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Abstract:Objective　Toinvesti gatetherelationshi pamon gtheex pressionof p53、vascularendothelial growth

factor (VEGF ) andan giogenesisinbonemarrowbio psiesofmulti plem yeloma. Methods　Theex pressionof

VEGF、p53andmicrovasculardensit y (MVD) wereexaminedb ysituh ybridizationandimmunohistochemical

staininginbonemarrowbio psiesof42multi plem yeloma patients. Results　The positiveex pressionrateof

VEGFwas 52.4% (22/42 ) ,the positiveex pressionrateof p53was 21.4% (9/42 ) .Com parativestud yofthe

seriessectionsandstatisticalanal ysisrevealedthat p53ex pressionwascorrelatedwithVEGF ( P < 0.05 ) .

MVDin p53 positiveex pressioncaseswassi gnificantlyhi gherthanMVDin passivecases ( P < 0.01 ) ,and

MVDinVEGF positiveex pressioncaseswassi gnificantlyhi gherthanMVDin passivecases ( P < 0.01 ) . Con2
clusion　Themutant p53mi ghtstimulatean giogenesisb yu pregulatingVEGFex pressioninbonemarrowof

multiplem yeloma.

Keywords: Multiplem yeloma; p53;VEGF;An giogenesis

摘　要 :目的　研究多发性骨髓瘤骨髓组织中 p53 基因和 VEGF 表达与血管新生的关系。方法　应用

原位杂交及免疫组化染色技术对 42例多发性骨髓瘤患者骨髓组织中 VEGF、p53 及微血管密度 (MVD)

进行检测。结果　VEGF 的阳性率为52.4% (22/42 ) ,p53 的阳性率为21.4% (9/42 )。经连续切片对比

及统计学分析显示 ,p53 的表达与 VEGF 的表达显著相关 ( P < 0.05 ) ;并且 p53 阳性组 MVD 显著高于

阴性组 MVD ( P < 0.01 ) ,VEGF 阳性组 MVD显著高于阴性组 MVD ( P < 0.01 )。结论　多发性骨髓瘤

骨髓组织中 p53 突变可以上调 VEGF 的表达 ,促进血管新生。
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0　引言

血管新生在肿瘤的发生与发展过程中起着重要

的作用 ,血管内皮细胞生长因子 (vascularendothelial

growthfactor,VEGF )作为一种血管新生正调控因

子 ,其作用日益受到重视。最近研究证明某些实体

肿瘤组织的 p53 表达与 VEGF 及微血管密度 ( mi2
crovasculardensit y,MVD )密切相关[1] 。我们应用原

位杂交及免疫组化染色技术对多发性骨髓瘤骨髓组

织中 VEGF 、p53 及 MVD 进行了研究 ,现报道如下 :

1　资料与方法

1.1 　病例资料　1999 年 1 月～2002 年 11 月于河

北医科大学第三医院就诊的多发性骨髓瘤初发患者

髂后上嵴骨髓活检组织标本 42例 ,其中男性 31例 ,

女性 11例 ,年龄 50～77岁 ,中位年龄 63岁 ,Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ期患者分别为 11、6、25 例 ,诊断及分型均符合文

献标准[2] 。

1.2 　试剂与方法

1.2.1 　VEGF 原位杂交试剂盒购自武汉博士德生

物工程有限公司 ,采用针对人 VEGFmRNA 的特异

性寡核苷酸探针 ,经地高辛标记 ,DAB显色。

1.2.2 　Ⅷ因子相关抗原免疫组化试剂盒购自北京

中山生物技术有限公司 ,一抗为兔抗人Ⅷ2RAg的多

克隆抗体 ,DAB显色。

1.2.3 　p53 免疫组化试剂盒购自北京中山生物技

术有限公司 ,一抗为鼠抗人 p53 单克隆抗体 ,DAB

显色。操作按试剂盒说明书进行。

1.3 　结果判定

1.3.1 　MVD 测定 　微血管用 Ⅷ因子相关抗原来

显示 ,微血管判定和计数方法参照文献[3] 。每张切

片于 100 倍光镜下选择 3个微血管最多的区域作为
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“热点区”,于 400 倍光镜下 (视野范围0.2376 mm2)

计数每个“热点区”的微血管数 ,取其均值来表示

MVD。

1.3.2 　VEGF 阳性判定　参照文献采用半定量计

分方法[4] ,由两名病理医师在不了解临床情况下计

数每张切片的 5 个具有代表性的 400 倍视野 ,对每

张切片阳性细胞着色强度 a (阴性、弱阳性、阳性、强

阳性)和阳性细胞百分数 b (0、25% 、50% 、75% )按

不同程度分计为 0、1、2、3分 ,确定 a+b<3 为阴性 ,

a+b ≥3为阳性。

1.3.3 　p53 阳性判定　参照 1.3.2 。

1.4 　统计学处理 　采用 SPSS10.0 软件包处理 ,

p53 与 VEGF 相关性应用χ2检验 ,p53、VEGF 阳性

组与阴性组间MVD 差异应用 t 检验 , P < 0.05 时有

显著意义。

2　结果

VEGF 为棕褐色细胞浆阳性染色 ,阳性表达率

为52.4% (22/42 )( 见图 1) ;p53 为棕褐色细胞核阳

性染色 ,阳性表达率为 21.4% ( 9/42 )( 见图 2) ;

VEGF 与 p53 均阳性者表达率为19.1% (8/42 ) ,均

阴性者表达率为45.2% (19/42 ) 。经连续切片对比

分析表明 ,在 p53 表达较多的区域 ,VEGF 表达高 ,

MVD 计数也高 (见图 3) 。经统计学分析显示 ,p53

与 VEGF 表达有显著相关性 (χ2 = 4 . 40 , P <

0 . 05) ;p53 阳性组 MVD 为 117 ±19, 阴性组 MVD

为 75±19,两者比较有显著性差异 ( t = 5 . 736 , P <

0 . 01) ;VEGF 阳性组MVD 为 95±24,阴性组MVD

为 68±22,两者比较有显著性差异 ( t = 3 . 852 , P <

0 . 01) 。

3　讨论

血管新生指机体内新血管形成的过程。1971

年 ,Folkman 提出肿瘤在新血管形成前可长期保持

原位癌状态 ,只有在新血管形成后 ,肿瘤才迅速生

长 ,即肿瘤的生长与转移依赖于血管新生 ,阻断血管

新生可以抑制肿瘤生长。经过三十年来对血管新生

的广泛研究 ,血管新生在肿瘤中的作用已得到了确

认。现在普遍认为肿瘤的发生是一个多步骤的过

程 ,血管新生是此过程中的限速步骤。最近几年 ,越

来越多的研究表明血管新生与恶性血液系统疾病的

发生、发展及预后密切相关。血管新生的过程是受

正性及负性调节因子共同调控的 ,VEGF 作为最常

见且强力的正性调节因子 ,在恶性血液系统疾病中

的作用日益受到重视。对于多发性骨髓瘤 ,其患者

MVD 显著高于健康人 ,是影响多发性骨髓瘤患者

生存的独立预后因素[5] 。研究还发现多发性骨髓

瘤患者体液中 VEGF 的表达水平与多发性骨髓瘤

进程密切相关[7] 。我们的研究发现多发性骨髓瘤

骨髓中 VEGF 表达水平与 MVD 一致 ,这进一步证

明 VEGF 作为血管新生因子 ,通过促进新血管生

成 ,在多发性骨髓瘤发病过程中起着重要作用。

原癌基因激活与抑癌基因失活被认为是肿瘤血

管新生的重要原因之一 ,p53 作为一种抑癌基因 ,它

的突变在肿瘤的发生、发展中发挥着重要作用。实

验室研究发现野生型 p53 以剂量依赖的方式抑制

VEGF 启动子的活性 ,而 p53 突变可使 VEGF 的表

达量升高 ,且突变强度与 VEGF 的表达强度显著正

相关[8] 。p53 野生型蛋白在体内的半衰期很短 ,而

突变型蛋白半衰期长 ,所以免疫组化检测到的 p53

蛋白为突变型蛋白。我们的研究发现无论从连续切

片对比还是从统计学分析中 ,多发性骨髓瘤骨髓组

织中突变 p53 表达与 VEGF 、MVD 相一致 ,这证明

p53 突变作为血管新生的启动因素 ,在多发性骨髓

瘤发病过程中起着重要作用。所以在今后针对多发

性骨髓瘤的抗血管新生治疗过程中 ,不仅可以抑制

血管新生因子 VEGF, 还可以在其上游进行 p53 的

基因治疗 ,以阻断肿瘤细胞血供 ,达到治疗肿瘤目

的。(本文图见封 2)
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