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趋化因子 *̀0Y'N8>0Q 和 N*>0Q 对非小细胞

肺癌血管生成的作用和意义

邹!文Q

"胡铁辉"

!中南大学湘雅二医院!QL肿瘤科$"L胸心外科"长沙 &Q##QQ #

!摘要"!目的' 检测非小细胞肺癌% /E/0:K.;;AB;;;F/2A./ABC"W[8̀8&组织中趋化因子白细胞介素0

Y % *̀0Y & #单核细胞趋化蛋白0Q %N8>0Q &和巨噬细胞炎性蛋白0Q %N*>0Q &K'W6的表达"分析它们与微

血管计数%N)8&的相互关系及其对 W[8̀8临床病理特征的意义! 方法' 采用原位杂交法检测 &# 例

W[8̀8和 Q# 例正常肺组织石蜡切片标本中 ?FGR "-"6GI 和 -?6GI K'W6的表达情况"采用免疫组织化

学法测定上述标本中微血管%N)&计数! 结果' &# 例 W[8̀8组织中 ?FGR "-"6GI 和 -?6GI K'W6的阳性

系数均值明显高于 Q# 例肺组织对照组"差异有统计学意义"并且随着 W[8̀8临床病理的改变而出现相

应的变化"表现为 =

%

组 i=

"

或 =

Q

组"***期组 i**期组 i*期组"有淋巴结和远处转移组 i无转移组"生

存时间
(

% 年组大于生存时间 i% 年组! ?FGR "-"6GI 和 -?6GI K'W6阳性表达相互之间以及与 N)8之

间均存在着密切的正相关! 结论'上述结果提示 W[8̀8组织中趋化因子 *̀0Y "N8>0Q 和 N*>0Q 可能相互

协同"共同促进肿瘤血管生成"并影响肿瘤的进展#转移和预后!

!关键词"! 非小细胞肺癌$!白介素0Y $!单核细胞趋化蛋白0Q $!巨噬细胞炎性蛋白0Q $!血管

生成$!微血管计数
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K'W6-/ 14B&# W[8̀81-::FB:HBCB.DD.CB/1;J4-24BC14./ 14E:B-/ 14BQ# /ECK.;AE/1C.:11-::FB:#
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!!肺癌是恶性程度较高的一类肿瘤#其中 Y#c

属于非小细胞肺癌!W[8̀8" #具有进展快,预后差

的特点#这可能与其具有较高血管生成能力有关-

近年来国内外学者发现#血管生成伴随着肿瘤发

生发展的整个演变过程#是肿瘤由小的细胞突变

群转化为恶性增长并具有浸润扩散和转移能力的

关键环节&Q'

- 目前肿瘤的血管生成研究已成为一

大热点#新近国内外研究表明&"'

#某些细胞因子尤

其是一些炎性趋化因子与肿瘤血管生成密切相

关#其中研究较多的趋化因子白细胞介素0Y ! *̀0

Y " #认为其有很强的促血管生成活性- 而单核细

胞趋化蛋白0Q ! N8>0Q " 和巨噬细胞炎性蛋白0Q

!N*>0Q "对 W[8̀8的血管生成作用#国内外报道

甚少- 大量的研究已经证实&%'

#肿瘤组织微血管

的密度!K-ACEIB::B;@B/:-1J# N)S"或微血管的计数

!K-ACEIB::B;AEF/1# N)8"能够代表肿瘤血管生成

的活跃程度#且与肿瘤的发展,转移,复发以及预

后有着不同程度的相关性- 本实验采用原位杂交

方法和免疫组织化学 !678"方法分别测定 W[8̀8

组织中 ?FGR #-"6GI 和 -?6GI K'W6的表达水平和

N)8#探讨 ?FGR #-"6GI 和 -?6GI 与 N)8之间的关

系以及对 W[8̀8的临床意义-

!"材料与方法

QLQ!标本来源和临床资料!!W[8̀8标本 &# 例

取自中南大学湘雅二医院胸外科自 "### 年 Q 月

至 "##Q 年 QQ 月手术切除肿瘤并经病理切片证实

的存档蜡块#正常对照标本 Q# 例来自患者肺叶切

除的正常肺组织%所有样本人群均排除免疫性疾

病及长期使用糖皮质激素等免疫抑制剂史和术前

化,放疗史-

&# 例 W[8̀8患者中男性 "Y 例#女性 Q" 例#年

龄 %$ a$& 岁#中位年龄 PPLP 岁%临床分期按

QRR$ 年 +XM标准$*期 Q% 例#**期 Q# 例#***期

Q$ 例%依据组织学类型#腺癌 QY 例#鳞癌 QR 例#

其他!腺鳞癌 " % 例%%& 例患者术后做过化疗和^

或放疗%随访从术后开始#随访率 Q##c#随访期

限至 "##& 年 Q" 月-

QL"!主要试剂!!人 ?FGR #-"6GI #-?6GI

#

原位

杂交检测试剂盒#原位杂交专用盖玻片#兔抗人第

.

因子抗原多克隆抗体#生物素标记羊抗兔 *29#

678试剂以及 S670XA;显色试剂购自武汉博士德

公司-

针对人 ?FGR 靶基因的 K'W6序列为$Pn0==80

86698=99899=998=8=8==9986980%n# Pn06690

966886=999=98696999==9=99690%n% 针 对 人

-"6GI 靶基因的 K'W6序列为$Pn0=969=999980

9==96==986=8=998=9690%n# Pn0698==8===990

96868==98=98=99=96=0%n%针对人 -?6GI

#

靶基

因的 K'W6序列为$Pn0=9888==98=9==8==8=8=90

86886=9980%n# Pn0998666==886896666==86=0

=98=968=0%n-

QL%!染色方法!!严格按照博士德公司试剂说

明书进行- ?FGR #-"6GI #-?6GI

#

原位杂交法$切

片脱蜡水化#胃蛋白酶消化#暴露 K'W6核酸片

段#Qc多聚甲醛后固定#"#

"

`预杂交液预杂交 %

4 后#"#

"

`含探针杂交液杂交 "& 4#洗涤,封闭#

滴加生物素鼠抗地高辛抗体#滴加 [678复合剂#

S67显色后封片镜检- N)免疫组织化学法$切片

脱蜡水化#正常羊血清封闭 "# K-/#滴加一抗#& o

过夜#滴加生物素羊抗兔 *29或羊抗鼠 *29%# o

"# K-/#[678复合剂 %# o %# K-/#S67显色后封

片镜检-

QL&!结果判断!!采用 " 名病理科医师盲法阅

片的方式- 原位杂交结果判断标准&&'

$细胞浆中
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着色呈棕色颗粒者为阳性表现 !图 Q a% " #?FGR #

-"6GI #-?6GI K'W6的表达以阳性系数评分表示

!即染色强度和阳性细胞数的得分之和 " - .L染

色强度$# d无#Q d弱#" d中#% d强%?L阳性细胞

数$# d无阳性细胞#Q d阳性细胞数 r"Pc#" d阳

性细胞数 "Pc aP#c# % d阳性细胞数 iP#c%

.k? d# aQ !则阳性系数值为 # #阴性 " #.k? d"

!则阳性系数值为 Q #可疑阳性 " #.k? d% !则阳

性系数值为 " #弱阳性 " # .k? d& aP !则阳性系

数值为 % #中度阳性" #.k? d5 !则阳性系数值为

& #强阳性" - 每张切片高倍镜下随机选择 P 个癌

组织视野观察#求其平均值为该样本的阳性系数#

阳性系数d"#%#& 判断为表达阳性-

免疫组织化学结果判断$微血管 !N)"阳性颗

粒呈黄棕色至深黄棕色#在癌和间质组织内均有

分布!图 & " #N)计数标准参照 +B-@/BC法&P'

#高倍

镜! p"## "下计数 P 个癌组织视野内 N)数#求其

平均值为该病例 N)计数-

QLP!统计学处理!!数据用
$

;q@表示# 采用

[>[[ Q#L# 软件包进行统计学 分 析- 对 ?FGR #

-"6GI #-?6GI K'W6表达和临床病理特征的关系

以及 W[8̀8组与正常组的关系进行轶和检验#对

它们本身之间的相互关系进行 [DB.CK./ 相关分

析#对它们与 N)计数的相互作用关系进行单因

素方差分析#检验水准
&

d#L#P -

#"结""果

"LQ !正常肺组织对照组和 W[8̀8组中 ?FGR "

-"6GI 和 -?6GI K'W6的表达!!Q# 例对照组中

?FGR #-"6GI 和 -?6GI K'W6表达阳性者分别为 %

例," 例和 Q 例#阳性系数均值分别为 #L&# q

#L$###L%# q#L5$ 和 #L"# q#L5% %W[8̀8组中 ?FG

R #-"6GI 和 -?6GI K'W6表达阳性者分别为 %Q

例,%& 例和 "P 例#阳性系数均值分别为 QL5Y q

QLQ5#QLR# qQLQP 和 QL&# qQL"& - 两组间比较#

W[8̀8组 ?FGR #-"6GI 和 -?6GI K'W6阳性系数均

值均高于正常对照组#差异有统计学意义 ! 6r

#L#Q"-

"L"!W[8̀8组中 ?FGR "-"6GI 和 -?6GI K'W6表

达与 W[8̀8临床病理特征关系!!?FGR # -"6GI

和 -?6GI K'W6阳性系数均值在男性与女性,年

龄
(

P# 岁与 iP# 岁之间差异均无统计学意义

!6i#L#P " - 在 =分 期 各 组# ?FGR 和 -"6GI

K'W6阳性系数均值均为 =

%

组 i=

"

! 6r#L#Q "或

=

Q

组 !6r#L#P " # 而 -?6GI K'W6阳性系数均值

仅 =

%

组 i=

"

组!6r#L#Q " - 在临床分期各组#?FGR

K'W6阳性系数均值为 ***期组 i**期组 i*期组

!6r#L#Q " #而 N8>0Q 和 -?6GI K'W6阳性系数均

值为 ***期组 i**期组或 *期组!6r#L#Q " - 在有

无淋巴结转移和远处转移各组#?FGR # -"6GI 和

-?6GI K'W6阳性系数均值均为有淋巴结转移

组i无淋巴结转移组 ! 6r#L#Q " #有远处转移

组i无远处转移组!6r#L#Q #6r#L#P " - 在生存

时间各组#?FGR # -"6GI 和 -?6GI K'W6阳性系数

均值均为生存
(

% 年组大于生存 i% 年组 !6r

#N#Q#6r#L#P" !表 Q " -

表!"W[8̀8组?FGR# -"6GI 和-?6GI K'W6表达与

临床病理特征的关系!

$

;q@"

>,70&!"'B;.1-E/:4-D E<?FGR#-"6GI# ./@ -?6GI K'W6

BGDCB::-E/:H-14 A;-/-AD.14E;E2-A<B.1FCB:E<W[8̀8!

$

;q@"

项目 $

阳性系数均值

*̀0Y N8>0Q N*>0Q

性别

!男性 "Y QLY5qQLQQ QLR5qQLQ& QL5&qQL"Y

!女性 Q" QL"PqQL"" QL$PqQL"" #LY%q#LR&

年龄

!

(

P# 岁 Q% QL%QqQLQQ QLP&qQL"$ QLQPqQL"Y

! iP# 岁 "$ QLYPqQLQ$ "L#$qQL#$ QLP"qQL""

=分期

!=

Q

& QL"Pq#LR5 QL"PqQLP# #L$PqQLP#

!=

"

"P QL%5qQL"" QL5#qQL#Y QLQ"qQLQ$

!=

%

QQ

"LPPq#LP"

!!%

"LY"q#L5#

!!%

"L"$q#LR#

!!

临床分期

!*期 Q% #LP&q#L55 #LR"q#LY5 #L&5q#LR$

!**期 Q#

QL&#q#LR$

%%

QL5#qQL#Y QL##qQL#P

!***期 Q$

"L$Qq#L&$

hh

"LY"q#LP%

hh

&&

"L%P q#L$R

!!%%

淋巴结转移

!无 Q& #L5&q#L$& QL#$qQL## #LP$qQL#"

!有 "5

"L"%q#LRP

v v

"L%Pq#LRY

v v

QLYPqQLQ"

v v

远处转移

!无 Q$ QL##qQLQ" QLQYqQLQ% #LR&qQL"P

!有 "%

"LQ$q#LR&

s s

"L&%q#LY&

s s

QL$&qQLQ&

s

生存时间

!

(

% 年 QY "L%%q#LY& "L5Qq#L$# QLYRqQLQY

! i% 年 ""

QLQ&qQLQ%

ww

QL%"qQLQ%

ww

QL##qQLQP

w

!!与=" 组比较#

!!

6r#L#Q%与=

Q

组比较#

%

6r#L#P%与**期

组比较#hh6r#L#Q% 与 *期组比较#

&&

6r#L#Q%与无淋巴结转移

组比较# v v 6r#L#Q%与无远处转移组比较# s 6r#L#P# s s 6r

#L#Q%与生存时间
(

% 年组比较#w6r#L#P#ww6r#L#Q

"L%!W[8̀8组织 ?FGR "-"6GI 和 -?6GI K'W6表

达之间的相互关系!!对 ?FGR #-"6GI 和 -?6GI

K'W6的阳性系数均值进行 [DB.CK./ 相关分析表

明#?FGR 与 -"6GI #-"6GI 与 -?6GI #-?6GI 与 ?FGR
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K'W6的阳性表达之间存在着密切的正相关 !3分

别为 #LYPQ ##L$&% ##L$R" #6r#L#Q " -

"L&!W[8̀8组织中 ?FGR "-"6GI 和 -?6GI K'W6

的阳性表达与 N)8之间的关系!!将与 ?FGR #

-"6GI 和 -?6GI K'W6的阳性表达#阴性表达相

应的 N)计数值进行单因素方差分析#发现 ?FGR #

-"6GI 和 -?6GI K'W6阳性表达的 W[8̀8组织中

N)计数明显高于阴性表达者 ! 6r#L#Q # 6r

#L#P"#表明 ?FGR #-"6GI 和 -?6GI K'W6阳性表达

与 N)8存在着相互联系!表 " " -

表#"?FGR#-"6GI ./@ -?6GI K'W6阳性表达

与N)计数的关系!

$

;q@"

>,70&#"'B;.1-E/:4-D .KE/2?FGR#-"6GI# ./@ -?6GI K'W6

DE:-1-IBBGDCB::-E/:./@ K-ACEIB::B;AEF/1:!

$

;q@"

指标 $ N) % 6

*̀0Y 阴性 R "QL$% q$L#Q &LP%$ r#L#Q

阳性 %Q %$L&% qQ&L"Q

N8>0Q 阴性 5" #L$$ qYLRQ "LPY r#L#P

阳性 %& %5L"" qQ&L#R

N*>0Q 阴性 QP "&LPQ qQ"LY$ %L5&5 r#L#Q

阳性 "P %RLP& qQ"L&$

图!"?FGR K'W6阳性表达# 评分 P 分# 肺腺癌**级!原位杂

交染色# p"##"

;"1G!?FGR K'W6 DE:-1-IBBGDCB::-E/ E<;F/2.@B/EA.CA-/EK.

2C.@B**# K.CV P !-/ :-1F 4J?C-@-O.1-E/ :1.-/-/2# p"##"

图#"-"6GI K'W6阳性表达# 评分 5 分# 肺鳞癌 **级! 原

位杂交染色# p"##"

;"1G#-"6GI K'W6DE:-1-IBBGDCB::-E/ E<;F/2:\F.KEF:A.CA-0

/EK.2C.@B**# K.CV 5 !-/ :-1F 4J?C-@-O.1-E/ :1.-/-/2#

p"##"

图$"-?6GI K'W6阳性表达# 评分 & 分# 肺鳞癌*级! 原位

杂交染色# p"##"

;"1G$-?6GI K'W6DE:-1-IBBGDCB::-E/ E<;F/2:\F.KEF:A.CA-0

/EK.2C.@B*# K.CV & !-/ :-1F 4J?C-@-O.1-E/ :1.-/-/2#

p"##"

图%"N)计数为 Y# 个 高̂倍镜视野# 肺鳞癌**级 ![678免

疫组织化学染色# p"##"

;"1G%N-ACEIB::B;AEF/1:E<;F/2:\F.KEF:A.CA-/EK.2C.@B**

HBCBY# DBC4-24 DEHBC<-B;@ !-KKF/E4-:1EA4BK-:1CJ:1.-0

/-/2# p"##"
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趋化因子 *̀0Y#N8>0Q 和N*>0Q 对非小细胞肺癌血管生成的作用和意义!邹!文#等

$"讨""论

趋化因子是一类由组织细胞或炎性细胞衍生

的#对各种白细胞亚类有趋化活性和激活功能的

细胞因子#能选择性地引导白细胞亚类的定向游

走和组织内聚集#它们与相应受体结合后主要通

过 9蛋白偶联的磷脂酰肌醇途径而发挥免疫炎性

和血管生成等多种生物活性- *̀0Y 是 gE:4-KFC在

QRY$ 年发现的人类第一个趋化因子#其基因定位

于人染色体 & \Q"L"Q #成熟的 *̀0Y 包括 $$ #$" #5R

个氨基酸 % 种形式#其中 $" 个氨基酸是活性形

式#属于趋化因子 8Z8家族- 目前它被认为是研

究最多#促进肿瘤血管生成作用最强的一种趋化

因子#有人甚至认为其作用强于血管内皮生长因

子!)(9_" - 研究证实在许多肿瘤组织中均能检

测到 *̀0Y 的高表达和分泌#而在相应的正常组织

中 *̀0Y 不表达或低表达- N.:FJ.等&5'通过研究发

现 *̀0Y 表达阳性的 W[8̀8其 N)S明显高于 *̀0Y

表达阴性者%国内吕坤聚等&$' 的研究结果显示#

*̀0Y 的 高表达与 W[8̀8的 N)S正 相 关# 并 与

W[8̀8的临床分期密切相关#***6和 ***7期患者

*̀0Y 表达远较 *和 **期高#并与肿瘤转移有关%王

振元等&Y'的研究则证实 *̀0Y 表达与肺癌组织学分

型#淋巴结转移和病理分期有密切相关#并提示

*̀0Y 与肺癌预后有关-

N8>0Q 是主要的吸引单核 巨̂噬细胞到炎症,

肿瘤部位的趋化因子#成熟的 N8>0Q 含有 $5 个氨

基酸#属于趋化因子 808家族成员#它的功能在于

一方面能介导局部的免疫炎性反应#即趋化和激

活单核 巨̂噬细胞#使之产生炎性细胞因子并放大

这一过程%另一方面在于能够诱导和刺激病理性

血管生成- 9CEB@B等&R'的试验证实在肿瘤性血管

生成中#巨噬细胞的聚集和 N8>0Q 的表达是重要

的相关事件#而在生理性卵巢血管生成中则鲜有

巨噬细胞浸润% 在研究兔后肢缺血模型时发现#

单独局部注射 N8>0Q 有助于侧枝血管的新生和再

通%最近 >.CBV.11-;等&Q#' 在对膀胱癌的研究中#S.0

I-@ 等&QQ'在对骨癌的研究中#以及 [4-?.VFC.等&Q"'

在对 W[8̀8的研究中均证实 N8>0Q 的表达和分泌

与恶性肿瘤 N)S或粘附分子的表达#以及侵袭和

转移的出现密切相关#表明 N8>0Q 可能通过血管

生成影响肿瘤的进展和预后#国内尚未见有类似

的尤其是与 W[8̀8相关的文献报道-

N*>0Q 属于趋化因子 808家族#基因定位于人

Q$ 号染色体#其活化形式含有 5R 个氨基酸#作用

无种属特异性- 研究证实#N*>0Q 不但对多种炎性

细胞如单核 巨̂噬细胞#肥大细胞具有趋化和活化

效应#而且在参与炎症的过程中发挥刺激新血管

生成的作用- +E;<等&Q%'和 [.T-等&Q&'的研究显示#

N*>0Q 对乳腺癌血管生成具有重要意义#进而能影

响肿瘤的发展和转移#在 [.-1E等&QP'和胡雄等&Q5'对

胃癌的研究中以及 B̀/1O:A4 等&Q$'对多发性骨髓瘤

的研究中#人们发现 N*>0Q 的高表达与肿瘤血管

的生成,侵袭及预后不良有关- 至于 N*>0Q 在

W[8̀8中的作用地位和影响方式#国内外尚未见

报道-

本组研究结果显示#与正常肺组织对照组比

较#&# 例 W[8̀8中 ?FGR #-"6GI #-?6GI K'W6的

阳性表达显著升高#虽然正常组织中也有微量表

达#但其阳性系数值显示几为阴性和可疑阳性表

达#差异有统计学意义- 而在 W[8̀8组中以上 %

种趋化因子的阳性表达随着 W[8̀8的 =分期,临

床分期的增高#肿瘤的转移和生存时间的缩短也

有增高趋势#差异有统计学意义%此外#采用免疫

组织化学测定的微血管计数 N)8#与 % 种趋化因

子进行相关分析表明#% 种趋化因子的阳性表达

以及与 W[8̀8的 N)8之间均存在着密切正相关-

因此#上述结果提示#趋化因子 *̀0Y # N8>0Q 和

N*>0Q 可能相互作用促进 W[8̀8的血管生成#并

有可能作为 W[8̀8进展,浸润,转移和预后等生物

学行为的参考指标-
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