
乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤，近年来我国

乳腺癌发病率逐年升高，且呈现年轻化趋势［1］。乳

腺癌类型众多，其中雌激素受体、孕激素受体和人

类表皮生长因子受体⁃2均阴性的乳腺癌称为三阴

性乳腺癌，该类型具有极强的侵袭性，总生存率较

差，内脏转移率高［2］。研究表明，多种基因的突变和

表达异常在乳腺癌发生、进展和转移中具有重要作

用，近年来关于乳腺癌早期筛查、诊断以及疗效、预

后评估的相关报道众多［3-4］。基于此，本研究探讨了

血管内皮生长因子（vascular endothelial growth fac⁃
tor，VEGF）、抑癌基因p53在乳腺癌组织及患者血清

中的表达以及与预后的关系。

1 对象和方法

1.1 对象

选择江苏大学附属医院 2013年 6月—2016年

5月收治且经病理确诊的 390例乳腺癌患者作为研

究对象，均为女性，年龄 37~69岁，平均年龄（49.5±
12.3）岁；TNM分期：Ⅰ期 67例，Ⅱ期 195例，Ⅲ期

126例，Ⅳ期 2例；三阴性乳腺癌 80例，非三阴性乳

腺癌310例。所有病例术前均未接受放疗、化疗、内

分泌治疗、非甾体类抗炎药物治疗及其他针对肿瘤

的生物靶向治疗；临床资料完整，且对本研究知情

同意。本研究经医院伦理委员会批准。

1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学检测

严格按照免疫组织化学 SP法检测乳腺癌组织

样本中VEGF和p53蛋白表达水平。以磷酸盐缓冲

液代替一抗作为阴性对照，已知抗体阳性的乳腺癌

组织样本作为阳性对照。p53位于细胞核，VEGF位

于细胞膜或细胞浆，以相应部位出现淡黄色至棕色

颗粒作为阳性。由2名病理医师独立观察每张切片

中5个400倍镜视野下的200个细胞，从以下两个方

面综合评价：①染色强度：无着色，0分；浅黄色，1分；

棕黄色，2分；棕褐色，3分；②阳性细胞率：无阳性

细胞，0分；≤10%，1分；＞10%~50%，2分；＞50%~
75%，3分；＞75%，4分。以上述两者乘积作为最后
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结果，其中0~2分为阴性（-），≥3分阳性。

1.2.2 荧光定量PCR检测

取患者空腹肘静脉血 5 mL，3 000 r/min 离心

10 min，收集血清。采用 TRIzol 试剂盒（Thermo
Fisher公司，美国）提取血清中的RNA。根据Prime⁃
ScriptTM逆转录酶试剂盒说明书进行反转录，反应体

系为 20 μL，反应条件：30 ℃ 10 min，42 ℃ 30 min，
95 ℃ 5 min，反应产物即为cDNA，于-20 ℃保存。采

用All⁃in⁃One qPCR MixRT⁃PCR试剂盒说明书进行

定量 PCR检测，反应体系 25 μL。反应条件：95 ℃
预变性 5 min，95 ℃ 退火 30 s，60 ℃延伸 30 s，40个

循 环 。 VEGF 上 游 引 物 5′ ⁃ GCACCCATG⁃
GCAGAAGGAGGAG⁃3′，下游引物 5′⁃GTGCTGAC⁃
GCGCTAACTGACC⁃3′；p53上游引物 5′⁃ATGGAG⁃
GAGCCGCAGTCAG ⁃ 3′，下游引物 5′ ⁃ TCAGTCT⁃
GAGTCAGGCCCTTC⁃3′；GAPDH为内参，上游引物

5′⁃CTCAGACACCATGGGGAAGGTGA⁃3′，下游引物

5′⁃ATGATCTTGAGGCTGTTGTCATA⁃3′。PCR扩增

完成后，根据扩增曲线读取循环数（Ct），将GAPDH
作为内参基因，采用相对定量法以 2-ΔΔCt对血清中

VEGF和p53表达水平进行相对定量分析。

1.2.3 随访

术后对所有患者进行随访，末次随访截至2019年
9月。记录患者的3年生存情况。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 15.0软件，计数资料表示为例数（百

分率），VEGF和 p53表达水平与患者临床病理因素

相关性使用χ2检验和Fisher’s精确概率法分析。计

量资料以均数±标准差（x ± s）表示，两组间比较采用

独立样本 t检验。采用Pearson相关分析进行相关性

检验。生存曲线采用Kaplan⁃Meier法。P < 0.05为

差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 VEGF和p53的表达

三阴性乳腺癌组织中VEGF和 p53蛋白表达阳

性率分别为 47.50%（38/80）和 57.50%（46/80），明显

高于非三阴性乳腺癌组织的 30.00%（93/310）和

32.90%（102/310），两组比较，差异均具有统计学意

义（P < 0.05，表1）。典型病理图片见图1。
三阴性乳腺癌与非三阴性乳腺癌患者血清

VEGF mRNA 水平分别为 4.12±1.76 和 3.02±1.51，
p53 mRNA水平分别为4.98±1.29和2.62±1.02，差异

有统计学意义（t=5.608、17.418，P < 0.001）。Pearson

相关性分析表明，血清 VEGF mRNA 水平与组织

VEGF表达水平、p53 mRNA水平与组织 p53表达水

平均具有显著正相关关系（r=0.717、0.743，P <
0.05）。此外，血清中VEGF mRNA和 p53 mRNA水

平、组织VEGF和p53 蛋白表达水平均呈正相关（r=
0.524，r=0.624，P < 0.05）。
2.2 VEGF和p53表达与病理特征的关系

VEGF和 p53蛋白在三阴性乳腺癌组织中的表

达均与TNM分期、组织学分级和淋巴结是否转移有

显著关系（P < 0.05），与年龄、肿瘤直径均无显著关

系（P＞0.05，表2）。
2.3 乳腺癌的预后因素分析

生存分析显示，VEGF 阳性的 3 年生存率比

VEGF阴性者低，p53阳性的乳腺癌患者3年生存率

比p53阴性者低。Log⁃rank（Mantel⁃Cox）检测差异均

具有统计学意义（P < 0.05，图2、3）。因此，VEGF和

p53的表达可以作为乳腺癌的预后因子。

3 讨 论

三阴性乳腺癌作为乳腺癌的一种特殊类型，临

表1 VEGF和p53蛋白在三阴性和非三阴性乳腺癌组织中

的表达 ［n（%）］

分组

三阴性乳腺癌（n=80）
非三阴性乳腺癌（n=310）
χ2值

P值

p53阳性

46（57.50）
102（32.90）

16.338
＜0.001

VEGF阳性

38（47.50）
93（30.00）

8.730
0.003

p53

三
阴

性
乳

腺
癌

非
三

阴
性

乳
腺

癌

图 1 VEGF、p53在三阴性乳腺癌和非三阴性乳腺癌中的

表达（SP，×200）
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床复发率较高，预后较差，容易在早期复发转移［5］。

随着分子生物技术的不断发展，人们已经发现抑癌

基因失活和/或多种癌基因过度激活在乳腺癌发生、

发展中占重要地位，对于此类标志物的深入研究也

成为了临床关注的热点［6-7］。

VEGF是促进肿瘤微血管生成的重要因子，特

异性作用于血管内皮细胞，促进新生血管的形成和

肿瘤生长；同时VEGF也是一种血管通透性诱导因

子，可增加微血管特别是毛细血管后静脉和小静脉

的通透性，加快肿瘤生长和转移［8-9］。p53基因是迄

今已发现的与人类肿瘤发生相关性最强的抑癌基

因，可分为野生型和突变型两种，前者能诱导终末分

化，维持基因稳定，触发衰老和诱导细胞凋亡，抑制肿

瘤的发生［10-11］。而突变型为促癌基因，可抑制野生型

p53的活性，从而引起细胞的转化，促进细胞癌变［12］。

很多研究表明，p53的高表达提示肿瘤细胞活跃，与

局部浸润和转移、肿瘤的恶性程度呈正相关，临床预

后差，短期生存率低［13-14］。正常细胞内p53基因为野

生型，而癌变细胞内突变型p53蛋白表达量高、半衰

期长，常规免疫组化方法易于检出［15］。

本研究结果显示，三阴性乳腺癌组织中VEGF
蛋白和p53蛋白表达阳性率均明显高于非三阴性乳

腺癌组织，差异有统计学意义（P < 0.05），VEGF和

p53蛋白在三阴性乳腺癌组织中的表达均与TNM分

期、组织学分级和淋巴结是否转移有显著关系（P <
0.05）。有学者曾采用酶联免疫吸附法检测不同类

型乳腺癌患者VEGF的表达情况，结果表明三阴性

乳腺癌患者VEGF阳性表达率显著高于非三阴性乳

腺癌患者。随访发现，三阴性乳腺癌组织VEGF、
p53阳性表达者 3年总存活率显著低于阴性患者。

本研究还发现三阴性乳腺癌患者血清VEGF水平显

表2 VEGF和p53蛋白在三阴性乳腺癌组织中的表达与病理特征之间的关系

阳性［n（％）］

21（46.7）
17（48.6）

16（29.6）
22（84.6）

03（18.8）
18（42.9）
17（77.3）

14（45.2）
24（49.0）

30（93.8）
08（16.7）

χ2值

0.029

21.278

13.486

0.111

45.748

P值

0.866

＜0.001

0.001

0.739

＜0.001

临床特征

年龄

＜50岁
≥50岁

TNM分期

Ⅰ~Ⅱ
Ⅲ~Ⅳ

组织学分级

Ⅰ级

Ⅱ级

Ⅲ级

肿瘤直径

≤2 cm
＞2 cm

淋巴结转移

有

无

例数

45
35

54
26

16
42
22

31
49

32
48

阳性［n（％）］

25（55.6）
21（60.0）

26（48.1）
20（76.9）

04（25.0）
23（54.8）
19（86.4）

16（51.6）
30（61.2）

27（84.4）
19（39.6）

χ2值

0.169

5.946

14.545

0.718

15.763

P值

0.690

0.015

0.001

0.397

＜0.001
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图3 p53阳性和阴性的乳腺癌患者生存曲线图
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图2 VEGF阳性和阴性的乳腺癌患者生存曲线图
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著高于非三阴性乳腺癌患者，且组织与血清VEGF、
p53表达水平具有明显正相关关系，提示血清与乳

腺癌组织中VEGF、p53蛋白水平都可作为评估三阴

性乳腺癌患者预后的指标。VEGF阳性表达或高表

达能够在一定程度上促进三阴性乳腺癌患者血管内

皮细胞的增殖，进而促使肿瘤新生血管数量不断增

加，最终起到促进三阴性乳腺癌浸润以及淋巴结转移

的效果。

综上所述，VEGF、p53阳性表达与三阴性乳腺

癌发生、进展、淋巴结转移及预后不良密切相关，血

清中VEGF、p53也可作为三阴性乳腺癌发生、进展

和预后等的生物标志物，可进一步采用受试者工作

特征曲线（ROC曲线）评价血清VEGF、p53水平在三

阴性乳腺癌诊断和预后中的评估效能。后续研究

将纳入更多病例，增加随访时间，同时研究标志物

之间的相关性，进一步证实研究结论。
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