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环氧化酶2、骨形态形成蛋白2和血管内皮生长因子在异位骨化 

组织中的表达★ 

田  建1，范存义2，芮永军1，靡菁熠1，阮洪江2，刘  珅2，曾炳芳2 

 

 

文章亮点：采用免疫组化染色方法观察环氧化酶 2、骨形态形成蛋白 2和血管内皮生长因子在肘关节创伤后异位骨化

组织中的表达，并分析其相关性。结果显示环氧化酶 2、骨形态形成蛋白 2和血管内皮生长因子在异位骨化的形成过

程中起重要作用，环氧化酶 2可能通过诱导骨形态形成蛋白 2和血管内皮生长因子的表达从而促进异位骨化组织中的

成骨和血管形成。 

关键词：异位骨化；肘关节；免疫组化；环氧化酶 2；骨形态形成蛋白 2；血管内皮生长因子；组织工程 

缩略语：骨形态形成蛋白 2：bone morphogenetic protein 2, BMP-2；血管内皮生长因子：vascular endothelial growth 

factor, VEGF 

 

摘要 

背景：研究发现环氧化酶 2抑制剂具有预防肘关节周围异位骨化的作用。 

目的：观察环氧化酶 2、骨形态形成蛋白 2和血管内皮生长因子在肘关节创伤后异位骨化组织中的表达，并分析其相

关性。 

方法：采用免疫组化 SP法检测 18例肘关节创伤后异位骨化组织及 10例正常骨组织中环氧化酶 2、骨形态形成蛋白

2 和血管内皮生长因子的表达水平，利用 HPIAS-1000 图像分析系统测定异位骨化组织与正常骨组织中环氧化酶 2、

骨形态形成蛋白 2和血管内皮生长因子的平均吸光度和阳性区域面积百分率，并分析 3种蛋白阳性区域面积百分率之

间的相关性。 

结果与结论：异位骨化组织中环氧化酶 2、骨形态形成蛋白 2和血管内皮生长因子呈高表达；正常骨组织中呈低表达

或不表达。图像分析结果显示异位骨化组织中 3 种蛋白平均吸光度及阳性区域面积百分率显著高于正常骨组织(P < 

0.01)。异位骨化组织中环氧化酶2与骨形态形成蛋白2、血管内皮生长因子的阳性区域面积百分率呈正相关(P < 0.01)。

提示环氧化酶 2、骨形态形成蛋白 2和血管内皮生长因子在异位骨化的形成过程中起重要作用，环氧化酶 2可能通过

诱导骨形态形成蛋白 2和血管内皮生长因子的表达从而促进异位骨化组织中的成骨和血管形成。 

 

 

Expressions of cyclooxygenase 2, bone morphogenetic protein 2 and vascular endothelial  

growth factor in elbow heterotopic ossification     

 

Tian Jian1, Fan Cun-yi2, Rui Yong-jun1, Mi Jing-yi1, Ruan Hong-jiang2, Liu Kun2, Zeng Bing-fang2 

 

Abstract 

BACKGROUND: Several studies have shown that cyclooxygenase 2 (COX-2) inhibitors can prevent heterotopic 

ossification around the elbow joint. 

OBJECTIVE: To investigate the expression of COX-2, bone morphogenetic protein 2 (BMP-2) and vascular endothelial 

growth factor (VEGF) in post-traumatic elbow heterotopic ossification tissues, and to analyze their relationship. 

METHODS: The expressions of COX-2, BMP-2 and VEGF were examined by S-P immunohistochemical staining in 18 

cases of heterotopic ossification and 10 cases of normal bone tissue. The 10 cases were as controls. The average 

absorbance value and the percentage of positive area of COX-2, BMP-2 and VEGF in heterotopic ossification and normal 

bone tissue were measured by HPIAS-1000 image analysis system. The relationship among the percentage of the 

positive area in the three kinds of proteins was analyzed.  

RESULTS AND CONCLUSION: COX-2 ,BMP-2 and VEGF were strongly expressed in heterotopic ossification，but  

those in the normal bone tissue showed low express or no express. Image analysis demonstrated that the average 

absorbance value and the percentage of positive area of COX-2, BMP-2 and VEGF in heterotopic ossification were 

significantly higher than those in the normal bone tissue (P < 0.01). The percentage of positive area of COX-2 expression 

was closely correlated with that in the BMP-2 and VEGF in heterotopic ossification (P < 0.01). These findings suggest    
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that COX-2, BMP-2 and VEGF may play important roles in the process of heterotopic ossification formation. COX-2 may 

induce the expression of BMP-2 and VEGF to promote osteogenesis and angiogenesis in the heterotopic ossification 

organization. 

 

Tian J, Fan CY, Rui YJ, Mi JY, Ruan HJ, Liu K, Zeng BF. Expressions of cyclooxygenase 2, bone morphogenetic protein 

2 and vascular endothelial growth factor in elbow heterotopic ossification. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 

2012;16(42): 7814-7818. 

 

0  引言 

 

异位骨化是肘关节创伤后较常见的并发

症，是正常非骨骼组织发生骨形成的现象，常

引起肘关节的疼痛和僵硬。关于异位骨化的发

病机制现在仍然不清楚，临床中已证实应用非

选择性的非类固醇抗炎药如吲哚美欣和高选择

性的环氧化酶2抑制剂能够预防异位骨化的产

生
[1-3]
。然而，现在国内外仍没有相关文献来报

道环氧化酶2在异位骨化发病中的作用。本实验

采用免疫组化染色方法观察环氧化酶2、骨形态

形成蛋白2(bone morphogenetic protein 2, 

BMP-2) 和 血 管 内 皮 生 长 因 子 (vascular 

endothelial growth factor, VEGF)在肘关节创

伤后异位骨化组织中的表达，探讨此3种蛋白在

异位骨化发病中的作用。 

 

1  对象和方法 

 

设计：对比观察实验。 

时间及地点：于2006年2月至2009年12月

上海交通大学附属第六人民医院显微外科研究

所实验室完成。 

对象：骨组织标本全部来源于上海交通大

学附属第六人民医院骨科28例手术患者，分为2

组。实验组：18例肘关节创伤后形成异位骨化

患者，男10例，女8例，年龄16-52岁，平均30

岁；均为创伤后8-19个月，因肘关节僵硬行手

术松解并切除异位骨化，收集术中切除的异位

骨组织标本。对照组：10例肢体毁损无法修复

急诊行截肢术的患者，男7例，女3例，年龄

23-56岁，平均年龄36岁；其中胫骨近端4例，

胫骨远端2例，肱骨远端2例，桡骨远端2例，均

为干骺端骨质。术中收集废弃肢体取出部分骨

组织，包括皮质和部分松质骨。患者对实验方

案均知情同意，且得到医院伦理委员会批准。 

纳入及诊断标准：①实验组：符合Viola和临

床中提出的异位骨化切除标准者
[4-5]
：异位骨化

组织形成8个月后，局部无红肿热痛等症状，术

前行碱性磷酸酶检查已降至正常，比较最近2

个月X射线片异位骨化无增加。②对照组：肢体

毁损但仍存在血供，取标本处软组织条件良好，

骨组织血供良好，标本收集均在创伤后4 h内完

成。 

排除标准：①妊娠或哺乳期妇女，过敏体质

者。②合并心肺肝肾等系统疾病者。③骨髓炎、

骨肿瘤等局部存在病变者。④骨折未愈合者。 

主要试剂及仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

组织切片的制备、脱塑及染色：取出术中采集

的肘关节异位骨化标本及废弃骨组织标本，清

除周围软组织，生理盐水冲洗，切成大小约    

1 cm×1 cm×0.3 cm骨块，标号。本实验采用树

脂包埋及硬组织切片机处理标本，具体步骤：

固定、冲洗、脱水、透明、渗透、包埋、硬化、

切片、脱塑、染色等
[6]
。 

染色结果测定：以胞浆出现棕黄色颗粒为阳

性反应。阴性对照除细胞核染成蓝色外，胞浆

内无棕黄色反应物。免疫组化染色结果用

OLYMPUS CX31显微摄像系统输入HPIAS- 

1000高清晰度彩色病理图文报告管理系统对

环氧化酶2、BMP-2 和 VEGF的表达进行定量 
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分析。每张切片随机选取5个高倍视野(×400)，测定每

个视野下环氧化酶2、BMP-2和VEGF的阳性反应的平均

吸光度和阳性区域面积百分率，以每例5个视野的平均

吸光度、阳性区域面积百分率平均值作为该例患者的测

量值。 

主要观察指标：环氧化酶2、BMP-2 和 VEGF在异

位骨化组织中的表达及环氧化酶2对BMP-2、VEGF表达

水平的影响。 

统计学分析：由第一作者运用SAS 8.0软件进行统

计分析，数据用x
_

±s表示，两组数据间采用t 检验和直线

相关分析。r为相关系数，-1≤r≤1表示两个变量成直线

相关关系，P < 0.05为差异有显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  免疫组化染色结果  环氧化酶2、BMP-2在对照组

中不表达或微弱表达，细胞核内无棕黄色颗粒沉积，

VEGF在小骨髓间隙存在弱阳性表达。在实验组中，环

氧化酶2主要分布在内层小的骨髓间隙及结构组织中的

成骨细胞胞浆中，部分胞膜同时阳性，见图1；BMP-2

在异位骨化组织中的小骨髓腔和骨化中心见棕黄色颗

粒沉积，见图2；VEGF主要在异位骨化组织中的血管内

皮细胞、纤维细胞、成骨细胞的胞浆中表达，染色为淡

黄色-深棕黄色颗粒，见图3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

2.2  环氧化酶2、BMP-2 和 VEGF在异位骨化组织中

的表达  环氧化酶2、BMP-2及VEGF在实验组和对照组

中表达的平均吸光度及阳性区域面积百分率的差异均

有显著性意义(P < 0.01)，见表1-3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 2  异位骨化和正常骨组织骨形态形成蛋白 2表达的平均吸
光度和阳性区域面积百分率比较 

Table 2  The average absorbance and the percentage of 
positive area of bone morphogenetic protein 2 in 
heterotopic ossification and normal bone tissue  (x

_

±s)         

Group n Average  

absorbance 

Percentage of positive area 

(%) 

 

Experimental 

 

18 

 

0.110±0.013 

 

30.537±8.188 

Control 10 0.043±0.014 5.063±2.287 

t  12.77 12.36 

P  < 0.01 < 0.01 

 

Figure 1  Cyclooxygenase 2 in heterotopic ossification 
(Immunohistochemical staining, × 50) 

图 1  环氧化酶 2 在异位骨化组织中的免疫组化染色结果
(×50) 

 

Figure 2  Bone morphogenetic protein 2 in heterotopic 
ossification (Immunohistochemical staining, × 50) 

图 2  骨形态形成蛋白 2 在异位骨化组织中的免疫组化染色
结果(×50) 

Figure 3  Vascular endothelial growth factor in heterotopic 
ossification (Immunohistochemical staining, × 50) 

图 3  血管内皮生长因子在异位骨化组织中的免疫组化染色
结果(×50) 

表 1  异位骨化和正常骨组织中环氧化酶 2表达的平均吸光度
和阳性区域面积百分率比较 

Table 1  The average absorbance value and the percentage of 
positive area of cyclooxygenase 2 in heterotopic 
ossification and normal bone tissue            (x

_

±s) 

Group  n 
Average  

absorbance 

Percentage of positive area 

(%) 

 

Experimental 

 

18 

 

0.119±0.008 

 

39.381±4.087 

Control 10 0.091±0.017 15.138±3.197 

t  4.74 16.17 

P  < 0.01 < 0.01 

 

表 3  异位骨化和正常骨组织血管内皮生长因子表达的平均吸
光度和阳性区域面积百分率比较 

Table 3  The average absorbance and the percentage of 
positive area of vascular endothelial growth factor in 
heterotopic ossification and normal bone tissue  (x

_

±s)          

Group n 
Average 

absorbance  

Percentage of positive 

area (%) 

 

Experimental 

 

18 

 

0.121±0.011 

 

37.982±6.387 

Control 10 0.077±0.021 18.143±4.355 

t  6.29 8.72 

P  < 0.01 < 0.01 
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2.3  环氧化酶2、BMP-2及VEGF表达的相关性分析  

对实验组中环氧化酶2与BMP-2、环氧化酶2与VEGF的

阳性区域面积百分率绘制散点图发现呈直线趋势，进行

直线相关分析，结果见表4。环氧化酶2与BMP-2存在明

显直线相关关系(r=0.693，P < 0.01)；环氧化酶2与

VEGF存在明显直线相关关系(r=0.896，P < 0.01)。即

异位骨化组织中环氧化酶2与BMP-2、VEGF的表达均呈

正的直线关系。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

异位骨化是一种病理性的骨化现象
[7]
，多发生在大

关节周围，例如髋关节、肘关节等
[8-10]

。有研究表明，

间充质干细胞、刺激因子和骨形成的适宜环境是异位骨

化形成的必要条件
[11]
。关节周围创伤后引起局部间充质

干细胞和一些刺激因子如BMP、胰岛素样生长因子、

VEGF等的释放，局部组织的微环境也发生着变化，如

缺氧、酸中毒，这些变化最终导致了间充质干细胞转化

为成骨细胞引起成骨，进而在关节周围产生异位骨   

化
[12-13]

。其发病过程中的各刺激因子之间的相互作用非

常复杂。 

3.1  环氧化酶2在异位骨化组织中的表达及意义  在

正常生理状态下环氧化酶2表达高度受限，多数组织内

检测不到或低表达，仅存在于组织损伤、炎症、肿瘤组

织中。这在本实验中也得到验证，对照组中环氧化酶2

基本为阴性表达。在骨组织修复的过程中，环氧化酶2

的活性和其引起的前列腺素E2影响软骨细胞的形成和

软骨内骨化，促进成骨细胞的活性及骨形成
[14]
。Xie等

[15]

在鼠骨折模型中发现，环氧化酶2表达阴性的鼠模型中

软骨内成骨启动受到破坏，并有严重的血管形成障碍。

Naik等
[16]
认为环氧化酶2/EP4(前列腺素E2的受体)激动

剂能够弥补缺陷的分子信号，而这些缺陷的分子信号能

减少与衰老相关的骨折愈合。非选择性的非类固醇抗炎

药和选择性的环氧化酶2抑制剂都能够抑制骨形成及骨

折愈合，这也说明了环氧化酶2可能在骨形成中起重要

的作用
[17]
。本组实验在异位骨化组织中检测到环氧化酶

2高表达，且多位于异位骨化组织中的骨髓腔及成骨细

胞中，由此可以确定环氧化酶2在异位骨化中成骨细胞

的增殖中起到一定的作用。 

3.2  BMP-2在异位骨化组织中的表达及意义  BMP-2

是一种重要的成骨调控因子，具有很强的促进成骨细胞分

化的功能，还具有在骨形成过程有刺激矿化的作用
[18]
。在

临床中，有报道重组骨形态蛋白rhBMP-2在应用时可能会

引发局部的异位骨化形成
[19-20]

。Toom等
[21]
对7例全髋置换

术后的异位骨化标本(形成时间6个月-9年)的进行免疫组

化染色分析发现BMP-2、转化生长因子β2和转化生长因

子β3参与了异位骨化的骨形成，而且在活跃的骨形成区

和再塑区的表达要比骨成熟区高，并发现异位骨化形成2

年后的类骨质表面密度和3种蛋白的mRNA水平相对降

低，意味着异位骨化形成2年后骨形成逐渐变缓。本组实

验发现BMP-2在对照组中的表达相对较微弱，而在异位骨

化组织中表达阳性程度也非常高，证实了BMP-2在异位骨

化的发病中起着非常关键的作用。 

3.3  VEGF在异位骨化组织中的表达及意义  血管发

生对于软骨内成骨和膜内成骨均有促进作用，异位骨化

组织的形成也需要血管化过程。新血管的形成能对异位

骨化组织提供营养物质，运输代谢废物，为局部骨化及

代谢提供有力的环境。VEGF是一种多功能的细胞因子，

与血管内皮细胞表面受体结合后，促进内皮细胞增殖，

增加血管通透性，进而促进新生血管的形成。试验表明

抗血管化药物可导致牵引成骨模型中的骨形成不足，延

迟长骨骨折愈合。本实验中发现VEGF在对照组中为弱

阳性表达，而在实验组中为强阳性表达，因此VEGF可

能通过诱导新生血管的形成在异位骨化的发生发展中

起重要的作用。 

3.4  环氧化酶2、BMP-2和VEGF在异位骨化表达中的

相关性  比较环氧化酶2、BMP-2和VEGF在异位骨化组

织中的表达发现，异位骨化组织中环氧化酶2表达上调，

BMP-2和VEGF的表达也上调，环氧化酶2与后两者的表

达呈明显正相关。由此可以推断此三者在异位骨化发病

中可能起着协同作用。现在一些研究也已经证实前列腺

素E2和前列腺素E2的合成酶环氧化酶2能够影响

BMP-2的生物学活性，进而影响组织的成骨作用。

Oliveira等
[22]
在兔牙周炎模型中应用环氧化酶2抑制剂，

发现VEGF表达量下降及牙槽骨出现骨丢失。前列腺素

E2能够引起VEGF的合成，有学者在利用糖皮质激素制

造猪的骨质疏松模型研究发现，环氧化酶2的下调导致

表 4  实验组环氧化酶 2与骨形态形成蛋白 2、血管内皮生长
因子阳性区域面积百分率的相关性 

Table 4  The correlation of the percentage of positive area of 
cyclooxygenase 2, bone morphogenetic protein 2 and 
vascular endothelial growth factor in the experimental 
group                                               

Item r P 

 

Cyclooxygenase 2 and bone morphogenetic protein 2 

Cyclooxygenase 2 and vascular endothelial  

growth factor 

 

0.693 

0.896 

 

< 0.01 

< 0.01 
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前列腺素E2的量减少，进而引起VEGF的下降。而作者

的研究也证实了在肘关节异位骨化组织中环氧化酶2的

高表达，会引起BMP-2和VEGF的表达升高。 

总之，异位骨化的发生是一个复杂的过程，涉及到

多种因子的相互作用，其形成过程与骨愈合过程存在相

似。本实验结果表明，环氧化酶2、BMP-2和VEGF的表

达在异位骨化的发生发展中起重要作用，环氧化酶2表

达水平的升高可能引起BMP-2和VEGF表达水平的升

高，促进骨形成和血管重建，进而导致异位骨化的发生

和发展。 
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