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Prognosis
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Background : The aim of this study was to investigate the expression of bcl-2, p53 and vas-
cular endothelial growth factor (VEGF) in non-small cell lung cancer (NSCLC), and to exam-
ine the relationship between those protein expressions and neovascularization. We also ana-
lyzed the prognostic impact of these biological parameters on the patients’ overall survival
rate. Methods : The archival tumor tissues from 147 previously untreated patients with NSCLC
were examined by immunohistochemistry for bcl-2, p53 and VEGF proteins. The vascularity
was measured by the average microvascular density (MVD) of the CD34-positive vessels.
Clinical information was obtained through the computerized retrospective database from the
tumor registry. Results : Immunoreactivity for bcl-2 was detected in 17% (25/147), p53 in
72% (106/147) and VEGF in 75% (110/147) of the tumors. An inverse association was found
between bcl-2 expression and VEGF expression (p=0.012). There was a significant correla-
tion between the bcl-2 expression and the MVD (p=0.009), and also between the p53 expres-
sion and the MVD (p=0.045). The mean survival time was associated with the patients’ age
(p=0.032), the T status (p=0.038), the tumor stage (p=0.009), and expressions of bcl-2 (p=0.016)
and VEGF (p=0.039). On multivariate analysis, only the tumor stage and VEGF expression
maintained their prognostic influence. Conclusions : Our data suggest that bcl-2 and p53
alterations are involved in the angiogenesis of NSCLC, and are either dependent on or inde-
pendent of VEGF. It is further noteworthy that the tumor stage and VEGF expression may be
useful in predicting patients’ survival.
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비소세포 폐암종에서 bcl-2, p53, VEGF의 발현: 

미세혈관밀도 및 예후와의 상관관계

종양이 발생, 성장, 진행하는 데는 세포의 증식과 세포자멸사

사이의 불균형이 크게 영향을 끼친다.1 세포의 증식이나 세포자

멸사에 관여하는 여러 가지 유전자의 변화가 종양의 발생이나

진행과 관련이 있다는 사실이 연구를 통해서 밝혀지고 있다. 한

편, 종양이 일정 한계를 넘어 증식하고 전이 능력을 갖게 되는

데는 종양 주변 조직의 반응이 필수적이다. 즉, 종양세포와 혈관

계, 면역계, 결체조직 간의 상호작용이 매우 중요하다. 특히, 원

발 종양의 신생혈관 형성은, 종양이 성장하는 데 필요한 영양분

과 산소를 신생혈관을 통해서 쉽게 공급 받고 노폐물을 신속히

제거할 수 있게 할 뿐만 아니라, 다른 장기로 전이할 수 있는 혈

행 경로에 쉽게 도달할 수 있게 하며, 전이한 종양이 성장하고

증식하는 데도 큰 역할을 한다.2

폐암종은 침습성과 전이성이 매우 높은 종양으로 우리나라에

서뿐 아니라 전세계적으로 사망률이 매우 높은 암종이다. 전체

폐암종의 75%를 차지하며 수술 후에도 다른 종양에 비해 예후

가 좋지 않은 비소세포 폐암종의 경우, 예후 예측이나 화학요법

및 방사선치료 여부를 결정하는 데 도움이 될 일부 분자생물학적

인자들에 관한 연구 보고들이 있으나, 생물학적 양태를 결정하는

예후인자 및 기전은 아직 명확히 밝혀지지 않았다.

bcl-2 유전자는 미토콘드리아 막 내부의 단백을 코드화하는

발암 유전자인데, 세포자멸사를 억제하여 세포의 생존 기간을

늘림으로써 암을 유발하는 여러 가지 변화에 민감하게 한다.3,4

bcl-2 과발현은 여포성 림프종에서 관찰되며,1,5 그 밖에 유방암

종, 신경아세포종, 비인두암종, 전립선 샘암종 및 위 샘암종에서
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도 확인되었다.6-10 한편, bcl-2 발현과 비소세포 폐암종 예후의

상관관계는 보고자에 따라 다른 결과를 보이므로,3,4 이에 대한

확인 작업이 필요하다고 생각한다.

염색체 17p13에 위치하는 p53은 손상된 DNA를 수복하고 세

포의 성장을 조절하는 기능 이외에도 세포분화와 세포자멸사에

도 관여하는 매우 중요한 종양억제 유전자이다.11 이 유전자가

소실되거나 변이가 일어나면 종양 억제 기능을 잃어, 결국 종양

형성에 영향을 끼칠 수 있다. 실제로 p53 유전자의 변이는 여러

종양에서 가장 흔히 발견되므로, 이들 종양의 발생 기전에 중요

한 역할을 하는 것으로 생각된다. p53 유전자에 변이가 일어나

면 하나의 염기가 다른 것으로 대체되어 변이 단백을 생성한다.

그리고 이와 같이 변이된 단백은 분자 형태의 변화를 초래하여

야생형 p53 단백보다 안정성이 높아 더 긴 반감기를 가지게 되

어 종양세포 내에서 과발현된다. 야생형 p53 단백은 전사과정을

조절하는 작용을 매개하여 세포주기를 G1기에 머물게 하여 세포

증식을 억제한다. 그러나 변이 단백은 이 기능을 소실하여 종양

형성에 기여하게 된다.12

최근 신생혈관 형성과 발암 유전자나 종양 억제 유전자의 연

관성에 관한 연구가 산발적으로 진행되고 있는 가운데, 신생혈

관 형성과 미세혈관밀도 및 예후와의 상관관계가 유방암, 흑색

종, 위선암 등에서 보고되었으며13-15 폐암종에서도 다양한 결과

가 보고되었다.16-18 이에 저자들은 비소세포 폐암종에서 신생혈

관 형성에 관한 bcl-2, p53, VEGF의 역할과 상호 관련성을 알

아보고, 예후인자로서 의의를 알아보고자 하였다.

재료와 방법

연구 재료

가톨릭대학교 의과대학 성빈센트병원에서 2000년 1월부터

2002년 12월까지 개흉 생검이나 수술을 시행하여 폐의 원발성

비소세포암으로 진단한 147예(편평세포암종 63예, 샘암종 60예,

대세포암종 24예)를 대상으로 하였다. 수술 전에 방사선요법이

나 화학요법을 받은 예는 연구 대상에서 제외하였다. 모든 조직

은 광학현미경으로 살펴본 후 병리 진단을 확인하였다.

연구 방법

면역조직화학염색

신선한 조직을 10% 중성 포르말린에 고정한 후 통상적인 표

본 제작 방법에 따라 파라핀 포매괴를 제작해서 헤마톡실린-에

오신 염색을 하여 진단에 이용하였다. 각 증례에서 출혈이나 괴

사가 없는 대표적인 파라핀 블록을 한 개씩 선택한 뒤, 4 m

두께의 연속 절편을 각각 5장씩 잘라서 특수 처리된 슬라이드

(poly-L-lysine 도포)에 부착했다. 그 중 1장은 헤마톡실린-에

오신 염색을 하고, 나머지 4장은 bcl-2, p53, VEGF, CD34 항

원에 대한 면역조직화학염색을 시행하였다.

면역조직화학염색을 위하여 우선 80℃ 오븐에서 1시간 건조

시킨 다음, 크실렌으로 실온에서 2분간 4회 탈파라핀하였다. 100%

알코올로 10초간 3회 처리하고, 10% citrate buffer (Zymed,

San Francisco, USA)에 담가 120℃의 고압멸균기에서 15분간

가열한 후, 실온에서 20분간 방치하였다. 45℃의 세척 완충액으

로 3분씩 3회 세척하고, 조직 내의 내인성 과산화효소를 제거하

기 위하여 3% 과산화수소수에 45℃에서 5분간 반응시켰다. 이

어서 세척 완충액으로 3회 씻어낸 후, 비특이 단백의 결합을 제

거하기 위하여 1:100으로 희석한 비면역 염소혈청(Zymed, San

Francisco, USA)에 45℃에서 60분간 반응시켰다.

일차 항체는 bcl-2 (Zymed, San Francisco, USA), p53

(Zymed, San Francisco, USA), VEGF (Santa Cruz Biotech-

nology, Santa Cruz, USA), CD34 (Neomarkers, Fremont,

USA)에 대한 단클론 항체들로서, 각각 1:50으로 희석하여 4℃

냉장고에서 하룻밤 동안 반응시켰다. 이후 이차 항체(biotinylated

anti-mouse immunoglobulin antibody, Zymed, San Francis-

co, USA)를 10분간 반응시킨 후 세척 완충액으로 3분씩 3회

수세하고, streptavidin peroxidase detection system (Zymed,

San Francisco, USA)을 이용하여 biotin-avidin 특이 결합을

유도하였다. 다시 씻어낸 후 3,3′-diaminbenzidine tetrahydro-

chloride를 이용하여 10분간 발색한 다음 Meyer's hematoxylin

(Zymed, San Francisco, USA)으로 대조염색을 하였다.

음성 대조군은 염색 때 일차 항체 대신 정상 면양 혈청을 첨

가해 주고 나머지 모든 과정은 동일하게 하였다. 양성 대조군으

로 bcl-2에 대해서는 편도를, p53에 대해서는 양성이 확인된 유

방암 조직을, VEGF와 CD34의 경우는 종양 주변의 정상 혈관

내피세포를 사용하였다.

염색 결과 판독

결과 판정은 두 명의 병리의사가 독립적으로 하였다. bcl-2와

p53은 전체 종양세포의 1% 이상에서 핵에 붉은 갈색으로 면역

반응이 나타나는 경우를 양성으로 판독하였다.19 VEGF는 종양

세포의 세포질에 염색되는 것을 양성으로 하되, 염색 강도에 따

라 1, 2, 3점으로 구분하고, 다시 전체 종양세포 중 염색된 세포

의 비율에 따라 25% 이하는 1점, 25-50%는 2점, 50% 이상일

때 3점을 주어 이를 합산하였다. 그리고 2점 이하인 경우를 음성,

3점 이상인 경우를 양성으로 하였다. 미세혈관밀도 측정은 CD34

에 대한 면역조직화학염색을 시행한 후, 저배율로 관찰하였을 때

종양의 침윤 부위 가운데 가장 혈관밀도가 높은 세 부위를 선정

한 다음 200배율로 혈관 수를 측정하여 평균값을 구하였다. 혈관

내강이 없이 CD34에 양성 반응을 보인 하나의 혈관내피세포도

미세혈관으로 간주하였으며, 근육층이 있는 커다란 혈관은 측정

대상에서 제외하였다. 결과 판정은 두 명의 병리의사가 따로 시

행한 후 평균치를 채택하였고, 각각의 수치와 평균값이 10% 이
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상 차이가 나는 경우에는 이중 광학현미경으로 재검하였다.

통계학적 분석

통계학적 분석은 SPSS version 11.5를 이용하여 면역조직화

학염색에 의한 bcl-2, p53, VEGF 단백 발현 간의 상관관계,

그리고 이들과 MVD 사이의 상관관계를 Pearson’s chi-square

test로 분석하였다. 유의 수준은 0.05 이하로 하였다. bcl-2, p53,

VEGF에 대한 면역조직화학염색 결과나 기존의 예후인자와 예

후의 연관성은 Cox proportional-hazard model을 이용하여 분

석하였고, p값이 0.05 미만인 경우를 통계학적으로 의미가 있다

고 판정하였다.

결 과

총 147예 중 남녀의 비는 106:41 (72% vs. 28%)이었고, 연

Fig. 1. Immunohistochemical staining for bcl-2, p53, VEGF, and CD34. (A) Tumor cells show intense nuclear immunoreaction for bcl-2.
(B) Strong nuclear reactivity for p53 is present in the majority of tumor cells. (C) Tumor cells show positive immunostaining for VEGF. (D)
Microvessels within the tumor are well visualized by immunostaining for CD34.

A B

C D
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령 분포는 34세에서 87세로 평균 66세였다. 조직학적 유형은 편

평세포암종이 63예(43%), 선암종이 60예(41%), 대세포암종이

24예(16%)였다. American Joint Committee on Cancer의 기

준에 따라 T1, 2는 60예(41%), T3, 4는 87예(59%)였고, 림프

절 전이가 없는 예가 22예(15%), 림프절 전이가 있는 예는 125

예(85%)였으며, 병기 I, II는 20예(14%), 병기 III은 127예(86%)

였다(Table 1).

면역조직화학염색 결과, bcl-2는 종양세포의 핵에 염색되었고

(Fig. 1A), 25예(17%)에서 양성 반응을 보였다. p53은 106예

(72%)에서 핵에 진하게 염색되었으며(Fig. 1B), VEGF는 110

예(75%)에서 종양세포의 세포질에 염색되었다(Fig. 1C). bcl-2

발현과 VEGF 발현 사이에는 역상관관계가 관찰되었고(p=

0.012), bcl-2와 p53, p53과 VEGF 사이에는 상관관계가 없었

다(Table 2). 조직학적 유형에 따른 발현 빈도를 볼 때, 샘암종

의 경우 1예에서만 양성을 보이는 bcl-2를 제외하면 각각의 유형

에서 bcl-2, p53, VEGF의 발현 빈도에 큰 차이는 없었으나, 샘

암종에서 p-53, VEGF의 발현 빈도가 가장 높았다(Table 3).

모두 147예의 폐암종에서 CD34 염색을 하여 종양 내 미세혈

관밀도를 측정한 결과, 200배 시야당 평균 혈관수는 49.8개였고

(Fig. 1D), 조직학적 유형에 따른 미세혈관밀도의 차이는 없었

다(Table 3). 미세혈관밀도는 bcl-2 음성인 경우 47.4개, bcl-2

양성인 경우 72.7개로 bcl-2 발현과 미세혈관밀도 사이에 유의한

상관관계를 보였으며(p=0.009), p53 음성인 경우 38.5개, p53

과발현인 경우 56.1개로 p53 발현과 미세혈관밀도의 관계도 통

계적으로 유의하였다(p=0.045). VEGF는 음성의 경우 49.6개,

양성인 경우 49.1개로 미세혈관밀도의 차이가 없었다(Table 4).

예후인자와 생존 기간의 상관관계를 보기 위한 단변수(univari-

ate) 분석을 한 결과(Table 1), 66세 미만의 환자들이 생존 기

간이 더 길었다(p=0.032). 이는 연령이 낮을수록 수술 후 회복

이 빠르고 부작용이 적기 때문인 것으로 생각된다. T (p=0.038)

와 병기(p=0.009)도 낮을수록 생존 기간이 길었으나, 성별(p=

0.311), 조직학적 유형(p=0.856), 림프절 전이(p=0.956)는 통

계학적으로 유의한 상관관계를 보이지 않았다. bcl-2 양성인 환

Variables No.
MST

(weeks)
Log-rank test

p-value

Age (years)
<66 32 43 0.032
≥66 115 27

Gender
Male 106 31 0.311
Female 41 36

Histology
Squamous cell carcinoma 63 29 0.856
Adenocarcinoma 60 34
Large cell carcinoma 24 32

T status
T1,2 60 43 0.038
T3,4 87 28

N status
Negative 22 29 0.956
Positive 125 27

Stage
I,II 20 58 0.009
III 127 20

bcl-2
Negative 122 28 0.016
Positive 25 66

p53
Negative 41 34 0.794
Positive 106 29

VEGF
Negative 37 48 0.039
Positive 110 28

Microvascular density
<49.8 51 45 0.357
≥49.8 96 32

Table 1. Univariate analysis of the association between prognos-
tic parameters and median survival time (MST) in patients with
NSCLC (n=147)

bcl-2

Positive Negative

p53

Positive Negative

VEGF Positive 17 93 82 28
Negative 8 29 24 13
p-value 0.012 0.316

bcl-2 Positive 18 7
Negative 88 34
p-value 0.892

Table 2. Association between bcl-2, p53 and VEGF in NSCLC

Subtype No.
bcl-2-

positive (%)
p53-

positive (%)
VEGF-

positive (%)
MVD 

(mean±S.D.)

SCC 63 18 (29) 45 (71) 46 (73) 48.4±38.4
AC 60 1 (2) 46 (77) 50 (83) 53.9±39.5
LCC 24 6 (25) 15 (63) 14 (58) 54.2±36.1

Table 3. Expression of bcl-2, p53 and VEGF, and MVD accord-
ing to the histologic subtype

SCC, squamous cell carcinoma; AC, adenocarcinoma; LCC, large cell
carcinoma.

No. (%)
MVD 

(mean±S.D.)
p-value

bcl-2
Negative 122 (83) 47.4±34.2 0.009
Positive 25 (17) 72.7±53.3

p53
Negative 41 (28) 38.5±30.2 0.045
Positive 106 (72) 56.1±41.7

VEGF
Negative 37 (25) 49.6±40.9 0.095
Positive 110 (75) 49.1±35.6

Table 4. Microvascular density (MVD) of patients with NSCLC
according to the expression of bcl-2, p53 and VEGF
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자의 생존 기간이 bcl-2 음성인 환자의 생존기간보다 길었으며

(p=0.016), VEGF 음성인 환자의 생존 기간이 양성인 환자보

다 길었다(p=0.039). p53(p=0.794)과 미세혈관밀도(p=0.357)

는 생존 기간과 유의한 연관성이 없었다(Fig. 2). 한편 다변수

(multivariate) 분석을 하였을 때, 병기(p=0.046)와 VEGF

(p=0.024)만이 독립적인 예후인자로서 통계학적 유의성을 보

였다(Table 5).

고 찰

본 연구에서는 인체 NSCLC 147예를 대상으로 bcl-2, p53,
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Fig. 2. Survival curves of NSCLC patients according to bcl-2 (A), p53 (B), VEGF (C), and MVD (D) (Kaplan-Meier method). 

Variables SE of 
95% Confidence

Interval
Log-rank 
p-value

Age -0.003 0.16 0.966-1.029 0.871
Gender 0.29 0.552 0.453-3.939 0.605
T status 0.265 0.279 1.009-2.942 0.342
N status -1.236 1.23 0.026-3.239 0.315
Stage 0.544 0.273 1.009-2.942 0.046
bcl-2 -1.289 0.866 0.050-1.504 0.137
p53 -0.908 0.523 0.145-1.124 0.082
VEGF -0.742 0.329 0.250-0.907 0.024
Microvascular 0.001 0.007 0.987-1.015 0.877

density

Table 5. Multivariate analysis of median survival time in patients
with NSCLC



VEGF, MVD를 조사하였다. 면역조직화학염색 결과, (1) bcl-2

단백 발현은 비교적 낮았으나 p53과 VEGF 단백의 발현 빈도

는 높았고, (2) VEGF와 MVD 사이에 상관관계는 없었던 반

면 bcl-2와 MVD, p53과 MVD 사이에는 유의한 상관관계가

관찰되었으며, (3) 환자의 연령, T, 병기, bcl-2와 VEGF는 환

자의 생존 기간과 유의한 상관관계를 보였는데, 다변수 분석에

서 병기와 VEGF가 독립적인 예후인자로 확인되었다.

NSCLC에서 bcl-2에 관한 자료는 매우 적은 편이고, 예후와의

상관관계도 아직 확실치 않다. Pezzella 등3은 122예의 NSCLC

중 25예(20%)에서 bcl-2 발현을 관찰한 다음, bcl-2 음성 환자

들의 사망 위험률이 bcl-2 양성 환자들보다 훨씬 높았으며, Cox

regression 분석으로 bcl-2가 생존 예측인자라고 주장하였다. 이

는 저자들의 연구 결과와 일치하는 것으로, 본 연구에서 bcl-2

발현율은 17%였고 생존 기간과 의의 있는 상관관계를 보였다.

그러나 Gaffney 등4은 25%에서 bcl-2 발현이 나타났지만 bcl-2

발현 유무에 따른 환자 예후의 차이는 없었다고 하였다. bcl-2

발현이 특징인 여포성 림프종은 매우 서서히 진행된다. Kors-

meyer20는 이러한 현상이 여포성 림프종에만 국한되지 않고 다

른 종양에서도 일어날 수 있다고 하였다. 저자들과 Pezzella 등3

의 연구 결과는 폐암종에서도 여포성 림프종에서와 마찬가지로

bcl-2 발현이 종양의 성장이나 진행을 지연시킬 가능성을 뒷받

침하는 것이다. 그러나 좀더 신빙성 있는 결론에 도달하기 위해

서는 더욱 많은 증례를 대상으로 연구할 필요가 있다고 생각해

서, 현재 저자들의 실험실에서 세포자멸사와 연계한 bcl-2 연구

가 진행 중에 있다.

저자들은 bcl-2와 p53이 MVD와 유의한 상관관계가 있음을

관찰하였는데, 이는 NSCLC의 신생혈관 형성에 bcl-2와 p53이

관여한다는 점을 강력히 시사하는 것이다. p53은 in vitro에서

신생혈관 형성의 자극인자들과 억제인자들 사이의 균형을 조절

함으로써 신생혈관 형성에 관여하는 것으로 보인다. Kieser 등21

은 p53의 변이형이 protein kinase C를 통해 VEGF의 12-O-

tetradecanoylphorbol-13-acetate를 유도하는 것으로 보고하였

다. 그러나 본 연구에서는 p53이 VEGF와 상관관계를 보이지

않은 점으로 미루어, VEGF와 무관한 또 다른 기전도 신생혈관

형성에 작용하는 것으로 생각된다. 한편, bcl-2 발현을 보이는

종양세포들은 종양괴사인자 등에 의한 저산소 상태로부터 보호

되기 때문에,18 결국 bcl-2 양성인 종양세포에서 저산소증에 의

해 유도되는 VEGF 발현증가가 방해를 받는 것으로 추측할 수

있다. 이 점은 저자들이 관찰한 bcl-2와 VEGF 사이의 역상관

관계로 확인할 수 있었다.

동물실험을 통해 신생혈관 형성이 종양의 성장이나 전이에 매

우 중요한 역할을 한다고 밝혀졌다.22 인체 종양의 신생혈관 생

성은 MVD 측정에 의해 추정할 수 있는데, 몇몇 종양에서 MVD

가 독립적인 예후인자라고 알려졌으나 아직 논란의 대상이 되고

있다. 유방암종, 구강암종, 방광암종에서 MVD가 높으면 나쁜

예후를 보였다고 하는데, 다른 연구자들의 유방암종, 구강암종

연구에서는 상관이 없다고 하였다. 반대로 MVD가 높으면 오히

려 좋은 예후를 보였다는 보고도 있다.23 NSCLC에서도 마찬가

지로 서로 상반되는 결과가 보고되었고,24,25 본 연구에서 MVD는

생존 기간과 상관이 없었다. 이렇게 연구 결과가 다양한 이유는

첫째, 염색상의 기술적인 문제 때문일 수 있고 둘째, 연구에 포

함된 종양의 종류에 따라 다른 결과를 얻을 수 있으며 셋째, 염

색 결과를 판정하는 기준에 따라 달라질 수 있기 때문이다. 특히

결과를 판정할 때 종양의 비균질성이 크게 기여할 것으로 생각

되는데, 이를 확인하고자 Schor 등17은 NSCLC 4예의 여러 부

위에서 총 47개의 블록을 만들어서 MVD를 측정하고 이를 1예

당 1개 블록으로 50개의 임의 블록에서 얻은 결과와 비교하였다.

우선 혈관밀도가 높은 부위에서 MVD를 측정하였을 때 종양 부

위와 정상 부위의 MVD에 차이가 없었으며, 혈관밀도가 평균인

부위에서 MVD를 측정하였을 때 종양 부위보다 정상 부위에서

오히려 더 높은 MVD를 관찰하였다. 따라서 폐암종에서 MVD

가 신생혈관 형성을 의미한다고 볼 수 없다고 주장하였다. 또한,

종양의 변연부에서 반드시 가장 높은 MVD가 관찰되는 것은 아

닐 뿐더러 1개 블록은 대표성이 없음을 확인하였다. 그러나 그들

의 연구에서 종양 내 부위에 따른 MVD의 차이(intratumoral

variation)도 있으며, 종양들 간의 MVD에도 의의 있는 차이

(intertumoral variation)가 있는 것으로 미루어 보아, 종양 내 비

균질성보다 종양 간의 비균질성이 더 크다고 생각된다. 따라서

염색 기술 및 결과를 판정하는 기준을 표준화할 필요가 있으며,

향후 좀더 많은 증례를 대상으로 MVD뿐 아니라 신생혈관 형성

에 관여하는 다른 인자들까지도 광범위하게 연구할 필요가 있다.

이상의 연구 결과, NSCLC에서 p53과 VEGF 단백의 발현

빈도가 높아 이들이 NSCLC의 발생이나 진행과 관련이 있다는

사실을 알 수 있었다. bcl-2와 p53은 신생혈관 형성에 중요한 역

할을 하며, 특히 bcl-2은 예후 예측인자로서 활용할 수 있다는

가능성을 시사하였다. 또한 NSCLC에서 병기와 VEGF 발현의

예후 예측인자로서 이용 가치를 확인하였다.
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