
* 基金项目:柳州市科技计划项目(2020NBAB0828);柳州市人民医院院内课题(lryjj201902)。 △ 通信作者,E-mail:jxhuang66@qq.com。

·临床研究·  doi:10.3969/j.issn.1671-8348.2024.17.013
网络首发 https://link.cnki.net/urlid/50.1097.r.20240710.2014.004(2024-07-15)

血管生成素1、2在弥漫大B细胞淋巴瘤中的表达及预后价值*
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545006)

  [摘要] 目的 探讨血管生成素1、2(Ang1、Ang2)在弥漫大B细胞淋巴瘤(DLBCL)中的表达及其生存预

后分析。方法 收集32例初诊DLBCL患者及30名健康体检者(健康对照组)外周血,ELISA检测血清Ang1、

Ang2水平。取DLBCL患者活检组织及25例非肿瘤病变患者颈部手术切除的正常淋巴结活检组织(对照组)
标本,免疫组化检测CD34的表达并计算微血管密度;结合DLBCL患者临床特征、随访资料进行统计分析。
结果 DLBCL患者血清Ang1水平高于健康对照组[(36.22±9.12)ng/mL

 

vs.
 

(30.92±13.37)ng/mL],DL-
BCL患者血清Ang2水平高于健康对照组[(28.42±10.78)ng/mL

 

vs.
 

(23.81±3.68)ng/mL],且差异有统计

学意义(均P<0.05)。DLBCL患者淋巴瘤组织CD34高表达,而正常淋巴结组织CD34低表达;DLBCL患者

淋巴瘤组织微血管密度计数较正常淋巴结组织增多(25.5±4.4
 

vs.
 

13.2±3.0,P<0.05)。Ang1水平与性

别、年龄、国际预后指数(IPI)评分、临床分期、细胞起源(COO)亚型均无明显相关性。Ang2水平与Ann
 

Arbor
分期有关,Ⅰ~Ⅱ期DLBCL患者Ang2低表达,而Ⅲ~Ⅳ期患者Ang2高表达(P<0.05);Ang2水平与性别、
年龄、IPI评分、COO亚型均无明显相关性。Ang1低表达患者OS时间与Ang1高表达患者无明显差异(25.86
个月

 

vs.
 

23.11个月,P=0.722);Ang2低表达患者 OS时间明显高于 Ang2高表达患者(32.24个月
 

vs.
 

17.66个月,P=0.002)。单因素分析显示Ann
 

Arbor分期、IPI评分、Ang2水平均为影响患者OS时间的因素;
而性别、年龄、Ang1水平与患者OS时间无明显相关性。多因素分析显示Ann

 

Arbor分期、IPI评分、Ang2水平均

为影响患者OS时间的独立预后因素。结论 Ang1、Ang2在DLBCL患者高表达,促进淋巴瘤血管新生;Ang2
水平影响DLBCL患者生存预后。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

of
 

angiopoietin
 

1
 

and
 

2
 

(Ang1,Ang2)
 

in
 

diffuse
 

large
 

B-cell
 

lymphoma
 

(DLBCL)
 

and
 

its
 

survival
 

prognosis
 

analysis.Methods Peripheral
 

blood
 

was
 

collected
 

from
 

32
 

patients
 

with
 

initially
 

diagnosed
 

DLBCL
 

and
 

30
 

healthy
 

volunteers
 

(the
 

health
 

control
 

group),and
 

the
 

serum
 

Ang1
 

and
 

Ang2
 

levels
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA.The
 

biopsy
 

tissues
 

from
 

DLBCL
 

patients
 

and
 

the
 

resec-
ted

 

normal
 

lymph
 

node
 

biopsy
 

tissues
 

in
 

neck
 

surgery
 

of
 

25
 

patients
 

with
 

non-tumor
 

lesions
 

(the
 

control
 

group)
 

were
 

taken
 

as
 

the
 

specimens.The
 

immunohistochemistry
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

CD34
 

in
 

lymphoid
 

tissues
 

and
 

the
 

microvessel
 

density
 

was
 

calculated;the
 

statistical
 

analyses
 

were
 

carried
 

out
 

by
 

combi-
ning

 

with
 

the
 

clinical
 

characteristics
 

of
 

the
 

DLBCL
 

patients
 

and
 

the
 

follow-up
 

data.Results The
 

serum
 

Ang1
 

level
 

in
 

initially
 

diagnosed
 

DLBCL
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

healthy
 

control
 

group
 

[(36.22±9.12)ng/mL
 

vs.
 

(30.92±13.37)ng/mL],and
 

the
 

serum
 

Ang2
 

level
 

in
 

initially
 

diagnosed
 

DLBCL
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

healthy
 

control
 

group
 

[(28.42±10.78)ng/mL
 

vs.
 

(23.81±3.68))ng/mL],and
 

the
 

differences
 

were
 

sta-
tistically

 

significant
 

(P<0.05).CD34
 

was
 

highly
 

expressed
 

in
 

the
 

lymphoma
 

tissues
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

DL-
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BCL,whereas
 

CD34
 

in
 

normal
 

lymph
 

node
 

tissues
 

was
 

weakly
 

expressed;the
 

microvessel
 

density
 

count
 

in
 

the
 

DLBCL
 

group
 

was
 

increased
 

compared
 

with
 

the
 

normal
 

lymph
 

node
 

group
 

(25.5±4.4
 

vs.
 

13.2±3.0,P<
0.05).The

 

Ang1
 

expression
 

level
 

had
 

no
 

significant
 

correlation
 

with
 

the
 

gender,age,IPI
 

score,clinical
 

stage
 

and
 

COO
 

subtype.The
 

Ang2
 

expression
 

was
 

correlated
 

with
 

the
 

clinical
 

stage,Ang2
 

was
 

lowly
 

expressed
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

stage
 

Ⅰ-Ⅱ
 

DLBCL,while
 

which
 

was
 

highly
 

expressed
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

stage
 

Ⅲ-Ⅳ
 

(P<0.05);Ang2
 

had
 

no
 

significant
 

correlation
 

with
 

the
 

gender,age,IPI
 

score
 

and
 

COO
 

subtype.The
 

OS
 

time
 

had
 

no
 

significant
 

difference
 

between
 

the
 

patients
 

with
 

Ang1
 

low
 

expression
 

and
 

the
 

patients
 

with
 

Ang1
 

high
 

expression
 

(25.86
 

months
 

vs.
 

23.11
 

months,P=0.722);the
 

OS
 

time
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

Ang2
 

low
 

ex-
pression

 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

high
 

Ang2
 

expression
 

(32.24
 

months
 

vs.
 

17.66
 

months,P=0.002).In
 

the
 

univariate
 

analysis,Ann
 

Arbor
 

stage,IPI
 

score
 

and
 

Ang2
 

all
 

were
 

the
 

prognostic
 

factors
 

affecting
 

the
 

patients’
 

OS,while
 

gender,age
 

and
 

Ang1
 

had
 

no
 

significant
 

correlation
 

with
 

the
 

patients’
 

OS
 

.In
 

Cox
 

multifactorial
 

analysis,the
 

Ann
 

Arbor
 

stage,IPI
 

score
 

and
 

Ang2
 

all
 

were
 

the
 

independent
 

prog-
nostic

 

factors
 

affecting
 

the
 

patients’
 

OS.prognostic
 

factors.Conclusion Ang1
 

and
 

Ang2
 

are
 

highly
 

expressed
 

in
 

DLBCL
 

patients
 

and
 

promote
 

lymphoma
 

angiogenesis;Ang2
 

affects
 

the
 

survival
 

prognosis
 

of
 

DLBCL
 

patients.
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lymphoma;prognosis

  弥漫大B细胞淋巴瘤(diffuse
 

large
 

B
 

cell
 

lym-
phoma,DLBCL)是最常见的一种非霍奇金淋巴瘤

(non-Hodgkin
 

lymphoma,NHL),占NHL的30%~
40%。R-CHOP(利妥昔单抗联合环磷酰胺、多柔比

星、长春新碱、泼尼松)方案为DLBCL一线治疗方案,
新药的联合应用如R-CHOP+X方案可改善患者的

生存预后。在免疫治疗时代,CAR-T治疗方案为复

发/难治性DLBCL提供了新的治疗策略[1-2]。肿瘤血

管新生是肿瘤生长、迁移的重要环节,血管内皮细胞

生长因子(vascular
 

endothelial
 

cell
 

growth
 

factor,

VEGF)和血管生成素(angiopoitetin,Ang)是调节血

管生成的两个重要因子;VEGF拮抗剂贝伐珠单抗已

应用于实体肿瘤治疗并获得一定的疗效[3]。国内指

南推荐贝伐托珠单抗联合化疗应用于晚期非小细胞

肺癌的治疗[4]。而Ang与淋巴瘤的相关研究仍较少;
本研究拟探讨Ang1、Ang2在DLBCL的表达变化及

其对DLBCL预后的影响。

1 资料与方法

1.1 一般资料

纳入2019年1月至2020年12月柳州市人民医

院血液内科收治的32例DLBCL患者(DLBCL组);
纳入病例均根据2008版 WHO造血与淋巴系统肿瘤

分类诊断标准经过病理组织活检确诊。收集患者的

性别、年龄、细胞起源(COO)亚型、Ann
 

Arbor分期、
国际预后指数(IPI)评分等临床资料,并随访至2023
年1月31日。32例患者化疗前采集3

 

mL外周静脉

血标本,同时采集本院30名健康体检者(健康对照

组)血液标本,标本行ELISA检测。取DLBCL患者

淋巴瘤组织作试验组,选取25例本院外科非肿瘤病

变患者颈部手术切除的正常淋巴结活检组织作对照

组(正常淋巴结组),病理标本进行免疫组化检测。本

研究通过本院医学伦理委员会审批(审批号:KY2021-
015-02)。

1.2 方法

1.2.1 ELISA检测Ang1、Ang2水平

采集的外周血标本3
 

500
 

r/min离心分离血清并

置于-80
 

℃冰 箱 保 存;检 测 步 骤 按 Ang1、Ang2
 

ELISA试剂盒(江苏酶免实业有限公司)操作;酶标仪

测OD值并计算血清Ang1、Ang2水平。

1.2.2 免疫组化检测CD34的表达并计算微血管

密度

活检淋巴组织进行石蜡包埋并切片,顺序脱蜡、
水化、修复、封闭,按照CD34抗体(福州迈新生物技术

有限公司产品)说明加入一抗,后加入酶标二抗及

DAB显色(二抗及DAB显色剂购自于北京中杉金桥

生物技术有限公司);显微镜下观察CD34的表达。参

照 WEIDNER[5]提出的微血管密度计数方法,显微镜

下观察黄染内皮细胞或内皮细胞团作为1个微血管,

200倍镜下视野计数微血管数量。

1.3 统计学处理

采用SPSS26.0软件处理数据,计量资料以x±s
表示,比较采用t检验;计数资料以例数或百分比表

示,比较采用χ2 检验;生存分析采用Kaplan-Meier法

并绘制生存曲线,对影响预后相关的影响因素行Cox
回归分析。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 DLBCL组与健康对照组Ang1、Ang2水平比较

DLBCL组血清 Ang1水平为(36.22±9.12)

ng/mL,健康对照组为(30.92±13.37)ng/mL,差异

有统计学意义(P=0.015);DLBCL组血清 Ang2水

平为(28.42±10.78
 

)ng/mL,而 健 康 对 照 组 为

(23.81±3.68)ng/mL,差 异 有 统 计 学 意 义(P <
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0.001)。
 

2.2 CD34在DLBCL患者淋巴瘤组织与正常淋巴结

组织的表达比较

正常淋巴结组可见正常淋巴结生发中心,周围少

量CD34阳性,呈低表达;而DLBCL患者病变组织中

大量淋巴瘤细胞弥漫分布,病变组织免疫组化染色见

CD34高表达,部分呈内皮细胞管样表现,见图1。正

常淋巴结组织微血管密度计数结果为13.2±3.0,

DLBCL患者淋巴瘤组织为25.5±4.4,差异有统计学

意义(P<0.01)。
 

  A:正常淋巴结组织;B:DLBCL患者淋巴瘤组织。

图1  免疫组化检测CD34的表达(200×)

2.3 不同Ang1、Ang2水平DLBCL患者的一般临床

特征

本研究共纳入32例 DLBCL患者,男女患者各

16例;中位年龄65(22~85)岁,≤60岁12例(37.
5%),>60岁20例(62.5%);Ann

 

Arbor分期Ⅲ~Ⅳ
期21例(65.6%);IPI评分3~5分18例(56.2%);

non-GCB型21例(72.7%)。把健康对照组的Ang1、

Ang2平均水平作为分界线,高于平均水平为高表达,

低于平均水平为低表达。两组间比较结果提示Ang1
表达水平与性别、年龄、IPI评分、临床分期、COO亚

型均无明显相关性。而Ang2的表达水平与临床分期

有关,Ⅰ~Ⅱ期DLBCL患者多表现为低表达,而Ⅲ~
Ⅳ期患 者 Ang2高 表 达,差 异 有 统 计 学 意 义(P<
0.005);Ang2水平与性别、年龄、IPI评分、COO亚型

均无明显相关性,见表1。

表1  不同Ang1、Ang2水平DLBCL患者的临床特征[n(%)]

项目 n
Ang1

低表达(n=11) 高表达(n=21) P

Ang2
 

低表达(n=13) 高表达(n=19) P

性别

 男 16 4(36.4) 12(57.1) 0.264 6(46.2) 10(52.6) 0.719

 女 16 7(63.6) 9(42.9) 7(53.8) 9(47.4)

年龄

 ≤60岁 12 4(36.4) 8(38.1) 0.923 5(38.5) 7(36.8) 0.926

 >60岁 20 7(63.6) 13(61.9) 8(61.5) 12(63.2)

Ann
 

Arbor分期

 Ⅰ~Ⅱ期 13 5(45.5) 8(38.1) 0.687 9(69.2) 4(21.1) 0.006

 Ⅲ~Ⅳ期 19 6(54.5) 13(61.9) 4(30.8) 15(78.9)

IPI评分

 0~2分 14 6(54.5) 8(38.1) 0.373 8(61.5) 6(31.6) 0.093

 3~5分 18 5(45.5) 13(61.9) 5(38.5) 13(68.4)

COO亚型

 GCB 11 3(27.3) 8(38.1) 0.540 2(15.4) 9(47.4) 0.061

 non-GCB 21 8(72.7) 13(61.9) 11(84.6) 10(52.6)
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2.4 不同Ang1、Ang2水平患者OS时间比较

Ang1低表达患者 OS时间为25.86个月(95%
CI:16.98~34.73),而Ang1高表达患者 OS时间为

23.11个月(95%CI:17.40~28.83),差异无统计学

意义(P=0.722);Ang2 低 表 达 患 者 OS 时 间 为

32.24个月(95%CI:25.62~40.86),而Ang2高表达

患者 OS 时 间 为 17.66 个 月 (95%CI:12.88~
22.44),差异有统计学意义(P=0.002),见图2。
2.5 影响DLBCL患者OS预后因素分析

对性别、年龄、Ann
 

Arbor分期、IPI评分、COO
亚型、Ang1水平、Ang2水平进行单因素分析,结果显

示 Ann
 

Arbor分 期(P =0.048)、IPI评 分(P =
0.047)、Ang2水平(P<0.001)均为影响患者 OS时

间的预后因素;而性别、年龄、Ang1水平与患者 OS
时间无明显相关性;进一步行Cox多因素分析,结果

显示Ann
 

Arbor分期(P=0.019)、IPI评分(P=
0.043)、Ang2水平(P=0.002)均为影响患者 OS时

间的独立预后因素,见表2。

  A:不同Ang1水平比较;B:不同Ang2水平比较。

图2  不同Ang1、Ang2水平患者生存曲线
 

表2  影响DLBCL患者OS时间的Cox回归分析

变量
单因素分析

HR(95%CI) P

多因素分析

HR(95%CI) P

性别 0.657(0.287~1.503) 0.320

年龄 1.684(0.715~3.970) 0.233

Ann
 

Arbor分期 2.409(1.008~5.755) 0.048 2.896(1.187~7.068) 0.019

IPI评分 2.373(0.965~5.836) 0.047 1.375(0.867~4.048) 0.043

COO
 

亚型 0.518(0.224~1.197) 0.124

Ang1 1.165(0.492~2.757) 0.728

Ang2 3.974(1.522~10.372) 0.005 4.216(1.304~13.628) 0.016

3 讨  论

  Tie2是一种主要表达于血管内皮细胞的酪氨酸

激酶受体,其配体 Ang1、Ang2是血管生成素家族的

两个重要因子,Ang1、Ang2活化Tie2使其磷酸化对

维持血管稳定性起到重要作用;Ang1能协同 VEGF
促进内皮细胞成熟使内皮细胞趋化、聚集和迁移形成

管状结构,维持血管的稳定性。而Ang2可竞争性抑

制Ang1,Ang2破坏内皮细胞和血管周围细胞之间的

连接从而破坏血管稳定性,增加血管的渗透性,同时

促进内皮细胞增殖,使血管发生重塑,形成新生血管;
当Ang2与VEGF同时高表达时,两个因子协同促进

血管新生[6-7]。
目前已有较多研究证明VEGF在肿瘤的血管生

成中起重要作用;主要是肿瘤细胞及基质细胞分泌的

VEGF促进内皮细胞增殖导致肿瘤血管新生[8-9]。

SHEN等[10]研究发现,DLBCL患者血清VEGF高表

达,且 VEGF 水 平 与 患 者 预 后 相 关。DULETIĈ-
NAĈINOVIĈ等[11]检测67例新诊断的DLBCL患者

化疗前及健康志愿者外周血VEGF的水平,结果提示

接受化疗前DLBCL患者 VEGF水平较健康志愿者

明显升高,并且 VEGF的水平与 Ann
 

Arbor分期、B
症状、IPI评分相关,认为VEGF可作为DLBCL患者

预后的独立预测因素。这些研究提示了DLBCL患者

外周血VEGF水平升高,促进淋巴瘤血管新生,影响

患者的预后。已有关于血管生成素与肿瘤的研究,LI
等[12]通过免疫组化检测DLBCL和反应性增生淋巴

结Ang2、Tie2的表达,结果提示反应性增生淋巴结组

织Ang2、Tie2均为低表达,而在DLBCL患者淋巴组

织Ang2、Tie2表达水平均明显升高。研究[13]发现多

发性骨髓瘤患者外周血Ang2水平高于对照组,相应

的骨髓微血管密度增加,生存分析提示Ang2高表达

患者预后更差。而本研究结果与上述研究相似,DL-
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BCL患者血清 Ang2水平较健康人升高,Ang2水平

与临床分期有关,DLBCL患者淋巴组织CD34表达高

于正常淋巴结组织,微血管密度计数增加,提示Ang2
高表达促进血管新生,Ang2高表达患者 OS时间较

低表达患者短,多因素分析认为Ang2是独立预后预

测因素。而本研究结果也发现,DLBCL患者Ang1表

达升高,但Ang1表达水平与性别、年龄、IPI评分、临
床分期、COO 亚型均无明显相关性,生存分析提示

Ang1与DLBCL患者预后无关,考虑Ang1表达升高

可能与淋巴瘤细胞分泌有关。
DLBCL是一种高度异质性的侵袭性淋巴瘤,患

者预后受年龄、体能状态、临床分期等多种因素影响。
美国国立综合癌症网络2014年提出的NCCN-IPI评

分把年龄、乳酸脱氢酶水平评分作了调整,而结外器

官骨髓、中枢神经系统、胃肠道及肺纳入具体分数统

计[14-15]。目前大部分医院仍采用IPI评分指导治疗策

略的制订。本研究通过对性别、年龄、Ann
 

Arbor分

期、IPI评分、COO亚型进行Cox回归分析,结果提示

Ann
 

Arbor分期、IPI评分均为DLBCL患者OS时间

独立预后因素。唐书翰等[16]回顾性分析166例双表

达DLBCL患者的临床特征,多因素分析显示,IPI评

分4~5分是影响患者OS时间的独立危险因素,与本

研究结果相似。DLBCL根据细胞起源分为 GCB亚

型、non-GCB亚型,研究认为non-GCB亚型预后较

差,可能与淋巴瘤基因 MYC、BCL-2、MYD88、BCL-
6、NOTCH2等差异表达有关[17]。而本研究结果提示

不同COO亚型对预后的影响无差异,可能与本组病

例大部分为non-GCB亚型有关。
目前较多关于 R-CHOP+X 方案应用于高危

DLBCL治疗的临床研究,X方案包括来那度胺、伊布

替尼、硼替佐米、维奈克拉等药物[18-19]。其中来那度

胺是一种口服的免疫调节剂,常用于多发性骨髓瘤、
淋巴瘤的联合治疗。ROBUST一项关于R-CHOP联

合来那度胺治疗ABC亚型DLBCL的Ⅲ期临床研究,
共纳入570例 ABC亚型DLBCL患者,结果显示R-
CHOP联合来那度胺治疗组无进展生存(PFS)时间

优于R-CHOP联合安慰剂组[20]。NOWAKOWSKI
等[21]研究结果认为R-CHOP联合来那度胺能够改善

初治DLBCL患者预后。但目前仍缺乏基于哪种危险

因素下使用来那度胺治疗能使DLBCL患者获益的相

关临床研究。体外实验研究认为,来那度胺可以下调

VEGF、白细胞介素-6(IL-6)和碱性成纤维细胞生长

因子(bFGF)的表达水平,同时来那度胺也可以直接

抑制内皮细胞的增殖、迁移,抑制血管新生[22]。体内

研究证实多发性骨髓瘤患者使用来那度胺联合硼替

佐米治疗后能下调 VEGF、bFGF、血小板生长因子、
Ang2的表达水平[23]。基于上述研究,R-CHOP联合

来那度胺治疗方案可能改善 VEGF、Ang2亦或是

CD34高表达的DLBCL患者预后,但需更多的临床研

究证实。
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