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 摘要! 背景与目的 肺癌的复发和转移与其血管生成和淋巴管生成密切相关, 而血管内皮生长因子 C

( vascular endothelial g row th factor C, VEGF C)表达与非小细胞肺癌( non small cell lung cancer, NSCLC)组

织中血管和淋巴管生成的关系却知之甚少。本研究旨在探讨肺癌组织中 VEGF C 表达与肿瘤组织中微血管

和淋巴管生成及肺癌淋巴转移的关系。方法 采用免疫组化 LSAB 法检测 78 例肺癌组织中 VEGF C、血管

内皮细胞及淋巴管内皮标记物 CD31 和 VEGFR 3, 并计算肿瘤微血管密度( micro vessel density, MVD)和微

淋巴管密度( lymphat ic micro vessel density , LMVD)。结果 肺癌组织中 VEGF C 表达的阳性率为 52. 6%

( 41/ 78) ;伴有淋巴结转移的肺癌组织中 VEGF C 表达 ( 30/ 43, 69. 7% )显著高于无淋巴结转移者 ( 11/ 35,

30. 3% ) (P < 0. 05) ; VEGF C 阴性组的微淋巴管密度( 23. 4∀ 2. 3)显著低于 VEGF C 阳性组 ( 43. 2 ∀ 4. 1) (P

< 0. 05) ,而微血管密度在两组之间差异无统计学意义( 31. 1 ∀ 1. 8 比 28. 1 ∀ 3. 2, P > 0 05) ; 伴有淋巴结转移

的肺癌组织中微淋巴管密度和微血管密度(分别为 33. 6∀ 1. 1 和 41. 3 ∀ 3. 3)均显著高于不伴有淋巴结转移

者(分别为 18. 7∀ 1. 8 和 25. 7 ∀ 2. 1) (P < 0. 05)。结论 VEGF C 可能主要通过调节肺癌组织中微淋巴管的

生成而影响非小细胞肺癌淋巴结转移。
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 Abstract! Background and objective It has been known that an intensiv e r elationship exist s between

the recur rence o r metastasis and ang iogenesis and lym phang io genesis in patients with non small cell lung cancer

( NSCLC) , but it is uncertain w het her ther e is relationship betw een VEGF C expression and ang iogenesis and

lym phangio genesis in NSCLC tissues. This study is to explore the relat ionship among VEGF C expression and

ang iogenesis and lym phangio genesis and lymphatic metastasis in NSCLC tissues. Methods The expression o f

VEGF C was detected in 78 lung cancer tissues w ith or without lymphatic metastasis by LSAB met hods. M i

cro vessel density ( MVD) and lymphat ic microvessel density ( LMVD) w ere determined in the same patients by

CD31 and VEGFR 3 respectively . Results T he positive rate o f VEGF C expression w as 52. 6% ( 41/ 78) in

NSCLC t issues; VEGF C expression in lung cancer tissues with lymphat ic metastasis ( 30/ 43, 69. 7% ) w as

significantly higher than that w ithout lymphatic metastasis ( 11/ 35, 30. 3% ) ( P< 0. 05) ; LM VD in the g roup

wit hout VEGF C expression ( 23. 4∀ 2. 3) w as significantly low er than that w ith VEGF C expression ( 43. 2 ∀

4. 1) ( P< 0. 05) , there w as no sing ificant difference in MVD bet ween the two g roups ( 31. 1 ∀ 1. 8 vs 28. 1 ∀

3. 2) ( P> 0. 05) ; the MVD and LM VD in lung cancer tissues w ith lymphatic metastasis ( 33. 6 ∀ 1. 1 and 41. 3

∀ 3. 3 respect ively) wer e significantly higher than those w ithout lymphat ic metastasis ( 18. 7∀ 1. 8 and 25. 7 ∀

2. 1 respectively ) (P < 0 05) . Conclusion The results suggest t hat VEGF C may play an impor tant r ole in the

lym phatic metastasis of lung cancer thr ough the regulation o f lymphangiogenesis.

 Key words! VEGF C Lymphatic metastasis Lung neoplasms

肺癌的侵袭和转移是患者治疗失败和死亡的主要
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原因,而血管生成和淋巴管生成是肺癌侵袭和转移的

病理学基础,血管内皮生长因子 C( vascular endo theli
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al grow th factor C, VEGF C)及其受体血管内皮细胞

生长因子受体 3( vascular endothe lial gr ow th facto r

receptor 3, VEGFR 3)在促进肿瘤微血管与微淋巴管

生成中起着关键作用。许多肿瘤组织中 VEGF C 的

高表达与肿瘤的淋巴转移密切相关。本研究采用免疫

组化 LSAB法检测 78例非小细胞肺癌组织中 VEGF

C含量,计算肺癌组织内微血管密度( m icrovessel den

sity , MVD) 与微淋巴管密度 ( lymphat ic microvessel

density , LMVD) , 以探讨肺癌组织中 VEGF C 表达

与血管、淋巴管生成及淋巴转移的关系。

1 材料与方法

1. 1 组织标本 78例肺癌手术切除标本均来自我科

2002年 1月至 2004年 4月接受手术治疗的非小细胞

肺癌患者,均有明确的病理学诊断。其中男性 50例,

女性 28例,平均年龄 54. 25 ∀ 9. 12岁;腺癌 30例,鳞

癌 38例, 腺鳞癌 10例; 低分化癌 31例,中分化癌 33

例,高分化癌 14例; P T NM 分期(国际 U ICC1999分

期标准) , #期 19 例, ∃期 37 例, %期 16例, &期 6

例。患者术前均未接受化疗及放疗, 其中伴有淋巴结

转移者 43例,无淋巴结转移者 35例。

1. 2 LSAB 法免疫组化染色

1. 2. 1 主要试剂 兔抗人 VEGF C抗体, VEGFR 3

抗体和鼠抗人 CD31抗体购自美国 Santa Cruz公司,

SP免疫组化试剂盒, DAB 显色系统购自北京中山生

物公司。

1. 2. 2 LSAB法染色 将 5 m 厚的石蜡切片常规脱

蜡,逐级水化,先经 3% H 2O 2阻断内源性过氧化物酶,

0. 01 M ol/ L 枸橼酸缓冲液行抗原修复, 然后依次加入

正常小牛血清( 1 ∋10) , VEGF C( 1 ∋100) , CD31( 1∋

100) , VEGFR 3( 1 ∋ 200) , 生物素化羊抗鼠抗体( 1 ∋
200) , SP 复合物( 1 ∋ 200)。以上各步之间均经 37 (

恒温箱孵育 30 min, PBS 冲洗(小牛血清除外) , 最后

DAB染色, 苏木素复染, 树脂封片。选用已知阳性组

织平滑肌细胞作为阳性对照, 用 PBS 代替 CD31 及

VEGFR 3抗体作为空白对照。

1. 2. 3 结果判定 肿瘤细胞浆内出现棕黄色颗粒者

为阳性细胞。200 倍光镜下随机选取 5 个视野, 以定

位明确、染色明显, 平均 20%以上细胞染色的组织切

片视为 VEGF C 阳性, 而染色弱或完全不染色者为

VEGF C 阴性。肿瘤中微脉管计数采用Weidner 等[ 1]

的方法,即选取 3个血管与淋巴管最多( ho t spo t)的视

野,计算每 200倍镜( 0. 723 mm2 )下的微血管或微淋

巴管数。

1. 3 统计学方法 采用 F 检验、卡方分析和直线相

关分析,在 SPSS10. 0软件上进行数据处理。

2 结果

2. 1 肺癌组织中 VEGF C蛋白表达 VEGF C定位

于细胞浆, 78例肺癌组织中 VEGF C阳性表达 41例,

阳性率为 52. 6%。VEGF C 蛋白表达与肺癌组织的

分化程度、组织学类型均无关( P> 0. 05) (图 1)。

图 1 肺鳞癌组织中 VEGF C表达( LSAB法)

A : VEGF C阴性( ) 200) (部分癌细胞呈阳性表达,但阳性率< 20% ) ; B: VEGF C阳性( ) 175)

Fig 1 Expr ess ion of VEGF C in squ amou s cell carcinoma of the lung (L SAB m ethod)

A: VEGF C negat ive ( ) 200) ( s ome tumor cel ls w ere stained, b ut the rate w as less than 20% ) ; B: VEGF C posit ive ( ) 175)

2. 2 肺癌组织中 MVD与 LMVD 肺癌组织内部可

见 CD31标记的呈棕褐黄色的阳性内皮细胞, 单个的

内皮细胞也计数为一条血管 多数为管腔状或条索状

(图 2的 A、B) ;在肿瘤的边缘可见 VEGFR 3标记的

呈棕褐色微淋巴管内皮细胞, 多为条索状(图 2的 C、

D)
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图 2 肺鳞癌淋巴结转移与 MVD、LMVD的关系( LSAB法 ) 100)

淋巴结转移阴性组M VD( A)和 LMVD( C)显著低于阳性组(分别为 B和 D)

Fig 2 Relat ionship betw een lym phat ic m etas tasis and MVD and LM VD in squam ou s cel l carcinoma of the lung ( LSAB m ethod ) 100)

MVD ( A) and LMVD ( C) in group w ith out lymphat ic metastasis w ere signif icant ly les s th an those w ith lymph at ic metastasis ( B and D)

2. 3 肺癌组织中 VEGF C表达与肺癌淋巴结转移的

关系 伴有淋巴结转移的肺癌组织 VEGF C 表达

( 30/ 43, 69. 7%)显著高于不伴有淋巴结转移组( 13/

43, 30. 3% ) ( P= 0. 021)。肺癌组织中 VEGF C 表达

与肺癌淋巴结转移呈正相关( R= 0. 878, P < 0. 05) ,

VEGF C 表达增高, 则肺癌容易发生淋巴结转移(表

1)。

2. 4 肺癌组织中 LMVD 及 MVD与 VEGF C 表达、

肺癌淋巴结转移的关系 LMVD 在 VEGF C阳性组

( 43. 2 ∀ 4. 1)显著高于 VEGF C 阴性组( 23. 4 ∀ 2. 3)

( P< 0. 05) , MVD在 VEGF C阳性组( 28. 1 ∀ 3. 2)与

阴性组( 31. 1 ∀ 1. 8)之间差异无统计学意义 ( P >

0. 05) ;而 LMVD和 MVD在肺癌淋巴结转移组(分别

为 33. 6 ∀ 1. 1和 41. 3 ∀ 3. 3)均显著高于不伴有淋巴

结转移组(分别为 18. 7 ∀ 1. 8 和 25. 7 ∀ 2. 1) ( P<

0. 05)。肺癌淋巴结转移与肿瘤组织内 LMVD 和

MVD成正相关( R 值分别为 0. 408和 0. 336, P 值均

< 0. 05)。VEGF C 的表达与 LMVD呈正相关( R=

0. 456, P < 0. 05) , 而与 MVD 无明显相关性 ( R =

0. 212, P< 0. 05)。

表 1 肺癌组织中 VEGF C 表达和淋巴结转移的的相关性

Tab 1 The relat ive between VEGF C expression and lymphatic metastasis

Group No. VEGF C( + ) VEGF C( - ) P valu e

Lymph at ic metastasis( + ) 43 69. 7% ( 30/ 43) 30. 3% (13/ 43) 0. 021

Lymph at ic metastasis( - ) 35 31. 4% ( 11/ 35) 68. 6% (24/ 35) 0. 019

R= 0. 878, P< 0. 05

表 2 肺癌组织中 MVD、LM VD 与 VEGF C 表达及肺癌淋巴结转移的关系

Tab 2 The relationship betw een LMVD, MVD and VEGF C expression, lymphat ic met astasis in lung cancer tissue

Group VEGF C( + ) VEGF C( - ) P value
Lymph at ic

m etastas is( + )

Lymphat ic

metastasis ( - )
P value

L MVD 43. 2 ∀ 4. 1 23. 4 ∀ 2. 3 0. 034 33. 6 ∀ 1. 1 18. 7 ∀ 1. 8 0. 037

M VD 28. 1 ∀ 3. 2 31. 1 ∀ 1. 8 0. 082 41. 3 ∀ 3. 3 25. 7 ∀ 2. 1 0. 023

3 讨论

VEGF C 作为 VEGF 家族的新成员和淋巴管生

成因子,是一种针对淋巴管内皮细胞的有丝分裂原,其

高表达被认为可促进淋巴管生成, 并与肿瘤细胞向区

域淋巴结转移相关
[ 2]
。许多恶性肿瘤如甲状腺癌、前

列腺癌、大肠癌、胃癌中的 VEGF C 表达与区域淋巴

结转移显著相关[ 3~ 6] 。Hashimoto 等[ 7] 应用 RT PCR

方法检测浸润型宫颈癌组织中的 VEGF C mRNA 表

达,结果显示 VEGF C 在有深间质浸润、盆腔淋巴结
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转移和淋巴和血管间隙侵犯的肿瘤中表达明显增加。

本研究表明,伴有淋巴结转移的肺癌组织中 VEGF C

表达显著高于不伴有淋巴结转移的肺癌组织。Furu

doi等 [ 8]用免疫组化法分析大肠癌 VEGF C 与 MVD

的临床意义后发现, VEGF C表达阳性与肿瘤组织学

分期、淋巴管侵犯转移、静脉侵犯、肝转移、Duke∗ s分
期和血管生成密切相关。但 Akagi等[ 9] 报道, 大肠癌

VEGF C 表达与微脉管计数无关, 这可能是对肿瘤异

质性的分析方法不同所致。本组在肺癌中的研究结果

也发现 VEGF C 的表达与肿瘤组织内 LMVD 呈正相

关,而与 MVD无关。

VEGFR 3是一种新发现的与 VEGF 1 同源的

VEGFR,能与其配体 VEGF C 及 V EGF D特异性地

结合,可诱导内皮细胞的增殖及迁移,调控血管及淋巴

管内皮细胞的新生, 对胚胎发育及肿瘤的生长和转移

起着重要的调节作用[ 10]。VEGFR 3在胚胎早期是血

管形成的必需因素, 在血管及淋巴管内皮细胞都有表

达,胚胎后期 VEGFR 3逐渐限于淋巴管,血管中几乎

不表达[ 11]。许多肿瘤如淋巴瘤、乳癌周围组织内均可

检测到 VEGFR 3不同程度的表达。不仅如此, 在肿

瘤邻近的转移淋巴结中, VEGFR 3 mRNA 常可被检

测到[ 12] 。此外, VEGFR 3 的分布与 VEGFR C 呈正

相关性。VEGF C 高表达的肿瘤细胞, 其周围 VEG

FR 3阳性管腔高度生长 [ 13]。Clarijs等发现, 在转移

淋巴结的周围, VEGFR 3阳性淋巴管密度较高,约为

未转移淋巴结的 4倍,而 VEGFR 3阳性血管的密度,

在转移淋巴结却仅为未转移淋巴结的 1/ 2,可见肿瘤

的淋巴结转移是经 VEGFR 3 阳性淋巴管形成的[ 14]。

由于 VEGFR 3 调节生成的肿瘤淋巴管具有特殊结

构,淋巴管内皮细胞通透性上升,肿瘤细胞就易于侵入

淋巴管并形成远处淋巴结的转移。

应用抗血管内皮细胞标记物抗体 CD31和抗淋巴

管内皮标记物抗体 VEGFR 3进行的免疫组化结果显

示,肿瘤内 LMVD和 MVD与肿瘤是否发生淋巴结转

移成正相关。因此, 可以认为,在肺癌中淋巴结转移的

发生与肿瘤细胞中 VEGF C 的过表达有关。由于

VEGF C 在肿瘤组织中的大量存在, 通过与其受体

VEGF 3的作用, 可诱导癌周微淋巴管的增生, LMVD

的增高将直接导致肿瘤细胞经淋巴管的转移。在

VEGF C 的作用下,淋巴管内皮细胞局部释放旁分泌

因子,会影响肿瘤细胞粘附、迁移、侵袭等的改变, 从而

促进转移的发生; 也可以通过与其受体 VEGFR 2/ 3

的结合,提高微血管、微淋巴管内皮的通透性,进而便

于肿瘤细胞转移的发生。在本实验中, VEGF C 的表

达与肺癌微血管的增生无显著相关性, 而肺癌淋巴结

转移的发生却与 MVD成正相关 但是 VEGF C的过

表达没有诱导肺癌微血管的增生,这正好说明 VEGF

C可能主要通过调节肺癌组织中微淋巴管的生成而影

响非小细胞肺癌淋巴结转移。
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