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　　摘　要：目的　探讨垂体肿瘤转化基因（ＰＴＴＧ）和血管内皮生长因子Ｃ（ＶＥＧＦＣ）在喉癌组织中表达的相关性以及与喉癌发

展的关系。方法　应用免疫组织化学ＳＰ法分别检测６０例喉癌组织和３２例癌旁组织中ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦＣ两种蛋白的表达情

况，并用 Ｄ２４０阳性产物定位淋巴管内皮细胞细胞质及细胞膜，计数微淋巴管密度（ＬＭＶＤ）。结果　喉癌组织中ＰＴＴＧ和

ＶＥＧＦＣ表达水平均显著高于癌旁组织，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；二者表达量与喉癌的分化程度、有无淋巴结转移及临床

分期差异均有统计学意义（犘＜０．０５），与临床分型、有无吸烟史、肿瘤大小、性别及年龄方面的差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。

喉癌组织中ＬＭＶＤ表达水平明显高于癌旁组织，差异有统计学意义（犘＜０．０５），与淋巴结转移显著相关（犘＜０．０５），与分化程度、

临床分期、临床分型、有无吸烟史、肿瘤大小、性别及年龄不相关（犘＞０．０５）。ＰＴＴＧ和ＶＥＧＦＣ在喉癌组织中表达呈显著正相关

（犘＜０．０５）。ＬＭＶＤ分别与喉鳞癌组织中ＰＴＴＧ和ＶＥＧＦＣ蛋白表达正相关（犘＜０．０５）。结论　ＰＴＴＧ和ＶＥＧＦＣ在喉癌的发

展中起重要作用，二者的检测可作为喉癌转移及预后的预判指标，有望成为新的基因治疗靶点。
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　　喉癌是头颈部常见的恶性肿瘤，主要病理类型为鳞状细胞

癌，其发病率逐年上升，癌细胞转移成为影响其预后的主要原

因。垂体肿瘤转化基因（ＰＴＴＧ）是从垂体瘤组织中分离出的

原癌基因，其高表达在促进细胞增殖转化以及体内肿瘤形成中

有重要作用。血管内皮生长因子Ｃ（ＶＥＧＦＣ）是目前发现的

惟一可调节胚胎组织淋巴管生成的因子，是ＰＴＴＧ反式激活

靶基因之一，可作为ＰＴＴＧ介导微淋巴管生成的效应剂。本

研究检测ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦＣ在６０例喉鳞癌组织中的表达及

其与微淋巴管生成的关系，探讨二者对喉癌发生、发展的作用

及意义，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　６０例喉癌组织及３２例喉癌相应癌旁组织

（距离肿瘤切缘至少大于０．５ｃｍ
［１］）取自２００５年６月至２０１１

年１２月于承德医学院附属医院耳鼻咽喉科住院手术６０例原

发喉鳞癌患者。术前均未接受放、化疗，标本为手术切除后１ｈ

内获得，标本获得后经１０％甲醛固定、石蜡包埋、４μｍ厚度连

续切片。所有标本均经过病理学检查确诊。６０例喉鳞癌患者

中，男５２例，女８例；年龄４２～７４岁，中位年龄６０岁，＜６０岁

３３例，≥６０岁２７例；采用２０１０年国际抗癌协会（ＵＩＣＣ）公布

的ＴＮＭ分类分期标准，Ⅰ、Ⅱ期３６例，Ⅲ、Ⅳ期２４例。有淋

巴结转移２２例，无淋巴结转移３８例（有无淋巴结转移根据术

后病理而定）；声门上型３０例，声门型３０例；发病前吸烟史２０

年以上（每日大于２０支）者４８例为吸烟组，其余１２例为对照

组；肿瘤小于３ｃｍ者４０例，肿瘤大于或等于３ｃｍ者２０例；高

分化（Ｇ１ 级）３５例，中低分化（Ｇ２～Ｇ３ 级）２５例。

１．２　试剂和仪器耗材　兔抗人ＰＴＴＧ、ＶＥＧＦＣ多克隆抗体

及鼠抗人Ｄ２４０单克隆抗体均购自北京中杉金桥公司。

１．３　方法　采用免疫组织化学ＳＰ法，每例标本解冻后经甲
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醛固定２４ｈ内行石蜡包埋，连续切取切片３张，分别进行ＰＴ

ＴＧ、ＶＥＧＦＣ和Ｄ２４０染色石蜡切片（５μｍ），常规脱蜡至水，

３％过氧化氢室温孵育１０ｍｉｎ，抗原修复１５ｍｉｎ，室温放置４０

ｍｉｎ，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）冲洗，小牛血清封闭１０ｍｉｎ，滴加一

抗５０μＬ（１∶１００工作液）４℃过夜，ＰＢＳ冲洗，加二抗，室温孵

育１５ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗，ＤＡＢ显色５ｍｉｎ，终止显色，蒸馏水冲洗，

苏木素复染，透明，封片，镜检。

１．４　结果判定　ＰＴＴＧ、ＶＥＧＦＣ主要表达于细胞质或细胞

核（多数在细胞质），以出现棕黄色颗粒为阳性反应。以ＰＢＳ

代替一抗作为阴性对照，以已知喉癌阳性组织切片为阳性对

照。采用Ｖｏｌｍ双评分法进行判定在染色均匀的肿瘤区，选取

５个高倍镜视野（×２００）：（１）按染色阳性细胞百分率（Ａ值）评

分，阴性为０分，＜２５％为１分，２５％～５０％为２分，＞５０％为３

分；（２）按染色强度（Ｂ值）评分，不着色为０分，浅棕色为１分，

棕黄色为２分，棕褐色为３分。综合Ａ、Ｂ值判断结果，阴性：０

分，阳性：１～６分。

微淋巴管密度（ＬＭＶＤ）判定：采用Ｄ２４０染色微淋巴管

内皮，阳性的微淋巴管内皮细胞胞质呈棕黄色颗粒。微淋巴管

计数根据 Ｗｅｉｄｅｎｅｒ法，先用１００倍镜扫视整个切片，寻找肿瘤

组织内微淋巴管最丰富的区域即“热点”，然后在２００倍镜下计

数每一热点的微淋巴管数目（忽略管径大于８个红细胞或管壁

有平滑肌存在的脉管），由两人采用双盲法进行计数。结果采

用２个热点、５个２００倍视野下微血管数目的平均值作为ＬＭ

ＶＤ。以上结果的判定均由两位不知患者临床病理资料的病理

科医师进行。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析。采用

Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析蛋白，ＬＭＶＤ表达的相关性。计数资

料采用χ
２ 检验。计量资料以狓±狊表示，两样本均数比较用狋

检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＰＴＴＧ、ＶＥＧＦＣ蛋白在喉癌组织、癌旁组织中均有表达

　在６０例喉癌组织标本中，ＰＴＴＧ 蛋白表达的阳性率为

７０．０％，在癌旁组织表达的阳性率３７．５％，ＰＴＴＧ蛋白在喉癌

组织的表达明显高于癌旁组织，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。ＶＥＧＦＣ在喉癌组织中阳性表达率为６８．３３％，在癌

旁组织中阳性表达率１２．５％，ＶＥＧＦＣ蛋白在喉癌组织的表

达明显高于癌旁组织，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表１，

图１、２。

表１　　喉癌组织、癌旁组织中ＰＴＴＧ、ＶＥＧＦＣ蛋白

　　　　表达的比较［狀（％）］

组织 狀 ＰＴＴＧＬ阳性 ＶＥＧＦＣ阳性

喉癌组织 ６０ ４２（７０．０） ４１（６８．３３）

癌旁组织 ３２ １２（３７．５） ４（１２．５）

　　：犘＜０．０５，与癌旁组织比较。

　　Ａ：高表达；Ｂ：低表达。

图１　　ＰＴＴＧ蛋白在喉癌组织中表达（ＳＰ×４００）

２．２　ＬＭＶＤ在喉癌组织、癌旁组织中的表达　喉癌组织ＬＭ

ＶＤ值在高倍视野下为（２３．０８±３．１４），明显高于癌旁组织

（１４．７１±２．５０），差异有统计学意义（犘＜０．０５），见图３。

　　Ａ：高表达；Ｂ：低表达。

图２　　ＶＥＧＦＣ蛋白在喉癌组织中的表达（ＳＰ×４００）

　　Ａ：喉癌组织；Ｂ：癌旁组织。

图３　　Ｄ２４０在组织中表达（ＳＰ×２００）

２．３　ＰＴＴＧ、ＶＥＧＦＣ的表达与喉癌组织中的淋巴结转移、临

床分期、分化程度的关系　ＰＴＴＧ、ＶＥＧＦＣ的表达均与喉癌

组织中的淋巴结转移、临床分期、分化程度相关（犘＜０．０５），与

喉癌组织中的肿瘤大小、吸烟量、年龄及性别无相关性（犘＞

０．０５）。ＬＭＶＤ与淋巴结转移有相关性（犘＜０．０５），与临床分

期、分化程度、肿瘤大小、吸烟量、年龄及性别无相关性（犘＞

０．０５）。

２．４　ＰＴＴＧ、ＶＥＧＦＣ在喉癌组织表达的相关性　ＰＴＴＧ表

达阳性的４２例喉癌组织中，ＶＥＧＦＣ阳性３１例（７３．８１％）；

ＶＥＧＦＣ表达阳性的４１例喉癌组织中，ＰＴＴＧ 阴性３４例

（８２．９３％）。ＰＴＴＧ与ＶＥＧＦＣ在喉癌组织中表达呈正相关，

差异有统计学意义（狉＝０．６７，犘＜０．０５）。

２．５　喉癌组织中ＰＴＴＧ、ＶＥＧＦＣ表达各组的ＬＭＶＤ值比较

　喉癌组织中ＶＥＧＦＣ表达阳性组ＬＭＶＤ值（２７．８３±４．０３），

显著高于ＶＥＧＦＣ阴性表达组ＬＭＶＤ值（２３．５３±３．４０），差异

有统计学意义（犘＜０．０５）。ＰＴＴＧ 表达阳性组 ＬＭＶＤ 值

（２７．６３±４．８１），高于ＰＴＴＧ表达阴性组ＬＭＶＤ值（２４．５９±

４．０９），差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

３　讨　　论

ＰＴＴＧ作为原癌基因，在大多数正常组织中不表达，除在

垂体肿瘤中有高表达外，其他的恶性肿瘤细胞中也高表达［１３］。

ＰＴＴＧ高表达在肿瘤发生中的作用机制可能有：（１）ＰＴＴＧ通

过激活转染细胞中的Ｃｍｙｃ原癌基因从而发挥转录因子的作

用［４］；（２）ＰＴＴＧ在肿瘤组织中的高表达可以促进ｂＦＧＦ转录

和分泌，导致细胞转化，从而促进肿瘤中出现有丝分裂、血管生

成、调控激素分泌［５］；（３）ＰＴＴＧ蛋白抑制姊妹染色体单体分

离，破坏细胞分裂导致染色体稳定性破坏，非整倍体形成，赋予

其成瘤活性［６］；（４）ＰＴＴＧ通过反式激活作用激活原癌基因、生

长因子等间接致癌；（５）ＰＴＴＧ基因调控区的突变引起其调控

失常，导致其高表达，引起肿瘤细胞转化；（６）ＰＴＴＧ具有细胞

凋亡和染色体非整倍体性的双重作用。以上决定了ＰＴＴＧ与

恶性肿瘤发生、发展及预后关系密切。

目前，对于肿瘤淋巴管生成的研究已成为热点，ＶＥＧＦＣ

被认为是已知最具特异性的淋巴管内皮生长刺激因子，其高表

达可促进淋巴管增生及淋巴道转移［７］。ＶＥＧＦＣ是具有高度
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特异性的血管内皮分裂原，可诱导血管新生病增加新生血管的

通透性。ＶＥＧＦＣ可能通过促进淋巴管形成并增生，从而增加

淋巴管与肿瘤细胞接触面积使之利于出现转移，同时通过淋巴

管数目的增加及接触面积的加大产生挤压现象使淋巴管通透

性和肿瘤间质间的压力增加，更利于肿瘤细胞进入淋巴管及静

脉血管［８］。Ｗｉｅｒｉｃｎｋｘ等
［１］研究发现，肿瘤边缘区ＬＭＶＤ增加

与淋巴结转移密切相关。王瞡璐等［９］发现，ＶＥＧＦＣ不仅与肿

瘤浸润深度、淋巴结转移以及Ｄｕｋｅ′ｓ分期相关，还与癌组织中

ＬＭＶＤ密切相关。Ｔｅｓ等
［１０］在喉鳞癌组织中通过免疫组织化

学检测到ＶＥＧＦＣ高表达。大量研究证实，ＰＴＴＧ可以上调

ＤＮＡ结合抑制蛋白３（ＩＤ３），而ＶＥＧＦＣ介导血管发生的最重

要介质就是ＩＤ３，ＰＴＴＧ促进 ＶＥＧＦＫＤＲＩＤ３自分泌途径，促

进癌细胞生长及转移［１１１２］，这与本实验结果中 ＰＴＴＧ 与

ＶＥＧＦＣ显著正相关相印证。本研究还显示，随着ＰＴＴＧ表

达的增高，ＶＥＧＦＣ 与 ＬＭＶＤ 表达亦增强，且喉癌 组 中

ＶＥＧＦＣ表达明显高于癌旁组，且ＰＴＴＧ、ＶＥＧＦＣ及ＬＭＶＤ

与喉鳞癌组织的淋巴结转移、临床分期、分化程度密切相关。

提示在喉癌发生、发展过程中ＰＴＴＧ、ＶＥＧＦＣ发挥了重要作

用，笔者推测该机制可能是ＰＴＴＧ高表达后通过上调生长因

子受体从而诱导 ＶＥＧＦＣ表达增高，即正性调节，而 ＶＥＧＦＣ

表达增高又通过刺激淋巴管内皮细胞数目和面积增生，从而挤

压迁移促进癌组织中肿瘤微淋巴管大量生成及肿瘤淋巴道转

移。ＰＴＴＧ诱导ＶＥＧＦＣ表达的作用机制可能为：ＭＡＰＫ级

联活化增强ＰＴＴＧ反式激活作用，促进ＰＴＴＧ转移入核内，

ＰＴＴＧ入核后结合于 ＶＥＧＦＣ 转录起始位点，继而激活

ＶＥＧＦＣ转录、翻译，促进肿瘤微血管淋巴管生成
［１３］。

本研究采用免疫组织化学检测喉癌组织中ＰＴＴＧ、ＶＥＧＦ

Ｃ的表达以及肿瘤微淋巴管密度关系，结果显示，ＰＴＴＧ、

ＶＥＧＦＣ在喉癌组织中呈显著正相关表达关系，二者表达与喉

癌的淋巴结转移、临床分期、肿瘤分化程度密切相关。同时，

ＰＴＴＧ、ＶＥＧＦＣ高表达的喉癌组织中ＬＭＶＤ也高的结果说

明该喉癌组织内存在大量微淋巴管增生现象，且多位于肿瘤间

质，ＬＭＶＤ与喉癌转移、复发及预后密切相关。

综上所述，ＰＴＴＧ、ＶＥＧＦＣ可作为喉癌转移及预后的预

判标准。如能通过某种途径抑制ＰＴＴＧ表达可降低喉癌的侵

袭力及抑制ＶＥＧＦＣ过度表达，从而减少癌细胞通过淋巴道

转移的概率。以上或能为喉癌基因靶点治疗研究提供一定的

思路。
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ｃｒｉｎｅｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌＭｅｔａｂ，２００６，９１

（１１）：４６０３４６１１．

［１３］ＣｈｉｅｎＷ，ＰｅｉＬ．Ａｎｏｖｅｌｂｉｎｄｉｎｇｆａｃｔｏｒｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓｎｕｃｌｅａｒ

ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎａｎｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅ

ｐｉｔｕｉｔａｒｙｔｕｍｏｒｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｅｎｅｐｒｏｄｕｃｔ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌ

Ｃｈｅｍ，２０００，２７５（２５）：１９４２２１９４２７．

（收稿日期：２０１３０８２７　修回日期：２０１３１０３０）

（上接第４３３页）

［１１］ＦｅｒｒｅｉｒａＡＡ，ＢｕｎｎＭｏｒｅｎｏＭＭ，Ｓａｎｔ′ＡｎｎａＣＣ，ｅｔａｌ．ＢＣＧ

ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎｉｎｌｏｗｂｉｒｔｈｗｅｉｇｈｔｎｅｗｂｏｒｎｓ：ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｌｙｍ

ｐｈｏｃｙｔｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ＩＬ２ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｔｒａｄｅｒｍａｌｒｅａｃ

ｔｉｏｎｔｏＰＰＤ［Ｊ］．ＴｕｂｅｒＬｕｎｇＤｉｓ，１９９６，７７（５）：４７６４８１．

［１２］ＨｅｎｎｅｓｓｙＢ．ＩｓｔｕｂｅｒｃｕｌｉｎｔｅｓｔｉｎｇｂｅｆｏｒｅＢＣＧｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ

ｎｅｃｅｓｓａｒｙｆｏｒｃｈｉｌｄｒｅｎｏｖｅｒｔｈｒｅｅｍｏｎｔｈｓｏｆａｇｅ［Ｊ］．Ｉｒ

ＭｅｄＪ，２００８，１０１（３）：７２７４．

［１３］ＳｏａｒｅｓＡＰ，ＫｗｏｎｇＣｈｕｎｇＣＫ，ＣｈｏｉｃｅＴ，ｅｔａｌ．，Ｌｏｎｇｉｔｕ

ｄｉｎａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎＣＤ４（＋）Ｔｃｅｌｌｍｅｍｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｓｉｎ

ｄｕｃｅｄｂｙＢＣＧｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎｏｆｎｅｗｂｏｒｎｓ［Ｊ］．ＪＩｎｆｅｃｔＤｉｓ，

２０１３，２０７（７）：１０８４１０９４．

（收稿日期：２０１３０９１５　修回日期：２０１３１１０７）

６３４ 重庆医学２０１４年２月第４３卷第４期




