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微血管密度与血管内皮生长因子受体-3在骨髓 
增生异常综合征患者中的表达及意义 
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摘  要：目的  检测骨髓增生异常综合征患者骨髓中微血管密度和血管内皮生长因子受体-3表达水平并探讨其临

床意义。方法  采用免疫组织化学染色检测 54例骨髓增生异常综合症患者、20例非恶性血液病患者对照组骨髓

组织中微血管密度和血管内皮生长因子受体-3表达水平，采用蛋白质印迹法检测上述研究对象骨髓单个核细胞中

血管内皮生长因子受体-3蛋白表达水平，分析其与临床特征的相关性。结果  骨髓增生异常综合症患者骨髓组织

中微血管密度和血管内皮生长因子受体-3表达水平明显高于非恶性血液病对照组，差异具有统计学意义（P < 0.05），

而骨髓增生异常综合症低危组、中危组及高危组中微血管密度与血管内皮生长因子受体-3的表达水平无显著差异

（P > 0.05），经相关性分析微血管密度和血管内皮生长因子受体-3在骨髓增生异常综合症患者骨髓中表达呈正

相关关系。结论  骨髓增生异常综合症患者骨髓存在明显血管新生及血管内皮生长因子受体-3高表达，其表达水

平可能参与骨髓增生异常综合症发病、发展等过程，并可能影响骨髓增生异常综合症预后，通过检测微血管密度

和血管内皮生长因子受体-3的表达可为临床抗脉管新生方法治疗骨髓增生异常综合症提供实验依据。 
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MICROVESSEL DENSITY AND EXPRESSION OF VEGFR-3 IN PATIENTS 

WITH MYELODYSPLASTIC SYNDROMES AND ITS SIGNIFICANCE 
ZENG Jun-quan1, ZHENG Yong-liang1, *SHI Qing-zhi2 

(1. Affiliated Hospital，Jinggangshan University, Ji’an, Jiangxi 343000, China; 

2.The Second Affiliated Hospital, Nanchang University, Nanchang, Jiangxi 330006, China) 

Abstract  Objective: To investigate the level of MVD and exoression level of VEGFR-3 in the patients with 
MDS, and to explore the clinical significance. Methods: The pathologic specimens of the myeloid tissues were 
collected from 54 patients with MDS and 20 patients with non-hematologic malignancies, and were processed for 
routine paraffin embedding. The levels of MVD and the expression of VEGFR-3 were determined by the method 
of IHC and Western blotting. The correlations between MVD and VEGFR-3, and with clinic characteristics were 
analyzed. Results: The levels of MVD and VEGFR-3 in the patients with MDS were much higher than those in 
control group (P < 0.05). A positive correlation between MVD and VEGFR-3 in the patients with MDS was found. 
Conclusion: Angiogenesis and high expression of VEGFR-3 were founded in the MDS patients. VEGFR-3 may 
participate in the occurrence progress and prognosis of MDS. Determining the MVD and the expression of 
VEGFR-3 may provide experimental evidence for anti-angiogenic therapy. 
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骨 髓 增 生 异 常 综 合 征 （ myelodysplastic 
syndrome，MDS）是一组造血异常的异质性疾病,
多发于老年人，总体发病率约4/10万，但在70岁以
上人群中发病率上升至30/10万以上。目前认为造成
MDS患者血液学异常的病理过程包括以下两方面：
(1)过强的细胞凋亡导致无效造血及外周血细胞减
少；（2）转变成急性髓系白血病(acute myelocytic 
leukemia，AML)。虽然这些病理过程之间的确切关
系尚不明确，但了解其中关系对设计针对其中之一

或二者都包括的治疗新策略具有重要意义[1]。当前，

MDS患者骨髓生长环境与其预后之间关系已成为
研究热点。本研究采用免疫组化法检测MDS患者骨
髓活组织切片中微血管密度（microvessel density，
MVD）和血管内皮生长因子受体 -3（Vascular 
endothelial growth factor receptor -3，VEGFR-3）的
表达水平，采用蛋白质印迹法检测骨髓单个核细胞

中VEGFR-3蛋白表达水平，分析其表达水平与MDS
发生、发展及预后之间的关系。 

1  对象与方法 

1.1  研究对象  
所有纳入研究对象选自2006年9月~2013年10

月期间在井冈山大学附属医院血液科住院的54 例
MDS患者，对照组选取同期住院的20 例非恶性血
液病患者（缺铁性贫血13 例，巨幼细胞性贫血7 
例）。骨髓增生异常综合征根据张之南主编2007版
《血液病诊断及疗效标准》进行诊断。54 例MDS
患者均为初发，其中低危组14例，中危组23 例，
高危组17 例；男31 例，女23 例；年龄47~73岁，
平均年龄为（54.7 ± 18.5）岁。对照组：男8 例，
女12 例；年龄28~70岁，平均年龄为（58.2 ± 16.7）
岁。本研究经过我院伦理道德委员会的批准，所有

参与对象均提供书面知情同意书。 
1.2   MDS预后分组标准  
根据国际预后评分系统（IPSS）进行危险度评

估，危险度根据原始细胞百分比、血细胞减少的

系别数和骨髓的细胞遗传学特征进行分级。低危

组0分；中危组-1 0.5~1分；中危组-2 1.5~2.0分；高

危组 ≥ 2.5分。 
1.3  标本采集、制备 
     常规消毒铺巾，在2%利多卡因局部麻醉下，
于髂后上棘进行穿刺抽取骨髓液5 mL进行密度梯
度离心法分离骨髓单个核细胞，同时获取试验组和

对照组的骨髓组织1~1.5 cm，立即用4%多聚甲醛进
行固定、再经脱钙处理后，常规石蜡包埋、切片，

切片厚度4 μm，贴于APES胶处理的载玻片上待用。 
1.4  IHC法检测骨髓组织vWF和VEGFR-3表达 

人血管性血友病（von willebrand factor，vWF）
相关抗原抗体、VEGFR-3多抗、兔抗人抗体及正常
山羊血清购自北京中杉金桥生物技术有限公司，

EnVision免疫组化试剂盒购自Dako公司，APES胶为
Sigma公司产品。vWF和VEGFR-3表达水平检测采
用免疫组化二步法染色，按试剂盒说明书步骤进行

操作。 
1.5   IHC染色结果判断  

MVD采用vWF表达进行表示，其定位于内皮细
胞的胞质，阳性染色为棕褐色颗粒样着色。参照

Igreja C等[2]研究进行MVD计数，结构清晰可辨的被
染成棕褐色阳性的内皮细胞或内皮细胞簇可作为

一个能计数的微血管。VEGFR-3阳性染色定位于包
括瘤细胞和内皮细胞的胞质中，也为呈棕褐色颗粒

样着色。上述检测由二位经验丰富的病理科专家进

行判定，先低倍视野(×100)定位，后高倍视野(×400 )
计数，取中位值。 
1.6  Western blot检测骨髓单个核细胞VEGFR-3蛋
白表达 

    取分离好的骨髓单个核细胞，RIPA与PMSF混
合液裂解细胞30 min，4℃，12000×g离心15 min取
上清为细胞总蛋白；采用BCA法进行蛋白定量；取
50 μg蛋白进行SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳，以预染
蛋白分子量标准为标记切胶，随后进行转膜，5%脱
脂奶粉封闭后相继孵育一抗和二抗，最后在暗室曝

光并在紫外灯下进行照片和灰度值扫描。 
1.7  随访 
    研究对象出院后，通过复诊（如患者在外院就
医则通过电话随访方式），对患者的生存质量及血

生化结果及骨髓检查结果等内容进行随访，随访过
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程中如果患者死亡则自动中止随访，随访截止时间

至2013年10月。 
1.8  统计学处理  

采用SPSS14.0统计软件进行数据分析，计数
资料采用非参数Mann-Whitney和Krusal-Wallis
统计方法，相关性分析采用Spearman秩相关检
验，Ksplan-Meier法进行生存性分析，检验水准
以P＜0.05为差异具有显著性意义。 

2  结果 

2.1  研究对象一般性治疗比较 

根据纳入研究对象住院病例资料及实验室检

查结果获得如下一般资料，根据国际预后评分系统

（IPSS）进行危险度评估，危险度根据原始细胞百
分比、血细胞减少的系别数和骨髓的细胞遗传学特

征进行分级。低危组0分；中危组0.5~2.0分；高危
组 ≥ 2.5分。年龄比较采用两个独立样本t检验方式
进行统计，其余比较采用卡方检验进行统计，经

SPSS 18.0统计软件分析，MDS组与对照组性别、年
龄（P > 0.05），骨髓原始细胞比例、核型及血细胞
减少系数之间比较有统计学意义（P＜ 0.05）；而
MDS低危组、中危组及高危组一般资料比较均无显
著性差异（P > 0.05）（结果见表1）。 

表 1  实验组与对照组一般资料比较（x ± s） 

Table 1  General data of the experimental groups and control group 

IPSS MDS低危组 MDS中危组 MDS高危组 对照组 

男/女（例) 7/7 13/10 11/6 8/12 

年龄(岁) 53.3 ± 14.9 57.6 ± 21.3 61.5 ± 17.7 58.2 ± 16.7 

原始非红比＜5%（例） 4 2 0 20 

原始非红比5~10%（例） 8 13 2 0 

原始非红比11~20%（例） 2 8 15 0 

核型 好（例） 10 18 7 20 

核型 中（例） 4 5 5 0 

核型 差（例） 0 0 5 0 

血细胞减少0或1系（例） 9 8 2 20 

血细胞减少2或3系（例） 5 15 15 0 

注：MDS组一般资料比较，P > 0.05，与对照组比较 P＜0.05 

 

2.2  IHC法检测MVD的表达及MVD计数 

在光学显微镜下，vWF 抗体标记的内皮细

胞胞浆呈棕黄色。在 MDS 患者骨髓标本中微血

管数量增加，微血管腔隙大小不等或无腔隙。而

在正常对照标本中，微血管稀少（图 1d）。在MDS

低危组（图 1a）、中危组（图 1b）及高危组（图

1c）中 vWF抗体表达阳性细胞并无显著差异。采

取高倍镜下每个视野数取 vWF 表达阳性细胞对

MVD 进行计数，分别随机选取 5 个不同的视野

进行统计，MDS低危组MVD数（18.77 ± 7.47），

中危组为（18.98 ± 5.38），高危组为（19.45 ± 

7.26），与对照组（10.52 ± 4.36）比较均具有统

计学差异（P ＜ 0.05）；而分别对MDS低危组、

中危组及高危组进行比较并未见三组之间有显著

差异（P > 0.05）。 

 
图1  vWF标记的骨髓微血管免疫组化图 

Fig.1  vWF markers of MVD immunohistochemistry 
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图2  MDS组及对照组MVD计数比较，*P＜0.05，**P＜0.01 
Fig.2  MVD count in MDS groups and control group 

 

2.3  IHC法检测VEGFR-3表达 
VEGFR-3的表达主要分布于MDS患者及对

照的骨髓原始细胞、早幼粒细胞、中幼粒细胞、

单核细胞及部分成红细胞、淋巴样细胞及浆细胞

的细胞胞浆中。 14 例 MDS 低危组患者中
VEGFR-3表达阳性者 10例，阳性率为 71.43%；
23例中危患者中 16例患者 VEGFR-3表达阳性，
阳性率为 69.57%；17例高危患者有 12例表达阳
性，阳性率为 70.59%；卡方检验显示与对照组(图
3)20%的阳性率比较均具有统计学差异(P＜0.05)。
VEGFR-3在MDS低危组(图 3a)、中危组（图 3b）
及高危组（图 3c）中表达并无显著差异（P > 0.05）。 

 
图3  VEGFR-3免疫组化图 

Fig.3  VEGFR-3 immunohistochemical map 
 

2.4  Western blot检测VEGFR-3蛋白表达 
MDS患者骨髓单个核细胞中VEGFR-3蛋白

表达水平显著高于非恶性血液病对照组，差异具

有统计学意义（P＜0.05）；低危组MDS、中危组
MDS 及高危组 MDS 患者骨髓单个核细胞中的
VEGFR-3蛋白表达水平无显著性差异（P > 0.05）。 

对照组    低危组    中危组    高危组 

 
对照组        低危组        中危组        高危组 

（上图为Western blot产物条带，下图为灰度扫描后定量分析，

*P＜0.05，**P＜0.01） 

图 4 骨髓单个核细胞 VEGFR-3蛋白表达水平 
Fig. 4  The expression level of VEGFR-3 protein in 

bone marrow mononuclear cells 

2.5  VEGFR-3的表达与MVD的相关性 
54 例MDS患者中，VEGFR-3表达阳性患者

38 例、阴性16 例，VEGFR-3表达阳性患者与阴性
患者之间MVD计数差异具有统计学意义（P < 
0.005），经Spearman秩相关检验，MVD和VEGFR-3
的表达呈正相关关系，相关系数为（r = 0.276，p = 
0.044）。MVD和VEGFR-3相关性分析散点图（结
果见图5）。 

 
图 5  MVD和 VEGFR-3相关性分析散点图 

Fig.5  MVD and VEGFR-3 correlation analysis scatter 
diagram 

2.6  VEGFR-3、MVD的表达与MDS患者预后之间
的关系 

    54例MDS患者中，可随访病例48 例（88.89%），
6 例失访，随访截止时间至2013年10月，随访时间
为5~85月，中位随访时间为28月。48 例可随访患
者中VEGFR-3表达阳性患者32 例、阴性16 例，
VEGFR-3表达阳性患者总生存时间（23.19 ± 17.02）
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月，与VEGFR-3表达阴性患者（39.56 ± 27.01）月
相比较，差异具有统计学意义(P = 0.038)；MVD计
数＞20个/HP患者35 例，总生存时间(24.49 ± 18.40)
月与MVD ≤ 20个/HP患者13 例（41.15 ± 26.17）月
之间比较，差异具有统计学意义（P = 0.017）。 

 
时间(月) 

图 6  VEGFR-3表达阳性及阴性MDS患者总生存期比较 
(P ＜ 0.05) 

Fig.6  VEGFR-3 positive and negative MDS patients 
overall survival comparison 

 

 
时间(月) 

图 7  MVD＞20个/HP与MVD≤ 20个/HP的MDS患者
总生存期比较(P＜0.05) 

Fig.7  MVD＞20/HP and MVD ≤ 20/HP MDS patients 
overall survival comparison 

3  讨论 

肿瘤血管生成被认为在肿瘤的发生和进展中

起到重要作用，已有新的证据表明在血液恶性肿瘤

中，微血管密度和血管内皮生长因子的表达增加，

它们通过激活血管内皮生长因子受体 1及受体 2而
促进恶性血液病的进展[3]。近年来对淋巴管发生的

分子机制以及在正常和疾病状态下淋巴管生成的

研究已获得了一些新认识，关键应归结于淋巴管生

成因子 VEGF-C 和 VEGF-D 及其受体 VEGFR-3 

以及淋巴管特异性分子标志物的发现，已成为继肿瘤

血管生成后所开辟的又一肿瘤脉管研究的领域[4]。国

内外多个研究已证实，MVD与 VEGFR高表达于多
种肿瘤，包括口腔鳞状细胞癌[5]、肝癌[6]、大肠癌[7]

以及白血病[8]等。亦有证据表明通过抑制 VEGF及
其受体的表达，减少 MVD 在抗白血病等血液恶性
肿瘤治疗中的作用至关重要[9]。MVD 是检测肿瘤
血管生成的指标，可用于衡量肿瘤血管生成的活跃

度[6]。VEGFR-3是第一个被发现的淋巴管特异性生
长因子受体，它在人体中几乎只表达于淋巴管内皮

细胞。早在 2004 年 Bairey等便发现，初治慢性淋
巴细胞白血病患者中 VEGFR-3 表达阳性率高达
96%，并且通过长期随访发现 VEGFR-3 的表达与
慢性淋巴细胞白血病患者的临床分期、疗效和预后

均密切相关[10]。此后，Klasa-Mazurkiewicz 等[11]研

究也证实上述观点，他们研究发现 VEGFR-3 在卵
巢肿瘤中的表达显著高于非肿瘤组织，并且其表达

水平与肿瘤进展程度呈正相关关系，故而推测

VEGFR-3可用于衡量肿瘤转移程度。 
本研究发现，在 MDS 患者骨髓组织中存在明

显血管新生及 VEGFR-3 的过表达，并且通过相关
性分析发现MVD与 VEGFR-3表达水平呈正相关。
通过长期随访及观察发现，MVD及 VEGFR-3的表
达水平与 MDS 患者预后密切相关，但并未发现
MVD及 VEGFR-3的表达水平与MDS患者危险度
分级有相关性。综上所述，本研究结果表明 MVD
和 VEGFR-3 表达水平与 MDS 发生、发展及预后
均有相关性，其检测为临床应用抗脉管新生方法治

疗MDS提供了实验依据。 
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