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细胞外基质金属蛋白酶诱导因子和血管内皮生长因子在

骨巨细胞瘤中的表达及临床意义
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　　【摘要】　目的　研究骨巨细胞瘤（ＧＣＴ）中细胞外基质金属蛋白酶诱导因子（ＥＭＭＰＲＩＮ）ＣＤ１４７、血管内皮生

长因子（ＶＥＧＦ）的表达情况，探析两者间的相关性及与临床病理、预后、复发的关系，为临床判断ＧＣＴ生物学行为

及评估预后提供准确的检验指标，也为临床治疗提供新的思路。方法　选择２０１０年２至２０１３年４月隆昌县人民

医院行手术治疗的ＧＣＴ患者病理切片６８份，采用免疫组织化学法（即ＳＰ法）检测ＣＤ１４７、ＶＥＧＦ、基质金属蛋白酶

（ＭＭＰ）等分子表达情况，分析两者的相关性及患者病理资料、Ｊａｆｆｅ′ｓ分级、预后的影响因素。结果　患者性别、年

龄等一般资料与ＣＤ１４７、ＶＥＧＦ阳性表达无相关；各级Ｊａｆｆｅ′ｓ分级患者ＣＤ１４７和ＭＭＰ２阳性表达差异有统计学意

义（犘＜０．０５），预后各分组患者ＣＤ１４７、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９阳性表达差异有统计学意义（犘＜０．０５）；ＣＤ１４７和ＭＭＰ９、

ＶＥＡＦ的表达呈正相关（狉＝０．６９６，犘＝０．０２５；狉＝０．６７４，犘＝０．０００）。结论　ＣＤ１４７的阳性表达和ＧＣＴ患者病情

恶化以及复发有着密切的关系，并且和 ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ的阳性表达密切相关，是目前临床评价ＧＣＴ恶性程度以及

评估预后的重要检测指标。

【关键词】　细胞外基质金属蛋白酶诱导因子；　血管内皮生长因子；　骨巨细胞瘤；　基因金属蛋白酶；　免疫

组化学法
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　　骨巨细胞瘤（ＧＣＴ）是一种具有潜在侵袭及恶变的良性原

发性肿瘤，主要发生于２０～４０岁的女性，据统计资料显示，我

国ＧＣＴ发病率高于西方国家
［１］。ＧＣＴ患者病灶主要位于骨

骺，可扩展至干骺端甚至骨干。股骨远端、桡骨远端、胫骨近

端、肱骨近端、骶骨为 ＧＣＴ常见的发病部位。ＧＣＴ患者约

８０％为良性，２５％～５０％患者经治疗后复发，少数病情严重患

者会发生肺转移，极少患者在放疗或复发后恶变。目前，临床

上最常用Ｊａｆｆｅ′ｓ、Ｅｎｅｎｎｅｃｋｉｎｇ和Ｃａｍｐａｎａｃｃｉ外科分期法来划

分ＧＣＴ肿瘤期限，但这些分级并不能准确预测ＧＣＴ的生物学

行为。因此，需要探寻一种有效预测ＧＣＴ生物学行为及预后

的相关检测指标［２］。本研究对细胞外基质金属蛋白酶诱导因

子（ＥＭＭＰＲＩＮ）ＣＤ１４７、血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）在 ＧＣＴ

组织中的表达情况进行研究，并分析其与临床病理及预后的关

系，旨在为临床准确判断ＧＣＴ生物学行为及预后评估提供参

考，为临床治疗提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　材料来源　选择本院２０１０年２到２０１３年４月收治的

ＧＣＴ患者６８例，其中男２９例，女３９例，年龄１３～５６岁，平均

年龄（３３．５±４．７）岁，均行手术治疗。其中８例行刮除；２４例

行刮除＋骨移植；６例行切除＋骨移植；１６例行切除＋人工关

节置换；１４例行切除＋植骨。病变及取材部位：脊柱６例、尺

骨２例、桡骨５例、股骨２３例、胫骨１０例、骶骨１０例、髋骨５
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例、指骨７例。本研究选取的标本均经病理组织学证实为

ＧＣＴ并参照Ｊａｆｆｅ′ｓ外科分级标准
［３］：Ⅰ级２５例，Ⅱ级３４例，

Ⅲ级９例。入选标本均为患者手术过程中刮除或切除组织经

１０％中性甲醛固定，采用石蜡包埋，Ａｍｅｒｉｔｏｏｌ公司生产的切片

机４μｍ连续切片，并进行常规 ＨＥ染色。

１．２　试剂及设备　试剂免疫组化染色试剂盒（ＣＷ０１１８Ａ），浓

缩型ＤＡＢ试剂盒（Ｃ０１６８），抗原修复液（ＳＢＴ１０００１），兔抗人

ＣＤ１４７（１０１８６ＲＰ０１）、基质金属蛋白酶（ＭＭＰ）２、ＭＭＰ９、

ＶＥＧＦ多克隆抗体（ＨＧ１０００８Ｍ）均购于北京中衫金桥公司；

ＰＢＳ（Ｄ３１８３）、苏木精（ＧＴ５０８４）均购于西安科昊公司。Ａｍｅｒ

ｉｔｏｏｌ公司生产的切片机（ＤＹＱ４０１Ｋ）、Ｏｌｙｍｐｕｓ公司生产的显

微镜（ＥＸＴＥＣＨＭＣ２００）、Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司生产的离心机（ＲＯ

ＴＯＬＡＶＴＴ 细胞洗涤离心机）、ＧＩＬＳＯＮ公司生产的移液枪（Ｐｉ

ｐｅｔｍａｎＵｌｔｒａ）、江苏南通金余公司生产的水浴箱（ＣＪＢＳ１４０ｍｍ

×１４０ｍｍ）。Ｓｉｅｍｅｎｓ公司生产的４℃冰箱（ＭＢＣ４Ｖ３６８）。

１．３　方法

１．３．１　ＳＰ染色方法　石蜡包埋后，４μｍ连续切片，随后常

规脱蜡置水。每张切片抗原修复处理３次，每次２ｍｉｎ。磷酸

盐缓冲液（ＰＢＳ）冲洗３次，每次５ｍｉｎ，于室温下使用３％双氧

水处理，时间为１５ｍｉｎ，以彻底将内源性过氧化物酶活性消除。

再用ＰＢＳ冲洗３次，每次５ｍｉｎ，于室温下滴加５％山羊血清封

闭液，保持３０ｍｉｎ，将多余的液体除去。加入一抗，ＣＤ１４７（１∶

１００）、ＭＭＰ２（１∶１００）、ＭＭＰ９（１∶１５０）、ＶＥＧＦ（１∶１００），将

其置于４℃冰箱中过夜。于３７℃下孵育１ｈ。ＰＢＳ冲洗，每张

切片处理３次，每次５ｍｉｎ，加入通用的二抗后处理３０ｍｉｎ。

ＰＢＳ冲洗，每张切片处理３次，每次５ｍｉｎ，加入辣根酶表决链

霉素卵白素液后处理３０ｍｉｎ。ＰＢＳ冲洗，每张切片处理３次，

每次５ｍｉｎ，ＤＡＢ试剂显色，并于显微镜下仔细观察，５～１５

ｍｉｎ后水洗并终止显色反应。苏木精复染，脱水，透明，封片。

于高倍镜下观察每张切片，选取５个不同视野，观察阳性细胞

的数量以及染色情况，阳性细胞为胞浆或胞膜浅黄色或棕黄

色，综合阳性细胞数量以及染色强度进行分级［４］。阳性细胞所

占百分比分级评分标准：１分（１％～２５％）、２分（＞２５％～

５０％）、３分（＞５０％～７５％）、４分（＞７５％）；染色程度分级评分

标准：０分（无色）、１分（浅黄色）、２分（黄色）、３分（棕黄色）。

上述阳性细胞所占百分比分级评分×染色程度分级评分后分

为４个等级：０～１分为（－）、２～３分为（＋）、４～５分为（＋

＋）、＞６分为（＋＋＋）。

１．３．２　胃癌微血管密度计数方法　ＧＣＴ内任一的孤立棕黄

色细胞或细胞簇均视为一条单独的血管，有无官腔以及红细胞

并不作为判定为血管的必要条件，已经形成的肌层血管、分辨

不清、染色模糊的细胞不计，于低倍镜下找到内含微血管最为

丰富的肿瘤组织即“热点”，再于高倍镜下计数３个视野内的微

血管数目，取其平均值分析。

１．４　统计学处理　选择ＳＰＳＳ１８．０软件包对数据进行统计分

析，ＣＤ１４７、ＶＥＧＦ、ＭＭＰ９和患者性别、年龄、分级、预后之间

的关系采用非参数秩和检验，ＣＤ１４７和ＶＥＧＦ、ＭＭＰ９、ＭＭＰ

２表达的相关性采用Ｓｐｅａｒｍｅｎ分析，检验标准为α＝０．０５，

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　染色结果分析　ＣＤ１４７于 ＧＣＴ组织中染色强度不一，

单核机制细胞胞浆内和包膜上主要表达呈棕黄色颗粒状的阳

性物质，多核巨细胞也会存在少量的表达。ＭＭＰ２、ＭＭＰ９

主要表达于多核巨细胞，呈现胞浆着色，棕黄色为阳性物质，在

部分单核基质细胞中也有一定的表达。ＶＥＧＦ阳性表达于细

胞质内，多核和单核细胞内均有表达。

２．２　ＣＤ１４７、ＶＥＧＦ阳性表达和临床病理参数的关系分析　

患者性别、年龄等一般情况与ＣＤ１４７、ＶＥＧＦ阳性表达无相关

（犘＞０．０５）。各级Ｊａｆｆｅ′ｓ评级患者ＣＤ１４７和 ＭＭＰ２阳性表

达比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５），预后各分组患者

ＣＤ１４７、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９阳性表达比较，差异有统计学意义

（犘＜０．０５），见表１。

表１　Ｊａｆｆｅ′ｓ分级和预后和ＣＤ１４７、ＶＥＧＦ阳性表达的关系（狀）

因子
Ｊａｆｆｅ′ｓ分级

Ⅰ级（２５） Ⅱ级（３４） Ⅲ级（９）

预后

正常（４８） 恶变（５） 复发（１３） 转移（２）

ＣＤ１４７

　（－） ４ ３ ０ ５ ０ ２ ０

　（＋） ８ ９ ２ １４ １ ３ ０

　（＋＋） ９ １７ ５ ２１ ２ ７ １

　（＋＋＋） ４ ５ ２ ８ ２ ３ １

犘 ０．０４６ ０．００７

ＶＥＦＧ

　（＋） １３ ５ ４ １４ ３ ５ ０

　（＋＋） １０ ２６ ２ ３０ ２ ７ ０

　（＋＋＋） ２ ３ ２ ４ ０ １ ２

犘 ０．２１６ ０．０５３

ＭＭＰ２

　（＋） ７ ９ １ １３ ４ ３ ０

　（＋＋） １１ １８ ６ ３１ １ ６ ０

　（＋＋＋） ７ ７ ２ ５ ０ ４ ２

犘 ０．０３３ ０．０２５
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续表１　Ｊａｆｆｅ′ｓ分级和预后和ＣＤ１４７、ＶＥＧＦ阳性表达的关系（狀）

因子
Ｊａｆｆｅ′ｓ分级

Ⅰ级（２５） Ⅱ级（３４） Ⅲ级（９）

预后

正常（４８） 恶变（５） 复发（１３） 转移（２）

ＭＭＰ９

　（＋） ５ ７ １ １４ ０ １ ０

　（＋＋） ８ １１ ３ １５ ２ ７ ０

　（＋＋＋） １２ １６ ５ １９ ３ ５ ２

犘 ０．０５０ ０．０３６

２．３　ＣＤ１４７和ＶＥＧＦ阳性表达相关分析　通过Ｓｐｅａｒｍａｎ相

关性分析，ＣＤ１４７的表达和 ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ的表达呈正相关

（狉＝０．６９６，犘＝０．０２５；狉＝０．６７４，犘＝０．０００）。

３　讨　　论

ＧＣＴ是一种常见的骨原发性良性肿瘤，具有一定的恶变

能力，主要由单核细胞样细胞、单核基质细胞、多核巨细胞组

成，但是上述细胞的起源和在肿瘤发生及发展过程中的相关作

用还需临床进一步深入研究。另外，ＧＣＴ发生和发展涉及众

多细胞因子以及信号通路，其相关作用机制也尚未阐明。临床

上治疗ＧＣＴ首选方式为手术治疗，但术后患者仍存在复发及

恶变的可能［５］。

１９８２年Ｂｉｓｗａｓ发现ＣＤ１４７属于免疫球蛋白超家族成员

且广泛表达于细胞表面的跨膜糖蛋白，为多效性分子，在胎儿

的发育以及视网膜功能方面起着至关重要的作用，同时，胸腺

Ｔ细胞的发展，淋巴细胞应答程序、组织重建、空间认知、精子

发生等都有密切关系［６］。除了上述作用之外，ＣＤ１４７还在肿瘤

的发生、发展以及侵袭转移过程中发挥着重要的作用，主要表

现为以下几个方面。（１）促进肿瘤的侵袭和转移；（２）诱导肿瘤

血管的生成；（３）促进肿瘤细胞的锚着非依赖性生长。ＣＤ１４７

在肿瘤发展过程中还可以刺激并诱导 ＭＭＰ的生成，近年研究

发现，ＣＤ１４７还能直接诱导肿瘤细胞产生 ＭＭＰ
［７］。

体内外临床研究显示，ＣＤ１４７表达和 ＶＥＧＦ诱导具有十

分密切的关系，ＣＤ１４７过度表达时可刺激肿瘤生长及血管生

成。对于ＣＤ１４７糖基化的研究报道显示，ＣＤ１４７功能和附着

糖的类型与肿瘤存在直接联系，由此可推测细胞外基质在

ＣＤ１４７糖基化过程中发挥着重要的作用，同时考虑到 ＭＭＰ的

表达诱导也需要糖基化，由此提示，糖基化过程可能是调控

ＣＤ１４７的重要机制，可作为今后治疗方向进行研究
［８］。

近年来，越来越多的临床研究证实了肿瘤的组织学表现和

生物学行为之间存在不一致性，Ｊａｆｆｅ′ｓ分级以及Ｅｎｎｅｋｉｎｇ影

像学分级虽具有判定ＧＣＴ局部浸润的作用，但是无法预测其

复发和转移。本研究结果显示，患者性别、年龄等一般资料与

ＣＤ１４７、ＶＥＧＦ阳性表达无相关（犘＞０．０５）。由此说明患者年

龄、性别不能作为判断ＧＣＴ侵袭以及复发的指标。各级Ｊａｆｆｅ′

ｓ患者ＣＤ１４７和 ＭＭＰ２阳性表达差异有统计学意义（犘＜

０．０５），预后各分组患者ＣＤ１４７、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９阳性表达差

异有统计学意义（犘＜０．０５）。提示ＣＤ１４７、ＭＭＰｓ、ＧＣＴ侵袭

和预后有关，可作为临床评估ＧＣＴ患者预后的重要参考指标。

另外，ＣＤ１４７和ＶＥＧＦ、ＭＭＰ９等因子表达呈正相关，此结论

和宫颈癌等肿瘤组织情况相似，由此提示 ＣＤ１４７可能促进

ＶＥＧＦ的表达，并通过降解细胞外基质和促进肿瘤血管生成，

为肿瘤的增殖以及转移提供有利条件［８］。

综上所述，ＣＤ１４７的阳性表达和ＧＣＴ患者病情恶化以及

复发有着密切的关系，并且和 ＭＭＰ９、ＶＥＧＦ的阳性表达密切

相关，是目前临床上评价ＧＣＴ恶性程度以及评估预后的重要

检测指标。
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