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共刺激分子B7-H3在骨肉瘤组织中的
表达及临床意义
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　　［摘要］　背景与目的：B7-H3是近年来新发现的协同刺激分子B7家族成员，但目前其在骨肿瘤中的表

达及作用机制尚不明确。该研究旨在通过检测人骨肉瘤中B7-H3分子的表达，分析其与患者临床病理因素以

及术后生存时间之间的关系。方法：采用免疫组织化学法检测61例人骨肉瘤组织、对应癌旁组织及良性骨肿

瘤组织中B7-H3分子的表达以及肿瘤浸润T淋巴细胞的浸润程度。结果：骨肉瘤组织中B7-H3分子表达的阳性

率为91.8(56/61)，而B7-H3在癌旁及骨纤维结构发育不良组织中几乎不表达。B7-H3分子在骨软骨瘤中表达率

为56.8%，但染色强度明显弱于骨肉瘤组织。B7-H3的表达与患者的Ennecking分期、是否发生肺转移之间的

差异有统计学意义(P<0.05)，与肿瘤组织中CD8+T淋巴细胞浸润程度呈负相关(P<0.05)，与患者预后呈负相关

(P<0.05)。结论：B7-H3在人骨肉瘤中组织异常高表达，并与肿瘤的进展、患者的预后密切相关；B7-H3可能

参与了骨肉瘤微环境中的CD8+T细胞功能的调节，促使肿瘤细胞逃避免疫监视。
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　　［Abstract］ Background and purpose: B7-H3 is a newly identified member of the B7-family of co-stimulatory 
molecule, and however, its exact role in human osteosarcoma is still unclear. The purpose of this study was to examine 
the expression of B7-H3 in osteosarcoma tissues and to investigate its correlations with clinicopathological factors 
and overall survival in patients with osteosarcoma. Methods: The expression of B7-H3 and the intensity of tumor-
infiltrating T lymphocytes (TILs) in pathologic specimens of osteosarcoma, osteochondroma and bone fibrous dysplasia 
tissues were evaluated by immunohistochemical assay. Results: The expression rate of B7-H3 was 91.8% (56/61) in 
osteosarcoma lesions, while B7-H3 was barely expressed in adjacent normal tissues and bone fibrous dysplasia tissues. 
The intensity of B7-H3 expression in osteochondroma was 56.8%, which was significantly decreased compared with 
osteosarcoma tissues. Tumor B7-H3 expression was associated with Ennecking stage and pulmonary metastasis, while 
inversely correlated with the number of tumor-infiltrating CD8+ T cells (P<0.05). Moreover, patients with high tumor 
B7-H3 levels had a significantly shorter survival time and recurrence time than patients with low tumor B7-H3 levels 
(P<0.05). Conclusion: B7-H3 is overexpressed in human osteosarcoma tissues, and B7-H3 expression is highly 
correlated with tumor development and overall patients’ prognosis. Moreover, overexpression of B7-H3 in tissues can 
reflect CD8+ T cell infiltration and may help tumor cells avoid immune surveillance. 
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　　骨肉瘤是由间胚叶细胞发展而来的一种恶

性程度极高的、严重威胁人类健康和生命的原

发性骨肿瘤［1-2］。该肿瘤的发病率占原发性恶

性骨肿瘤的20%~40%，发生率约为3/100万。骨

肉瘤可发生于任何年龄，尤其好发于10~30岁

的青少年［3-4］。骨肉瘤起病隐匿、恶性度高、

病情进展快，很多患者在确诊时往往已经发生

了肺部的微小转移。因此，骨肉瘤患者总体的

治疗效果仍不尽人意，诊治形势十分严峻。因

此，探索更为有效的治疗方法是一个亟待解决

的难题。

　　随着医学技术的飞速发展，肿瘤的免疫治

疗逐渐成为继手术、放化疗之外的有效治疗模

式［5-6］。但是，目前骨肉瘤的抗肿瘤免疫机制

尚未完全明确，探讨更为有效的免疫治疗策略

有赖于对机体抗肿瘤免疫反应的进一步认识。

通常认为，T细胞介导的免疫反应在抗肿瘤免疫

中发挥了关键作用。众所周知，T细胞的活化有

赖于双重信号，不仅需要抗原肽-MHC分子复

合物与TCR的相互作用，还需要抗原递呈细胞

与T细胞表面的共刺激分子来提供第二刺激信 

号［7］。B7家族分子及其配体多是重要的共刺激

分子，在介导T细胞免疫反应中发挥关键作用，

成为抗肿瘤免疫策略最有希望的治疗靶点［8］。

因此，探讨B7家族分子在骨肉瘤中的表达及作

用，将有助于寻找潜在的治疗靶点，提供新的

骨肉瘤的免疫治疗策略。

1　资料和方法

1.1　研究对象

　　收集2004年1月—2009年12月河北医科大

学第三医院手术切除的骨肿瘤标本118例，所

有标本均有详细临床资料，组织标本均经过HE
染色、读片，病理证实其中骨肉瘤61例，骨软

骨瘤37例，骨纤维结构发育不良20例。术前患

者均未接受放化疗治疗。所有标本的收集均经

过河北医科大学第三医院的许可及患者的知情

同意。在骨肉瘤患者中，年龄小于等于20岁的

34例，大于20岁的27例。本研究所有组织标本

均经病理学诊断确诊，常规石蜡包埋，制成厚

4 μm的组织切片用于免疫组织化学检测。同时

取癌旁组织行免疫组织化学检测作为对照。

1.2　试剂

　　羊抗人B7-H3多克隆抗体购自美国R&D公

司，兔抗人CD4+、CD8+免疫组化单克隆抗体购

自福州迈新生物技术开发有限公司，山羊超敏

二步法免疫组织化学试剂盒购自北京中衫金桥

生物技术有限公司，UltraSensitiveTM S-P超敏试

剂盒购自福州迈新生物技术开发有限公司。

1.3　免疫组织化学法

　　标本经4%甲醛溶液浸泡固定，常规脱水，

透明，石蜡包埋，切片。二甲苯脱蜡，在梯度

乙醇内水化。抗原修复后，于0.3%的H2O2中浸

泡20 min阻断内源性抗原。用PBS洗3次，用10%

的正常血清温育以阻断背景非特异性的染色。

羊抗人B7-H3多克隆抗体 (1∶100) 湿盒内温育过

夜。经PBS洗后加生物素标记二抗(北京中杉金桥

生物技术有限公司)，37 ℃作用30 min；加辣根

酶标记的链霉卵白素工作液，37 ℃作用30 min，

DAB显色。苏木精复染，脱水，透明，封片。

CD4+、CD8+免疫组织化学染色方法同上。

1.4　结果判定 

　　免疫组织化学结果由2位病理科主任医师进

行独立阅片。B7-H3染色结果评估：光镜下每张

切片中选肿瘤细胞较多的5个高倍视野，每个视

野计数100个细胞。以细胞质或细胞核含棕黄色

颗粒判断为阳性细胞，并进行阳性细胞染色强

度评分：无染色(与背景颜色相似)为0分、轻度

染色(淡黄色)为1分、中度染色(棕黄色)为2分、

重度染色(棕褐色)为3分。染色阳性细胞率小于

33%肿瘤细胞着色为1分，33%~66%肿瘤细胞着

色为2分，大于66%肿瘤细胞着色为3分。将2项

评分之积作为该患者的总评分，总评分小于等

于3分定义为低表达，大于3分定义为高表达。

　　CD4+、CD8+T淋巴细胞浸润程度根据T淋巴

细胞在肿瘤中的分布情况，可划分为4个等级：

0为无浸润，1为局部少量浸润，2为适度浸润，

3为大量浸润。其中0和1归为低度浸润组，2和3

归为高度浸润组。
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1.5　统计学处理

　　采用SPSS 17.0软件对数据进行统计分析。

B7-H3的表达与临床病理变量之间的关系采用

χ2检验及Fisher精确检验分析，B7-H3与肿瘤浸

润T淋巴细胞之间的相关性用Spearman相关性分

析。采用Kaplan-Meier法进行生存分析。P<0.05

为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　B7-H3在骨肉瘤组织中的表达

　　免疫组织化学结果显示，B7-H3分子主要

定位于骨肉瘤细胞的细胞质和细胞膜(图1)。在

61例骨肉瘤患者中，B7-H3阳性表达56例，阳

性率为91.8%。按照B7-H3染色强度划分，9例

(16.1%)为弱阳性表达，29例(51.8%)为中等强

度阳性表达，18例(16.1%)为强阳性表达。而与

这些骨肉瘤组织相对应的癌旁正常组织标本中

B7-H3分子表达强度均较弱或不表达。在收集

的骨软骨瘤及骨纤维结构发育不良的标本中，

B7-H3分子的表达率仅分别为56.8%和85.0%。

其中：在骨软骨瘤标本中，B7-H3中等强度阳

性表达率为33.3%，弱阳性表达率为66.7%；在

骨纤维结构发育不良的标本中，B7-H3分子几

乎均呈弱阴性表达状态。

(SP, ×200)
图 1　B7-H3分子在骨肉瘤、骨软骨瘤及骨纤维结构发育不良组织中的表达

Fig. 1    B7-H3 expressions in osteosarcoma, osteochondroma and bone fibrous dysplasia tissues

A: Strong positive; B: Moderate positive; C:Weak positive; D: Adjacent tissues; E: Osteochondroma tissues; E: Fibrous dysplasia tissues

2.2　骨肉瘤组织中B7-H3的表达水平与患者临

床病理参数的相关性

　　在骨肉瘤组织中B7-H3阳性表达率与患者

年龄、性别、肿瘤发生部位、病理分型等差异

均无统计学意义(P>0.05)，与患者的Ennecking分

期、是否发生肺转移之间的差异有统计学意义

(P<0.05)。随着患者肿瘤Ennecking分期的增加，

B7-H3的表达水平增强；有肺转移的患者B7-H3

的表达水平增强(表1)。

2.3　骨肉瘤组织中B7-H3的表达水平与T淋巴

细胞浸润程度的相关性

　　为了进一步检测骨肉瘤组织中B7-H3的

表达水平与T淋巴细胞浸润程度，分别进行

了CD4+、CD8+的免疫组织化学染色。结果发

现，CD4+T淋巴细胞浸润程度在B7-H3高表达

组和B7-H3低表达组之间差异无统计学意义

(P=0.299)。但Spearman相关分析检验发现，骨

肉瘤组织中B7-H3的表达水平和CD8+T淋巴细胞
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浸润程度呈负相关(P=0.004，表2)。

2.4　B7-H3在骨肉瘤中的表达和患者预后的 

关系

　　Kaplan-Meier生存分析结果显示，B7-H3

阳性表达的患者，其预后与B7-H3阴性表达的

患者差异有统计学意义。B7-H3高表达者总体

生存率明显低于低表达者(P= 0.011，图2)。其

中，B7-H3高表达组平均复发时间为25.7个月，

明显短于B7-H3低表达组38.8个月(F=1.344，

t=2.601，df=35，P=0.014)。在33例发生肺转移

的患者中，75.8%的患者B7-H3表达阳性。

图 2　骨肉瘤组织中B7-H3的表达水平和患者预后的关系

Fig. 2    The relationship between prognosis of osteosarcoma 

patients anel B7-H3 protein expression in osteosarcoma

表 1　骨肉瘤患者B7-H3表达水平与临床病理因素之间的关系

Tab. 1    The relationship between B7-H3 expression and clinicopathological features in osteasarcoma patients

Clinical feature n
B7-H3 expression

P value
Low High

Age/year 0.747

    ≤20 34 14 20 

    >20 27 10 17

Gender 0.090

    Male 35 17 18 

    Female 26 7 19 

Site 0.219

    Femur 30 13 17 

    Tibia 18 9 9 

    Others 13 2 11

Ennecking stage 0.037

   Ⅰ 6 5 1

   Ⅱ 40 15 25 

   Ⅲ 15 4 11 

Histologic type 0.819

    Osteoblastic 35 14 21 

    Chondroblastic 14 4 10 

    Fibroblastic 7 3 4 

    Others 5 3 2 

Differentiation status 0.079

    High 43 20 23 

    Low 18 4 14 

Pulmonary metastasis 0.008

    Yes 33 8 25

    No 28 16 12
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3　讨　　论

　　骨肉瘤来源于骨及软组织中能够产生骨质

和类骨质的间质细胞，其病理特征是有肉瘤组

织的特征和肿瘤性成骨现象。目前，通过术前

辅助化疗可以消除肿瘤周围水肿，使肿瘤周围

的界限趋于清楚为术中成功彻底剥除瘤灶提供

机会。但骨肉瘤具有很高的全身转移的倾向，

约20%的患者在初次诊断的时候已经发生肺转

移，另外还有40%的患者晚期发生远处器官的

转移。转移过程中的癌症细胞得以存活的另一

个重要的前提条件是在整个转移过程中肿瘤细

胞能够逃逸宿主对其的免疫监视作用。肿瘤细

胞可通过下调其细胞表面的MHCⅠ类分子或是

共刺激分子，使宿主细胞毒性T淋巴细胞不能够

正确识别肿瘤细胞，从而也就不能对肿瘤细胞

起到正常的监视作用。

　　B7-H3作为共刺激分子B7家族新成员，是

由Chapoval等［9］于2001年在cDNA文库中首先

发现的。B7-H3是一种Ⅰ型跨膜蛋白，主要存

在2种剪接体，鼠B7-H3细胞外段由IgV-IgC 2个

免疫球蛋白结构域组成，而人B7-H3细胞外段

包含2个衔接的IgV-IgC-IgV-IgC结构域［10］。

B7-H3 mRNA在人体组织中广泛表达［11］，而

其蛋白表达谱却十分局限。资料显示，B7-H3

蛋白高表达于许多肿瘤组织，包括胃癌、肺

癌、前列腺癌、肾癌、成神经细胞瘤等，并与

肿瘤生物学特性、患者的预后转归有很大关 

系［12］。研究发现，B7-H3对T细胞有共刺激

作用［10］，在抗CD3+抗体存在情况下，B7-H3

能够促进CD4+、CD8+T细胞增殖，并能选择刺

激IFN-γ的分泌。然而，目前仍有部分学者认

为，B7-H3在某些肿瘤中发挥着共抑制作用。

Suh等［13］和Prasad等［14］发现鼠和人类B7-H3

均能够抑制CD4 +T细胞的活化和细胞因子如

IFN-γ、IL-4的生成。

　　在本研究中，人骨肉瘤组织标本中B7-H3

分子在肿瘤细胞上呈现异常高表达，阳性率高

达91.8%，并且B7-H3分子在骨肉瘤标本癌旁组

织几乎不表达。此外，对于良性骨软骨瘤和骨

纤维结构发育不良患者标本，B7-H3分子阳性

率及染色强度均显著下调，提示B7-H3分子的

表达可能较特异地在恶性骨肿瘤中表达。通过

结合患者临床病理资料分析，发现骨肉瘤组织

中B7-H3分子的表达水平与患者Ennecking分期

及是否发生肺转移密切相关。患者Ennecking分

期越高，B7-H3表达越强，发生肺转移的患者

B7-H3的表达水平显著增高。这些结果提示，

B7-H3参与了骨肉瘤的发生、发展，并可能促

进肿瘤的转移。

　 　 肿 瘤 浸 润 淋 巴 细 胞 ( t u m o r - i n f i l t r a t i n g 

lymphocyte，TIL)是肿瘤微环境中发挥免疫监

视和杀伤的主要细胞。一般来说，肿瘤浸润

淋巴细胞中绝大多数细胞为T淋巴细胞。不同

肿瘤来源的TIL细胞中，CD4+、CD8+T细胞的

比例有差异，大多数情况下以CD8 +T细胞为 

主［15-16］。本研究通过免疫组织化学的方法对骨

肉瘤组织中浸润的T淋巴细胞进行了染色，并结

表 2　骨肉瘤组织中B7-H3表达与T细胞浸润程度的相关性

Tab. 2    Correlation between infiltrating T lymphocytes and B7-H3 expression in osteosarcoma tissues

Infiltrating T lymphocytes
B7-H3 expression number of cases

P value
Low Ratio/% High Ratio/%

CD4+ 0.299

Low infiltrating 11 47.8 12 52.2

High infiltrating 13 34.2 25 65.8

CD8+ 0.005

Low infiltrating 9 25.0 27 75.0

High infiltrating 15 60.0 10 40.0
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合B7-H3分子的表达水平分析，结果发现B7-H3

在骨肉瘤中的表达水平与CD8+T细胞的浸润呈

负相关，与CD4+T细胞的浸润无相关性。CD8+T

淋巴细胞在肿瘤微环境中发挥重要作用，其

数量和功能的改变能有效评价机体抗肿瘤反应

水平和患者预后情况［17］。本研究结果提示，

B7-H3分子可能发挥免疫共抑制的作用，直接

或间接抑制了CD8+T淋巴细胞，促进肿瘤逃避

免疫监视。此外，结合患者生存资料，本研究

发现B7-H3在骨肉瘤中的表达水平和患者预后

呈负相关。这与B7-H3在胃癌［18］、非小细胞肺 

癌［19］、乳腺癌［20］、前列腺癌［21］中的研究结

果相似，提示B7-H3在肿瘤细胞中的异常表达

与肿瘤进展密切相关。

　　综上所述，本研究系统检测了B7-H3在骨肉

瘤组织中的表达情况，并对其与各临床病理要

素之间的相关性进行了初步分析，表明B7-H3与

骨肉瘤的发生、发展密切相关。这提示B7-H3分

子有可能成为判断骨肉瘤疾病进展及预后的一

个新指标，但是B7-H3在骨肉瘤中的免疫调控中

的作用及机制有待于进一步明确。
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