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·论著·

食管鳞癌组织中ＶＥＧＦＤ表达及其与淋巴管密度和淋巴转移的关系

叶　武　陈　洪　刘鹏飞　刘兵团

摘要：目的　研究食管鳞状细胞癌（ＥＳＣＣ）组织中血管内皮细胞生长因子Ｄ（ＶＥＧＦＤ）的表达情况及其与

淋巴管密度（ＬＶＤ）的关系，并探讨其与食管癌淋巴结转移的关系。方法　免疫组化ＳＡＢＣ法检测５５例手术切

除的食管鳞状细胞癌组织、癌旁组织、正常组织中淋巴管密度和ＶＥＧＦＤ的表达水平，对结果进行统计分析。

结果　（１）食管癌组织内ＬＶＤ为６．６５８２±２．０４８９个／ＨＰＦ，显著高于癌旁组织（５．７５２７±１．４６３１个／ＨＰＦ）及正

常组织（５．５７８２±１．４５５３个／ＨＰＦ）（犘均＜０．０５）；（２）食管癌组织中ＶＥＧＦＤ阳性表达率为４３．６％，显著高

于癌旁组织（１６．４％）及正常组织（１２．７％）（犘均＜０．０５）；（３）食管癌组织中ＶＥＧＦＤ表达强度与ＬＶＤ之间

呈正相关（狉＝０．９９８５，犘＜０．０５）；（４）食管癌患者中，淋巴结阳性组中 ＶＥＧＦＤ阳性率（６９．２％）及ＬＶＤ

（７．９３０８±２．００５５个／ＨＰＦ）均显著高于淋巴结阴性组（２０．７％，５．５１７２±１．２８５７个／ＨＰＦ）（犘 均＜０．０５）。

结论　（１）食管癌组织中ＬＶＤ增高ＶＥＧＦＤ呈高表达，且两者呈正相关，推测ＶＥＧＦＤ能诱导食管癌组织

中的淋巴管生成；（２）ＬＶＤ和ＶＥＧＦＤ表达强度检测与食管癌淋巴结转移相关。
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　作者单位：２１４４００　东南大学附属江阴医院消化科（叶武，

刘鹏飞，刘兵团）；２１０００９　东南大学附属中大医院消化科（陈洪）

　　由于食管壁没有浆膜层而且淋巴引流丰富，淋

巴管引流至区域性淋巴结直接进入胸导管，所以淋

巴结早期广泛转移是食管癌的临床特点。因此，淋

巴结转移是决定食管癌预后的一个主要因素。探

索食管癌淋巴转移的机制，在此基础上寻找可能的

治疗手段是提高食管癌疗效的关键。我们对食管

鳞癌组织中血管内皮细胞生长因子Ｄ（ＶＥＧＦＤ）的
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表达进行检测，以探讨 ＶＥＧＦＤ 与淋巴管密度

（ＬＶＤ）的关系，同时探讨ＶＥＧＦＤ及ＬＶＤ在食管

鳞癌的淋巴转移中的作用，为食管癌淋巴转移的早

期诊断提供新的线索，并为食管癌的治疗提供新的

治疗靶点。

１　材料与方法

１．１　实验材料

东南大学医学院附属江阴医院有完整临床及

病理资料的食管鳞状细胞癌根治术标本共５５例。

所有病例术前均未进行放射及化学治疗，其中男３８

例，女１７例，年龄４５～７５岁，中位年龄６０岁。食管

癌组织中２６例有淋巴结转移，２９例无淋巴结转移；

高分化１２例，中分化２８例，低分化１５例；浸润深度

Ｔ１１３例，Ｔ２１５例，Ｔ３２１例，Ｔ４６例。所有标本均经

１０％中性福尔马林液固定，常规石蜡包埋，并经病

理组织学证实。具体取材方法：（１）食管癌组织：癌

灶边缘向内取材；（２）癌旁组织：癌灶边缘向外２ｃｍ

取材；（３）正常组织：距癌灶边缘５ｃｍ以上的切缘取

材。兔抗人 ＶＥＧＦＤ、Ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ多克隆抗体及即

用型ＳＡＢＣ免疫组化染色试剂盒购自武汉博士德

生物工程有限公司。

１．２　实验方法

切片常规脱蜡，微波抗原修复。ＶＥＧＦＤ 及

Ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ多克隆抗体按１∶２００稀释，然后按试剂

说明的步骤进行操作，最后ＤＡＢ显色，常规复染封

片。以ＰＢＳ液代替一抗作阴性对照，博士德生物工

程有限公司提供的阳性片为阳性对照。（１）ＶＥＧＦ

Ｄ免疫组化结果的判断：根据文献
［１］方法进行。高

倍镜（×２００）下，每张切片随机观察５个视野，首先

以胞质内出现特异性染色的深浅程度进行评分：基

本不着色０分，淡黄色１分，黄色２分，棕褐色３分；

再将染色细胞所占计数细胞的百分比打分：染色细

胞数＜１％为０分，染色细胞数１％～１０％为１分，

染色细胞数１１％～５０％为２分，染色细胞数＞５０％

为３分。两项乘积即为该视野免疫组化得分，５个

视野的平均分为该例免疫组化得分。其中０～２分

为（－），３～４分为（＋），５～７分为（＋＋），８～９分

为（＋＋＋）。（２）淋巴管密度的判断：根据文献
［２］

的方法进行。将Ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ染色阳性的脉管数作

为淋巴管密度（光镜下Ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ染色阳性的棕褐

色的管腔样结构为淋巴管）。先在低倍镜（×１００）

下确定脉管着色最密集区（热区），然后在高倍镜

（×２００）下记数５个高倍视野中阳性脉管数，取均数

作为该切片的淋巴管密度。

１．３　统计学处理

数据的统计处理应用ＳＰＳＳ１１．５统计软件包进

行。两或多个独立样本计数资料率的比较采用卡

方检验；计量资料结果以均数±标准差表示，两个

独立样本均数比较采用狋检验，多个样本均数比较

采用方差分析；两个变量相关性分析采用双变量相

关分析。犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　实验结果

２．１　三种组织中淋巴管密度的检测结果

在肿瘤组织边缘可见Ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ染色阳性的

淋巴管，着色部位位于内皮细胞的细胞膜上，主要

表达于由单层内皮细胞构成、管壁较薄、外周无周

细胞、无平滑肌的脉管，管腔内无红细胞，有的管腔

内可见絮状物，有的管腔内则见癌栓。以每个高倍

视野（×２００）中Ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ染色阳性的脉管数为淋

巴管密度（ＬＶＤ），结果发现，食管癌组织中的淋巴

管密度为６．６５８２±２．０４８９个／ＨＰＦ，与癌旁组织

（５．７５２７±１．４６３１个／ＨＰＦ）、正常组织（５．５７８２±

１．４５５３个／ＨＰＦ）相比差异有统计学意义 （犘＜

０．０５，见表１），而在癌旁组织与正常组织间未见统

计学差异（犘＞０．０５）。提示食管癌组织中淋巴管生

成增加。

表１　三种组织中淋巴管密度检测结果

组　别 淋巴管密度（个／ＨＰＦ） 犉 犘

食管癌组织 ６．６５８２±２．０４８９ａ

癌旁组织 ５．７５２７±１．４６３１ｂ ６．５６ ０．００１８

正常组织 ５．５７８２±１．４５５３ｃ

　　注：ａ与ｂ比较：狋＝２．６６７３，犘＝０．００８８；ａ与ｃ比较：狋＝３．１８７０，犘＝

０．００１９；ｂ与ｃ比较：狋＝０．６２７１，犘＝０．５３１９

２．２　ＶＥＧＦＤ在三种组织中的表达情况

检测结果表明，ＶＥＧＦＤ在食管癌组织、癌旁组

织及正常组织中均有不同程度的表达，免疫组织化学

染色的阳性物质主要位于肿瘤细胞或正常上皮细胞

质内，呈淡黄色至棕黄色颗粒状。ＶＥＧＦＤ在食管癌

组织中的阳性（＋～＋＋＋）表达率为４３．６％，较其在

癌旁组织（１６．４％）、正常组织（１２．７％）差异有统计学

意义（犘＜０．０５），ＶＥＧＦＤ在癌旁组织与正常组织中

的表达未见差异有统计学意义（犘＞０．０５）。ＶＥＧＦＤ

在三组中的强阳性（＋＋＋）及中等阳性（＋＋）表达

率分别为１４．６％、１．８％、１．８％和２０．０％、５．５％、３．

６％，食管癌组织和癌旁组织或正常组织相比差异有

统计学意义（犘＜０．０５），癌旁组织和正常组织相比则
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差异无统计学意义（犘＞０．０５）；ＶＥＧＦＤ在三组中的

弱阳性（＋）表达率分别为９．１％、９．１％、７．３％，三组

间两两比较差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。提示

ＶＥＧＦＤ在食管癌组织中高表达，且表达强度（中等

阳性及强阳性）高于癌旁组织及正常组织。见表２。

表２　犞犈犌犉犇在三种组织中的表达情况

组　别 － ＋ ＋＋ ＋＋＋ 阳性率（％）

食管癌组织 ３１ ５ １１ ８ ４３．６ａ

癌旁组织 ４６ ５ ３ １ １６．４ｂ

正常组织 ４８ ４ ２ １ １２．７ｃ

　　注：ａ与ｂ比较：狋＝９．７４０３，犘＝０．００１８；ａ与ｃ比较：狋＝１２．９８０８，犘

＝０．０００３；ｂ与ｃ比较：狋＝０．２９２６，犘＝０．５８８６

２．３　ＶＥＧＦＤ表达强度与淋巴管密度关系

根据食管癌组织中 ＶＥＧＦＤ表达强度将所有

病例分为四组（－、＋、＋＋、＋＋＋），统计各组的

淋巴管密度（ＬＶＤ）。结果发现随着 ＶＥＧＦＤ表达

强度的增强，淋巴管密度有增加的趋势，两者呈正

相关（狉＝０．９９８５，犘＜０．０５），见表３。提示ＶＥＧＦＤ

与食管癌组织中淋巴管的生成相关。

表３　食管癌中犞犈犌犉犇表达强度与犔犞犇的相互关系

ＶＥＧＦＤ 例数 ＬＶＤ（个／ＨＰＦ）

－ ３１ ５．３０９７±１．１１１０

＋ ５ ６．６０００±１．２７２８

＋＋ １１ ８．１８１８±０．９４８５

＋＋＋ ８ ９．８２５０±１．３１１２

　　注：狉＝０．９９８５，犘＜０．０５

２．４　食管癌ＶＥＧＦＤ表达及淋巴管密度与食管癌

淋巴结转移、ＴＮＭ分期的关系

食管癌有淋巴结转移组和无淋巴结转移组中

淋巴管密度分别为７．９３０８±２．００５５个／ＨＰＦ和

５．５１７２±１．２８５７个／ＨＰＦ，两者之间差异有统计学

意义（犘＜０．０５），提示高淋巴管密度与食管癌组织

中淋巴的生成相关。食管癌中 ＶＥＧＦＤ在有淋巴

结转移组和无淋巴结转移组中的阳性表达率分别

为６９．２％和２０．７％，两者之间差异有统计学意义

（犘＜０．０５），提示 ＶＥＧＦＤ的高表达与食管癌组织

中淋巴的生成相关。另外，食管癌ＶＥＧＦＤ的阳性

表达率及淋巴管密度与食管癌的ＴＮＭ 分期差异有

统计学意义（犘＜０．０５），见表４。

表４　犞犈犌犉犇、淋巴管密度与淋巴结转移、犜犖犕分期的关系

临床病理参数 例数 ＶＥＧＦＤ阳性（％） χ
２ 犘 淋巴管密度（个／ＨＰＦ） 狋 犘

淋巴结转移

　有 ２６ １８（６９．２） １３．１３３５ ０．０００３ａ ７．９３０８±２．００５５ ５．３６８８ ０．００００ａ

　无 ２９ ６（２０．７） ５．５１７２±１．２８５７

ＴＮＭ分期

　ⅠⅡ ３８ １１（２８．９） １０．７８５３ ０．００１０ａ ５．８８９５±１．７４７７ ４．８５５９ ０．００００ａ

　ⅢⅣ １７ １３（７６．５） ８．３２９４±１．６６１２

　　注：ａ表示差异有统计学意义

３　讨论

Ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ是１９９９年在肾小球足突细胞上发

现的一种膜蛋白［３］，目前已成为一种新的淋巴管内

皮标志物。目前多数研究将其作为鉴别淋巴管和

精确评估淋巴管密度有价值的标志物［４］。本研究发

现ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ作为淋巴管标志物有较好的特异性，

表达于淋巴管内皮细胞膜上，染色清晰，背景干净，

未发现在红细胞填充的血管有表达。本研究显示

食管鳞状细胞癌组织中的ＬＶＤ与癌旁组织及正常

组织相比差异有统计学意义（犘＜０．０５），而在癌旁

组织与正常组织间的 ＬＶＤ则差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。食管癌有淋巴结转移组和无淋巴结转

移组中淋巴管密度分别为７．９３０８±２．００５５个／

ＨＰＦ和５．５１７２±１．２８５７个／ＨＰＦ，两者之间差异有

统计学意义（犘＜０．０５），提示食管癌组织中淋巴管

生成增加。已有研究［５］提示，癌组织中高淋巴管密

度可促进癌细胞的淋巴结转移，其机制可能为癌组

织中淋巴管数目增多，增大了癌细胞与淋巴管内皮

接触的机会，另外淋巴管仅由单层内皮细胞构成、

基底膜缺乏或不连续、内皮细胞间没有紧密连接、

没有周细胞，癌细胞易于进入淋巴管；淋巴管中的

压力与组织液近似，且淋巴管中没有血液快速流动

时的剪切力，这些特点使得癌细胞进入淋巴管后生

存率高。

ＶＥＧＦＤ首先是由 Ｏｒｌａｎｄｉｎｉ等
［６］从鼠的成纤

维细胞中克隆提取的一种受ＣＦＯＳ基因诱导表达

的分泌型二聚体糖蛋白，并被命名为ＦＩＧＦ。１９９８

年由 Ａｃｈｅｎ等
［７］在核酸数据库中通过基于计算机

的同源性搜索，确认为 ＶＥＧＦ家族中的新成员，并

将其命名为 ＶＥＧＦＤ。有关 ＶＥＧＦＤ在食管癌中

的表达偶有报道，主要是ＶＥＧＦＤ与食管癌发生关

系方面的研究，ＶＥＧＦＤ与食管癌淋巴转移的研究很

少有报道，且未有明确的结论。本研究采用免疫组织

化学的方法对食管鳞癌、癌旁组织和食管正常组织
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ＶＥＧＦＤ表达情况进行检测分析，结果显示ＶＥＧＦＤ

在食管鳞癌、癌旁组织和正常组织均有不同程度的表

达，阳性反应部位位于细胞质。ＶＥＧＦＤ阳性表达率

依正常组织、癌旁组织、癌组织的顺序逐渐增高（分别

为１２．７％，１６．４％，４３．６％），癌组织中ＶＥＧＦＤ的阳

性表达率与癌旁组织及正常组织相比差异有统计学

意义（犘＜０．０５），而在癌旁组织与正常组织间的阳性

表达率则差异无统计学意义（犘＞０．０５）。ＶＥＧＦＤ在

三组中的强阳性（＋＋＋）及中等阳性（＋＋）表达率分

别为１４．６％、１．８％、１．８％和２０．０％、５．５％、３．６％，食

管癌组织和癌旁组织或正常组织相比差异有统计学

意义（犘＜０．０５），癌旁组织和正常组织相比则差异未

见统计学意义（犘＞０．０５）；ＶＥＧＦＤ在三组中的弱阳

性（＋）表达率分别为９．１％、９．１％、７．３％，三组间两

两比较差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。提示

ＶＥＧＦＤ在食管癌组织中高表达，且表达强度（中等

阳性及强阳性）高于癌旁组织及正常组织。ＶＥＧＦＤ

在食管癌有淋巴结转移组和无淋巴结转移组中的阳

性表达率分别为６９．２％和２０．７％，两者之间差异有

统计学意义（犘＜０．０５），提示ＶＥＧＦＤ的高表达可能

与食管癌的淋巴结转移有关。

本研究通过对 ＶＥＧＦＤ与ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ联合检

测，并以ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ标记的阳性脉管数计数ＬＶＤ，

结果显示：食管鳞癌组织中两者呈现明显高表达，

且与食管鳞癌的淋巴结转移及ＴＮＭ分期相比差异

有统计学意义（犘＜０．０５）。ＶＥＧＦＤ表达强度与

ＬＶＤ的相关性分析显示二者呈正相关（狉＝０．９９８５，

犘＜０．０５），即随着ＶＥＧＦＤ表达强度的增强，ＬＶＤ

有增加的趋势，提示食管鳞癌组织中ＶＥＧＦＤ的高

表达可能与食管淋巴管的生成及癌细胞的淋巴结

转移有关，可作为食管癌淋巴结转移的参考指标。

临床上则表现为与ＴＮＭ分期相关。
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