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骨桥蛋白预测早期非小细胞肺癌患者预后
的意义
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Abstract: Objective  To investigate the expression of osteopontin (OPN) in non-small cell lung cancer 
(NSCLC) tissues and its relationship with the prognosis of patients. Methods  Immunohistochemistry 
(IHC) was applied to detect OPN expression in 84 cases of NSCLC tissues. The relationship between OPN 
expression and clinicopathological factors, overall survival(OS), disease-free survival(DFS) of the patients 
were analyzed by Chi-square test and Kaplan-Meier survival curve. Results  The expression of OPN was 
83.3% (70/84) in 84 cases of NSCLC tissues. Moreover, for patients with tumor-node-metastasis (TNM) 
stage, OS and DFS in OPN negative group were significantly higher than those in OPN positive group 
(χ 2=9.722, P=0.019; χ 2=6.064, P=0.014), however, there was no significance between the expression of OPN 
and the prognosis of patients with advanced stage NSCLC. Conclusion  OPN is commonly expressed in 
NSCLC tissues and could be a novel prognostic biomarker for early stage NSCLC patients.
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摘  要：目的  探讨骨桥蛋白（osteopontin，OPN）在非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer，
NSCLC）中的表达和预后意义。方法  采用免疫组织化学法检测84例非小细胞肺癌组织中OPN表达

情况，利用χ 2检验和Kaplan-Meier生存曲线分析OPN表达与临床病理相关因素及患者术后总生存时间

（overall survival，OS）、无疾病生存时间（disease-free survival，DFS）的关系。结果  84例非小细

胞肺癌组织中OPN阳性表达率为83.3%（70/84）。在早期患者中，OPN阴性表达组DFS和OS长于OPN
阳性组（χ 2=9.722，P=0.019；χ 2=6.064，P=0.014）。而晚期患者OPN阴性表达组DFS和OS与阳性组间

比较差异无统计学意义。结论  非小细胞肺癌组织中存在OPN表达，OPN可能成为预测早期NSCLC
患者预后的参考指标。
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0  引言
肺癌是全球高发病率的恶性肿瘤之一，非小

细胞肺癌（non-small cell lung cancer，NSCLC）约

占肺癌的80%~85%[1]。近年来，肿瘤早期诊断技

术和综合性治疗策略都有了很大进步，但其预后

仍不能令人满意，约40%的早期患者会在术后出现

局部复发或远处转移[2-3]。目前，对非小细胞肺癌

患者预后因素的研究进展缓慢。传统的临床病理

特征如性别、年龄、分化程度和临床分期（tumor-
node-metastasis，TNM）等有助于评估患者的预后
[4-5]，但这些因素仍不能准确评估患者的预后，即

使是TNM分期相同的患者，其预后也不尽一致，

这说明肿瘤的生物学行为存在异质性和复杂性。

有研究表明骨桥蛋白（osteopontin，OPN）是参与

调节肿瘤转移过程中的重要分子之一，OPN通过
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与整合素受体和CD44结合激活细胞核内的一系列

信号通路，促进肿瘤局部进展或远处转移[6-7]。本

研究通过免疫组织化学法检测OPN在不同临床分

期NSCLC患者癌组织中的表达情况，评估OPN表

达与患者临床病理相关因素及预后的关系，特别

是与早期患者预后的关系。

1  资料与方法
1.1  临床资料

84例NSCLC患者选自2004年6月—2010年12月

天津医科大学附属肿瘤医院住院患者，均行外科

手术并经病理学确诊。其中男52例、女32例，年

龄35~77岁，中位年龄62岁。病理类型依据WHO
肺癌组织学分类，鳞癌43例、腺癌41例。临床分

期按UICC( 2009）分期标准：Ⅰ期27例、Ⅱ期22
例、Ⅲ~Ⅳ期35例。

1.2  免疫组织化学法

按EliVisionTM plus/HRP检测试剂盒说明书进

行染色。将10%福尔马林固定、石蜡包埋的癌组

织制成4~5 μm切片，进行常规脱蜡、水化，接着

浸到0.01 mol/L、pH=6.0的枸橼酸盐缓冲液里，利

用高压在130℃的环境下，行150 s 抗原修复。鼠

抗人OPN多克隆抗体（SC-73631，美国Santa Cruz
公司），稀释浓度1∶100，4℃孵育过夜。二抗

（EliVisionTM plus 试剂盒，福建迈新公司）孵育

30 min，DAB显色时间为90 s，利用苏木精进行细

胞核染色，染色时间5 min。以已知阳性组织（乳

腺浸润性导管癌）切片作为阳性对照，以磷酸盐

缓冲溶液(PBS)代替一抗作阴性对照。

1.3  OPN蛋白表达的判定标准

OPN蛋白阳性表达为肿瘤细胞质内产生棕黄色

颗粒，由两位病理医师在不了解临床资料的前提

下，对每张切片的免疫组织化学结果进行判定：随

机观察5个高倍视野，计数100个细胞，依据阳性细

胞比率及着色深度综合评定。无色为0分，淡黄色

为1分，棕黄色为2分，棕褐色为3分；阳性细胞评

分标准: 显微镜下随机取5个视野，根据每个视野

中癌细胞或肺泡上皮细胞的阳性细胞比例进行评

分，＜1%为0分，1%~10% 为1分，＞10%~30% 为
2分，＞30%为3分；总分=着色深度评分×阳性细胞

比率评分，≤2分记为“－”，≥3分为“+”[8]。

1.4  随访情况

所有患者均有完整的随访资料，通过复查病

历及门诊登记电话的方式进行随访，随访截止日

期为2013年10月1日，其中57例患者已死亡，27例

患者存活。患者生存时间从手术确诊日期开始至

死亡日期或随访截止日期，无病生存时间则以影

像学检查（双锁骨上淋巴结B型超声，胸、肝、

肾上腺CT、脑MR/CT、骨扫描检查）发现患者复

发、远处转移为终点，两者均以月为单位计算。

1.5  统计学方法

应用SPSS20.0 统计软件对所有资料行统计学

分析，计数资料以率（%）表示，OPN在非小细胞

肺癌组织中的表达情况与不同临床病理因素的组

间比较采用χ 2检验。生存分析利用Kaplan-Meier 生
存曲线，并行Log rank 检验，检验水准α=0.05，以

P＜0.05为差异有统计学意义。

2  结果
2.1  肺癌组织中OPN的表达

84例非小细胞肺癌患者癌组织中OPN阳性表

达率为83.3%（70/84），其中肺鳞状细胞癌阳性率

81.4%（35/43），肺腺癌阳性率85.4%（35/41），

见图1。

2.2  癌组织中OPN表达与NSCLC患者不同临床参

数间关系

OPN表达与患者临床病理特征进行相关性分

析结果。见表1，OPN在Ⅰ期、Ⅱ期、Ⅲ~Ⅳ期患

者阳性比例分别为77.8%、86.4%和85.7%。OPN表

达与性别、年龄、有无吸烟、病理类型、有无淋

A, C: negative expression of osteopontin(OPN) in squamous-cell carcinoma and adenocarcinoma; B, D: positive expression of OPN in squamous-cell 

carcinoma and adenocarcinoma

图1  骨桥蛋白在非小细胞肺癌组织中的表达情况（SP×400）
Figure1  OPN expression in non-small cell lung cancer (NSCLC) tissues (SP×400)
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巴结转移、有无远处转移、N分期和临床分期间比

较差异无统计学意义，OPN表达与术后是否出现

复发显著相关（χ 2= 9.893，P =0.002）。

2.3  肺癌组织中OPN表达与患者预后的关系

84例NSCLC病例资料中，患者3年、5年总生

存率分别为50.7%和31.5%，3年、5年无疾病生存

率分别为41.7%和35.7%。Kaplan-Meier生存曲线

显示: OPN阴性组的无疾病生存时间长于OPN阳性

组（χ 2=9.872，P=0.002），OPN阴性组的总生存

时间长于阳性组（χ 2=4.589，P=0.032），见图2。

单变量分析表明，有无淋巴结转移、有无远处转

移、临床分期、N分期和OPN表达等因素是影响总

生存率的不利因素；而OPN表达、病理类型、有

无淋巴结转移和N分期、有无远处转移、临床分期

等因素与无疾病生存率相关，见表2。

2. 4  早期非小细胞肺癌患者OPN表达与预后关系

为进一步探讨OPN表达在不同分期患者临床

参数间有无差异，分析OPN表达与早期和晚期患

者临床参数间关系。OPN表达与Ⅰ~Ⅱ期NSCLC

患者术后是否出现复发显著相关（χ 2=9.554，P= 
0.002），与Ⅲ~Ⅳ期患者术后是否出现复发不相

关。以3年为复发节点进一步分析，发现OPN表达

与Ⅰ~Ⅱ期患者3年内是否复发相关（χ 2= 6.271，

P= 0.012）。

Ⅰ~Ⅱ期患者3年、5年总生存率分别为69.4%
和48.9%，3年、5年无疾病生存率分别为63.3%和

53.1%。通过Kaplan-Meier生存曲线分析：Ⅰ~Ⅱ期

NSCLC患者，OPN阴性组的总生存时间和无疾病

生存时间长于OPN阳性组（χ 2=6.064，P= 0.014；

χ 2=9.722，P=0.019），见图3。Ⅲ~Ⅳ期患者，

OPN阴性组的总生存时间和无疾病生存时间与

OPN阳性组间比较差异无统计学意义。

3  讨论
OPN是一种分泌型磷酸化糖蛋白，也被称作

转化相关的磷酸酶蛋白，由Senger等[9]在上皮细胞

株恶性转化中首次发现， OPN在细胞趋化、黏附

和迁移、免疫调节、信号转导、抑制细胞凋亡等

过程中均发挥重要作用[10]。近年来已有研究证实，

在不同类型的恶性肿瘤中普遍存在OPN过表达的

现象，而且血浆OPN水平与患者的不良预后密切

表1  骨桥蛋白表达与非小细胞肺癌患者临床参数的关系
Table1  Relationship between OPN expression and 
clinicopathologic factors of NSCLC patients

Variables OPN(-) OPN(+) Total
 (%) χ2 P n(%) n(%)

Gender 0.040 0.841
  Male   9(17.3) 43(82.7) 52(61.9)
  Female   5(15.6) 27(84.4) 32(38.1)
Age (years) 0.040 0.842
  <60   6(17.6) 28(82.4) 34(40.5)
  ≥60   8(16.0) 42(84.0) 50(59.5)
Smoking status 0.252 0.615
  Never smoke   4(12.5) 28(87.5) 32(38.1)
  Smoker 10(19.2) 42(80.8) 52(61.9)
Histologic subtype 0.238 0.625
  Squamous-cell 
    carcinoma   8(18.6) 35(81.4) 43(51.2)

  Adenocarcinoma   6(14.6) 35(85.4) 41(48.8)
Lymph node metastasis
  With
  Without

  9(20.5)
  5(12.5)

35(79.5)
35(87.5)

44(52.4)
40(47.6)

0.955 0.329

Metastasis 0.896 0.345
  With
  Without

  1(11.1)
14(18.7)

  8(88.9)
61(81.3)

  9(10.7)
75(89.3)

TNM stages
  Ⅰ
  Ⅱ
  Ⅲ-Ⅳ

6(22.2)
3(13.6)
5(14.3)

21(77.8)
19(86.4)
30(85.7)

27(32.1)
22(26.2)
35(41.7)

0.888 0.641

Tumor recurrence
  Yes
  No

2(4.3)
12(32.4)

25(67.6)
45(95.7)

47(55.9)
37(44.1)

9.893 0.002

Lymph node staging
  N0
  N1
  N2

  9(21.4)
  0(0)
  5(17.9)

 33(78.6)
14(100)

  23(82.1)

42(50.0)
14(16.7)
28(33.3)

3.514 0.173

Notes: OPN: osteopontin; TNM: tumor node metastasis

A: Comparison of overall survival(OS) between OPN(-) group and 

OPN(+) group(P=0.032); B: Comparison of disease-free survival(DFS) 

between OPN(-) group and OPN(+) group (P=0.002)

图2  骨桥蛋白表达与患者预后关系的分析
Figure2  Relationship between OPN expression and 
prognosis of NSCLC patients
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相关，例如转移性乳腺癌患者的预后与血浆OPN
水平和肿瘤负荷直接相关[11-12]，晚期肺癌患者血浆

OPN水平与总生存时间和无进展时间呈负相关关

系[13-14]。但对OPN能否作为评估NSCLC预后的指

标，特别是预测早期NSCLC患者预后的研究内容

尚少。在此次研究中，我们证实NSCLC肿瘤组织

中存在OPN高表达的现象，癌组织中OPN阳性表

达率为83.3%，进一步分析发现OPN表达不仅与术

后早期（3年内）复发显著相关，还与早期NSCLC
患者的预后密切相关，OPN阳性表达的患者预后

较差，复发风险高于OPN阴性表达的患者。

恶性肿瘤进展的关键是肿瘤细胞的复发转

移，该过程涉及多种因素广泛参与调节，包括基

因突变、活化下游信号通路、促进细胞外基质

降解、肿瘤血管生成、肿瘤细胞增殖迁移等[15]。

OPN是参与肿瘤发展的关键分子，其特征性结构

是含有甘氨酸-精氨酸-甘氨酸-天冬氨酸-丝氨酸

（Arg-Gly-Asp，RGD）的序列，通过与肿瘤细

胞表面的整合素家族受体（αvβ3、αvβ5、αvβ1
等）及CD44结合进而活化下游信号通路如磷脂

酰肌醇3-激酶（PI-3'-kinase/AKT）、核因子κB
（nuclear factor-κB，NF-κB）、基质金属蛋白酶

（matrix metalloproteinases，MMPs）、尿激酶

纤溶酶原激活物（uPA）等，介导肿瘤细胞间黏

附、迁移和增殖；上调相关的效应因子如表皮生

长因子（epidermal growth factor，EGF） 和血管

内皮生长因子（vascular endothelial growth factor，
VEGF），维持并促进肿瘤细胞增殖[16-17]。

NSCLC是全球高发生率和高死亡率的恶性肿

瘤之一，目前对其发生、发展机制的了解尚未十

分透彻，对NSCLC预后判断的有效指标也不多，

因此研究其发生和侵袭的分子机制在NSCLC早期

诊断、有效治疗和改善预后等方面都具有积极意

义。通过此次研究，我们发现OPN表达对预测早

期NSCLC患者预后有重要意义，这也提示OPN可

能是促进肿瘤进展、评估患者复发风险和预测患

者预后的重要分子之一，OPN与其他能够评估患

者预后的因素联合能为NSCLC患者早期疾病进展

提供更多信息，更准确有效的评估患者预后[18-19]。

综上所述，OPN蛋白在NSCLC的侵袭、转移

及增殖过程中发挥重要作用，可能成为预测早期

NSCLC患者预后的参考指标，为复发风险高的患

者尽早提供个体化的治疗，干预肿瘤早期复发，

延长患者生存时间。当然，此次研究收录的病例

数有限，可能还需扩大不同分期的病例数，有待

进一步研究验证。

表2  单因素分析不同因素与非小细胞肺癌患者总生存率和
无疾病生存率的关系
Table2  Univariate analysis of relationship between 
clinicopathologic factors and OS, DFS of NSCLC patients

Factors OS rate DFS rate
   n(%)        χ2        P    n(%)       χ2         P 

Histologic 
  subtype 1.055 0.304 8.205 0.004

  Squamous-cell 16(19.1)    27(32.1)
  carcinoma 11(13.1) 10(11.9)
  Adenocarcinoma     
Lymph 7.165 0.007 10.517 0.001
  node metastasis
  With 9(10.7) 25(29.8)
  Without 18(21.4) 12(14.3)
Metastasis 25.495 0.001 21.674<0.001
  With 1(1.2) 35(45.2)
  Without 27(32.1) 2(2.4)
TNM stages 12.228 0.002 15.983<0.001
 Ⅰ 12(14.3) 15(17.8)
 Ⅱ 7(8.3) 11(13.1)
 Ⅲ-Ⅳ 8(9.5) 11(13.1)
OPN expression 4.589 0.032 9.872 0.002
  Negative 8(95) 12(14.3)
  Positive 19(22.6) 25(29.8)
Lymph node 
  staging 8.349 0.015 9.124 0.010

  N0 18(21.4) 23(27.4)
  N1 1(1.2) 5(5.9)
  N2 8(9.5) 9(10.7)
Notes: OS: overall survival; DFS: disease-free survival

A: Comparison of OS between OPN(-) group and OPN(+) group (P 

=0.014); B: Comparison of DFS between OPN(-) group and OPN(+) 

group(P=0.019)

图3  骨桥蛋白表达与早期非小细胞肺癌患者预后的关系
Figure3  Relationship between OPN expression and 
prognosis of early stage NSCLC patients
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