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非小细胞肺癌中
cLVH3E

'

cLVHR3,<RW4

表达对淋巴结转移和预后的研究
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摘
!

要"目的
!

血管内皮生长因子
3E

"

cLVH3E

$和血管内皮生长因子受体
3,<RW4

是促进恶性肿瘤淋巴管形成的重要因子!

通过研究
cLVH3E

&

cLVHR3,<RW4

在非小细胞肺癌中的表达!试图找到肺癌淋巴结转移和预后的规律%方法
!

采用
R53JER

法分析
#"

例新鲜肺癌组织&癌旁正常肺组织及肺门&纵隔淋巴结标本中
cLVH3E

和
cLVHR3,<RW4

的表达!并分析其与临床病

理特点之间的关系%结果
!

肺癌组织中
cLVH3E<RW4

表达阳性率为
#)%,,+

"

&$

'

#"

$!其中
,&

例
cLVHR3,<RW4

阳性!

cLVH3E

和
cLVHR3,

的表达密切相关"

L

$

"%"$

$%

cLVH3E<RW4

的表达与肺癌的淋巴结转移&分化程度及
5WX

分期显著相

关"

L

$

"%"(

$!但与患者年龄&肿瘤大小及病理类型无关%正常肺组织中未见
cLVH3E

'

cLVHR3,<RW4

表达%结论
!

cLVH3E

'

cLVHR3,<RW4

表达与肺癌淋巴结转移及其预后密切相关%

关键词"肺肿瘤#血管内皮生长因子
E

#血管内皮生长因子受体
,

#淋巴结转移#预后
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本课题通过研究血管内皮生长因子
E

$

cLVH3E

&

<RW4

(

血管内皮生长因子受体
3,

$

cLVHR3,

&

<RW4

在非小细胞肺

癌中的表达#试图找到肺癌淋巴结转移和预后的规律#为将来

通过阻断
cLVH3E

"

cLVHR3,

信号传导通路#达到抑制肺癌淋

巴结转移的目的提供依据'

>

!

资料与方法

>%>

!

一般资料
!

标本取自青岛大学医学院附属医院胸外科

!""*

年
*

月至
!""*

年
$!

月经手术切除的新鲜非小细胞肺癌

组织
#"

例#以及癌旁
#=<

以上正常肺组织(肺门及纵隔淋巴

结组织#切取后立即置于液氮中
,"</2

#然后
N*"`

低温冰箱

中保存#冷冻切片#片厚
#

+

<

'所有标本均经临床及病理组织

学检查确诊#患者术前未行化(放疗'

#"

例非小细胞肺癌按国

际抗癌联盟$

_PEE

&

$''*

年修订的
J35WX

分期标准进行

5WX

分期#

%

期
$)

例#

&

期
$$

例#

'

期
!(

例#

(

期
#

例%腺癌

,'

例#鳞癌
$)

例#大细胞癌
,

例%低分化
!'

例#中分化
!#

例#

高分化
(

例%男
("

例#女
$"

例%年龄
,)

!

*#

岁#平均
(!

岁'

其中有淋巴结转移
,!

例#无淋巴结转移
!)

例'

>%?

!

方法

>%?%>

!

试剂及引物
!

R53JER

法检测
cLVH3E

及
cLVHR3,

表达'

5RPG.A

试剂盒$

V/B=.MR\

公司产品&#

R53JER

试剂盒

$大连宝生物工程有限公司产品&#

cLVH3E

(

cLVHR3,

及
*

3>=3

6/2

的
R53JER

特异引物序列均由上海生物工程有限公司提

供'反应条件及引物序列见表
$

'

>%?%?

!

多重
R53JER

!

将
#"

例标本分别取
("

!

$""<

D

冰冻

组织放入匀浆器中#加入
$<\5RPG.ARW4

提取液迅速制备

成组织匀浆后移入
$%(<\L

;;

:2-.?@

管中#用
5RPG.A

试剂一

步法$按
5RPG.A

操作说明书步骤&提取细胞总
RW4

#

&

+

D

<R3

W4

进入逆转录体系#

&!`,"</2

#然后取逆转录产物
!%(

+

\

进入
JER

体系#在同一体系中同时扩增
cLVH3E

(

cLVHR3,

(

*

3>=6/2

的
,

对引物'

JER

循环参数为!

'&`

变性
#"1

#

((`

退

火
#"1

#

*!`

延伸
'"1

#共
,(

个循环#最后延伸
*!`$"</2

以获得更多的扩增产物'以试剂盒提供之对照
RW4

样品及

其特异性引物的扩增产物为阳性对照#以反应系统中不加模板

RW4

的扩增产物为阴性对照#以
*

3>=6/2

为内对照'

JER

反应

)*&$

重庆医学
!"$$

年
(

月第
&"

卷第
$(

期



表
$

!!

靶基因引物序列及
JER

反应条件

靶基因 引物序列 退火温度
5

$

`

& 循环次数 产物$

B

;

&

cLVH3E

!

上游
(̂34V4E5E445VE45VEE4EV3,̂ (( ,( &,(

!

下游
(̂355V4V5E45E5EE4VE45EE3,̂

cLVHR3,

!

上游
(̂34V5EVE5VV4VE5VE5VV543,̂ (( ,( &""

!

下游
(̂3EEEVV4E4V5VEE555EE43,̂

*

3>=6/2

!

上游
(̂35V4EVVVV5E4EEE4E4E5V5VEEE45E543,̂ (( ,( #$"

!

下游
(̂3E54V44VE4555VEVV5VV4EV45VV4VVV3,

产物采用
$%(+

琼脂糖凝胶$含溴化乙锭&电泳#凝胶扫描仪进

行
KW4

条带和光量子强度分析#以
cLVH3E

(

cLVHR3,

与
*

3

>=6/2

的相对积分光密度$即所测积分光密度之比&代表目的基

因的相对表达量'

>%@

!

统计学处理
!

采用
SJSS$,%"

统计软件进行数据处理#

所有样本及临床病理学资料采用
$

! 检验#相关性采用

J:>?<>2

相关分析#

L

$

"%"(

为差异有统计学意义'

?

!

结
!!

果

?%>

!

cLVH3E

和
cLVHR3,<RW4

在非小细胞肺癌组织中的

表达
!

#"

例非小细胞肺癌标本中
&$

例
cLVH3E<RW4

阳性

表达$

#)%,,+

&#相对表达量为
$%"&f"%,"

%

&$

例
cLVH3E

<RW4

阳 性 标 本 中#

,&

例
cLVHR3, <RW4

表 达 阳 性

$

)!%',+

&#相对表达量为
"%))f"%!$

%而在
$'

例
cLVH3E

<RW4

阴性标本中均未检测到
cLVHR3,<RW4

表达#在正

常肺组织中也未检测到
cLVH3E<RW4

及
cLVHR3,<RW4

的表达#二者差异有统计学意义$

L

$

"%"$

&'

cLVH3E<RW4

和
cLVHR3,<RW4

在非小细胞肺癌中的表达有显著相关性

$

L

$

"%"$

&#见图
$

'已转移淋巴结的
cLVH3E <RW4

及

cLVHR3,<RW4

的相对表达量分别为
$%"!f"%!#

%未转移淋

巴结中有
$!

例
cLVH3E<RW4

阳性表达$

"%#)f"%$$

&#无

cLVHR3,<RW4

表达'

!!

X

!

KW4

标志物%

$

#

!

#

,

#

&

!非小细胞肺癌组织%

(

#

#

!正常肺组织'

图
$

!!

非小细胞肺癌组织与正常肺组织中
cLVH3E

与

cHVLR3,<RW4

的表达#

R53JER

扩增产物

琼脂糖凝胶电泳%

?%?

!

cLVH3E<RW4

的表达和临床病理之间的关系
!

阳性

表达率与患者年龄(肿瘤大小(病理类型无关$

L

%

"%"(

&#而与

肿瘤分化程度(

J35WX

分期及淋巴结转移有关#即分化程度为

低分化的非小细胞肺癌组织中
cLVH3E <RW4

(

cLVHR3,

<RW4

的阳性表达率明显高于中(高分化的非小细胞肺癌组

织$

L

$

"%"(

&%

J35WX

分期
'

(

(

期的非小细胞肺癌组织中

cLVH3E<RW4

(

cLVHR3,<RW4

的阳性表达率明显高于

%

(

&

期的非小细胞肺癌组织$

L

$

"%"(

&%发生淋巴结转移的

非小细胞肺癌组织中#二者的阳性表达率明显高于未发生淋巴

结转移的非小细胞肺癌组织$

L

$

"%"(

&#见表
!

'

表
!

!!

非小细胞肺癌组织中
cLVH3E<RW4

'

cLVHR3,

!

<RW4

的表达与临床病理因素之间的关系

参数
$ cLVH3E<RW4 L cLVHR3,<RW4 L

年龄$岁&

!'

(! ,$ $%",f"%!#

%

"%"( "%)#f"%$#

%

"%"(

!$

(! !' $%"(f"%!* "%)'f"%!$

肿瘤大小$

=<

&

!'

( ," "%''f"%$'

%

"%"( "%)'f"%$*

%

"%"(

!$

( ," $%")f"%," "%)#f"%$#

病理类型

!

鳞癌
$) $%"(f"%!(

%

"%"( "%',f"%$(

%

"%"(

!

腺癌
,' "%''f"%$' "%'"f"%$&

!

大细胞癌
, $%"$f"%$* "%)(f"%$*

分化程度

!

高分化
( "%*'f"%!"

$

"%"( "%*,f"%$'

$

"%"(

!

中分化
!# "%)$f"%$) "%*(f"%$)

!

低分化
!' $%$!f"%!* $%$#f"%!'

J35WX

分期

!%

h

&

!' "%**f"%$&

$

"%"( "%*"f"%$,

$

"%"(

!'

h

(

,$ $%$#f"%!$ $%""f"%$'

淋巴结转移

!

有
,! $%!'f"%!'

$

"%"$ $%"'f"%!"

$

"%"(

!

无
!) "%#)f"%$$ "%*$f"%$,

@

!

讨
!!

论

肺癌的生长与转移依赖肿瘤相关血管(淋巴管提供营养(

氧气和转移通道#肿瘤血管(淋巴管生成受肿瘤细胞和宿主细

胞产生和释放的多种血管(淋巴管生成因子和生成抑制因子共

同调控'

cLVH3E

是迄今为止惟一的血管(淋巴管内皮细胞刺

激因子)

$

*

#通过其受体
!

$

[KR

&及受体
,

$

HA63&

&分别作用于血

管和淋巴管上皮#促进肿瘤的生长和转移'目前对
cLVH3E

和
[KR

在肺癌血管生成中的作用研究较多#而关于
cLVH3E

<RW4

和
cLVHR3,<RW4

在肺癌淋巴管生成中的作用及与

淋巴结转移和预后的关系研究较少'

'*&$

重庆医学
!"$$

年
(

月第
&"

卷第
$(

期



@%>

!

cLVH3E

及
cLVHR3,<RW4

的协同作用
!

cLVH3E

主

要通过作用于酪氨酸激酶
@A63&

"

cLVHR3,

受体介导肿瘤淋巴

管生成)

!

*

'研究表明
cLVH3E

及
cLVHR3,<RW4

表达增加

在上皮恶性肿瘤淋巴结转移(扩散中起重要作用)

,

*

'目前发现

部分恶性肿瘤组织表达
cLVH3E

#而且表达
cLVH3E

的肿瘤细

胞具有较高的局部淋巴结转移率)

&3#

*

'

cLVHR3,

能与其配体

cLVH3E

及
cLVH3K

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#许多肿瘤周围组织内均

可检测到
cLVHR3,

不同程度的表达'不仅如此#在肿瘤邻近

的转移淋巴结中#

cLVHR3,<RW4

常可被检测到'此外#

cLVHR3,

的表达与
cLVH3E

呈正相关性'有学者发现#在转

移淋巴结的周围#

cLVHR3,

阳性淋巴管密度较高#约为未转移

淋巴结的
&

倍#而
cLVHR3,

阳性血管的密度#在转移淋巴结

却仅为未转移淋巴结的
$

"

!

#可见肿瘤的淋巴结转移是经

cLVHR3,

阳性淋巴管形成的'由于
cLVHR3,

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'

@%?

!

cLVH3E<RW4

的表达与临床病理因素之间的关系
!

本实验发现#分化程度为低分化的肺癌组织中
cLVH3E<R3

W4

的阳性表达率及量#明显高于中(高分化的肺癌组织#提示

分化越差的肿瘤#表达
cLVH3E<RW4

的能力越强#更容易诱

导淋巴管内皮细胞增殖(新生淋巴管形成和肿瘤的淋巴道转

移'

cLVH3E<RW4

阳性表达率与患者
J35WX

分期有密切

的相关性'

%!&

期患者
!'

例#其肺癌组织中
$!

例
cLVH3E

<RW4

阳性表达#阳性表达率为
&$%,)+

%

'!(

期患者
,$

例#其肺癌组织中
!'

例
cLVH3E<RW4

阳性表达#阳性表达

率
',%((+

'提示随着肺癌的不断进展#

cLVH3E<RW4

表达

增高#

cLVH3E<RW4

的检出率也逐渐提高'

本组资料显示
cLVH3E<RW4

的表达与淋巴结转移密切

相关'张胜辉)

*

*等的研究也证实
cLVH

高表达患者发生淋巴

结转移明显增加'同时#本研究发现
cLVH3E <RW4

和

cLVHR3,<RW4

在非小细胞肺癌中的表达有显著相关性$

L

$

"%"$

&#这提示
cLVH3E

可能通过激活肺淋巴管内皮细胞膜

上的
cLVHR3,

引起肿瘤周围淋巴管增生#或诱导肿瘤内淋巴

管形成#从而使肿瘤细胞通过淋巴管进行转移扩散的概率增

大'

本实验中#在未发生淋巴结转移组中有
$!

例
cLVH3E

<RW4

表达阳性#考虑可能的原因是!肿瘤细胞的淋巴结转移

是通过常规组织病理学检查确定的#有研究证实#此种方法不

能检测出肿瘤细胞的淋巴结微转移#因此对于这
$!

例
cLVH3

E<RW4

表达阳性的病例#尚不能排除是否已经发生了肿瘤

细胞的淋巴结微转移'

E96>

等)

)

*通过对
$!!

例
%

期非小细胞

肺癌淋巴结微转移的研究发现#在淋巴结微转移组
cLVH3E

的阳性表达率显著高于无淋巴结微转移组#同样说明了

cLVH3E

与淋巴结转移的密切相关性'

淋巴道转移的发生是一个多因素参与的复杂过程和多因

素协同作用的结果'本研究仅从非小细胞肺癌
cLVH3E

及

cLVHR3,<RW4

这一相关因子观察#其结果不能全面反映导

致肿瘤区淋巴管变化及转移的原因#但是
cLVH3E

及
cLV3

HR3,<RW4

与淋巴结转移关系的研究对解释肿瘤发展与产

生转移的机制有重要参考价值'由于不同肿瘤可能有不同的

淋巴转移机制#准确机制的阐述仍需要进一步的临床及基础实

验的证实'
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