
书书书

第１８卷第２期
２０１２年４月 　　　　　　　　　　　　　　 中国耳鼻咽喉颅底外科杂志

ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＯｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙ－ＳｋｕｌｌＢａｓｅＳｕｒｇｅｒｙ　　　　　　　　　　　　　
Ｖｏｌ．１８Ｎｏ．２
　 Ａｐｒ．２０１２

作者简介：成　伟，男，副主任医师。
通讯作者：成　伟，Ｅｍａｉｌ：ｎｈｙｙｃｗ５１８＠１２６．ｃｏｍ．

·基础研究·

喉癌组织中 Ｐ５３和 ＣＯＸ２及 ＶＥＧＦ与
微血管密度相关性研究
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　　摘　要：　目的　探讨喉癌组织中 Ｐ５３、环氧合酶２（ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ２，ＣＯＸ２）及血管内皮生长因子
（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）与微血管密度（ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＭＶＤ）的关系。方法　通过免
疫组化 ＳＰ法对 ６４例喉癌组织标本中 Ｐ５３、ＣＯＸ２、ＶＥＧＦ及 ＣＤ３４抗体标记的 ＭＶＤ进行检测。结果　
喉癌组织中 Ｐ５３、ＣＯＸ２、ＶＥＧＦ的阳性表达率分别为 ６２．５０％（４０／６４）、６８．７５％（４４／６４）和 ７１．８８％
（４６／６４），ＭＶＤ为３５．８７±９．３８。Ｐ５３、ＣＯＸ２与ＶＥＧＦ之间呈正相关（ｒ＝０．３８３，Ｐ＝０．００２；
ｒ＝０．３０５，Ｐ＝０．０１４）。在有淋巴结转移的肿瘤中 Ｐ５３、ＣＯＸ２及 ＶＥＧＦ阳性表达率及 ＭＶＤ明显高于
非转移组（Ｐ＜０．０５）。结论　Ｐ５３、ＣＯＸ２及 ＶＥＧＦ表达可能共同参予喉癌的血管形成，且 ＣＯＸ２、
ＶＥＧＦ的表达可能由 Ｐ５３调节，共同参与颈淋巴结转移的过程。
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　　研究表明，人体实体肿瘤生长和转移均需
血管生成，而肿瘤组织的微血管密度（ｍｉｃｒｏｖｅｓ
ｓｅｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＭＶＤ）是判断肿瘤血管生成的重要
指标［１］。有研究表明 Ｐ５３、ＣＯＸ２及 ＶＥＧＦ与
许多恶性肿瘤组织的血管形成有关［２３］。有关

抑癌基因 Ｐ５３、ＣＯＸ２及 ＶＥＧＦ的表达，与血管
形成的关系在喉癌组织中研究较少。笔者应

用免疫组化方法检测 Ｐ５３、ＣＯＸ２及 ＶＥＧＦ的
表达与微血管密度，并分析上述指标的相关性

及与喉癌转移的关系，以探讨 Ｐ５３和 ＣＯＸ２及
ＶＥＧＦ在 喉 癌 血 管 生 成 及 颈 淋 巴 结 中 的
作用。

１　材料和方法

１．１　临床资料
收集南方医科大学附属南海医院和吉林大

学第一临床学院 １９９６～２００４年所存喉癌组织
中 标本６４例，男４０例，女２４例；年龄４２～
８０岁，平均 ５６．３岁。标本经 １０％中性甲醛溶
液中固定，２４ｈ石蜡包埋，常规病理 ＨＥ染色
诊断，均为鳞状细胞癌。根据 ２００２年国际抗
癌联盟（ＵＩＣＣ）喉癌分类方案进行临床分类：其
中高分化 ２０例，中分化 ２８例，低分化 １６例；
Ｔ１１４例，Ｔ２２３例，Ｔ３１８例，Ｔ４９例；声门上
型 ６４例。颈淋巴结转移 ３３例，无淋巴结转移
３１例，均经术后病理学检查证实。
１．２　检测方法

采用链霉 菌 抗 生 物 素 蛋 白 过 氧 化 物 酶

（ＳＰＴＭ法）免疫组化技术，一抗分别为鼠抗 Ｐ５３
单克隆抗体、兔抗 ＶＥＧＦ多克隆，鼠抗 ＣＤ３４单
克隆抗体即用型，鼠抗人 ＣＯＸ２多克隆抗体。
操作步骤按说明书，用已知阳性乳腺癌切片做

阳性对照。用 ＰＢＳ溶液代替一抗做阴性对照。
１．３　判定标准

Ｐ５３在喉鳞状细胞癌中的表达以细胞核内
出现棕黄色或褐色颗粒≤１０为阴性，＞１０％
为阳性。ＣＯＸ２、ＶＥＧＦ在喉鳞状细胞癌中的表
达以细胞质中出现淡黄、棕黄或棕褐色，高倍

镜（×４００）下随机选择 ３个视野的癌巢区阳性
细胞所占比率的平均数分，以阳性细胞占全部

肿瘤细胞的百分比表示阳性表达率。判定标

准：阳性细胞数≤１０％为阴性；＞１０％为阳性。
ＣＤ３４抗体标记显示肿瘤 ＭＶＤ，在不知临床及

病理特征的情况下，运用低倍镜（×２００）下筛
选出最高微血管密度区（肿瘤基质边缘或肿瘤

间质），随机选择 ５个视野记录微血管数，求其
平均数作为该肿瘤的平均微血管数［４］。

１．４　统计学处理
应用 ＳＰＳＳ１２．０统计软件对数据行 χ２检

验 、ｔ检 验 和 Ｓｐｅａｒｍａｎ等 级 相 关 处 理 。Ｐ＜
０．０５认为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　喉癌组织中 Ｐ５３、ＣＯＸ２、ＶＥＧＦ的表达
及微血管密度的检测

喉癌组织中 Ｐ５３阳性染色在细胞核，表达
率为 ６２．５０％（４０／６４）。ＣＯＸ２、ＶＥＧＦ主要在
肿瘤细胞浆中表达，呈棕黄色或棕褐色颗粒

状，阳性表达率为分别为 ６８．７５％（４４／６４）及
７１．８８％（４６／６４），ＣＤ３４抗体标记染色 ＭＶＤ
为 ３５．８７±９．３８（图 １～４）。

图 １　Ｐ５３在喉鳞状细胞癌细胞核中的阳性表达（ＳＰ
染色，×４００）

图 ２　ＣＯＸ２在喉鳞状细胞癌细胞浆中的阳性表达
（ＳＰ染色，×４００）
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图 ３　ＶＥＧＦ在喉鳞状细胞癌细胞浆中的阳性表达
（ＳＰ染色，×４００）

图 ４　ＣＤ３４在喉鳞状细胞癌细胞间质中的表达（ＳＰ
染色，×２００）

２．２　喉癌组织中 Ｐ５３、ＣＯＸ２和 ＶＥＧＦ的表达
相关性与 ＭＶＤ及颈淋巴结转移的关系

ＭＶＤ在喉癌 Ｐ５３、ＣＯＸ２和 ＶＥＧＦ的阳性
表达与阴性表达间差异均具有统计学意义（Ｐ
＜０．０１）。喉癌淋巴结转移组与非转移组的
ＭＶＤ差异具有统计学意义（Ｐ ＜０．０１），见表
１。在伴颈淋巴结转 移 组 中 Ｐ５３、ＣＯＸ２和
ＶＥＧＦ阳性表达率明显高 于 非 转 移 组 （Ｐ＜
０．０５），见表 ２。

６４例喉癌组织中 Ｐ５３和 ＣＯＸ２表达同时
阳性者 ３３例，同时阴性者 １３例，经 Ｓｐｅａｒｍａｎ
等级相关分析Ｐ５３与ＣＯＸ２呈正相关（ｒ＝
０．３８３，Ｐ＝０．００２）；Ｐ５３和 ＶＥＧＦ表达同时阳
性者 ３３例，同时阴性者 １１例，经 Ｓｐｅａｒｍａｎ等
级 相 关 分 析 Ｐ５３与 ＶＥＧＦ呈 正 相 关 （ｒ＝
０．３０５，Ｐ＝０．０１４）；ＣＯＸ２和 ＶＥＧＦ同时阳性
者 ３４例，同时阴性者 １０例，ＣＯＸ２和 ＶＥＧＦ亦
存在正相关（ｒ＝０．２５３，Ｐ＝０．０４４）。

表 １　喉癌组织中 Ｐ５３、ＣＯＸ２及 ＶＥＧＦ与 ＭＶＤ的
表达 （珋ｘ±ｓ）

项目 例数 ＭＶＤ ｔ Ｐ

Ｐ５３

　阳性 ４０ ３６．７５±８．４１
３．０４ ＜０．０１

　阴性 ２４ ３０．０７±９．１７

ＣＯＸ２

　阳性 ４４ ３９．８５±８．４６
５．６３ ＜０．０１

　阴性 ２２ ２８．１２±７．２４

ＶＥＧＦ

　阳性 ４６ ３６．８８±７．０４
５．３０ ＜０．０１

　阴性 １８ ２６．６５±６．９７

淋巴结转移

　阳性 ３３ ３８．０７±６．５４
５．５８ ＜０．０１

　阴性 ３１ ２８．２４±７．５３

表 ２　喉癌组织中 Ｐ５３、ＣＯＸ２及 ＶＥＧＦ表达与颈淋巴
结转移的关系

组别
Ｐ５３

阳性 阴性

ＣＯＸ２

阳性 阴性

ＶＥＧＦ

阳性 阴性

有淋巴结转移 ２８ ５ ２７ ６ ２９ ４

无淋巴结转移 １２ １９ １７ １４ １７ １４

χ２ １２．６１６ ４．２３３ ７．０７５

Ｐ ０．０００ ０．０４ ０．００８

３　讨论

３．１　喉癌组织中 Ｐ５３、ＣＯＸ２及 ＶＥＧＦ的表达
与血管形成的关系

研究表明，几乎所有实体瘤的生长和转移

均依赖于肿瘤血管生成。肿瘤的血管生成不

仅与一些血管因子相关，而且与调控血管生长

因子活性的多种因子相关。本研究通过检测

Ｐ５３、ＣＯＸ２及 ＶＥＧＦ在喉癌组织中的表达情
况及其与 ＭＶＤ的关系，探讨它们之间的相关
性及与喉癌转移的关系。

研究表明 Ｐ５３的功能改变与肿瘤血管形成
及肿瘤淋巴结转移有关。本研究结果显示，喉

癌鳞状上皮组织中 Ｐ５３表达与 ＭＶＤ水平呈正
相关，其阳性组和阴性组的 ＭＶＤ分别为 ３６．７５
±８．４１和 ３０．０７±９．１７（Ｐ＜０．０１），且与颈
·３８·
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淋巴结转移相关（Ｐ ＜０．０１），这与许多文献
报道相似［２３］。ＣＯＸ２在大多数人类肿瘤中过
表达，近年来研究表明 ＣＯＸ２在肿瘤的发生发
展中发挥着重要作用，并且与肿瘤淋巴结转移

和预后不良有关。目前研究发现 ＣＯＸ２与肿
瘤的血管生成相关［３４］。本研究显示 ＣＯＸ２阳
性 表 达 与 ＭＶＤ 呈 正 相 关，其 阳 性 组

和 阴 性 组 的 ＭＶＤ分 别 为３９．８５±８．４６和
２８．１２±７．２４（Ｐ ＜０．０１），ＣＯＸ２阳性表达
与颈淋巴结转移相关（Ｐ ＜０．０１）。这一结果
与李 正 贤 等 在 喉 癌 的 研 究 中 报 道 相 符［５］。

ＶＥＧＦ是目前公认的特异性血管生长因子，它
能诱导肿瘤血管生成，其在肿瘤生长和转移中

起重要作用［１］。本研究还显示 ＶＥＧＦ阳性表达
与 ＭＶＤ呈正相关，其阳性组和阴性组的 ＭＶＤ
分别为 ３６．８８±７．０４和 ２６．６５±６．９７（Ｐ ＜
０．０１），ＶＥＧＦ的阳性表达与颈淋巴结转移有关
（Ｐ ＜０．０５），这一结果与某些文献报道相
似［５６］。颈淋巴结转移是喉癌患者死亡的主要

原因，与喉癌预后密切相关。有研究显示高水

平 ＭＶＤ是肿瘤具有侵袭和转移能力的标志［１］。

本研究显示喉癌转移组与非转移组的 ＭＶＤ分
别 是３８．０７±６．５４和２８．２４±７．５３（Ｐ＜
０．０１），这提示 ＭＶＤ是喉癌预后的一个因素。
单因素分析 ＭＶＤ水平与 Ｐ５３、ＣＯＸ２及 ＶＥＧＦ
的表达均有关，且与喉癌颈淋巴结转移有关，

提示高 ＭＶＤ、Ｐ５３、ＣＯＸ２和 ＶＥＧＦ阳性表达
与肿瘤预后密切相关。

３．２　喉癌组织中 Ｐ５３、ＣＯＸ２及 ＶＥＧＦ的表达
相关性

研究认为，ＣＯＸ２的表达与突变型 Ｐ５３的
表达有关，野生型 Ｐ５３能够与 ＴＡＴＡ结合蛋白
竞争 ＣＯＸ２启动子上的结合位点从而抑制
ＣＯＸ２的表达，而突变的 Ｐ５３无此作用，因而
认为存在 Ｐ５３和 ＣＯＸ２之间存在着调节环
路［３，７］，而 ＣＯＸ２通过上调 ＶＥＧＦ表达而促进
肿瘤血管形成［６８］，李正贤等［５］在喉癌的研究中

也支持这一点。因肿瘤的发生发展是受多基

因多步骤调控的，研究认为，野生型 Ｐ５３可能
是 ＣＯＸ２上游的其中一个调控基因；野生型
Ｐ５３的突变可能丧失了对 ＣＯＸ２的抑制而使
ＣＯＸ２表达增加，Ｐ５３的突变和 ＣＯＸ２在肿瘤
的发生、发展中可能起协同作用，同时 ＣＯＸ２
进而控制下游基因的转录和表达，进一步调控

肿瘤组织中 ＶＥＧＦ的表达为肿瘤淋巴结转移提
供了合适的微环境。本研究对突变的 Ｐ５３、
ＣＯＸ２、ＶＥＧＦ的表达进行了相关分析，结果显
示，在喉癌组织中 Ｐ５３、ＣＯＸ２、ＶＥＧＦ的表达之
间存在正相关性，这一结果与国内外某些文献

报道基本一致［９１０］。这些研究提示 Ｐ５３基因突
变，与 ＣＯＸ２及 ＶＥＧＦ的过表达相关，在肿瘤
的血管生成中可能扮演重要的角色，因此推测

在喉癌中存在如下通路：在 Ｐ５３基因突变后，
Ｐ５３基因调控 ＣＯＸ２能力也丧失，ＣＯＸ２被诱
导转录并过度表达，从而上调 ＶＥＧＦ的转录及
过度表达，进而刺激血管生成。

肿瘤微血管生成，并非单一因素作用的结

果，每一个环节都有可能有多基因和多因素共

同参与。本研究发现 ＣＯＸ２及 ＶＥＧＦ与喉癌肿
瘤血管生成及转移密切相关，Ｐ５３可能参与其
中调节，提示 Ｐ５３、ＣＯＸ２及 ＶＥＧＦ高表达与新
生血管化有关，突变的 Ｐ５３、ＣＯＸ２及 ＶＥＧＦ路
径可能与喉癌的发生、发展及侵袭及颈淋巴结

转移有关。因此联合检测喉癌组织中 Ｐ５３、
ＣＯＸ２及 ＶＥＧＦ与 ＭＶＤ的表达，有助于预测喉
癌侵袭转移的可能性，判断肿瘤预后。同时，

可能对阐明和阻断肿瘤血管生成及转移的形

成具有重要价值，并为肿瘤基因治疗提供理论

和方法学依据。

参考文献：

［１］　ＦｏｌｋｍａｎＪ．Ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＡｎｎｕＲｅｖＭｅｄ，２００６，５７

（１）：１－１８．

［２］　ＭａｎｉｓｃａｌｃｏＷＭ，ＷａｔｈｉｎｓＲＨ，ＲｏｐｅｒＪＭ，ｅｔａｌ．Ｈｙｐｅｒｏｘｉｃ

ｖｅｎｔｉｌａｔｅｄｐｒｅｍａｔｕｒｅｂａｂｏｏｎｓｈａｖｅｉｎｃｒｅａｓｅｄＰ５３，ｏｘｉｄａｎｔＤＮＡ

ｄａｍａｇｅａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄＶＥＧＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．ＰｅｄｉａｔｒＲｅｓ，

２００５，５８（３）：５４９－５５６．

［３］　ＬｉｍＳＣ，ＬｅｅＴＢ，ＣｈｏｉＣＨ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ２

ａｎｄｉｔｓＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｔｏＰ５３ＡｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｉｎＣｏｌｏｒｅｃｔａｌＣａｎｃｅｒｓ

［Ｊ］．ＹｏｎｓｅｉＭｅｄＪ，２００７，４８（３）：４９５－５０１．

［４］　成伟，周维国．喉癌组织中 ＨＩＦ１α、ＣＯＸ２蛋白与 ＶＥＧＦ

表达与微血管密度的关系及临床意义［Ｊ］．临床耳鼻咽

喉头颈外科杂志，２０１０，２４（１８）：８２０－８２２．

［５］　李正贤，刘庚勋，颜美荣，等．喉鳞状细胞癌中微血管密

度与 ＣＯＸ２、ＶＥＧＦ表达及临床意义［Ｊ］．中国耳鼻咽喉

颅底外科杂志，２００８，１４（５）：３３９－３４３．

［６］　武彦昭，熊晨，王亚玲，等．ＮＦκＢｐ６５、ＣＯＸ２和 ＶＥＧＦ

在喉鳞状细胞癌中的表达及临床意义［Ｊ］．中国耳鼻咽

喉颅底外科杂志，２００８，１４（１）：１１－１４．

（下转第 ８９页）

·４８·

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国耳鼻咽喉颅底外科杂志　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第１８卷


