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　　摘　要：目的　研究肾上腺髓质素（ＡＤＭ）和整合素αｖβ３ 在人骨肉瘤组织的不同临床分期、病理分级及组织学分型中的表达

情况，并探讨二者之间的关系。方法　应用免疫组化ＳＡＢＣ法和图像分析技术的方法检测３０例骨肉瘤组织中 ＡＤＭ 和整合素

αｖβ３ 表达的阳性率、强度和平均光密度（ＡＬＤ）。每张切片分别由两名病理医师在未知临床和病理资料的情况下独立观察切片，随

机观察（至少５个具有代表性的高倍视野，计数１００个细胞）判定肿瘤分期、分级及细胞染色程度。结果　ＡＤＭ与整合素αｖβ３ 表

达的阳性率和表达强弱均随着骨肉瘤分期增加而上调（犘＜０．０５），并在各期之间的差异有统计学意义（犘＜０．０５）。ＡＤＭ 与整合

素αｖβ３ 的表达水平呈正相关。结论　ＡＤＭ和整合素αｖβ３ 在骨肉瘤中的表达强弱与骨肉瘤的恶性程度密切相关，且二者的表达

变化呈正相关。
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　　骨肉瘤作为最常见的恶性成骨性肿瘤之一，高发于１０～

１４岁的青少年，发病率在原发的儿童和青少年性恶性骨肿瘤

中排第１位。具有高转移活性，恶性程度极高，主要通过血行

转移到其他组织和器官。以往研究显示，肾上腺髓质素

（ＡＤＭ）和整合素αｖβ３在肿瘤中表达异常，且其表达的强度与

肿瘤恶性程度有关，表明二者与肿瘤的恶性生物学行为有密切

联系［１２］。而在人骨肉瘤中同时检测ＡＤＭ和整合素αｖβ３ 的表

达，并分析二者与骨肉瘤临床病理因素之间关系的研究在国内

外少见报道。为了阐述二者关系，对本院３０例骨肉瘤患者肿

瘤组织的石蜡标本中ＡＤＭ和整合素αｖβ３ 的水平进行了检测，

并探讨二者之间的相关性及对骨肉瘤患者治疗和预后的意义。

１　资料与方法

１．１　一般资料　取西安交通大学医学院第一、二附属医院自

２００６年６月至２０１３年６月经临床、病理、Ｘ线片确诊为骨肉瘤

的患者３０例，入院时所有患者均未接受正规化疗，为准确诊

断，所有患者的活检检查均于放化疗之前进行。以２０１０年美

国癌症联合委员会（ＡＣＪＪ）对于骨肉瘤ＧＴＭ 分期法为标准对

病例进行分期［３］，因ＧＴＭ 分期对于肿瘤分级（Ｇ）的判定没有

明确的评判标准，故参考联邦法国癌症中心（ＦＮＣＬＣＣ）关于骨

与关节肿瘤分级方法中骨肿瘤分级（Ｇ）的标准作为ＡＣＪＪ法中

分级（Ｇ）的补充，即按：Ｇｘ、Ｇ１＝１级，Ｇ２＝２级，Ｇ３、４＝３级
［４］。

再以Ｄａｈｌｉｎ′ｓ组织学分型为骨肉瘤的分型标准。其中男１８

例，女１２例；年龄８～４７岁，平均（１８．４２±９．１０岁）。股骨下

段肿瘤１３例，胫骨上段１０例，其他部位７例。就诊时未发生

转移者２８例，已发生转移者２例；其中Ⅱａ期６例，Ⅱｂ期１１

例，Ⅲ期１１例，Ⅳ期２例。骨母细胞型１５例，软骨母细胞型５

例，纤维母细胞型２例，其他类型８例。

１．２　方法　应用免疫组化ＳＡＢＣ法和图像分析技术的方法检

测３０例骨肉瘤组织中 ＡＤＭ 和整合素αｖβ３ 的阳性率、表达强

度和平均光密度（ＡＬＤ）。所有骨肉瘤标本均经４％多聚甲醛

固定，脱水，常规石蜡包埋后，行４ｍｍ厚连续切片。先从各组

中取一张行 ＨＥ染色确认诊断后，其余切片再行免疫组化法检
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测。使用的两种抗体分别为：兔抗人 ＡＤＭ 单克隆抗体（稀释

度为１∶２５０，ＡＢＣＡＭ 公司）、鼠抗人整合素αｖβ３ 单克隆抗体

（稀释度为１∶３００，ＡＢＣＡＭ公司）。ＳＡＢＣ免疫组化试剂盒及

其他试剂均购于北京中杉公司。操作步骤按试剂盒说明书进

行检测，以磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）代替一抗作为空白对照。

１．３　判定标准　每张切片分别由两名病理医师在未知临床和

病理资料的情况下独立观察切片，随机观察（至少５个具有代

表性的高倍视野，计数１００个细胞），判定肿瘤分期、分级及细

胞染色程度。根据染色程度及染色细胞百分率进行分析评分：

（１）基本不着色者为０分，着色淡者为１分，着色适中者为２

分，着色深者为３分；（２）着色细胞占计数细胞百分率，≤５％为

０分，＞５％～２５％为１分，＞２５％～５０％为２分，＞５０％为３

分。再将每张切片着色程度得分与着色细胞百分率得分相加，

为其最后得分：０～１ 分为阴性（－）；＞１～４ 分弱阳性

（＋）；＞４～６分中阳性（＋＋）；＞６分为强阳性（＋＋＋）。在

每张切片的高倍视野（×４００）下随机选取５个不同视野，将所

见视野输入计算机，经全自动医学彩色图像分析系统析处理，

得到５个视野的ＡＤＭ与整合素αｖβ３ 的 ＡＬＤ。ＡＬＤ值越大，

说明目的蛋白的表达水平越高。

１．４　统计学处理　所有的统计分析采用ＳＰＳＳ１８．０进行处

理，计量资料以狓±狊表示，计数资料以频数及百分率表示。计

量资料多组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较行狇检

验，计数资料多组间用χ
２ 检验进行分析，ＡＤＭ 与整合素αｖβ３

的关系采用Ｓｐｅａｒｍａｎ秩相关分析。检验水准＝０．０５，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＡＤＭ 和整合素αｖβ３ 表达的阳性率　ＡＤＭ 和整合素

αｖβ３ 表达的阳性率与骨肉瘤患者的性别、年龄、原发部位、ＦＮ

ＣＬＣＣ肿瘤分级、ＧＴＭ分期及Ｄａｈｌｉｎ′ｓ组织学分型之间差异

无统计学意义（犘＞０．０５），而与肿瘤的体积大小、肿瘤是否转

移差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表１。

２．２　ＡＤＭ和整合素αｖβ３ 在骨肉瘤组织中的表达　镜下观察

ＡＤＭ与整合素αｖβ３ 的阳性染色均呈棕黄色或棕褐色，二者染

色主要定位于细胞膜和细胞质。ＡＤＭ和整合素αｖβ３ 的表达强

弱与骨肉瘤不同分期之间差异有统计学意义（犘＜０．０５），其表

达强度随着骨肉瘤分期的上升而逐渐增加。见图１、２，表２、３。

表１　　骨肉瘤患者一般资料（狀）

项目 狀
ＡＤＭ

阳性 阴性

整合素αｖβ３

阳性 阴性
犘ＡＤＭ 犘整合素

性别

　男 １８ １４ ４ １３ ５ ０．２５５ ０．７４５

　女 １２ ７ ５ ８ ４

年龄

　＜２０岁 ２０ １５ ５ １３ ７ ０．７７０ ０．７８４

　≥２０岁 １０ ７ ３ ７ ３

肿瘤体积

　＜８ｃｍ １６ １０ ６ １１ ５ ０．０１９ ０．０２９

　≥８ｃｍ １４ １４ ０ １２ ２

Ｄａｈｌｉｎ′ｓ分型

　骨母细胞型 １５ １２ ３ １３ ２ ０．６７１ ０．２４８

　纤维母细胞型 ２ １ １ １ １

　软骨母细胞型 ５ ３ ２ ３ ２

　其他（小细胞型、上皮样型、骨旁骨肉瘤） ８ ５ ３ ４ ４

ＦＮＣＬＣＣ肿瘤分级

　１级 ０ ０ ０ ０ ０ ０．６４２ ０．７３２

　２级 ８ ６ ２ ５ ３

　３级 ２２ １８ ４ １７ ５

ＧＴＭ分期

　ⅡＡ期 ６ ４ ２ ３ ３ ０．５０３ ０．４２３

　ⅡＢ期 １１ ８ ３ ８ ３

　Ⅲ 期 １１ １０ １ ９ ２

　Ⅳ期 ２ ２ ０ ２ ０

肿瘤原发部位

　股骨下段 １３ ９ ４ １０ ３ ０．８３９ ０．８９６

　胫骨上段 １０ ８ ２ ８ ２

　其他部位（肱骨中段、腓骨中段、骨盆内） ７ ５ ２ ６ １

是否转移

　是 ２ ２ ０ ２ ０ ０．０３８ ０．０２５

　否 ２８ ８ ２０ ７ ２１
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表２　　ＡＤＭ表达强度与骨肉瘤分期的关系

分期
阴性

（狀）

弱阳性

（狀）

中阳性

（狀）

强阳性

（狀）

阳性率

（％）
犣 犘

Ⅱａ期 ２ ２ ２ ０ ６６．６７ １６．２７８０．００１

Ⅱｂ期 ３ ２ ３ ３ ７２．７３

Ⅲ期 １ ０ ３ ７ ９０．９０

Ⅳ期 ０ ０ ０ ２ １００．００

表３　　整合素αｖβ３ 表达强度与骨肉瘤分期的关系

分期
阴性

（狀）

弱阳性

（狀）

中阳性

（狀）

强阳性

（狀）

阳性率

（％）
犣 犘

Ⅱａ期 ３ ２ １ ０ ５０．００ ２０．１５６０．０１７

Ⅱｂ期 ３ ３ ３ ２ ７２．７３

Ⅲ期 ２ １ ２ ６ ８１．８２

Ⅳ期 ０ ０ ０ ２ １００．００

　Ａ：Ⅱ期；Ｂ：Ⅲ期；Ｃ：Ⅳ期；Ｄ：空白对照。

图１　　ＡＤＭ在不同分期骨肉瘤中的表达情况（ＳＡＢＣ法，×２００）

　Ａ：Ⅱ期；Ｂ：Ⅲ期；Ｃ：Ⅳ期；Ｄ：空白对照。

图２　　整合素αｖβ３ 在不同分期骨肉瘤中的表达情况（ＳＡＢＣ法，×２００）

２．３　ＡＤＭ和整合素αｖβ３ 在骨肉瘤组织中 ＡＬＤ的表达　结

果发现其ＡＬＤ数值也随着肿瘤分期上升而逐渐增高，且在不

同分期之间的差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表４。

表４　　ＡＤＭ与整合素αｖβ３ 在不同分期骨肉瘤组织中

　　　　　ＡＬＤ表达（狓±狊）

分期 狀 ＡＤＭ 整合素αｖβ３

Ⅱａ期 ６ ０．０３８１３±０．０１４４５ ０．０３１１２±０．０１５３２

Ⅱｂ期 １１ ０．０６０２１±０．０１２６８ ０．０４７５８±０．０１６２２

Ⅲ 期 １１ ０．０７８９１±０．０２４３８ ０．０６２３５±０．０２５７８

Ⅳ 期 ２ ０．０９６０２±０．０３２０１ ０．０８６０９±０．０２１９０

２．４　ＡＤＭ 与整合素αｖβ３ 表达的相关性　应用Ｓｐｅａｒｍａｎ直

线相关法计算两者在不同分期骨肉瘤组织中表达的相关性，求

得相关系数为狉＝０．８１７，犘＜０．０１。二者的表达变化水平呈正

相关关系。

３　讨　　论

３．１　骨肉瘤的分期标准　骨与软组织肉瘤的种类繁多，治疗

方式也与其病理类型密切相关，但真正影响治疗决策的则是肉

瘤分期，它直接决定了是否应该进行放化疗或手术。Ｅｎｎｅｋｉｎｇ

临床分期法虽然可以对骨肉瘤做出大概的分期，主要是用来评

估患者群体的治疗效果，但对每个患者制订手术治疗方案的帮

助并不大［５］。而２０１０年制定的ＡＪＣＣ分期系统是依据肿瘤的

组织学分级（Ｇ）、肿瘤大小（Ｔ）、淋巴结状态（Ｎ）和有无远处转

移（Ｍ）进行分期的。其中，后三者的评判标准都非常明确，但

对于组织学分级的标准仍存在争议［６８］。而ＦＮＣＬＣＣ分级法

则是依据肿瘤的分化程度、有丝分裂计数和肿瘤坏死程度对肿

瘤进行量化地分级评定，是对 ＡＪＣＣ法分级标准的量化和补

充。本实验将两种标准结合在一起使用，可以从宏观和微观的

角度判断骨肉瘤的分级和分期，有助于制定下一步的个体化治

疗方案。

３．２　ＡＤＭ和整合素αｖβ３ 与骨肉瘤的关系　侵袭和转移是骨

肉瘤重要的恶性生物学行为之一，是一个极其复杂的过程，主

要包括：原发癌肿瘤细胞的大量增殖、肿瘤血管生成、瘤细胞脱

落并侵入基质、进入脉管系统和瘤细胞在转移组织、器官上的

定位生长。这其中每一步都包含着多种细胞因子及多种细胞

信号传导通路的复杂调节作用。ＡＤＭ 可作为循环激素、旁分

泌激素及自分泌激素参与体内多种生理、病理过程［９］。且在多

种肿瘤中高表达，表现出强大的抑制肿瘤细胞凋亡和参与新生

血管形成的能力，能够促进肿瘤细胞增殖和血管生成，缓解肿

瘤内部相对缺氧的环境，有利于肿瘤的局部浸润和转移［１０］。

前期研究也发现，ＡＤＭ在骨肉瘤组织中的表达水平明显高于

正常组织，且在患者血浆中的水平也明显高于健康人，尤其是

转移组的血浆水平更是远高于未转移组［１１］。后来又发现

ＡＤＭ可以通过上调血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）的表达而参与

新生血管的生成，促进肿瘤发展，且沉默 ＡＤＭ 基因后，ＶＥＧＦ

的表达降低，裸鼠的瘤体增殖也受到明显抑制。

而整合素αｖβ３ 作为肿瘤细胞上的一类受体，在正常骨组

织中不表达或表达程度很低，但在骨肉瘤中表达明显，也随骨

肉瘤恶性程度增加而增高［１２］。可与Ⅰ、Ⅳ型胶原、ＬＭ、ＦＮ、纤
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维蛋白原等结合，增加瘤细胞的异质黏附力，参与细胞内外信

息的传递过程，并在肿瘤的新生血管生成和转移中起了重要的

作用［１３］。Ｌａｋｓｈｍｉｋａｎｔｈａｎ等
［１４］在研究整合素与肿瘤血管之

间关系时发现，整合素αｖβ３ 可以通过多条途径最终激活

ＶＥＧＦ信号通路来调控肿瘤血管的生成。Ｌｏｒｇｅｒ等
［１５］也发

现，整合素αｖβ３ 可以与 ＶＥＧＦ受体（ＶＥＧＦＲ）发生交联，协同

强化ＶＥＧＦ对其受体的激活作用，促进血管的生成，从而促进

肿瘤的侵袭转移。因此，整合素αｖβ３ 被认为是在肿瘤中新生

血管中一种重要而独立的预后标志。

本实验通过联合采用免疫组化ＳＡＢＣ法和测定蛋白ＡＬＤ

的方法，发现了骨肉瘤组织中ＡＤＭ和整合素αｖβ３ 的表达与患

者的性别、年龄、原发部位、ＧＴＭ 分期、ＦＮＣＬＣＣ肿瘤分级及

组织学分型之间差异无统计学意义（犘＞０．０５），但与肿瘤的体

积大小和肿瘤是否转移有关联。还证明了 ＡＤＭ 和整合素

αｖβ３ 的表达强弱随着骨肉瘤分期的上升逐渐增加，在不同的分

期之间差异均有统计学意义（犘＜０．０５），且二者在不同分期骨

肉瘤组织中的表达水平呈正相关。这可能是由于 ＡＤＭ 和整

合素αｖβ３ 都在肿瘤新生血管的过程中发挥着作用。分析其机

制可能是：肿瘤细胞旺盛的增殖能力导致了肿瘤体积地快速增

大，而仅靠其渗透作用而来的营养无法满足自身需要，故需要

形成大量的新生血管对肿瘤进行营养支持，此外肿瘤细胞还不

断分泌各种促进血管生成的细胞因子，如ＡＤＭ和整合素αｖβ３

来缓解这种相对缺氧的状态。目前已证实，ＡＤＭ 可抑制细胞

的凋亡及促进肿瘤新生血管的产生［１０，１６］；整合素αｖβ３ 可参与

新生的肿瘤血管内皮细胞的迁移、黏附并形成管形，同时也为

肿瘤转移的提供了新通道［１７］。

综上所述，ＡＤＭ和整合素αｖβ３ 在肿瘤的发展过程中均发

挥着重要作用，且二者在肿瘤新生血管功能上有着相似的表

现，提示二者之间可能存在协同促进作用，共同影响着肿瘤发

生和发展。这也为联合检测骨肉瘤中整合素αｖβ３ 与 ＡＤＭ 的

表达以预测骨肉瘤转移潜能及预后的研究提供了研究方向；对

研究ＡＤＭ和整合素在骨肉瘤中的作用机制及其相互关系，以

及对进一步揭示骨肉瘤的转移机理有着重要理论价值。
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［１６］ＬｉｕＡＧ，ＺｈａｎｇＸＺ，ＬｉＦＢ，ｅｔａｌ．ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔａｒｇｅ

ｔｉｎｇａｄｒｅｎｏｍｅｄｕｌｌｉｎｉｎｄｕｃｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｒｅｄｕｃｅｓｔｈｅ

ｇｒｏｗｔｈｏｆｈｕｍａｎｂｌａｄｄｅｒｕｒｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．

ＭｅｄＯｎｃｏｌ，２０１３，３０（３）：６１６．

［１７］ＬｏｎｓｄｏｒｆＡＳ，ＫｒａｍｅｒＢＦ，ＦａｈｒｌｅｉｔｎｅｒＭ，ｅｔａｌ．Ｅｎｇａｇｅｍｅｎｔ

ｏｆａｌｐｈａＩＩｂｂｅｔａ３（ＧＰＩＩｂ／ＩＩＩａ）ｗｉｔｈａｌｐｈａｎｕｂｅｔａ３ｉｎｔｅｇｒｉｎｍｅ

ｄｉａｔｅｓｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆｍｅｌａｎｏｍａｃｅｌｌｓｗｉｔｈｐｌａｔｅｌｅｔｓ：ａｃｏｎｎｅｃ

ｔｉｏｎｔｏｈｅｍａｔｏｇｅｎｏｕｓｍｅｔａｓｔａｓｉｓ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２０１２，２８７

（３）：２１６８２１７８．

（收稿日期：２０１４０２１４　修回日期：２０１４０３１６）

（上接第２４２７页）

［１１］谢阳桂，于秀，张玉泉，等．经阴道彩色多普勒超声对子宫

内膜癌筛查及术前分期评估的作用［Ｊ］．中华医学杂志，

２０１０，９０（３２）：２２５０２２５０．

［１２］邓庆梅．经阴道超声对５６例宫腔病变鉴别诊断的临床价

值［Ｊ］．重庆医学，２００９，３８（７）：８５５６３７．

［１３］ＪａｃｏｂｓＩ，ＧｅｎｔｒｙＭａｈａｒａｊＡ，ＢｕｒｎｅｌｌＭ，ｅｔａｌ．Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

ｏｆｔｒａｎｓｖａｇｉｎａｌｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｓｃｒｅｅｎｉｎｇｆｏｒｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌｃａｎｃ

ｅｒｉｎｐｏｓｔｍｅｎｏｐａｕｓａｌｗｏｍｅｎ：ａｃａｓｅｃｏｎｔｒｏｌｓｔｕｄｙｗｉｔｈｉｎ

ｔｈｅＵＫＣＴＯＣＳｃｏｈｏｒｔ［Ｊ］．ＬａｎｃｅｔＯｎｃｏｌ，２０１１，１２（１）：３８

４８．

［１４］李丹，王平，张燕．经阴道超声对子宫内膜病变的超声鉴

别诊断价值［Ｊ］．中国妇幼保健，２０１０，２５（１２）：１７３７１７３８．

（收稿日期：２０１４０２０８　修回日期：２０１４０３２７）

１３４２重庆医学２０１４年７月第４３卷第１９期




