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MDM2基因是 1987年从自然转化的 BALB/c小鼠

成纤维细胞株中发现的一种癌基因 , 其表达产物为分

子量 90×10
3
的核蛋白。该蛋白既可能与野生型 (wt)

p53结合 , 也可与突变型(mt)p53结合 , 因此起到一种

对 p53的负性调控作用[ 1] 。近年的研究表明 ,人类多

种肿瘤有 p53基因突变及/或MDM2基因的扩增和
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过度表达 , 且二者相互影响 , 相互制约 , 形成一反馈调

节环。本研究应用免疫组织化学染色方法 ,检测 80例

骨肉瘤 MDM2及 P53蛋白的表达 , 旨在探讨骨肉瘤

MDM2的 P53蛋白表达的相互关系及其对骨肉瘤预后

的影响 。

1 材料与方法

1.1 临床资料
1968 ～ 1993年长骨中央型骨肉瘤 80例 , 其中手术切除标

本 75例 , 活检 5例 。男 52例 ,女 28例 , 男女比为 1.8∶1 ,年龄
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蛋白的表达 ,比较其与各病理指标之间的关系 。结果 ①骨肉瘤组织MDM2蛋白总体阳性率为 50%(40/80), P53蛋白

总体阳性率为 40%(32/80);MDM2蛋白和 P53蛋白的异常表达呈显著负相关(P< 0.01)。②骨肉瘤 MDM2和 P53蛋白

表达与年龄 、性别 、肿瘤大小 、Price分级及 Dahlin分型均无关 ,而与骨肉瘤WHO新分型有关(P<0.05), MDM2蛋白表

达与肿瘤的复发或转移密切相关(P<0.05)。③生存资料分析显示:MDM2或 P53蛋白阳性表达组生存率明显低于阴性

组(P<0.01);MDM2和 P53蛋白同时阳性表达者生存率最低 ,而二者共同阴性者生存率最高 ,两组相差极为显著(P<

0.005)。结论 ①MDM2蛋白检测可能应用于预测骨肉瘤有无复发或转移;②用免疫组化方法联合检测MDM2和 P53

蛋白表达可能成为评价骨肉瘤预后的一项有价值指标 。
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Abstract:Objective To investigate the expression of MDM2 and P53 protein in osteosarcoma and its relation

to the clinical-pathological parameters and prognosis of the tumor.Method The expression of MDM2 and P53 pro-

tein was detected immunohistochemically in specimens from 80 cases of osteosarcoma with follow-up data. Results

①The positive rates P53 and MDM2 were 40% and 50% respectively.There was inverse relationship be-

tween the expression of P53 protein and that of MDM2(P<0.01).②P53 protein and MDM2 were not significantly

correlated to the sex , age , tumor size , grading or Dahlin's classification of the tumor.The expression of MDM2 was

significantly correlated with tumor's recurrence and metastasis.③Analysis of survival data showed that patients with

positive reaction for both antibodies had the lowest survival rate and the poorest prognosis.Conclusion The detec-

tion of MDM2 can be used to predict the tumor's recurrence and metastasis and combined detection of MDM2 and

P53 is valuable in evaluating the prognosis of osteosarcoma.
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11 ～ 68岁 ,平均 23岁 ,最高峰段 10 ～ 19岁 54例 ,占 62.5%。肿

瘤直径 5～ 25 cm ,平均 10 cm。组织学分级采用 Price三级法 ,组

织学分型采用 1993年WHO新分型及 Dahlin分型 。肿瘤侵犯软

组织者 74例(92.5%), 全部病例均有随访 ,随访时间 5 ～ 25年 ,

总体 2年存活率 33.8%,5年存活率 18.3%。随访期内肿瘤复发

或转移者 15例 。

1.2 免疫组化染色

标本经 10%福尔马林液固定 , 常规石蜡包埋 , 5μm厚连续

切片 ,行链菌素亲生物素蛋白过氧化酶连接法(S-P法)免疫组化

染色 ,按微波炉抗原修复的方法进行 。所用 p53单克隆抗体 Do-7

及MDM2单克隆抗体 SMP-14均系 Santa Cruz公司产品 。以 PBS

液代替一抗作为阴性对照。

1.3 结果判定及统计学处理
P53蛋白及MDM2蛋白染色以胞核有明显棕褐色细颗粒为

阳性细胞 , 光镜下观察 10个高倍视野 , 阳性细胞≥10%即为阳

性病例 。P53蛋白及MDM2蛋白表达的关系 ,以及二者与各临床

病理指标之间的关系 , 应用 χ
2
检验 。绘制 Kaplan-Meier生存曲

线 ,并行 Log-rank检验 ,以进行生存率比较 。

2 结果

2.1 P53蛋白阳性表达
P53蛋白定位于肿瘤细胞核 , 呈棕褐色细胞颗粒状 , 见图

1 , 总阳性表达率 40%(32/80)。P53蛋白过度表达与患者年龄 、

性别 、肿瘤大小 、Price分级 、Dahlin分型无关 , 而与骨肉瘤WHO

新分型有关(P<0.05)。15例复发或转移性骨肉瘤 P53阳性表

达率为 46.7%(7/15), 65例原发肿瘤 P53阳性率为 38.4%(25/

65),二者之间差异不显著 。

图 1 骨肉瘤 P53蛋白单克隆抗体 Do-7免疫组化染

色 ,阳性产物定位于肿瘤细胞核 (S-P×200)

Fig 1 Immunohistochemical staining for monoclonal

antibody Do-7 of P53 protein , the positive

product was localized in the nuclei of tumor

cells(S-P×200)

2.2 MDM2蛋白阳性表达

MDM2蛋白阳性表达定位于肿瘤细胞核 , 呈棕褐色细颗粒

状 ,少数肿瘤细胞胞浆及胞膜可呈弱阳性 ,见图 2 ,MDM2阳性细

胞可呈弥漫性 ,灶性或散在分布 ,在间质细胞及边缘反应性新生

骨为阴性 。80例骨肉瘤中 40例MDM2蛋白阳性(50%), MDM2

蛋白阳性表达与年龄 、性别 、肿瘤大小 、Price分级及 Dahlin分型

无关 , 与骨肉瘤 WHO新分型有关 。15例复发或转移骨肉瘤

MDM2阳性表达率为 80%(12/15),而原发性骨肉瘤MDM2蛋白

阳性率仅为 43%(28/65),二者之间差异有显著性( 2=6.65 , P

<0.05)。

图 2 骨肉瘤MDM2蛋白单克隆抗体 SMP-14免疫组化染

色 ,阳性产物主要定位于肿瘤细胞核 (S-P×200)

Fig 2 Immunohistochemical staining for monoclonal

antibody SMP-14 of P53 protein , the positive

product was mainly localized in the nuclei of

tumor cells(S-P×200)

2.3 P53蛋白与 MDM2蛋白表达相关性分析

32例 P53蛋白表达阳性的病例 , MDM2蛋白表达

阴性者 22例;40例 MDM2蛋白表达阳性的骨肉瘤中 ,

P53表达阴性者 30例 , 两者均阳性表达 10例。MDM2

蛋白与 P53蛋白的异常表达呈显著负相关 ( 
2
=

7.50 , P<0.01)。

2.4 肿瘤 P53蛋白及 MDM2蛋白水平与预后的关系

分别统计 P53及MDM2蛋白阳性组与阴性组的存活期 , 经

Log-rank检验 , 均有显著差异(P< 0.01);分析MDM2基因蛋白

和 P53蛋白不同表达组合与预后之间的关系 , 发现MDM2(+)/

P53(+)组生存率最低;MDM2(-)/P53(-)组生存率最高 ,两组

之间比较相差显著(P<0.01)。

3 讨论

肿瘤是一种由癌基因激活和抑制基因失活而产生

的基因病。骨肉瘤的发生及演进 , 也同其它许多恶性

肿瘤一样 ,是以癌基因激活和/或抑癌基因失活的多基
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因异常累加的结果 ,业已证实 ,多种抑癌基因 ,如 DCC 、

p16、 p15、 p53 、Rb基因 , 以及多种癌基因 , 如 MDM2、

C-erb B2、 SAS(Serum amyloid A-activating sequence)、

C-myc 、fos基因等均参与了骨肉瘤的发生和演进。

p53基因定位于 17p13 ,是多种肿瘤的重要相关基

因 ,骨肉瘤中 p53基因改变主要包括缺失 ,重排和点突

变 。最近 Lonardo等
[ 2]
总结前人文献 ,发现骨肉瘤中 p53

改变为 18%～ 42%。本研究 P53蛋白总体阳性率为

35%,亦在此范围内 。至于骨肉瘤 P53蛋白表达与骨肉

瘤转移及预后的关系 ,目前尚存在争论 ,Wadayama等
[ 3]

认为 P53蛋白表达与组织学类型及肿瘤转移无关 。

Nishikawa等
[ 4]
用免疫组化方法检测 35例骨肉瘤 , 证实

P53蛋白过度表达 , 主要是染色类型与肿瘤侵袭性生

长和转移有关。本研究表明 P53蛋白表达与骨肉瘤的

Price分级 、Dahlin分型及有无复发和转移无关 ,与骨肉

瘤WHO新分型有关。P53蛋白阳性表达组存活率明显

低于阴性组 , 提示 P53蛋白免疫组化检测可作为判断

骨肉瘤预后的一项指标。

1992年Oliner等[ 5]用小鼠 MDM2 cDNA为探针 ,克

隆出人的 MDM2基因 , 位于染色体 12q13～ 14 , 编码一

种分子量为 90×103的核蛋白。在人类许多肿瘤中 ,如

软组织肉瘤 、骨肉瘤 、恶性胶质细胞瘤及一些乳腺肿瘤

中 , 都有 MDM2基因的扩增和 MDM2蛋白产物的过量

表达。Ladanyi等
[ 6]
研究 28例骨肉瘤 , 16例原发性骨肉

瘤未发现 MDM2基因扩增 ,而 12例转移或复发性骨肉

瘤中有 4例 MDM2扩增。本组结果显示:15例复发或

转移性骨肉瘤中 MDM2蛋白阳性率(66.7%)明显高于

原发性骨肉瘤(30.7%),二者之间有显著性差异。提示

MDM2基因扩增或过表达可以作为骨肉瘤侵袭和转移

的一项指标 。

近年来 , 有关 p53基因在骨肉瘤中的研究热点主

要集中在 p53和 MDM2的联合作用上。MDM2基因产

物与 p53结合 , 使其功能失活 , 解除细胞 G1期的阻滞 ,

使细胞重新进入细胞周期 ,当 MDM2过量时 ,可使所有

的 p53活性均丧失 ,导致细胞产生恶性转化。Chen等
[ 7]

发现 MDM2有引起细胞凋亡的功能 。Barak等[ 8]研究表

明 ,野生型 p53也可诱导 MDM2 mRNA的水平升高。大

量研究表明 , p53基因和 MDM2基因相互影响 , 相互制

约 ,相互调控 ,构成一反馈调节环。本研究结果显示 , 32

例 P53蛋白表达阳性的病例 , MDM2蛋白表达阴性者

22例 , 40例 MDM2蛋白表达阳性的骨肉瘤中 , P53表

达阴性者 30例 ,呈显著负相关(P<0.01)。

生存资料统计学分析结果显示 , MDM2基因蛋白

阳性表达组生存率明显高于 MDM2基因蛋白阴性组 ,

提示 MDM2基因蛋白免疫组化检测可能成为评估骨肉

瘤预后的一项指标。对 MDM2蛋白及 P53蛋白不同表

达组合生存率分析显示 MDM2基因蛋白与 p53基因蛋

白同时阳性者生存率最低 , 而两者同时阴性者生存率

最高。提示 MDM2和 P53蛋白免疫组化联合检测可能

成为评价骨肉瘤预后的一项有价值的指标 。其可能机

制是 MDM2基因在调控细胞周期中有非依赖于 p53的

途径 , 已有研究发现除抑制 p53的功能外 , MDM2还抑

制肿瘤抑制基因 Rb , 阻止 Rb诱导细胞进入 G1期阻滞

的能力
[ 9]
, 此外 , MDM2还可与 E2F1的激活区域结合 ,

刺激 E2F1/DP1复合物转录活性[ 10] , 使细胞从 G1期进

入 S期 。
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