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ＯＰＧ及 ＲＡＮＫＬ在小儿单纯性骨囊肿与
动脉瘤样骨囊肿中的表达研究

宋得夫１　毕　波２　邵景范２　杨小进２　王小林２

【摘要】　目的　检测小儿单纯性骨囊肿和动脉瘤样骨囊肿标本中骨保护素（ＯＰＧ）、核因子ｋＢ受
体活化因子配体（ＲＡＮＫＬ）的表达水平，并与正常骨组织作对照，分析两种蛋白在这两种瘤样病变中的
表达是否存在差异及意义。 方法　共收集小儿单纯性骨囊肿标本３１例，动脉瘤样骨囊肿标本２３例，
正常骨组织标本（对照组）１４例。采用免疫组化ＳＡＢＣ方法检测单纯性骨囊肿、动脉瘤样骨囊肿和对照
组中ＯＰＧ、ＲＡＮＫＬ的表达，并分析其差异性。应用 ＩｍａｇｅｐｒｏＰｌｕｓ６．０图像处理软件及数据处理软件
ＳＰＳＳ１７．０对图像及所得数据进行分析。 结果　在单纯性骨囊肿及动脉瘤样骨囊肿中，ＯＰＧ的表达量
均低于正常骨组织，ＲＡＮＫＬ的表达量均高于正常骨组织，其中动脉瘤样骨囊肿ＲＡＮＫＬ的表达量较单纯
性骨囊肿更高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；单纯性骨囊肿的 ＯＰＧ稍高于动脉瘤样骨囊肿，差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ比值动脉瘤样骨囊肿＞单纯性骨囊肿
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正常组织，差异有统计学意

义（Ｐ＜０．０５）。 结论　ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ失衡可能是小儿单纯性骨囊肿和动脉瘤样骨囊肿出现溶骨性破
坏的原因之一，动脉瘤样骨囊肿术后相对更高的复发率可能与ＲＡＮＫＬ的相对高表达有关。
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　　骨保护素（ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ，ＯＰＧ）和核因子—κＢ
受体活化因子配体（ｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｏｒｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκ
—Ｂｌｉｇａｎｄ，ＲＡＮＫＬ）／核因子—κＢ受体活化因子（ｒｅ
ｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｏｒｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκ—Ｂ，ＲＡＮＫ）系统是调
控骨代谢的重要信号通路之一［１－３］。ＯＰＧ可结合
ＲＡＮＫＬ，以削弱破骨细胞的分化成熟能力和功能活
性、限制破骨细胞活跃所导致的过度骨吸收；而
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ＲＡＮＫＬ与破骨细胞表面的ＲＡＮＫ相结合，可促进破
骨细胞分化成熟、促进骨吸收增加［３］。单纯性骨囊

肿和动脉瘤样骨囊肿是小儿常见瘤样病变之一，其

共同特点是病灶的溶骨样改变。为了解 ＯＰＧ／
ＲＡＮＫＬ在这两种疾病中的表达情况及临床意义，本
研究利用免疫组化技术，对单纯性骨囊肿及动脉瘤

样骨囊肿标本进行相应检测并分析其结果和意义。

材料与方法

一、临床资料

收集本院２００３年１月至２０１１年４月经手术刮
除的石蜡包埋小儿单纯性骨囊肿和动脉瘤样骨囊肿

标本共５４例，其中单纯性骨囊肿３１例，男性２１例，
女性１０例，年龄９个月至１４岁，平均年龄（９７±４０）
个月；动脉瘤样骨囊肿２３例，男性１９例，女性４例，
年龄１岁１０个月至１４岁，平均年龄（１０５±３７）个
月。另取１４例正常骨组织作为对照组，组织来源为
多指（趾）患儿切除后指（趾）骨，年龄为３个月至６
岁，平均年龄为（８±３．５）个月。标本经甲醛固定，
常规石蜡包埋，切片厚度为５μｍ。

二、方法

骨组织石蜡切片制定：骨组织脱钙，脱钙液配制：

Ａ液：ＥＤＴＡ１０ｇ，ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ７．２）１００ｍＬ，加
ＮａＯＨ搅拌溶解后，用１ｍｏｌ／Ｌ的ＨＣｌ调ｐＨ至７．２，
再加入甲醛１５ｍＬ。室温下每４ｈ更换１次脱钙液。
以大头针能刺进骨密质为完成脱钙标准。组织脱钙

后经常规处理切片，即完成骨组织石蜡切片制备。

采用免疫组织化学ＳＡＢＣ法，染色步骤按ＳＡＢＣ
试剂盒说明操作，一抗工作浓度为１∶１００，所有切片

染色前均经抗原修复。

抗原修复：将０．０１Ｍ柠檬酸缓冲液（ｐＨ６．０）
放入微波炉中加热至沸腾，再放入载玻片，冷却至室

温，重复几次。可解决先放入玻片再加热至沸腾时

出现的脱片问题。

三、实验试剂

１．一抗：兔抗人多克隆抗体 ＯＰＧ（产品编号：
ＢＡ１４７５），兔抗人多克隆抗体 ＲＡＮＫＬ（产品编号
ＢＡ１３２３），均购自武汉博士德生物工程有限公司。
２．免疫组织化学试剂盒：即用型过氧化物酶标

记链霉亲和素（ＳｔｒｅｐＡｖｉｄｉｎＢｉｏｔｉｎＣｏｍｐｌｅｘ）染色试
剂盒（ＳＡＢＣ）购自武汉博士德生物工程有限公司。
３．显色试剂：二氨基联苯胺（Ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉ

ｄｉｎ，ＤＡＢ）显色试剂盒购自武汉博士德生物工程有
限公司。

四、结果判定及图像处理分析

光镜下观察染色切片，以胞浆或胞膜出现浅黄

色、棕黄色或棕褐色颗粒为阳性细胞。每张切片随

机观察５个高倍镜（×４０）视野，经 ＩｍａｇｅｐｒｏＰｌｕｓ６．０
图像分析测量软件对免疫组化结果进行光密度

（ＯＤ）检测分析，以平均ＯＤ值代表蛋白颗粒密度。
五、统计学处理

采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计处理，分析数据采
用秩和检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　果

在光镜下，ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ蛋白阳性物质被染色
成黄色至棕褐色颗粒，主要位于细胞质内，见图１和
图２。经 ＩｍａｇｅｐｒｏＰｌｕｓ６．０图像分析测量软件对免
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图１　ＯＰＧ在单纯性骨囊肿、动脉瘤样骨囊肿和对照组中的表达（光镜，×２００，×４００），免疫组化染色；１Ａ，单纯性骨囊肿
ＯＰＧ２００倍；１Ｂ，动脉瘤样骨囊肿ＯＰＧ２００倍；１Ｃ，正常骨ＯＰＧ２００倍；１Ｄ，单纯性骨囊肿ＯＰＧ４００倍；１Ｅ，动脉瘤样骨囊肿
ＯＰＧ４００倍；１Ｆ，正常骨ＯＰＧ４００倍；　图２　ＲＡＮＫＬ在单纯性骨囊肿、动脉瘤样骨囊肿和对照组中的表达（光镜，×２００，×
４００），免疫组化染色；２Ａ，单纯性骨囊肿ＲＡＮＫＬ２００倍；２Ｂ，动脉瘤样骨囊肿ＲＡＮＫＬ２００倍；２Ｃ，正常骨ＲＡＮＫＬ２００倍；２Ｄ，
单纯性骨囊肿ＲＡＮＫＬ４００倍；２Ｅ，动脉瘤样骨囊肿ＲＡＮＫＬ４００倍；２Ｆ，正常骨ＲＡＮＫＬ４００倍
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疫组化图片结果进行光密度（ＯＤ）检测及分析，各组
结果见表１。ＯＰＧ在正常骨组织中的表达量较单纯
性骨囊肿、动脉瘤样骨囊肿增高，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）；在两种瘤样病变的比较中，单
纯性骨囊肿的ＯＰＧ表达较动脉瘤样骨囊肿更高，但
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；ＲＡＮＫＬ在单纯性骨
囊肿和动脉瘤样骨囊肿中的表达较正常组明显增

高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０１），在两种
瘤样病变的比较中，动脉瘤样骨囊肿的 ＲＡＮＫＬ表
达较单纯性骨囊肿更高，差异有统计学意义（Ｐ＜
００１）；ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ比率动脉瘤样骨囊肿

!

单纯性

骨囊肿
!

正常骨组织，动脉瘤样骨囊肿、单纯性骨囊

肿与正常骨组织比较，差异均有统计学意义（Ｐ＜
００１，Ｐ＜０．０１），两种瘤样病变比较，差异也有统计

表１　ＯＰＧ和ＲＡＮＫＬ在各组织中的表达（ｘ±ｓ）

分组 ｎ
免疫组化染色阳性的光密度ＯＤ值

ＯＰＧ ＲＡＮＫＬ
ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ

单纯性骨囊肿 ３１ ０．２２３１±０．０１２５ ０．４５０５±０．０５０３ ２．１８２０±０．３３７７

（Ｐ＜０．０１）　 （Ｐ＜０．０１） （Ｐ＜０．０１）

（Ｐ＞０．０５） （Ｐ＜０．０１） （Ｐ＜０．０１）

动脉瘤样骨囊肿 ２３ ０．２０８６±０．０３９６ ０．５９２６±０．０６６４ ２．９３７３±０．６７０５

（Ｐ＜０．０５） （Ｐ＜０．０１） （Ｐ＜０．０１）

正常对照组 １４ ０．２９０３±０．０４０３ ０．３０８６±０．０３３５ １．０７４９±０．１４２３

　　注： 表示与正常骨组织比较，表示与动脉瘤样骨囊肿比较

学意义（Ｐ＜０．０１）。

讨　 论

ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ／ＲＡＮＫ系统是近年来被发现与骨
代谢密切相关的信号传导系统［４］。ＲＡＮＫＬ以两种
形式存在于体内，一种以跨膜形式表达于成骨细胞、

软骨细胞、Ｔ细胞等细胞膜表面，即膜结合型
ＲＡＮＫＬ；另一种以游离形式存在于淋巴组织、骨与
软骨组织和关节滑液中，即游离型ＲＡＮＫＬ［２，５］。

ＲＡＮＫ属于肿瘤坏死因子受体（ＴＮＦＲ）超家族
成员，以跨膜蛋白形式表达于破骨细胞前体细胞、成

熟破骨细胞、软骨细胞、滑膜细胞等细胞膜表面，是

ＲＡＮＫＬ唯一功能性受体［５］。膜结合型 ＲＡＮＫＬ和
游离型 ＲＡＮＫＬ能与破骨细胞表面的 ＲＡＮＫ结合，
ＲＡＮＫＬ与ＲＡＮＫ结合后可激活ＲＡＮＫ，胞内通过与
ＴＮＦＲ相关因子结合，激活下游信号通路如核因子—

ｋＢ、ｃＪｕｎＮ末端激酶、Ｓｒｃ、ｃ—Ｍｙｃ、ｐ３８、钙调素蛋白
磷酸酶、胞外信号调节激酶等介导相关功能，刺激破

骨细胞分化成熟和活性，阻止破骨细胞凋亡［２，６］。

ＯＰＧ又称骨保护素，也属于ＴＮＦＲ超家族成员，
缺乏穿膜区和细胞质结构域，为可溶性分泌蛋白，在

多种组织中均有表达，骨骼肌肉系统中的骨髓基质

细胞、成骨细胞、软骨细胞、成纤维型及巨噬型滑膜

细胞均能表达并分泌 ＯＰＧ［７］。ＯＰＧ可从多方面抑
制破骨细胞的活性，如抑制破骨细胞自骨膜释放并

削弱破骨细胞黏附骨的能力；ＯＰＧ可与 ＲＡＮＫＬ竞

争性结合，拮抗ＲＡＮＫＬ与 ＲＡＮＫ的结合和激活、抑
制ＲＡＮＫ的生物活性及阻止破骨细胞产生，从而抑
制骨的重吸收；ＯＰＧ还可使 ＲＡＮＫＬ保持在细胞内，
减少ＲＡＮＫＬ释放至胞外及胞膜［８］。

目前关于ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ的临床研究主要局限在
成人骨病如老年性骨质疏松、绝经后骨质疏松、转移

性骨肿瘤和骨关节炎等领域［２，５，９］。我们的研究发

现小儿骨囊肿和动脉瘤样骨囊肿中 ＯＰＧ降低、
ＲＡＮＫＬ升高，其生物学效应必然表现为 ＯＰＧ抑制
和拮抗破骨细胞活性能力的降低；高水平的ＲＡＮＫＬ
与ＲＡＮＫ结合后又刺激破骨细胞的成熟和活性增
加，同时减少破骨细胞凋亡。上述两方面因素的综

合效应就是骨吸收和骨溶解增加，这与小儿单纯性

骨囊肿和动脉瘤样骨囊肿的临床病理特点相符，证

实在小儿单纯性骨囊肿、动脉瘤样骨囊肿组织中均

存在ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ系统失衡现象。
临床对小儿单纯性骨囊肿、动脉瘤样骨囊肿的

治疗有多种方法，包括传统的病灶刮除植骨、囊内减

压引流、激素或骨髓注射、大块切除等，但仍面临复

发率较高的困惑［１０－１１］。对小儿单纯性骨囊肿采用

传统的病灶刮除植骨后复发率可达３３％ ～４５％，动
脉瘤样骨囊肿术后复发率更高，达 ６４％［１１］。虽然

复发率还与病灶大小、部位及与骨骺板的距离、患者

年龄与性别和治疗方法等有关，但根据我们对

ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ在这两种疾病的表达的测定结果来
看，动脉瘤样骨囊肿相对较高的复发率可能与

ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ比值高有一定关系。骨骼的完整性及

·６９１·



临床小儿外科杂志２０１５年６月第１４卷第３期 ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＰｅｄｉａｔｒｉｃＳｕｒｇｅｒｙ，Ｊｕｎｅ２０１５，Ｖｏｌ．１４，Ｎｏ．３　　　　　

骨修复重建需要破骨细胞的骨吸收和成骨细胞的骨

形成维持动态平衡以及许多细胞因子、生长因子对

骨吸收和形成过程的调控。由于ＲＡＮＫＬ与ＯＰＧ有
相反的生物学作用，ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ比值的变化决定
了成骨或溶骨，增高有利于骨吸收，而降低有利于骨

形成。在临床实践中，如果有条件测定该类患儿手

术标本的 ＯＰＧ和 ＲＡＮＫＬ水平及其比值，对判断患
儿预后及复发风险可能有一定帮助。
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输尿管抗反流术，术后膀胱容量和逼尿肌压的改变

均较小肠膀胱扩大术差，但其优点是仍保留自己的

膀胱黏膜，避免了黏液尿、电解质紊乱、结石和癌变

等并发症。

下尿路评价对神经性膀胱有非常重要的意义，

尿动力学检查、泌尿系超声和排泄性膀胱尿道造影

是神经性膀胱的重要评价手段，对神经性膀胱患儿

要根据其评价结果采取相应的、个性化的治疗方案，

如膀胱容量较大、逼尿肌压较低的患儿，清洁间歇导

尿即可获得较好的疗效，膀胱容量小、逼尿肌压较高

的患儿可在膀胱扩大的基础上行清洁间歇导尿，合

并逼尿肌过度活动者可应用索立那新等抗胆碱能药

物，合并输尿管反流者可在膀胱扩大的同时行输尿

管再植抗反流术，小肠膀胱扩大术膀胱容量改善好

于膀胱自扩大。
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