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【摘要】 目的 探讨P糖蛋白(P—glycoprotain，P—gp)在骨肉瘤(osteosarcoma，0S)患者中的表达意

义，以及与0S多药耐药(multid九lg resistant，MDR)机理的联系。方法 收集87例0S病理标本，参照

2002年WH0软组织和骨肿瘤病理学及遗传学分类进行组织学分型。选用6例骨软骨瘤(osteochon—

droma，0CH)和5例正常骨组织标本作对照。采用抗P-gp单克隆抗体进行免疫组织化学染色。在光镜

下观察、计算每例0S中P—gp的阳性细胞数占总细胞数的百分比进行等级分组统计学处理。结果 (1)

P—gp在OS、0CH和正常骨组织中的阳性表达率分别为60．92％(53／87)、16．67％(1／6)和0％(O／5)；0S患

者P-gp阳性表达率明显高于0CH和正常骨组织(P<0．05)。(2)P—gp着色强度和细胞阳性率呈正相关，

相关系数耶=O．940，o．983，P<O．05。(3)OS各亚型之间P—gp的表达经秩和检验显示差异无统计学意义

(尸>0．05)，各亚型两两之间差异无统计学意义(D 0．05)。结论 研究结果表明P—gp可能是0S MDR

的主要作用机制；P—gp在0S着色强度和细胞阳性率呈正相关；0S各亚型之间P—gp的阳性表达率总体

分布无统计学意义；由于OS中P—gp影响MDR，因此在选择检测0S组织细胞MDR时，可用免疫组织

化学方法检测。

【关键词】骨肉瘤；P一糖蛋白；抗药性，多药；免疫组织化学
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【Abstract】 Objective 7I’0 decect the expression of P～gp in osteosarcoma(0S)，to evaluate the validity

of expression of P—gp in prediction muIlidⅢg resistant(MDR)of 0S，further，to clarify the mechanism of MDR．

Methods In this retrospec“ve study immunohistochemical staining fbr P—gp was peIf0珊ed in 87 cases of 0S

according to 2002 WH0 classi6cation of pathology&genetics of soft tissure and bone tumors．This immuno—

hisochemical staining was also perf0Hned in 6 osteochondroma(0CH)and 5 nomal bone tissues(NB)as control

specimens．Formalin fixed，parpfnn embedded“ssues in 87 cases of 0S were ped．onned using immunohisto—

chemieal stain to detect the expression of P—gp．Ljght microscopes were used to recognize and calculate the

percentage of positive cells of P—gp．The correla“on among OS，NB and OCH were analyzed with the SPSS(sta—
tistical package)using Chi—square Test．The coITelation among histological subtypes of OS weI．e analyzed by

Kruskal—Wallis Independent Samples Tests．Reslllts The positive expression rates of P—gp were OS 60．92％

(53／87)，0CH 16．67％(1，6)and NB 0％(O，5)respectively．Statistically，the diffeI℃nce belween 0S and 0CH or

NB was significant (P<0．05)．The positive expression rates of P—gp in 0S increased obviously in comparison

with those in 0CH and NB(Jp<O．05)．The diⅡbrence of posjtive expression rates of P—gp between histological

subtypes of 0S had no sta“s“cal signincance OF≥0．05)．Bivariate coITela“ons between posi“ve expression rates

of P—gp staining and the intensity of P—gp expression had statistical signincance (瑚=0．940，0．983，尸<0．05)．
Conclusion Expression of P—gp may be the chief mechanism of MDR of 0S and may be an important parame—

ter to predict the prognosis of patients with 0S．The intensity of P—gp is coH．elatiVe with the posi“ve I-ates of P—

gp．The available evidence showed conclusively that the positive expression rates of P—gp among histological

subtypes of 0S were not difkI℃nt．A compa“son of the histologic subtypes is dispensable when we detected the

expIession of P—gp in 0S．Tb detect the expression of P—gp should be commended in 0S．

【Key words】 Osteosarcoma；P—glycopmtein；Drug resistance。mul“ple；Immunohistochemistry

骨肉瘤(osteosarcoma，OS)是一种主要发生于青 少年的原发性恶性骨肿瘤，病死率极高。近20余年
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来，尽管使用了新辅助化疗，仍有至少1／3的0S患

者死于此病”】。究其原因，大多数患者死亡是由于0S

肿瘤细胞对化疗药物产生多药耐药(multidmg re—

sistant，MDR)导致的闭，其机理仍然不明确。

肿瘤细胞的MDR是指肿瘤细胞对结构各异、

作用机制各不相同的多种化疗药物的交叉耐受特性

【3】。MDR现象广泛存在于多种肿瘤细胞中，是肿瘤成

功化疗最严重的障碍之一。研究认为在肿瘤细胞中

MDR的机制和P糖蛋白(P—glyc叩mtein，P—gp)过度

表达有关，这一点已经在有关实验和相关临床实践

中得到证实【3]。本研究采用免疫组织化学方法检测

OS中P—gp表达，以探讨OS MDR的主要作用机制，

并探讨OS中P—gp与0S组织学亚型有无关系，同

时也摸索一条有效、经济、可重复和简便的方法来检

测OS细胞的MDR，从而为临床新辅助化疗提供可

靠的依据。

l材料与方法

1．1标本 选取天津市天津医院1980—2007年经

病理学确诊的0S病例手术切除标本87例。OS患

者术前均未接受过化疗。OS组织学分型参照2002

年WHO骨肿瘤分类标准：其中包括成骨细胞性骨

肉瘤(osteoblastic osteosarcoma，ObOS)25例，成软骨

细胞性骨肉瘤(chondroblastic osteo sarcoma，ChOS)

28例，成纤维细胞性骨肉瘤(fibroblastic osteosarco．

ma，FbOS)13例，恶性纤维组织细胞瘤型骨肉瘤

(malignant fibrous histiocytoma type osteosarcoma，

MFHOS)9例，小细胞瘤性骨肉瘤(smaU ceU os．

teosarcoma，ScOS)5例，血管扩张性骨肉瘤(telang—

iectatic osteosarcoma，TOS)5例，富含巨细胞型骨肉

瘤(giant ceU rich osteosarcoma，GcOS)2例，共计87

例标本。另外选取6例骨软骨瘤(osteochondroma，

OCH)和5例正常骨组织(no肿al bone tissues，NB)，

以及作为免疫组化阳性对照的’肾脏组织，均经资深

骨病理专家确诊。

1．2抗体及相关试剂 鼠抗人P—gp(JBS—1)单克

隆抗体工作液、Supervision抗鼠检测试剂(HRP)均

购自上海长岛生物技术有限公司。二氨基联苯胺

(DBA)显色试剂盒，购自北京中杉生物技术有限公

司。染色相关化学试剂，均为国产分析纯试剂。

1．3染色方法标本经10％福尔马林液固定，梯度

酒精脱水、二甲苯透明、浸蜡、石蜡包埋，石蜡切片机

5斗m连续切片，60℃烤片6 h，载玻片涂APES防脱

片胶处理。免疫组织化学染色采用SP法，具体步骤

如下：脱蜡至水，Tris液洗两遍，每次5 min。0．5％甲

醇一过氧化氢封闭30 min以灭活内源性过氧化物

酶，Tris液洗两遍，每次5 min；枸橼酸盐缓冲液微波

抗原修复，自然冷却，Tris液洗两遍，每次5 min。滴

加10％山羊血清室温孵育30 min，倾去羊血清，滴加

鼠抗人P—gp单克隆抗体，4℃冰箱过夜。切片恢复

室温30 min，Tris液中震洗两遍，每次5 min。滴加

Anti—Mouse—HRP生物素标记的二抗，室温孵育30

min，Tris液洗两次，每次5 min。加DAB显色，镜下

观察，Tris终止显色。苏木精复染、脱水、透明封片，

光镜下观察。阳性对照P—gp选用肾脏组织，OCH和

NB为阴性对照。用Tris液代替一抗作为空白对照。

1．4 阳性结果判定 P—gp阳性产物呈棕黄色细颗

粒状，主要定位于细胞膜，部分胞质中亦可见阳性产

物，细胞膜或细胞浆内出现棕黄色颗粒判定为P—gp

阳性细胞。按照半定量方法，每例随机观察5个高倍

视野(×400)，判断标准以“+”号表示，计算阳性细胞

表达数占总细胞数的百分率：<10％为阴性；1l％～

25％为(+)；26％～75％为(++)；≥76％为(+++)。

1．5统计学处理采用SPSS 1 1．5统计软件包进行

统计分析，Os组与OCH组和NB组的比较采用r

检验。0S各亚型之间P—gp的总体分布差异性选用

多个独立样本比较的秩和检验，又将各亚型两两比

较采用秩和检验。P—gp着色强度和细胞阳性率的关

系选用多元相关性分析。

2 结果

2．1 P—gp在OS、OCH和NB中的表达 P—gp阳性

细胞镜下可见其表达产物呈棕黄色细颗粒状，轮廓

清楚，主要定位于OS肿瘤细胞膜，部分肿瘤细胞的

细胞膜和细胞浆内均出现棕黄色颗粒。P—gp阳性细

胞部分呈弥散性分布，部分呈灶性分布(见图1—4)。

在87例OS中P—gp的阳性表达共53例为

60．92％(53／87)。其中，低表达率(+)19例为21．84％

(19／87)，中表达率(++)20例为22．99％(20／87)，高

表达率(+++)14例为16．09％(14／87))；在6例OCH

中仅有l例P—gp的表达呈阳性，为16．67％；在5例

正常骨组织中P—gp的表达均为阴性。

经r检验结果显示0s中P—gp的表达率与

0CH、NB比较差异均有统计学意义(P均<0．05)，P—

gp表达率均高于OCH和NB。详见表1。

2．2 P—gp在0S各亚型中的表达 为了进一步明

确0S 中 Ob0S、ChOS、Fb0S、MFHOS、TOS、Sc0S、

GcOS各亚型P—gp表达有无差异，经多个独立样本

比较的秩和检验，结果显示OS各亚型之间P—gp的

总体分布差异无统计学意义(尸>0．05)。详见表2。
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喋呤等新辅助化疗治疗0S以来，5年生存率已达到

60％。但80％的患者在确诊时已有微小转移，有近一

半患者在2～3年内死于肺转移。Bruheim等Ⅲ研究OS

耐药细胞株时，认为化疗联合外科手术是控制OS

的有效方法，但是尽管使用了新辅助化疗，仍有至少

1／3的OS患者死于此病。究其原因，大多数患者死

亡是由于0S肿瘤细胞对化疗药物产生MDR导致

的【2】。

MDR一词是由Biedler等∞3于1970年提出的，

他们用化疗药物逐级诱导建立了MDR细胞株，在

体外发现了MDR现象。肿瘤细胞的MDR是指肿瘤

细胞对结构各异、作用机制各不相同的多种化疗药

物的交叉耐受特性。哺乳动物的MDR基因是一个

小家族，在人类由MDRl和MDR3组成。研究【41表

明：仅MDRl基因及其产物决定细胞的MDR表型，

MDR3和胆汁盐的转运有关。人的MDRl基因组定

位在(7q21．1)，含28个外显子，转录4．5 Kb的mR—

NA，编码由1280个氨基酸组成的蛋白质。MDRl基

因的表达产物定位于细胞膜，是一种相对分子质量

为170×103的浆膜糖蛋白，故称P—170蛋白或P—

gp，是转运蛋白其中的一种。不仅在各种肿瘤细胞表

达，也在正常组织表达，这与人体组织防御系统的生

理功能有关。

P—gp由两个等长的同源部分组成，两部分的同

源性接近80％。在其每一部分均含有6个疏水的跨

膜区和一个ATP结合位点。从P—gp的结构推测和

后来的试验证实，该蛋白是一种能量依赖型细胞膜

转运系统蛋白质，起外排泵作用，由ATP供能，P—gp

将细胞内化疗药物逆浓度泵至细胞外。其数量增加

将导致药物排出增加以及细胞内药物浓度减少，使

细胞内化疗药物达不到有效杀伤剂量而产生耐药

性。有很多底物如蒽环形抗肿瘤药、长春碱类、抗生

素类以及相关非细胞毒素类。人们研究认为在肿瘤

细胞中MDR的机制和P—gp过度表达有关，这一点

已经在有关实验和相关临床实践中得到证实【5一。

2008年Zeng等盯3研究0S MDR表型的分化特征过

程中发现，P—gp的表达预示着0S向成熟分化，而这

一分化状态是多种因素、多种分子生物学行为的结

果。

肿瘤细胞MDR现象分两类，一类是内在性耐

药，肿瘤细胞耐药现象在开始化疗前就存在，即对药

物具有抗药性，称内在性耐药或天然耐药。另一类，

获得性耐药，表现为肿瘤细胞初始对化疗敏感，但经

过数疗程化疗后，肿瘤细胞对化疗药物产生了抗药

性，而且除对化疗药物本身产生抗药性外，还对其它

结构和作用机理不同的多种药物也同时产生交叉耐

药。【Jee等㈣监测7例0S患者MDRl／mRNA，发现肿

瘤内不同部位，化疗前后及转移前后MDRl／mRNA

表达无差异，提示内在性耐药细胞群的存在是0S

化疗失败的主要原因。

本研究通过免疫组化方法对87例0S组织标

本进行染色，结果显示OS患者P—gp表达明显高于

NB和0CH。由此，可以推测P—gp可能是0S的主要

作用机制。OS的各亚型之间P—gp的表达差异无统

计学意义，因此在分析OS中P—gp的表达时可以不

考虑OS亚型的因素。

关于着色强度和阳性率哪个更有意义，Beck等

吲国际MDR合作组织认为目前难分高低。本组结果

通过多元相关分析表明P—gp着色强度与细胞阳性

率呈正相关。沈靖南等¨叫的研究也证明P—gp着色强

度和P—gp阳性率呈等级正相关，和本研究的结果一

致。文章还认为部分OS病例随访未到12个月时，

P—gp着色强度是唯一的与预后呈负相关的指标，但

随访期超过1年后，P—gp着色强度和阳性率都显示

有统计学意义。

本文的实验结果表明0S中P—gp阳性表达明

显高于OCH和NB，P—gp可能是OS MDR的主要作

用机制。研究结果还表明P—gp与化疗前的OS组织

学分型无关，在分析0S中P—gp的表达时可以不考

虑0S的亚型。另外化疗前0S的P—gp在OS中的表

表3 0S中各亚型P—gp表达两两比较r(P)统计结果
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达水平与f临床抗MDR治疗预后和疗效尚需进一步 5 okada T，Tanaka K，Nakatani F，et al-InvolVement of P—glycopmtein

评价。 and MRPl in resistance to cyclic tet“p8ptide subfamily of histone

2003年Pakos等””采用免疫组织化学方法检测

OS中P—gp，结果显示P—gp表达与病程进展强相

关。2006年戴闽等【121通过研究认为，OS组织中P—gp

表达对化疗预后有一定的应用价值。

本文实验结果显示在0S中P—gp总的阳性表

达率60．92％，从而可以认为免疫组织化学方法是检

测OS肿瘤组织MDR有效、经济、可重复和简便的

方法，再结合半定量方法，可为临床化疗及预后评估

提供可靠依据。对于P—gp与临床的预后和治疗，以

及由此引出的MDR逆转录剂等的研究，还有待进

一步探讨。
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