达 BMP,所以推测本细胞系具有一定的转移潜能。

　　增殖细胞核抗原 ( PCN A)是一种仅在增殖细胞中

合成和表达的 36-kDa多肽 ,在正常组织和肿瘤组织中

均存在 ,但肿瘤组织中含量高。有关 PCN A免疫细胞

化学在肿瘤诊断和研究中的应用报道很多 ,并认为

PCN A对分级和判断预后有价值。本细胞系 PCN A呈

强阳性 ,证明其分化低、恶性程度高 ,并推测其浸润转

移能力强。

　　综上所述本实验采用 10种抗体检测了 O S-732细

胞系 ,所选多为近年来用于判断肿瘤恶性程度、浸润行

为和转移潜能 ,进而推测肿瘤患者预后有价值的指标。

特别是抑癌基因产物、基质降解醺类和增殖细胞核抗

原等已作为新的独立性预后指标广泛用于临床。本实

验结果表明 OS-732细胞多项与转移相关的免疫表型

阳性表达 ,不仅证实 OS-732细胞具有一定的转移潜

能 ,而且为进一步探讨骨肉瘤的高转移机理提供了一

定的实验基础。
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A study on the invasion- and metastasis-related immunophenotype of

human osteosarcoma cells
Liu Guang , Gao Fengxun, Wang Dong , Feng Suzheng ( Depa rtment o f Clinical Patho lo gy , Daping Hospital, Third M ili-

tar y Medical Univ ersity , Chongqing , 400042)

　　 Abstract　Objective: To investig ate the char acteristics o f the inva sion- and metastasis-related im-

munopheno type of human osteo sa rcoma cells and po ssible mechanism of its m eta stasis and prov ide the po ssi-

ble indices fo r eva luating the pr ogno sis of pa tients with o steo sarcoma in clinical practice. Methods: The ex-

pression o f 10 m etastasis-r ela ted antig ens in a human o steosarcoma cell line OS-732 w as dete rmined with im-

munocyto chemistry. Results: In th e cell line, only the antig en p53-Pab1801 was nega tiv ely stained. Conclu -

sion: The cell line is o f high infiltra tiv e capacity and me ta sta tic po tential. This prov ides some experim enta l

ev idences fo r further explor ation o f the r ea son for the high m eta static r ate of o steosar coma.

　　 Key words　 o steosar coma; cell line; infiltra tion; metastasis; immunopheno type; immunocy to chemistr y

双侧上下泪道阻塞手术治疗比较

Comparison between two kinds of surgical managements in a patient with

bilateral block of the superior and inferior lacrimal passages

王　一　 许立军　　 (第三军医大学附属西南医院眼科 )重庆 , 400038

　　泪道阻塞是眼科临床常见病 ,但上下泪道同时阻塞 ,尤其

双侧上下泪道多处阻塞则少见 ,治疗比较困难 ,预后较差 ,我们

收治了一例 ,报道如下:

　　刘×× ,男 , 29岁 ,因右眼流泪、溢脓半年 ,左眼流泪、溢脓

四月入院。入院前一月曾在县医院反复冲洗泪道。入院查: 视力

正常 ,挤压泪囊区: 右侧自上泪小点溢出大量脓液 ,左侧无脓液

溢出。冲洗泪道右下泪小管不通 ,左上下泪小管不通 ,入院后分

别予“左眼泪小管挂线+ 鼻泪管插管术”和“右眼泪小管挂线+

鼻腔泪囊吻合术” ,术中见左泪总管也有阻塞 ,双泪囊内均有大

量脓液 ,术后三个月拔除挂线及插管 ,冲洗泪道通畅 ,随访 10个

月 ,右侧通畅 ,左侧部分通畅。

　　泪道阻塞依阻塞部位和疗法不同而疗效不一 ,本例双侧上

下泪道多处阻塞实属少见 ,我们采用两种术式比较 ,虽均达到

治疗目的 ,但随访结果表明 ,右侧更隹。这一结果的差异我们认

为有两方面的原因: ( 1)左侧阻塞位点较右侧多 , ( 2)对鼻泪管

的阻塞处理方法不同。因此我们认为 :①挂线治疗泪小管阻塞

是一种有效的方法 ;②鼻泪管阻塞采用泪囊鼻腔吻合术较单纯

插管效果更好 ;③根据病史本例患者的泪小管阻塞可能与反复

冲洗泪道有关 ,因此应当指出:冲洗泪道一是手法要正确 ,二是

不要做不必要的反复冲洗 ,避免医源性损害。

　　关键词　泪管阻塞 /外科手术

　　中图法分类号　 R777. 22
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