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摘要　为探讨微血管密度 ( MV D) 及血管内皮生长因子 ( V EGF) 的表达与鼻咽癌 ( N PC) 侵袭转移关系 , 在

分子水平干预肿瘤血管生成 , 预防 NPC复发和转移打下基础 , 采用免疫组织化学 S-P法检测了 73例 NPC、 15

例鼻咽良性肿瘤、 20例无瘤鼻咽部石蜡标本组织中的 MVD及 VEGF表达 , N PC中转移组 49例 , 非转移组 24

例。结果: NPC组织的 MV D及 VEGF表达显著高于鼻咽良性肿瘤组织及无瘤鼻咽组织的 表达 (P均 < 0. 01) ,

转移组又较非转移组的表达高 (P均 < 0. 05) ; MVD及 VEGF的表达与临床分期相关。结论 NPC组织的 MVD

及 VEGF有可能作为判断肿瘤生物学行为、 转移潜能及预后指标 , 对采用血管生成抑制剂防止 NPC转移有参

考价值。
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Abstract　 To study the rela tionship betw een microvessel density ( MV D) and the expression of

v ascula r endo thelial g row th facto r ( V EGF) and inva sion and metastasis of na sopha ryngeal

carcinoma (N PC) , explo re new approaches to prevent N PC from recurrence and metastasis by

inhibi ting tumo rs angio genesis on the molecule level. MV D and the expression of V EGF were

detected using immunohistochemical S-P stainning in Pa ra ffin-embedded specimens include 73

pa tients w ith N PC and 15 benign nasopha ryngea l tumors, 20 tumo r-free na sopha ryngeal

muco sac, MV D and the expression o f V EGF in N PC were higher than that o f benign

nasopharyngeal tumo rs and tumo r-free muco sac ( a ll P < 0. 01) , metastic carcinomas higher

than nonmetastic ca rcinomas ( all P < 0. 05) . The expressions o f V EGF and MVD were related

to the clinical staging. MV D and expression of V EGF may serv e as a parameter for determining

tumor bio logical metasta tic po tential and pro gnosis. Angiog enesis inhibitors might be helpful

in preventing N PC from metastasis.

Key words　 nasopharyngeal neoplasms, v ascular endothelial g row th facto r ( V EGF ) ,

angio genesis, neoplasms invasion and metasta sis

　　恶性肿瘤的生长、浸润及转移过程受到多种因素

的影响。近来研究表明肿瘤诱导的血管生成反应与肿

瘤的生长、浸润及转移密切相关 [ 1 ] ,为探讨 N PC血管

生成与癌生物学行为的关系 ,本研究采用免疫组织化

学方法检测了 73例 N PC石蜡标本组织的微血管密

度 ( Microvessel densi ty MV D)及血管内皮生长因子

(V ascular endo thelial g row th facto r, V EGF) 表达 ,

探讨其与 N PC侵袭转移关系 , 为在分子水平干预肿

瘤血管形成 , 预防 N PC复发和转移打下理论基础。

1　材料与方法

1. 1　临床资料
以 73例 N PC患者的临床资料及瘤体活检组织

的福尔马林固定、石蜡包埋标本为实验组 , 男 42例 ,

女 31例 , 年龄 25岁～ 73岁 , 平均 43岁。其中低分
化鳞癌 63例 , 鳞癌Ⅱ级 4例 , 腺癌 2例 , 泡状核细
胞癌 4例。临床分期 I期 5例 , Ⅱ期 24例 , Ⅲ期 28
例 , Ⅳ期 16例。另以鼻咽部良性肿瘤 15例 (鼻咽纤
维血管瘤 4例 , 乳头状瘤 3例 , 脊索瘤 3例 , 纤维瘤
3例 , 混合瘤 2例 ) , 鼻咽粘膜慢性炎症 20例 (无瘤
鼻咽组织 )蜡块标本作对照组。N PC组分转移组及非
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转移组: 转移组 49例 (其中远处转移 7例 ) ,男 30例 ,
女 19例 , 年龄 25岁～ 73岁 , 平均 48岁 ; 非转移组
24例 , 男 14例 , 女 10例 , 年龄 25岁～ 70岁 , 平均
39岁。
1. 2　试剂
兔抗人第 8因子相关抗原 ( F8-RA) 抗体 ( ZA-

0111) , 兔抗人 V EGF抗体 ( SC-507) , S-P免疫组化

试剂盒等。购自北京中山公司。

1. 3　染色

采用免疫组化 S-P法。 V EGF染色时进行微波

抗原修复 , F8-RA染色时进行胰酶消化。 V EGF及

F8-RA工作浓度均为 1∶ 50。每次染色过程中 , 用

PBS代替每一种一抗处理切片作为阴性照片。 苏木

素复染、 水洗、 反蓝、 烤干、 中性树胶封片。

1. 4　结果判断

( 1) V EGF阳性标准及阳性分级: V EGF阳性细

胞的细胞浆染色棕黄色。每张切片选择 4个区在 400

×倍视野下连续计数 100个肿瘤细胞 ,以组织中阳性

细胞数比值 ,将其分为四级: 阴性: 无阳性细胞 ; I级:

阳性细胞数 1%～ 60% ; Ⅱ级: 阳性细胞数 61%～

80% ; Ⅲ级: 阳性细胞数> 80% 。

( 2)微血管判断标准及计数方法参照文献 [1 ]。计

数时光镜下先以放大 100倍视野选择 4个微血管染

色最丰富区 (即所谓新生血管热点区 ) ,然后在 400倍

视野下计数每一热点区中一个视野内的微血管数 ,取

最高值列入分析。

1. 5　数据处理

使用 PEM S (华西医科大学统计学教研室 )统计

软件包对数据进行统计学处理 , X 2 , t , t′检验及等级

相关分析。

2　结果

2. 1　VEGF的表达情况

N PC组织染色阳性率为 80. 82% ( 59 /73) (转移

组 93. 8% ( 46 /49) , 其中 I级 11例 , Ⅱ级 17例 , Ⅲ

级 21例 ;非转移组 54. 1% ( 13 /24) ,其中Ⅰ级 13例 ,

Ⅱ级 8例 , Ⅲ级 3例 )。良性肿瘤 40% ( 6 /15) , 见图

1。无瘤鼻咽组织为 10% ( 2 /20)。 NPC组织中 V EGF

表达显著高于鼻咽良性肿瘤及 无瘤鼻咽组织者 (P

均 < 0. 01) ; 转移组又较未转移组高 ( P < 0. 05) ;远

处转移者又较局部淋巴结转移者高 (P < 0. 05)。鼻

咽良性肿瘤表达高于无瘤鼻咽组织 ( P < 0. 05)。

V EGF在 T1、 T2、 T3及 T4期之间的表达程度亦有差

异 (P < 0. 05)。 (表 1、 表 2)

图 1　 N PC组织的 V EGF表达 S-P× 200

Fig. 1　V EGF expression in NPC by S-P× 200

表 1　 3组组织 VEGF表达

Table 1　 VEGF expression in NPC, benign nasopharyngeal

tumors and tumor-f ree mucosac

　　组别
　　 Group + -

阳性率
Posi tive rate

(% )

a: 无瘤 N P组织 Tum or-f ree mucosac 2 18 10

b: 鼻咽良性肿瘤 Benign tumors 6 9 40

c: N PC 59 14 80. 82

b: 与 a比较 P < 0. 05; c: 与 a、 b比较 P均 < 0. 01。 b: Compared

wi th a, P < 0. 05; c: Com pared w i th a. b. all P < 0. 01.

表 2　转移组和非转移组 VEGF表达 (t′检验 )

Table 2 　 VEGF expression in metastat ic tumors and

nonmetastatic tumors (t′test)

　　组别
　　 Group

n x-± s

a.转移组 Metas tatic tumors 49 2. 33± 0. 89

c. 局部转移 Local metastasi s 42 2. 24± 0. 72

d. 远处转移 Distant m etas tasi s 7 2. 86± 0. 15

b. 非转移组 Nonmetastatic tumo rs 24 1. 34± 0. 75

a: 与 b比较 , P < 0. 01; c: 与 d比较 , P < 0. 05。a: Com pared w i th

b. P < 0. 01 ; c: Compared wi th d, P < 0. 05 .

2. 2　MVD计数情况

N PC组织中微血管分布不均 , 主要集中于癌间

质区 ,癌巢内极少 (图 2)。 N PC组织 MVD明显高于

鼻咽良性肿瘤及无瘤鼻咽组织 ( P均 < 0. 01) ,转移

组较未转移组高 (P < 0. 01) ;远处转移者又较局部淋

巴结转移者高 (P < 0. 05)。鼻咽良性肿瘤组织中

MVD较无瘤鼻咽组织者高 (P < 0. 05)。 (表 3、 表

4)

2. 3　临床分期的 VEGF、 MVD比较

Ⅰ 、 Ⅱ期 (早期 ) 分别与Ⅲ 、 Ⅳ期 (进展期 ) 比

较 ,差异有显著性 (P < 0. 01) ; 而Ⅰ 期与Ⅱ期 , Ⅲ期

与Ⅳ期之间差异无显著性 ( P > 0. 05)。
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表 3　 3组组织中 MVD表达的比较 ( Wilcoxon法 )

Table 3　MVD in NPC, benign nasopharyngeal tumors and

tumor-f ree mucosac ( Wilcoxon)

组别 Group
例数
Case

x± s

a.无瘤 N P组织 Tumor-f ree mucosac 20 2. 63± 0. 96

b. N P良性肿瘤 Benign tumors N P 15 5. 30± 1. 98

c. N PC 73 14. 58± 4. 78

a: 与 b比较 , P < 0. 05,与 c比较 , P < 0. 01; b: 与 c比较 P < 0. 01。

a: Compared wi th b, P < 0. 05, Compared wi th c, P < 0. 01 , b:

Compared wi th c, P < 0. 01。

图 2　 N PC组织的 MVD S-P× 200

Fig. 2　 MVD in VPC by S-P at× 200

表 4　转移组和非转移组 MVD表达的比较 (t′检验 )

Table 4　 MVD in metastatic tumors and nonmetastat ic

tumors ( t′test)

组别 Group
例数

Case
x± s

a.转移组 Metas tatic tumors 49 17. 01± 4. 67

c.局部转移 Local metas tasis 42 16. 07± 3. 91

d. 远处转移 Dis tant metastasi s 7 22. 53± 5. 15

b.非转移组 Nonmetastatic tumors 24 10. 33± 3. 16

a: 与 b比较 , P < 0. 01; c: 与 d比较 , P < 0. 05。 a: Compared wi th

b, P < 0. 01; c: Compared wi th d, P < 0. 05。

3　讨论

恶性肿瘤的浸润和转移是影响预后的主要因素。

但其确切机制尚未明了。近来研究表明 ,肿瘤诱导的

血管生成反应与肿瘤的生长、 浸润及转移密切相关。

原发肿瘤生长需要有新的血管生成 ,同样 ,转移灶要

继续生长也要有新的血管生成 [ 2, 3 ]。如能抑制或破坏

这些新生血管就可以防止肿瘤的发展和转移。 因此 ,

寻找毒性低 ,效果好的血管生长抑制剂是近来肿瘤研

究的新热点。

血管生成是指原于已存在的毛细血管和毛细血

管后微静脉的新的毛细血管性血管的生长。有研究表

明 V EGF是诱导肿瘤血管发生的重要调节因素 , 在

血管的发生中起着重要的作用 ,与肿瘤的侵袭转移有

关 [ 3～ 6 ]。本研究发现 , N PC组织的 V EGF及 MVD明

显高于正常鼻咽粘膜组织 , 而进展期较早期高 ,

V EGF与 MVD呈正相关 , 说明 V EGF是 N PC血管

生成的重要因子 ,并通过促进血管生成影响患者的预

后。 本研究的结果还显示 , V EGF在 T1、 T2、 T3及

T4期 N PC病人中的表达程度随病情的发展而逐渐

升高 , 合并淋巴结或远处转移者明显升高 , 表明当

N PC快速增殖生长时 ,肿瘤血管形成相对迟缓 ,局部

组织缺氧引起癌细胞分泌 V EGF增加 , 刺激血管发

生以改善局部血供。本组病例有 7例就诊时即出现远

处转移 , 其中 4例为 T3期以下 , 说明肿瘤诱发的新

生血管结构功能异常是肿瘤发生远处转移的重要原

因。

N PC瘤内微血管密度增高引起淋巴结转移的机

制尚未有学者阐述 ,但已有研究表明血管生成与淋巴

结转移增加有关 [ 1, 7] ,以及淋巴管形成有关 [2 ]。尽管淋

巴结转移的发生被认为是通过淋巴管进行的 ,但其发

生也是系统转移的征象
[8 ]

,涉及血管生成所导致的血

液中运行癌细胞的协同作用。新的血管生成后 , 癌细

胞迅速增殖 ,肿瘤前缘的癌细胞侵犯原发部位间质残

存的淋巴管而发生淋巴结转移 [9 ]。我们的研究发现 ,

N PC淋巴结转移组的 MVD较非转移组高 , 表明

V EGF诱导的血管生成在 N PC的发生发展及转移过

程中起重要作用 ,并可作为判定肿瘤转移潜能及预后

的指标。

通过对 N PC组织、 鼻咽良性肿瘤及无瘤鼻咽组

织的 V EGF和 MVD检测 , 我们发现 N PC组织

MVD及 V EGF表达与其癌生物学行为密切相关 ,有

可能作为判定肿瘤生物学行为、转移潜能及预后的指

标 , 有助于预测 N PC转移的高危患者 , 并为采用血

管生成抑制剂防止 N PC复发转移提供参考。
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细胞贴壁的作用 ,但培养到第 2天 , 已粘附的细胞大

部分脱落 ; 珠核表面变得非常光滑 , 这可能与蛋白质

物质被细胞分解融化有关。刘汀等在珍珠囊的预培育

中也发现虽然鼠尾胶原对细胞悬液具贴附作用 ,但随

着培养时间的延长会失去贴壁能力〔 8〕。而多聚赖氨酸

和 SM物质对细胞的粘附作用一直能持续到进行插

囊育珠。一方面可能因为粘附的细胞不能消化分解这

类物质 , 另一方面同这类物质本身的结构特性有关。
在体外培养珍珠囊最重要地是建立完整的珍珠

囊结构。由于目前尚无法精确地分离外套膜组织中的

各类细胞 ,特别是外上皮细胞、内上皮细胞和结缔组

织细胞三类细胞 , 因此无法按比例在体外建立珍珠

囊。其结果是虽然有不少细胞粘附在珠核上 ,但细胞

之间无法建立应有的连接 ,不能形成结构完整的珍珠

囊。相反 , 用外套膜组织块贴附在珠核上进行培养 ,

外套膜组织建立体外珍珠囊的过程同体内建立珍珠

囊的过程基本上是一致的 ,外上皮细胞从外套膜组织

块中迁出 ,沿着珠核的表面移动 ,逐渐包裹珠核表面 ,

同时外套膜组织中的结缔组织细胞再包裹在外上皮

细胞表面 ,最终形成结构较完整的珍珠囊 ,这种珍珠

囊是真正意义上的珍珠囊。
我们在几年的插囊育珠中得出的一个共同的结

果:用外套膜组织的细胞悬液形成的体外珍珠囊用于

插囊育珠无法得到珍珠 ,而将外套膜组织块形成的体

外珍珠囊用于插囊育珠能够得到珍珠。说明 ,细胞悬

液所形成的珍珠囊还不是完善的珍珠囊 ,而由外套膜

组织块形成的珍珠囊才具有完整的结构和功能。

用外套膜组织块形成的体外珍珠囊用于插囊育

珠实验中往往出现成珠率低、素珠多和育珠贝死亡率

高。这同插核技术无不相关。切口的大小及珠核通过

切口运至预定核位的方式直接影响到体外珍珠囊的

结构变化。若体外珍珠囊在珠核上贴附不牢固、切口

过小 , 就会造成体外珍珠囊受到破坏 , 使它们在到达

预定核位之前完全脱落 ,无法产生珍珠 ,只能是素珠 ,

而保持完整结构珍珠囊的珠核最终产生珍珠。我们在

1999年的实验中 , 改进了插核技术 ,切口变大 , 扩大

输送通道 , 使成珠率明显提高。我们取得的部分成功

说明 , 插囊育珠的方式和设想是可行的 ,但真正用于

生产还需要做大量的基础工作。
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