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Ewing肉瘤p53表达与患者病理和预后分析
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摘 要：【目的】探讨Ewing肉瘤中 p53表达与患者临床病理特征的关系及预后价值。【方法】我们回顾性分

析了 108例Ewing肉瘤患者。使用免疫组化法检测Ewing肉瘤组织中 p53的表达，并用卡方检验、Kaplan-Meier生
存曲线、Log-rank检验及Cox比例风险回归模型评估 p53表达与Ewing肉瘤患者临床病理特征及总体生存的相关

性。【结果】Ewing肉瘤中 p53表达阳性率为 15.7%（17/108）。p53阳性表达与某些进展期临床病理参数呈正相

关，包括患者首诊时已发生转移（P = 0.007）以及血管/神经侵袭（P = 0.023），Log-rank检验显示 p53阳性组和阴

性组总体生存曲线的差异具有统计学意义（P < 0.001），单因素方差分析显示 p53阳性表达者死亡风险高于 p53
阴性表达者，差异具有统计学意义（P < 0.001）。此外，我们创建了一个新的分子分期体系，将 p53表达水平与首

诊时的临床分期相结合对患者进行预后分类，进一步提高了传统临床分期的预后能力。多因素Cox回归分析结

果显示，p53和首诊时的临床分期是两个最强的独立预后因子（皆P < 0.001）。【结论】p53表达可作为Ewing肉
瘤的一个独立的不良预后因子；新预后评估体系综合了 p53表达水平与Ewing肉瘤临床分期，可显著优化Ewing
肉瘤患者的预后分层。

关键词：p53；Ewing肉瘤；临床病理特征；预后指标

中图分类号：R73-31 文献标志码：A 文章编号：1672-3554（2018）06-0897-07

Expression of p53 in Ewing Sarcoma and Its Relationship with Clinicopathologic
Characteristics and Overall Survival

YANG Yang1，WU Jing-guo2

（1. Department of Pathology，2. Department of General Internal Medicine，The First Affiliated Hospital of Sun Yat-Sen
University，Guangzhou 510080，China）

Corresponding to：WU Jing-guo；E-mail：maydong@mail.sysu.edu.cn

Abstract：【Objective】To investigate the clinicopathological relevance and prognostic value of p53 expression in Ew⁃
ing sarcoma.【Methods】A total of 108 cases of Ewing sarcoma patients were retrospectively analyzed. p53 expression were
detected by immunohistochemistry and the prognostic effect of p53 expression on clinicopathologic parameters and overall
survival were analyzed by chi-square test，Kaplan-Meier curves，log-rank test and Cox regression model.【Results】p53
was positively expressed in 17（15.7%）patients. Positive expression of p53 correlated significantly with some advanced
clinicopathologic parameters including metastatic stage at initial diagnosis（P = 0.007）and venous/nerve invasion（P =
0.023）. Moreover，positive expression of p53 was significantly related to poor overall survival of patients with Ewing sarco⁃
ma by log-rank test（P < 0.001）and univariate analysis（P < 0.001）. Then，we constructed a novel molecular staging
system which combined p53 expression and clinical stage classification at diagnosis and further refined the prognostic abil⁃
ity of conventional clinical staging. Finally，a multivariate Cox regression analysis indicated that p53 and initial stage were
the most significant independent predictors of survival（P < 0.001 and P < 0.001，respectively）.【Conclusions】p53 ex⁃
pression was an independent adverse prognostic factor for overall survival in patients with Ewing sarcoma. Integrating p53
into clinical staging significantly enhanced prognostic stratification.
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Ewing肉瘤在儿童和青少年原发性恶性骨肿

瘤中发生率居第二位，其恶性程度高，易发生局部

复发或远处转移，是其预后不良的重要原因。因

而，探索与 Ewing肉瘤侵袭性生物学行为以及不

良预后密切相关的分子标记，不仅可以早期诊断，

为手术治疗争取时机，也可以为分子靶向治疗提

供特异的靶点。已知某些遗传突变在Ewing肉瘤

患者中具有异质性，如 p53突变［1-4］。在DNA损伤

或其它应激状态时，p53被激活，通过调控细胞周

期进程、诱导凋亡而抑制细胞生长［5-6］。野生型

p53半衰期短，因而难以探测，而突变型 p53半衰

期延长，稳定性增强，因而能够被检测到。大多数

研究使用免疫组化技术检测 p53蛋白的表达，作

为 p53基因突变的替代标记［7-13］，这种方法对 p53
突变的检测有高度敏感性。p53表达的异质性在

Ewing 肉瘤中的预后价值曾得到多数学者的认

可［14-15］，但近期对其预后意义产生了争议。有研

究认为，p53突变并不是原发Ewing肉瘤患者可靠

的预后指标［16-17］，故本文收集完善、可靠的临床资

料，包括 77例原发瘤患者及 31例转移瘤患者，验

证 p53在不同亚群Ewing肉瘤中的预后价值，为临

床医师提供更多的理论依据。

1 材料与方法

1.1 研究对象

选取中山大学附属第一医院病理科 1990-
2010年期间 108例 Ewing肉瘤患者的石蜡包埋组

织，通过组织学或遗传学检测方法确定所有病例

均符合“Ewing肉瘤”的临床病理诊断。对化疗的

组织学反应依据下列原则评估：“好”，样本中的活

细胞＜10%；“差”，样本中的活细胞 ≥ 10%。本研

究获得所有患者或其直系亲属的知情同意书以及

中山大学附属第一医院伦理委员会的认可。

1.2 免疫组化

此项研究中使用的抗体为 anti-p53（clone
DO7，Novocastra，Newcastle upon Tyne，UK），抗体

的稀释比例为 1∶50。所有组织切片由两位病理

学者独立进行评估，两位学者对研究队列的临床

信息以及研究目的均不知情。每张切片以两位学

者评分的均值为最后评分。对每张切片，两位学

者评分的差异均小于 20%。p53的表达定位于细

胞核。按照以下准则进行染色评分：阴性表达是

指切片中不到 5%的肿瘤细胞核着色；阳性表达是

指切片中超过 5%（含）的肿瘤细胞核着色。

1.3 统计学分析

使用 SPSS 16.0 统计软件进行统计学分析。

总体生存（Overall survival，OS）时间定义为初次

诊断直至患者死亡。在随访截止日期依然生存的

患者为删失数据，生存时间从初次诊断计算至最

后截止日期。Kaplan-Meier生存曲线用于计算总

体生存率及中位生存时间。通过Log-rank检验变

量对总体生存的预后意义。Cox 比例风险模型

（逐步回归法）用于评估风险比例（hazard ratios，
HR）。χ2检验和 Fisher精确概率法用于检测 p53
的表达水平与临床变量之间的相关性。双侧检

验，取α＝0.05。

A：p53-positive staining；B：p53-negative staining；× 200
图 1 免疫组化染色显示 p53 在 Ewing 肉瘤组织中的差异性表达

Fig.1 The differential expression of p53 in Ewing sarcoma tissues by immunohistochemistry staining
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2 结 果

2.1 Ewing肉瘤中p53的表达水平与临床病理特

征之间的关系

通过免疫组化染色方法评估了 108例 Ewing
肉瘤患者的标本中 p53的表达情况，结果显示 17
例（15.7%）组织中 p53 为阳性表达，其余 91 例

（84.3%）组织中 p53为阴性表达（图 1）。p53表达

与临床病理特征之间的关系表明，p53阳性表达

与首次诊断时已转移（P＝0.007）以及血管/神经

侵袭（P＝0.023）之间的相关性具有统计学意义，

而 p53 阳性表达与患者性别、年龄、肿瘤发生部

位、肿瘤组织起源、肿瘤大小、治疗方式以及化疗

反应等临床特征之间的相关性没有统计学意义

（表 1）。

2.2 p53表达水平与Ewing肉瘤患者临床预后的

相关性

在随访截止日期，108例患者中 66位患者死

亡，42位患者存活。研究队列的中位生存时间为

36 个月。五年总体生存率为 33.9%（95% CI，
25.1-42.7），平均总体生存时间为 36 个月（95%
CI，26.6-45.4）。根据 p53的表达情况将 108例患

者分为 p53阳性表达组和 p53阴性表达组。p53

表 1 p53表达与Ewing肉瘤患者临床病理特

征的相关性

Table 1 Relationship between p53 Expression

and clinicopathological features of Ewing

sarcoma

Characteristics
Sex

Male
Female

Age/years
≤ 17
＞17

Primary site location
Axial
Peripheral

Primary site origin
Skeletal
Extraskeletal

Tumor Size/cm
≤ 5
＞5

Non applicable
Initial stage
Metastatic

Localized
Venous/Nerve Invasion

Yes
No

Surgery1）

Resection
Amputation
Not done

Chemotherapy
Done
Not done

Chemotherapy effect 2）

Good
Poor

p53 positive
（n = 17）

11
6

7
10

9
8

7
10

4
10
3

10
7

7
10

9
1
7

10
7

9
8

p53 negative
（n = 91）

57
34

47
44

36
55

56
35

25
60
6

21
70

13
78

52
19
20

62
29

26
29

χ2

0.026

0.628

1.055

2.443

0.000

7.283

5.198

―

0.559

0.167

P

0.871

0.428

0.304

0.118

1.000

0.007

0.023

0.166

0.455

0.683

1）Fisher′s exact test；2）Chemotherapy effect：good，< 10% vi⁃
able tumor cells in the surgical specimen；poor，≥ 10% viable tumor
cells in the surgical specimen.

Significant difference was observed between the 2 groups
by a log-rank test.
图 2 Kaplan-Meier 曲线显示 p53 表达水平与 Ewing 肉

瘤患者总体生存的相关性

Fig.2 Kaplan-Meier curves for overall survival of Ewing
sarcoma patients exhibiting positive or negative p53

expression
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阳性患者的五年总体生存率为 7.8%（95% CI，-
6.5-22.1），p53 阴性患者的五年总体生存率为

39.3%（95% CI，27.5-51.1）；p53阳性患者的平均

总体生存时间为 9个月（95% CI，5-13），p53阴性

患者的平均总体生存时间为 38 个月（95% CI，
28.5-47.5）。Log-rank检验显示 p53阳性表达组和

阴性表达组的总体生存之间的差异具有统计学意

义（P < 0.001；图 2，表 2）。

我们进一步使用 Cox风险回归模型评估 p53
表达水平的预后价值。根据单因素方差分析

（Univariate analysis），p53阳性表达患者死亡风险

高于 p53 阴性表达患者，差异具有统计学意义

（HR，4.34；95% CI，2.39-7.88；P < 0.001，表 2）。

2.3 p53表达水平优化了Ewing肉瘤患者的预后

分层

我们对原发瘤患者和转移瘤患者分别根据

p53的表达水平作进一步分组，并对不同组别进

行总生存期的比较分析。原发瘤患者群体中，p53
阳性表达的患者比 p53阴性表达的患者有显著更

短的总体生存时间，p53阳性表达患者的平均总

体生存时间为 17个月（95% CI，0-35），而 p53阴

性表达患者的平均总体生存时间为 63 个月（95%
CI，28.2 -97.8；表 3），Log-rank检验显示差异具有

统计学意义（P＝0.03；图 3A，表 3）；同时，单因素

Cox回归分析结果显示，p53阳性表达的原发 Ew⁃
ing肉瘤患者有更高的死亡风险（HR＝2.73；95%
CI，1.05-7.06；P＝0.039；表 3）。而在转移瘤患者

群体中，p53阳性表达患者和 p53阴性表达患者的

总体生存时间也存在明显差异，p53阳性表达患

者的平均总体生存时间为 7 个月（95% CI，4-
10），而 p53阴性表达患者的平均总体生存时间为

23个月（95% CI，17.3-28.7；表 3），Log-rank检验

显示差异具有统计学意义（P < 0.001；图 3B，表
3）；此外，单因素 Cox回归分析结果显示，在转移

瘤患者群体中，p53阳性表达者相对于 p53阴性表

达者具有更高的死亡风险（HR＝4.82；95%CI，
1.97-11.78；P＝0.001；表 3）。

以上分析结果表明：通过检测 Ewing肉瘤组

织中 p53的表达水平优化了 Ewing肉瘤患者的预

后分层，对原发Ewing肉瘤患者和转移Ewing肉瘤

表 2 根据 p53 表达水平对 Ewing 肉瘤患者分类作总体生存分析

Table 2 Overall survival analysis according to p53 expression in Ewing sarcoma patients

Variable
Overall

p53（+）
p53（-）

Patients（n）

108
17
91

Deaths（n）

66
15
51

Log-Rank Test
Median OS/months

36
9

38

95%CI
26.6-45.4
5.0-13.0

28.5-47.5

P

< 0.001

Univariate Analysis
HR

4.34

95%CI

2.39-7.88

P

< 0.001
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A：Overall survival of patients at localized stage（Log-rank test：positive p53 expression versus negative p53 expression，P = 0.03）；B：Over⁃
all survival of patients at metastatic stage（Log-rank test：positive p53 expression versus negative p53 expression，P < 0.001）

图 3 p53 表达水平与不同分期的 Ewing 肉瘤患者总体生存的相关性

Fig.3 Overall survival of Ewing sarcoma patients at localized stage or metastatic stage according to p53 expression levels
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表 4 临床病理特征和 p53表达对 Ewing肉瘤预后价值

的多因素 Cox回归分析

Table 4 Multivariable cox regression analysis for the
prognostic value of clinicopathological parameters and

p53 expression in Ewing sarcoma

Covariate
Tumor size /cm

≤ 5
> 5

Non-applicable
Initial stage
Localized
Metastatic

Venous/nerve invasion
No
Yes

Surgery
Resection
Amputation
Not done

P53 expression
Negative
Positive

HR

2.79

1.46

4.61

95% CI

1.69-4.61

1.11-1.93

2.68-7.95

P

0.087

<0.001

0.062

0.008

0.001

患者两个群体的进一步预后分层均具有统计学意

义。而当我们将 p53的表达水平纳入多因素 Cox
风险回归模型中时，我们发现 p53的表达水平和

初次诊断时肿瘤的分期是两个最强的具有统计学

意义的独立预后因子（P值均<0.001），而手术方

式是第二重要的独立的变量（P＝0.008；表 4）。

3 讨 论

研究表明［3，15，18］，在 Ewing肉瘤患者中 p53基

因的突变占据一个较小的比例（10%-20%），我们

的数据与之吻合。我们以 p53蛋白的阳性表达作

为 p53突变的标志，根据免疫组化检测的结果，在

108位Ewing肉瘤患者中，有 17位患者（15.7%）为

p53阳性表达患者，这个比例接近于 Huang 的报

道。

几项先行研究已经对 p53在 Ewing肉瘤中的

预后意义及其与Ewing肉瘤恶性进展的相关性作

出评估，结论不尽相同。Abudu 等［19］在 52 位骨

Ewing肉瘤患者中研究了 p53过表达的临床意义，

发现 p53过表达的患者中初次诊断时即位于晚期

的患者比例要多于 p53阴性表达的患者，并且 p53
过表达患者对化疗药物的反应性也比 p53阴性表

达患者差，差异具有统计学意义。同时 Abudu
等［19］还进一步证实，p53过表达是骨Ewing 肉瘤患

者的无复发生存（relapse free survival，RFS）及总

体生存的一个独立的不良预后因子。Tirode等［15］

的研究结果也显示 p53基因突变界定了一小群预

后不良的Ewing肉瘤患者。此外，Huang等［20］的研

究将免疫组化技术与基因芯片技术相结合，在 60
位Ewing肉瘤患者样本中检测了 p53突变的情况，

该项研究采用严谨的检测方法为证明 p53突变对

Ewing肉瘤患者预后的独立预测价值提供了最令

人信服的证据。

然而，一项在 324 例 Ewing 肉瘤病例中所作

表 3 p53表达水平对不同分期的 Ewing肉瘤患者的总体生存分析

Table 3 Overall survival analysis for initial stages split by p53 expression levels

Initial Stage
Localized

All
p53（+）
p53（-）

Metastatic
All
p53（+）
p53-（-）

Patients（n）

77
7
70

31
10
21

Deaths（n）

38
5

33

28
10
18

Log-Rank Test
Median OS/months

57
17
63

14
7

23

95%CI

29.6-84.4
0.0-35.0
28.2-97.8

8.6-19.4
4.0-10.0
17.3-28.7

P

0.030

0.001

Univariate Analysis
HR

2.73
1

4.82
1

95%CI

1.05-7.06

1.97-11.78

P

0.039

0.001

杨 飏，等 . Ewing肉瘤 p53表达与患者病理和预后分析 901
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的大样本量研究挑战了 p53突变在 Ewing肉瘤中

的预后意义［16］。在这项研究中，López-Guerrero
等［16］将 p53过表达，同时伴有 p21Waf1/Cip1阴性

表达作为“p53突变”发生的标志，这一指标的制

定基于 p53 与 p21Waf1/Cip1 之间的调控关系。

p21Waf1/Cip1是一种细胞周期蛋白依赖性激酶抑

制因子，为 p53 下游的直接效应因子，p21Waf1/
Cip1可被 p53激活而表达，而 p53基因突变会导致

p21Waf1/Cip1的表达量减少，从而引起细胞周期

调节失控。依据这一特定的分类原则，在 324例

Ewing肉瘤样本中，15%的病例表现为“p53突变”，

这恰与我们所报道的比例（15.7%）十分接近，并

且 López-Guerrero等［16］发现 p53在转移性肿瘤中

的阳性表达率明显高于原发性肿瘤，这一数据可

反映 p53对Ewing肉瘤进展和转移的促进作用，与

其他学者的数据相符合；但他们所作的预后研究

却显示 p53并不能作为原发性 Ewing肉瘤患者总

体生存的独立预后因子。这一分歧可能源于多种

因素，包括研究对象群体特征的差异，对检测“p53
突变”的方法未予以标准化，以及肿瘤的异质性。

而我们的研究结果显示，①p53阳性表达与首

次诊断时肿瘤已发生转移具有相关性且有统计学

意义；②在 17例 p53阳性表达的患者中，有 15位

患者在两年内死亡，反映携带“p53突变”的患者

群体预后极差；③根据多因素方差分析，p53阳性

表达是 Ewing 肉瘤患者最强的独立预测因子之

一；④更重要的是，迄今并没有一个较强的预后因

子适用于原发 Ewing肉瘤患者的预后分层，而我

们的数据显示 p53阳性表达可预测原发 Ewing肉
瘤患者中的高风险群体，这一新的、有效的风险评

估方法使我们向更精确的预后分层系统迈进了重

要的一步，其临床意义在于可促进个性化治疗方

案的实施：对高危患者予以强化治疗方案，对低风

险患者则降低治疗强度以减少不良反应，最终达

到改善Ewing肉瘤患者预后的目的。

我们的研究存在一定的局限性：① 这项研究

的样本来自同一临床机构，因而有待于多中心大

样本队列研究的验证；②我们的样本中只有 72例

（66.7%）获得化疗反应的相关临床资料。化疗反

应与Ewing肉瘤患者预后之间的相关性历来存在

争议。某些研究者认为，化疗反应差是 Ewing肉
瘤患者一个独立的不利预后因子，而另一些研究

成果显示两者之间并没有相关性。基于我们的样

本研究，化疗反应与 p53的表达水平之间没有具

有统计学意义的相关性，化疗反应对 Ewing患者

的预后也没有独立预测价值（数据未显示），但是

因为我们的样本中获得完整化疗信息的病例有

限，削弱了对这个问题进行评估的力度。对此，我

们正在收集新的样本，将在另一个完全独立的

Ewing肉瘤患者群体中进行验证并开展进一步的

研究。

总之，我们目前的研究成果证实：① p53表达

可作为 Ewing肉瘤患者的一个独立预后因子；②
新的预后评估体系综合了 p53表达水平与 Ewing
肉瘤患者的临床分期，可显著优化 Ewing肉瘤患

者的预后分层。
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