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Abstract
AIM: To explore the expression of Delta-like 4 
(DLL4) and its relations with the angiogenesis in 
gastric cancer. 

METHODS: EnVision immunohistochemi-
cal staining was used to detect the expression 
of DLL4. The microvessel density (MVD) was 
calculated after CD34 staining for microvessel 
endothelium and the correlation between their 
roles and the pathological behavior of gastric 
carcinoma was investigated. 

RESULTS: The expression of DLL4 in gastric 
cancer was significantly higher than that in nor-
mal gastric mucosa (85.9% vs 35.3%, P < 0.01). 
The over-expression of DLL4 in gastric cancer 
was positively related to the metastasis (r = 0.612, 
P < 0.01) and invasion depth (r = 0.482, P < 0.01), 

while not related to the histological types and 
Borrmann types. The MVD in gastric cancer tis-
sues was notably higher than that in normal mu-
cosal tissues (66.5 ± 18.6 vs 34.2 ± 16.4, P < 0.01). 
MVD was correlated with the histological types 
(r = 0.506, P < 0.01) and metastasis (r = 0.426, P < 
0.01), while it was not correlated with the depth 
of invasion and Borrmann types. The MVD of 
DLL4-positive group was higher than that of 
DLL4-negative one (70.5 ± 16.2 vs 32.5 ± 10.4, P 
< 0.01), and the expression of DLL4 and MVD 
were positively correlated (r = 0.521, P < 0.01).   

CONCLUSION: DLL4 expression may play an 
important role in gastric carcinogenesis by pro-
moting vascular differentiation, tumor invasion 
and metastasis. 
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摘要
目的: 研究Delta-like 4(DLL4)在胃癌中的表达
及其与血管生成的关系. 

方法: 采用免疫组化EnVision法检测胃癌组织
芯片中DLL4的表达, 用CD34进行微血管内皮
细胞染色, 计算微血管密度(MVD), 分析其相
关性. 

结果: DLL4在胃癌中的表达明显高于正常胃
黏膜(85.9% vs  35.3%, P <0.01). DLL4的高表达
与胃癌的转移(r  = 0.612, P <0.01)和胃壁浸润
深度(r  = 0.482, P <0.01)呈正相关, 与胃癌的组
织病理及Borrmann分型无关. 胃癌组织MVD
明显高于正常胃黏膜组织(66.5±18.6 vs  34.2
±16.4, P <0.01). MVD值与胃癌的组织病理
分型(r  = 0.506, P <0.01)和转移有关(r  = 0.426, 
P <0.01), 与胃癌胃壁浸润深度和Borrmann分

®

■背景资料
胃癌是消化系统
最常见的恶性肿
瘤, 抗肿瘤新生血
管形成是胃癌综
合治疗的重要研
究 方 向 .  近 年 来
研究发现, Notch
信号途径的重要
配体Delta-like 4 
(DLL4)在血管发
生、分化和成熟
过程中发挥重要
调节作用, 有可能
成为抗肿瘤血管
生成治疗的新靶
点. 

■同行评议者
于颖彦, 教授, 上
海交通大学医学
院附属瑞金医院
器官移植中心病
理室
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型无明显相关性. DLL4表达阳性组的MVD指
数明显高于DLL4表达阴性组(70.5±16.2 vs  
32.5±10.4, P <0.01), DLL4表达与MVD呈正相
关(r  = 0.521. P <0.01).  

结论: DLL4表达促进血管分化, 对胃癌的转
移、浸润起重要作用.

关键词: 胃癌; Delta-like 4; 血管内皮生长因子; 组

织芯片; 微血管密度
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0  引言

胃癌是消化系统最常见的恶性肿瘤, 世界范围

内每年胃癌死亡人数占肿瘤死亡人数的第2 
位[1]. 我国胃癌每10万人口的年死亡率为25.21, 
在各种恶性肿瘤中占首位. 与大多数实体瘤一

样, 胃癌的生长、转移和复发与肿瘤新生血管

形成、有效微循环建立密切相关[2]. 因此, 抗肿

瘤新生血管形成, 抑制肿瘤组织中有效微循环

建立是胃癌综合治疗的重要研究方向. Notch信
号途径是保守进化的由多种分子参与的复杂信

号传导通路, 通过调节相邻细胞之间通讯进而

调控细胞发育. 哺乳动物细胞中有5种Notch跨膜

配体Jagged1, Jagged2, Delta-like 1(DLL1), Delta-
like 3(DLL3), Delta-like 4(DLL4)和4种Notch受
体(Notch1-4), 受体必须与相关配体结合才能被

激活[3]. 近年来研究发现, Notch信号途径在血管

发生、分化和成熟过程中发挥重要调节作用[4-6]. 
其中, DLL4作为内皮细胞特异性的配体, 在血管

的新生、发育和成熟过程中起主要作用[7]. 组织

芯片技术是将多个细小组织片整齐排列于同一

载体而成的缩微组织切片, 具有体积小、信息

含量高的特点, 结果均一可靠、可比性强, 在肿

瘤病理研究和临床病理诊断中有广泛用途[8]. 我
们采用免疫组织化学方法和组织芯片技术研究

DLL4在胃癌和癌旁正常组织中的表达及其与血

管生成的关系, 探讨其在胃癌病理生物学行为

中的作用和临床意义.

1  材料和方法

1.1 材料 中国人民解放军总医院2006-10/2007-08
手术切除胃癌标本92例, 男62例, 女30例, 中位

年龄为62(29-82)岁. 另取其中34例距肿瘤边缘

大于5 cm处的正常胃黏膜上皮作为对照. 胃癌分

化程度和组织学类型按全国胃癌协作组标准进

行. 标本经40 g/L甲醛固定, 常规石蜡包埋, 制作

成4 µm厚的切片HE染色供定位用. 兔抗人DLL4 
mAb(Abcam公司), 即用型鼠抗人CD34 mAb(福
州迈新公司), EnVisionTM免疫组化试剂盒(Dako 
公司). 组织芯片仪及1 mm组织穿刺针(Beecher 
Instruments), 免疫组织化学配套仪器.  
1.2 方法 
1.2.1 组织芯片制作: 组织载玻片经过夜泡酸、

充分清洗并烘干, 用多聚赖氨酸防脱片处理. 对
每一组织标本, 观察HE切片确定癌、肠上皮化

生、不典型增生及远癌正常组织等, 选取目标

组织并在HE切片及其相应石蜡组织块(供体蜡

块)上标记. 制作2.2 cm×2.5 cm×2 cm大小的空

白蜡块(受体蜡块). 在该蜡块上设计7×9共63点
组织列阵, 用组织芯片仪打孔制成2块带孔空白

蜡块. 将蜡块放在39-42℃水浴中软化后, 用组

织芯片仪从供体蜡块标记部位逐个取出直径1 
mm, 高4 mm的组织柱共126个, 分别推入2块空

白蜡块预先设计的相应孔内, 对蜡块进行连续

切片, 裱于防脱片处理的载玻片上. 
1.2.2 组织芯片免疫组化染色: 采用EnVision方法

对胃癌及其旁正常组织芯片进行免疫组化染色, 
并利用PBS(pH7.4)代替一抗作为阴性对照, 已知

阳性切片作为阳性对照. DLL4蛋白阳性反应颗

粒定位于血管内皮细胞膜和胞质, 每例标本选择

2个有代表性的高倍视野, 数200个肿瘤细胞, 取
平均值. 阳性细胞数<5%为阴性(-), 5%-25%为弱

阳性(+), 25%-50%为中度阳性(++), >50%为强阳

性(+++). CD34表达于血管内皮细胞膜, 每一个

染成棕黄色的、可与周围血管、肿瘤细胞和其

他结缔组织区分开来的明显微小血管腔或含3
个以上内皮细胞的内皮细胞簇, 不论管腔和红细

胞出现与否, 均作为一个单一的、可计数的微血

管. 管腔面积>8个红细胞直径, 带有较厚的肌层

的微血管均不计数[9]. 先于低倍光镜下确定3个
血管着色最密集区域, 然后在中倍视野下计数微

血管的数目, 取2个视野的均值作为微血管密度

(MVD). 结果判定在双盲法下进行, 每张切片由

两位病理医师分别判定计数. 
统计学处理 采用SPSS12.0统计软件包进

行, 利用χ2检验分析比较率的差异, 利用t检验或

F检验比较组间总体均数的差异, MVD结果以

mean±SD表示, DLL4和CD34在胃癌中表达的

相关性作Spearman等级相关分析, P <0.05为差异

■研发前沿
DLL4/ Notch信号
途径在肿瘤血管
生成中发挥重要
调节作用, 抑制肿
瘤组织中DLL4的
过度表达将导致
肿瘤组织生成大
量无功能的新生
血管, 造成肿瘤组
织血供不足, 最终
导致肿瘤生长受
到抑制, 其具体作
用机制有待进一
步深入研究. 
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有统计学意义.

2  结果

2.1 组织芯片质量 胃癌及正常胃黏膜组织芯片 
常规HE染色切片芯片组织形态好, 有代表性. 胃
癌组织芯片在免疫组织化学染色中无脱落, 组
织阳性信号清晰, 背景清洁(图1). 
2.2 胃癌组织及正常黏膜中DLL4的表达 DLL4 免
疫组化染色最终可用芯片组织为: 胃癌92例,  远
癌正常胃黏膜34例. DLL4的阳性染色主要定位于

癌组织中血管内皮细胞膜和胞质. DLL4在胃癌

中的表达明显高于正常胃黏膜(P  = 0.000). DLL4
在转移组的阳性率高于无转移组的阳性率(P  = 
0.000). DLL4表达与胃癌胃壁浸润深度呈正相

关(P  = 0.008), 与胃癌的组织病理分型无关(P  = 
0.796), 与Borrmann分型无关(P  = 0.327, 表1, 图2). 
2.3 胃癌组织及正常胃黏膜中微血管密度值 

CD34表达免疫组化染色最终可用芯片组织为胃

癌92例, 远癌正常胃黏膜34例. CD34主要表达于

血管内皮细胞胞膜. 微血管染色呈棕黄色, 在92
例胃癌组织中MVD为16-100, 均数为66.5. 在胃

癌组织中的MVD明显高于在正常胃黏膜组织(P  
= 0.000). MVD值与胃癌的组织病理分型有关, 
在分化差的胃癌其MVD明显高于分化好的胃癌

(P  = 0.000). 另外MVD值与是否转移明显相关(P  
= 0.008); 与胃壁浸润深度和Borrmann分型无明

显相关性(P >0.05, 表1, 图3).
2.4 胃癌组织DLL4表达与MVD的关系 DLL4表
达阳性的胃癌组与其相应的阴性组相比(70.5±
16.2 vs  32.5±10.4), DLL4和CD34表达显著正相

关(r  = 0.521, P  = 0.000). 

3  讨论

组织芯片又称为组织微阵列技术, 具有体积小, 

■相关报道
Patel et al 发现膀
胱 癌 组 织 中 的
DLL4表达量是周
围 正 常 组 织 的 2
倍, 肾透明细胞癌
肿瘤组织中DLL4
表达量是周围正
常组织的9倍, 但
目前尚未有胃癌
组织中DLL4表达
的研究报道.

表  1  胃癌组织中DLL4的表达、MVD与临床病理特征的关系

     
临床病理特征	             n

	                                          DLL4                                                                       MVD

		                            -    +~+++   阳性率(％)	   χ2	    P 	                                      t/f                P

年龄(岁)

    <62                               42	        8	 34         81.0          0.885        0.347	 62.5±12.4         -1.624         0.108

    ≥62		           50	        5	 45         90.0			   67.3±15.5		

性别  

    男                                  62	        7       55         88.7          0.648        0.421         68.6±14.4           1.829          0.071

    女		           30	        6	 24         80.0			   62.5±16.5		

组织性质 

    正常胃黏膜                   34	      22	 12         35.3        29.128        0.000	 34.2±16.4           8.950          0.000

    胃癌	                          92	      13	 79         85.9			   66.5±18.6		

病理分型 

     乳头状腺癌	            4	        0	   4       100.0          3.106         0.796         38.4±10.7           5.727          0.000

     高分化管状腺癌	            9	        1	   8         88.9			   43.2±18.3		

     中分化管状腺癌	          26	        4	 22         84.6                                             58.1±16.5		

     低分化腺癌	          31	        3	 28         90.3			   74.4±20.5		

     黏液腺癌	          11	        2	   9         81.8			   66.4±20.0		

     印戒细胞癌	            8	        2	   6         75.0			   76.4±26.3		

     未分化癌	            3	        1	   2         66.7			   46.0±20.4		

转移  

     无	                          23	        9	 14         60.9        13.169        0.000	 52.5±22.7           2.700          0.008

     有	                          69	        4	 65         94.2			   68.5±25.4		

浸润深度 

     肌层	                            5	        3	   2         40.0          9.707        0.008	 69.3±18.3           0.654          0.523

     浆膜下	                         60	        8	 52         86.7			   62.4±22.7		

     穿出浆膜	          27	        2	 25         92.6			   67.5±20.8		

Borrman分型 

     Ⅱ	                          14	        1	 13         92.9          2.390        0.327	 56.8±18.3           0.410          0.665

     Ⅲ	                          72	      10	 62         86.1			   60.3±22.6		

     Ⅳ	                            6	        2	   4         66.7			   66.4±20.5	
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信息含量高, 并可根据不同的需要进行组合和

设计的特点, 适于免疫组化和DNA, RNA原位杂

交, 并能大大提高实验效率. 而且可根据需要灵

活设计, 所得结果均一可靠, 可比性强, 与传统

的病理研究方法相比具有省时、经济、信息量

大等优点, 有十分广阔的应用前景. 目前有研究

认为, 组织芯片由于所取组织量少, 在信息量上

有一定的局限性, 但在本研究的组织芯片制作

过程中, 对目标组织有精确定位可将这个局限

性减小. 我们构建了包含92例胃癌及34例正常

黏膜的组织芯片, 检测DLL4和CD34的表达情

况, 所得实验结果满意.

A B C

FED

图  1  胃组织芯片扫描图. A: 正常(HE); B: 正常CD34(EnVision法); C: 正常DLL4(EnVision法); D: 胃癌(HE); E: 胃癌

CD34(EnVision法); F: 胃癌DLL4(EnVision法).

A B

图  2  胃癌组织组织中DLL4的表达(EnVision×200). A: 低分化腺癌强阳性; B: 正常胃黏膜弱阳性.

A B

图  3  胃癌组织中 CD34的表达(EnVision×200). A: 低分化腺癌强阳性; B: 正常胃黏膜弱阳性.

■创新盘点
Delta-like 4的研
究国内外刚刚起
步, 很多未知问题
有待于阐明. 本文
进一步深入研究
Delta-like 4/Notch
途径的作用机制
对完善肿瘤新生
血管与肿瘤生长
关系学说有重要
意义. 
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Folkman[10]于1971年提出的“肿瘤血管生

成依赖学说”使人们对肿瘤生长与新生血管

形成的关系有了较为深刻的认识, 抗肿瘤新生

血管形成成为肿瘤综合治疗的重要策略之一. 
目前主要通过阻断血管内皮生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)及其主要受体

(VEGFR)来达到抑制肿瘤新生血管形成的目 
的[11-13]. 但临床实践发现, 多种肿瘤对VEGF抑制

剂有拮抗作用, 肿瘤生长和血管生成并不能受

到有效抑制[14-15]. 因此, 肿瘤新生血管的形成、

分化、成熟, 并最终形成有效的微循环网络, 其
中有更多的机制需要进一步深入探讨. Notch信
号途径作为高度保守的信号传导通路, 在调节

相邻细胞之间通讯进而调控细胞发育过程中有

着重要作用[16-18]. Notch基因编码4种膜蛋白受体

(Notchl-4), 与5种跨膜糖蛋白配体(DLL1, DLL3, 
Jaggedl, Jagged2, DLL4)结合, 而后通过一系列

的级联反应, 最终在转录水平调控细胞的发育

与分化[19-20]. 新近的研究发现, 血管内皮细胞表

达的两种受体Notch1和Notch4, 与内皮细胞特异

性的配体DLL4结合后在促进肿瘤新生血管的分

化、成熟和有效微循环通路形成中发挥重要作

用[21-24]. Patel et al [25-26]报导膀胱癌组织中的DLL4
表达量是周围正常组织的2倍, 肾透明细胞癌肿

瘤组织中DLL4表达量是周围正常组织的9倍. 
Scehnet et a l[27-28]采用可溶蛋白阻断Dll4/Notch
信号途径的方法, 均有效抑制了肿瘤组织的生

长, 根据肿瘤裸鼠皮下荷瘤模型的不同, 肿瘤生

长的抑制率50%-90%. DLL4现已经成为肿瘤抗

血管治疗研究的新热点[29-30]. 我们采用组织芯

片技术检测92例胃癌组织DLL4表达, 结果显示, 
DLL4在胃癌中的表达明显高于正常胃黏膜, 且
与肿瘤组织MVD呈显著正相关. DLL4在转移组

的阳性率高于无转移组, DLL4表达与胃癌胃壁

浸润深度呈正相关, 提示DLL4的过表达与胃癌

的侵袭和转移能力密切相关. 本研究表明, DLL4
的表达在胃癌的血管生成过程中起着重要作用, 
与胃癌的转移、浸润密切相关, 其表达可作为

判断胃癌预后的一个指标, 以DLL4为靶目标的

抗血管治疗技术将为胃癌的综合治疗提供新的

方法.
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世界华人消化杂志外文字符标准

本刊讯 本刊论文出现的外文字符应注意大小写、正斜体与上下角标. 静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮

下注射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写成ML, lcpm(应

写为1/min)÷E%(仪器效率)÷60 = Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成HP, T1/2不能写成tl/2或T , V max

不能Vmax, µ不写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber Chang(命名者

勿划横线); 常数K ; 一些统计学符号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t检验和概率P , 相关系数r ); 化学

名中标明取代位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 邻), 

O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正丁酯), N -methylacetanilide(N-

甲基乙酰苯胺), o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 

l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; Ibid, et al , po , vs ; 

用外文字母代表的物理量, 如m (质量), V (体积), F (力), p (压力), W (功), v (速度), Q (热量), E (电场强度), S(面

积), t (时间), z (酶活性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓

度, mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高度), d (厚度), 

R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 基因产物用大写正体, 如P16

蛋白. (常务副总编辑: 张海宁 2008-03-28)
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