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Abstract :Objective　To evaluate the relationship between the expression of Rb and Rb2/ p130 gene in os2
teosarcoma , and examine their possible effects on carcinogenesis and progression of osteosarcomas.

Methods　Sixty2two cases of osteosarcoma and 39 cases of osteochondroma and 51 cases of normal bone

tissues were examined with the method of SP immunohistochemist ry. Results　The result s of the study

showed : 1 . The expression rate of Rb , Rb2/ p130 gene in osteosarcoma was respectively 38 . 71 % and

27 . 42 % , and in osteochondroma was respectively was 84 . 62 % and 76 . 92 % , and in normal bone tissue2
was respectively was 94 . 12 % and 82 . 35 %. 2 . Both the expression rate of Rb and Rb2/ p130 gene in os2
teosarcoma was lower than that in osteochondroma and normal bone tissue ( P < 0 . 01) . 3 . There were no

significant difference between the expression rates of Rb and Rb2/ p130 in osteochondroma and normal

bone tissue ( P > 0 . 05) . 4 . There was significant positively correlations between the expression of Rb and

Rb2/ p130 gene in osteosarcoma ( r = 0 . 5265 , P < 0 . 01) . Conclusion　These result s demonst rated low ex2
pression of Rb and Rb2/ p130 gene may involve in the carcinogenesis and the development of osteosarcoma

and can reflect the malignant degree and prognosis of osteosarcoma.
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摘　要 :目的　探讨骨肉瘤 (Osteosarcoma , OS)中 Rb基因、Rb2/ p130 基因表达情况及两者间的相关

性。方法　用免疫组织化学 SP法检测 Rb、Rb2/ p130基因在 62例 OS、39例骨软骨瘤及 51例非肿瘤患

者患旁正常骨组织中的蛋白表达情况。结果 　1 . OS组中 p Rb、p Rb2/ p130 阳性率分别为38 . 71 %、

27 . 42 % ;2 .骨软骨瘤组中两者的阳性率分别为84 . 62 %、76 . 92 % ;3 .正常骨组织组中两者的阳性率分别

为94 . 12 %、82 . 35 % ;4 . OS组与骨软骨瘤组及正常骨组织组中二个基因表达差异均有统计学意义 ( P <

0 . 01) ;5 .在骨肉瘤中二个基因表达呈正相关 ,有统计学意义 ( r = 0 . 8743 , P < 0 . 01)。结论 　Rb、Rb2/

p130基因在骨肉瘤中以低表达方式存在 ,它们与骨肉瘤的发生、发展及预后关系密切 ,它们在骨肉瘤中

的表达呈正相关 ,并且有可能通过共同低表达来促使骨肉瘤的发生、发展 ,而它们共同作用的机制有待

进一步研究。
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0　引言

骨肉瘤是骨恶性肿瘤中最常见的一种 ,占骨肿

瘤总数的 12 . 3 % ,好发于 10～25 岁的青少年 ,是青

少年致残、甚至致命的重要原因之一 ,因此骨肉瘤已

经成为当今医学界十分重视的难题。近年来 ,随着

分子生物医学的发展 ,国内外学者对骨肉瘤的相关

癌基因及抑癌基因进行了较为深入的研究 ,其中 Rb

基因家族的重要成员视网膜母细胞瘤基因 ( Retino2
blastom gene ,Rb基因)及 Rb2/ p130 基因等相关的

研究较多 ,它们均属于典型的抑癌基因 ,所表达的蛋

白质结构和功能相似[ 1 ] ,在 OS中出现基因突变、缺

失或有纯合子缺失等改变是频发现象[ 223 ]。本研究

应用免疫组织化学技术 ,检测 Rb、Rb2/ p130基因在

OS中的表达情况 ,并分析两者间的相关性 ,探讨它

们在 OS的发生、发展及预后中的可能作用。
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1　资料和方法

1 . 1　病例的分组及处理

疾病组 1 :标本收集广西医科大学第一附属医院

脊柱骨病科 2001～2007 年间 ,手术活检骨肉瘤标本

62例 ,平均年龄 21 . 7岁 ,男 41例 ,女 21例 ,男女之比

为1 . 95∶1 ,所有病例术前均未经过化疗、放疗 ;疾病组

2 :同期 39 例骨软骨瘤的病例均为单发 ,平均年龄

23 . 8岁 ,男 25 例 ,女 14 例 ,男女比例为1 . 78∶1 ,标本

取肿瘤组织软骨帽部分为主 ;对照组 : 51例非肿瘤患

者患旁正常骨组织 ,平均年龄为21 . 4岁 ,男 32 例 ,女

19例 ,男女比例为1 . 68∶1 (2002～2007)。以上标本均

常规用 10 %福尔马林固定 (骨组织需脱钙 5～7 天)、

石蜡包埋、连续切片 ,厚约 4μm ,分别作 HE染色与免

疫组化染色。所有 HE染色石蜡切片均请两位病理

专家重新审阅 ,并对骨肉瘤进行病理分型。同时根据

相关临床资料按 Enneking[4 ]标准进行临床分期、根据

MRI测定肿瘤直径大小及记录有无转移等。

1 . 2　主要试剂

鼠抗人 Rb蛋白单克隆抗体、鼠抗人 Rb2/ p130

蛋白单克隆抗体及 SP试剂盒均购自福州迈新生物

技术开发公司 ,工作浓度均为即用型。

1 . 3　方法与操作步骤

采用免疫组织化学链霉菌素亲生物素2过氧化物
酶法 (SP法)。石蜡切片采用柠檬酸抗原修复缓冲液

高温抗原修复法 ;SP免疫组化染色严格按照试剂盒

上的步骤进行 ,其中阳性对照为已检出的 Rb、Rb2/

p130蛋白阳性片 ;PBS代替一抗作为阴性对照。

1 . 4　结果判定

Rb蛋白染色为标本中细胞核内出现颗粒状、棕

褐色染色 ; Rb2/ p130 蛋白染色为标本中细胞浆和

(或)细胞核内出现颗粒状、棕褐色染色[5 ]。每张骨肉

瘤切片 ,选取连续的 10 个高倍视野 ( ×400) ,每个视

野计数 100个细胞 ,算出各个视野中阳性细胞数的平

均百分比数作为该切片的阳性细胞百分比进行计分 ,

计算阳性细胞平均百分比 ;每一张骨软骨瘤及正常骨

组织切片选取连续的 10～20个高倍视野 (×400) ,分

别统计其中的所有阳性或阴性细胞 ,并计算它们的阳

性率。参照赵炬才[6 ]等提出的染色评判标准稍加改

良后按阳性细胞百分比将染色结果分为 3级 :阳性细

胞百分比小于 10 %为阴性 ( - ) ,介于 10 %和 51 %之

间为阳性 ( + ) ,大于 51 %为强阳性 ( + + ) ,阳性和强

阳性标本全部统计为阳性组进行统计学处理。

1 . 5　统计学方法

本实验采用 SPSS 11 . 0软件包中的χ2检验对各

组间 Rb、Rb2/ p130基因表达情况进行分析和处理 ,

图 1　骨肉瘤中 Rb蛋白呈阳性表达 ( ×400)

图 2　骨肉瘤中 Rb蛋白呈弱阳性表达 ( ×400)

图 3　骨肉瘤中 Rb2/ p130蛋白呈弱阳性表达 ( ×400)

图 4　骨肉瘤中 Rb2/ p130蛋白呈弱阳性表达 ( ×400)

以 P < 0 . 05为差异有统计学意义 ;用 Spearman 等

级相关检验分析 Rb、Rb2/ p130 基因在骨肉瘤中表

达的相关性。

2　结果

2 . 1　免疫组化染色结果

Rb蛋白染色在骨肉瘤、骨软骨瘤及正常骨组织

标本中表现为细胞核内深浅不一、粗细不等的颗粒

状、棕褐色染色 ,细胞浆未见明显着色 ;Rb2/ p130蛋

白染色在骨肉瘤、骨软骨瘤及正常骨组织标本中表

现为细胞核内和 (或)细胞浆内颗粒状、棕褐色染色 ,

阳性细胞多呈弥漫性或局灶性分布。

2 . 2　Rb基因在骨肉瘤、骨软骨瘤及正常骨组织标

本中表达情况

骨肉瘤组与骨软骨瘤组 Rb基因表达差异有统

计学意义 ( P = 0 . 0001) ,骨肉瘤组与正常骨组织组 Rb

基因表达差异有统计学意义 ( P = 0 . 0001) ,见表 1 ,与

沈为栋[7 ]等的报告相近 ,骨软骨瘤组与正常骨组织组

Rb基因表达差异没有统计学意义 ( P = 0 . 4381)。

2 . 3 　Rb2/ p130 基因在骨肉瘤、骨软骨瘤及正常骨

组织标本中表达情况

骨肉瘤组与骨软骨瘤组 Rb2/ p130 基因表达差

异有统计学意义 ( P = 0 . 0001) , 骨肉瘤组与正常骨

组织组 Rb2/ p130基因表达差异有统计学意义 ( P =

0 . 0001) ,骨软骨瘤组与正常骨组织组 Rb2/ p130基

因表达差异没有统计学意义 ( P = 0 . 1287) , 见表 1。

2 . 4　骨肉瘤中 Rb、Rb2/ p130基因表达与部分临床

指标的关系

　　Rb、Rb2/ p130基因在骨肉瘤不同临床 Ennek2
ing分期中、肿瘤大小[ 8 ]、转移及不同病理类型的表

达关系 ,见表 2。
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表 1　Rb、Rb2/ p130基因在骨肉瘤、骨软骨瘤及正常骨组织标本中表达情况

Tab 1　The expression of Rb gene and Rb2/ p130 gene in osteosarcoma tissue ,osteochondroma tissue and normal bone tissue

Group s n
Expression of Rb gene Expression of Rb2/ p130 gene Positive expressing rates ( %)

- + + + - + + + Rb Rb2/ p130

osteochondroma 39 6 14 19 9 12 18 84 . 62 76 . 92

normal bone
tissues

51 3 15 33 10 13 28 94 . 12 82 . 35

osteosarcomas 62 38 17 7 44 10 6 38 . 71 27 . 42

表 2　骨肉瘤 Rb、Rb2 / p130基因表达与临床、病理关系

Tab 2　The expression of Rb gene and Rb2/ p130 gene in osteosarcoma tissue and its relationship with clinical and pathologic type

Groups n
Positive expression
cases of Rb gene

Positive expression
cases of Rb2/ p130 gene

Positive rates ( %)

Rb Rb2/ p130

Total 62 24 17 38 . 71 27 . 42

Diameter ≤7 cm 34 20 13 58 . 82 38 . 24

> 7cm 28 4 4 14 . 29 14 . 29

Metastases Negative 47 22 16 46 . 81 34 . 04

Positive 15 2 1 13 . 33 6 . 67

Enneking IIA 32 18 14 54 . 55 43 . 75

stage IIB 17 3 2 17 . 65 11 . 76

III 13 2 1 15 . 38 7 . 69

骨母细胞型 36 12 8 33 . 33 22 . 22

软骨母细胞型 10 5 3 50 . 00 30 . 00

纤维母细胞型 12 5 4 41 . 67 33 . 33

Others 4 2 2 50 . 00 50 . 00

　　3有无转移比较 Rb 为 P = 0 . 0187 , Rb2/ p130 为 P = 0 . 0342 ; 3 3 肿瘤大小比较 Rb 为 P = 0 . 0192 , Rb2/ p130 为 P =
0 . 0329 ; 3 3 3 Enneking分期 IIA期与 IIB、III期比较 Rb为 P = 0 . 028 , P = 0 . 013 ;Rb2/ p130为 P = 0 . 022 , P = 0 . 0194 ; 3 3 3 3不同
病理类型比较均为 P > 0 . 05

2 . 5　骨肉瘤中 Rb、Rb2/ p130基因表达强度之间的

相互关系

Rb基因与 Rb2/ p130 基因在骨肉瘤中的表达

具有一致性 ,即 Rb 基因的表达低 ,多同时合并有

Rb2/ p130基因表达降低 ,两者呈正相关 ,见表 3。

表 3　骨肉瘤中 Rb、Rb2 / p130基因表达

强度之间的相互关系

Tab 3　The relationship of the expression of Rb gene

and Rb2/ p130 gene in osteosarcoma

Rb gene n
Rb2/ p130 gene

- + + +

- 38 36 3 1

+ 17 7 5 2

+ + 7 2 3 3

Total 62 45 11 6

　　r = 0 . 5265 ,χ2 = 14 . 81 , P < 0 . 01

3　讨论

目前众多研究表明 ,Rb基因是一个重要的肿瘤

抑制基因 ,其表达的蛋白质通过对细胞周期中的一个

重要调控点 G1 / S交界处的 R点的负性调控来促进

细胞的分化与成熟 ,从而起到抑制细胞恶变的作

用[9 ] ,其发生功能异常或缺失时 ,可导致细胞恶变。

而骨肉瘤组织或细胞株中 Rb基因缺失或突变 ,不能

产生 Rb蛋白 ,被认为是骨肉瘤形成的重要原因之一 ,

Rb基因低表达与骨肉瘤分化差、易于发生肿瘤转移

及复发有关 ,且 pRb 指数越低 ,骨肉瘤患者预后越

差[10211 ]。本研究显示 ,Rb基因在骨肉瘤中的表达率

明显低于骨软骨瘤与正常骨组织中的表达 ,这说明了

Rb基因作为抑癌基因在骨肉瘤中表达下降 ,并因此

失去其对细胞周期的负性调控作用 ,从而使细胞失去

分化能力 ,造成细胞异常增殖 ,导致肿瘤发生。Pati2
no2Garcia等[12 ]研究发现 ,Rb基因的改变不但与骨肉

瘤的发生有关 ,而且与其预后密切相关。本实验中 ,

Enneking临床分期为ⅡA期的骨肉瘤中 Rb基因阳性

表达明显高于分期为ⅡB及Ⅲ期的骨肉瘤 ,还有肿瘤直

径 > 7 cm的患者标本中 Rb基因表达阳性率明显低

于肿瘤直径≤7 cm的骨肉瘤 ,而且有转移的骨肉瘤标

本中 Rb基因阳性表达亦明显低于肿瘤无转移的骨

肉瘤标本 ,这些均表明了 Rb基因表达下降促进细胞

分化功能下降 ,使分化低的骨肉瘤细胞增多 ,是骨肉

瘤发生发展的重要原因之一 ,可作为骨肉瘤预后评价

的参考指标之一 ,并再次认证了 Rb基因在骨肉瘤中

作为抑癌基因的重要角色。

Rb2/ p130基因是在 1993年被发现并克隆成功

的一个抑癌基因 ,属 Rb基因家族 ,它所表达的蛋白

质 p Rb2/ p130通过对细胞周期中维持 G0期细胞的
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转录静止负性调控来促进细胞的分化与成熟 ,从而

抑制细胞的恶变 ,是其发挥抑癌功能的重要方式 ,它

在人体内的各种正常组织中具有广泛的表达[ 2 ]。

Rb2/ p130基因发生异常或缺失与多种肿瘤的发生、

发展密切相关 ,国外有关研究表明 ,Rb2/ p130 基因

低表达或阴性表达在很多恶性肿瘤中是一个频发事

件[ 13 ]。而本实验骨肉瘤标本中 Rb2/ p130基因有一

定程度的表达 ,但明显低于骨软骨瘤与正常骨组织。

从本实验中还可以看到肿瘤 > 7 cm的标本中 Rb2/

p130基因表达明显低于肿瘤≤7 cm组 ,有转移的骨

肉瘤标本中 Rb2/ p130 基因表达明显低于无转移

组 ,并且 Enneking 临床分期越低的骨肉瘤标本中

Rb2/ p130基因表达越低 ,这些都说明了 Rb2/ p130

基因作为抑癌基因在骨肉瘤中表达下降 ,从而失去

维持 G0期细胞的转录静止及其对细胞周期的负性

调控的作用 ,使 DNA 合成增加 ,大量细胞进入 S

期 ,造成细胞异常增殖 ,导致肿瘤发生发展。Rb2/

p130表达下降也使其促进细胞分化功能下降 ,使分

化低的骨肉瘤细胞增多 ,是骨肉瘤发生发展、侵袭性

强、预后不佳的重要原因之一 ,亦可作为骨肉瘤预后

评价的参考指标之一 ,同时也说明了 Rb2/ p130 基

因在骨肉瘤中表现为一个重要抑癌基因。

研究业已表明 Rb基因和 Rb2/ p130基因均为典

型的抑癌基因 ,它们在正常组织中广泛表达 ,Rb基因

和 Rb2/ p130基因具有共同的生物学功能 ,即负向调

控细胞周期[14 ]。有学者在 Rb基因缺失的骨肉瘤细

胞中导入 Rb2/ p130基因也能抑制肿瘤细胞的生长 ,

这提示在骨肉瘤细胞中 Rb2/ p130 蛋白与 pRb的功

能相似 ,在功能上可能存在一定程度的重叠[15 ] ;研究

表明 ,虽然 Rb蛋白与 Rb2/ p130 蛋白生物学功能非

常相近而互相重叠 ,但是在肿瘤的发生发展中的作用

有一定差别 ,即 Rb蛋白在抑制肿瘤的发生中所起的

作用较为明显 ,而 Rb2/ p130蛋白的重要性 ,则体现在

对肿瘤进展的抑制作用[16 ]。本研究中我们结合 Rb

基因的表达情况进行研究 ,发现 Rb基因与 Rb2/ p130

基因在骨肉瘤中的表达具有明显的一致性 ,即 Rb基

因的表达低 ,多同时合并有 Rb2/ p130基因表达降低 ,

两者呈正相关 ,根据实验结果我们可以推断 :骨肉瘤

的发生发展可能是因为 Rb基因突变或缺失 ,而该基

因表达缺失或降低 ,对细胞周期的负性调控作用减弱

或丧失 ,使细胞异常增殖 ,导致肿瘤发生 ,同时 ,由于

Rb基因与 Rb2/ p130基因生物学功能相似 ,在细胞周

期的调控功能上有部分重叠 ,即 Rb2/ p130基因的存

在可部分补充因 Rb基因突变或缺失的情况下对细

胞周期的负性调控作用 ,肿瘤可处于相对稳定状态 ,

如同时伴有 Rb2/ p130 基因的突变或缺失 ,则进一步

失去对细胞周期的负性调控作用 ,使大量细胞进入 S

期 ,造成细胞异常增殖 ,加快细胞的恶变 ,从而促进已

经形成的肿瘤的发展。因此我们可以认为 : Rb基因

与 Rb2/ p130基因在骨肉瘤中的表达情况是骨肉瘤预

后的重要标志 ,而对骨肉瘤预后因素的研究可以较好

地指导临床治疗及预后判断 ;本实验研究了 Rb基因

与 Rb2/ p130基因在骨肉瘤中表达水平及其相关性 ,

而它们在骨肉瘤的发生、发展中相互作用的确切机制

如何 ,有待进一步深入研究。
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