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DLL4、VEGF在肺腺癌中的表达
及其与肿瘤血管生成的关系
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【摘要】 背景与目的  血管发生（angiogenesis）依赖于多种促进血管发生因子和抑制血管发生因子的综合交

互作用调控。血管内皮生长因子（VEGF）和Notch信号传递途径（Notch signaling pathway）参与了此过程。本研究

旨在探讨肺腺癌组织中Notch配体DLL4、VEGF的表达及其与肺腺癌血管生成的关系及临床意义。方法  应用免疫组

织化学方法检测80例肺腺癌（包括细支气管肺泡癌和普通肺腺癌）石蜡切片组织中DLL4、VEGF和CD34的表达。结

果  DLL4、VEGF的表达与肺腺癌患者的肿瘤直径、临床分期、组织学分级、淋巴结转移密切相关，DLL4阳性表达病

例中VEGF表达率明显比DLL4阴性表达病例高，DLL4、VEGF共表达时与微血管密度的相关性比DLL4单独表达更明

显。DLL4的表达在普通肺腺癌中明显高于细支气管肺泡癌。结论  肺腺癌的预后与血管生成明显相关，DLL4的高表

达与肺腺癌转移预后密切相关。
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【Abstract】 Background and objective  Angiogenesis depends on the interaction of a variety of promoting 

factors and inhibiting factors. Vascular endothelial growth factor (VEGF) and Notch signaling pathway take part in this 

process. This experiment investigates the expression of Notch ligand DLL4 and VEGF in lung adenocarcinoma and their 

relationship with angiogenesis in tumor. Methods  Immunohistochemical method was used to detect DLL4, VEGF and 

CD34 protein expression in 80 cases of lung adenocarcinoma (including bronchioloalveolar carcinoma and common 

lung adenocarcinoma) paraffin section tissues. Results  The expression of DLL4 and VEGF was closely related to tumor 

diameter, clinical stage, histological grade and lymph node metastasis, the VEGF expression rate in DLL4 positive 

expression cases was significantly more than the DLL4 negative cases, the correlation between microvascular density 

and DLL4, VEGF co-expression was more significant, the expression of DLL4 in common lung adenocarcinoma was 

significantly higher than that in bronchioloalveolar carcinoma. Conclusion  The prognosis of lung adenocarcinoma is 

significant correlated with the angiogenesis, high expression of DLL4 is closely related to the metastasis and the prognosis.
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肺癌的生长和转移有赖于血管的生成，以获得足够

的血液供应。随着对肿瘤血管生成靶向治疗的深入研

究，肺癌中特别是细支气管肺泡癌及普通肺腺癌中血管

生成的作用及其机制已愈来愈受重视[1]。Notch信号通路

近来被证实在血管发生中起重要作用，且内皮细胞的迁

移、增殖和分化需要成纤维细胞生长因子（FGF）和血管
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内皮细胞生长因子（VEGF）基因家族成员的调节[2]。在

哺乳动物细胞中Notch信号通路包含了5种跨膜Notch配体

（Jagged1、Jagged2、DLL1、DLL3和DLL4）和4种Notch受体

（Notch1-4）[3]。DLL4是表达在血管发生、增殖部位内皮上

的一种特殊配体。既往的研究[4]表明，DLL4的表达在乳腺

癌、肾癌及膀胱癌的血管系统中有所上调，在人类内皮细

胞中，DLL4在调节内皮细胞增殖、迁移、存活和网状系统

形成中起重要作用。本实验通过检测细支气管肺泡癌和普

通肺腺癌中DLL4、VEGF的表达，及其与微血管密度的关

系，并分析细支气管肺泡癌及普通肺腺癌中相关因子表达

的差异，以探讨DLL4在判断肺癌预后中的价值即针对该

因子靶向治疗的可行性。

1  材料和方法 

1.1 标本来源及临床病理资料  收集中国医科大学第一

临床学院胸外科及天津市第一中心医院2000年9月-2003

年12月间手术切除的35例病理确诊的细支气管肺泡癌

（bronchioloalveolar carcinoma，BAC）和45例普通肺腺癌

（adenocarcinoma，AC）组织。组织均经中性甲醛固定，石

蜡包埋，4 μm连续切片。全部病例术前均未行放、化疗，

术后均有明确病理诊断。80例肺腺癌组织按国际抗癌联盟

（UICC）1997年修订的肺癌pTNM分期标准分为Ⅰ/Ⅱ期52

例，Ⅲ/Ⅳ期28例；高分化46例，中分化26例，低分化8例；

有淋巴结转移37例，无淋巴结转移43例；男性32例，女性

48例；年龄18岁-75岁（平均53岁±19岁）。

1.2 免疫 组织化学染色  兔 抗人DL L 4多克隆抗体，

购自A b c a m 公司，链 霉 素 抗 生物 素蛋 白- 过 氧化 物 酶

（st rept av id in-bio t in-perox ida se，SP）超敏试 剂盒

（KIT29709）、二氨联苯胺（diaminobenzidine，DAB）酶底

物显色试剂盒购自福州迈新生物技术开发公司。染色方法

按SP法试剂盒说明书步骤进行：切片常规脱蜡，0. 01 mol/L

柠檬酸盐缓冲液（pH6.0）中高温高压抗原修复90 s，一抗

（1:100）孵育，4 ℃过夜；DAB显色，苏木素复染，中性树脂

封片。用PBS替代一抗作空白对照。

1.3 结果判定  所有的样本均经过两位病理医师进行评

估。DLL4、VEGF以细胞质中出现棕黄色颗粒为阳性染色。

光镜下每张切片选取5个400倍视野，每个视野计数100个

肿瘤细胞，共计500个细胞中的阳性细胞数，DLL4的评估

为阳性细胞数＜10%为阴性表达，≤50％为低表达，＞50％

为高表达；VEGF 的评估为阳性细胞数≥10％为阳性表达，

＜10%为阴性表达。血管判定标准为：内皮细胞形成条状、

裂隙状等孤立或簇状结构棕黄染色或有管腔者按一条血

管或淋巴管计数。低倍光镜下确定3个微血管高密度区域

（热点），然后在高倍镜下分别计数每个热点中3个区域的

CD34阳性管腔数均值。MVD=CD34阳性管腔数均值[5]。当

两名医师计数相差10%以上时则重新计数。

1.4 统计学分析 采用卡方检验分析各组计数资料，组件

资料比较采用t检验，采用Spearman等级相关分析DLL4与

VEGF表达的相关性，以P＜0.05为差异有统计学意义。

2  结果 

2.1 免疫组织染色结果  如图1所示，在BAC及普通AC中

DLL4、VEGF蛋白染色为棕黄色颗粒，主要集中在细胞质

内，胞膜也有少量表达。

2.2 DLL4、VEGF的表达与临床病理特征的关系  分别对

DLL4、VEGF的表达情况及其与肺腺癌临床病理特征的相

互关系进行统计学分析，结果如表1所示：DLL4、VEGF的

表达与肺腺癌患者的病理类型（2=4.90，0.025<P<0.05）、

肿瘤直径（2=44.13，0.025<P<0.05）、临床分期（2=43.98，

0.025<P<0.05）、组织学分级（2=44.30，0.025<P<0.05）、

淋巴结转移（2=4.84，0.025<P<0.05）明显相关，与患者性

别（2=0.04，0.90>P >0.75）、年龄（2=0.36，0.75>P >0.50）

无关。

2.3 BAC和普通AC中DLL4、VEGF的表达差异  在35张

BAC切片和45张普通AC切片中，每张随机取10个视野，各

类切片视野总数分别为350和450。在这些视野中分别计数

DLL4阳性血管的出现个数和不出现个数。一个视野中出

现单个DLL4阳性血管就足以被认为是DLL4阳性（阳性视

野 大数：10个视野中出现10个， 小数：10个视野中出

现0个）。与BAC组织DLL4表达相比（随机阳性视野4.0±

0.7），DLL4阳性血管大量出现在普通AC组织中（随机阳性

视野7.2±0.6，两组资料的t检验显示：t=10.996，P<0.001）。

VEGF的表达亦出现了相似的情况（BAC组织VEGF随

机阳性视野5.1±0.5，其它AC组织为7.9±0.4，t =13.685，

P<0.001）。

2.4 BAC和普通AC中DLL4阳性血管集中区域的微血管密

度差异  对于每个肿瘤组织切片中，DLL4阳性血管集中度

高的一个区域作标记，并且统计CD34染色（见图1）血

管个数，在BAC组织切片，35个DLL4集中区域共统计出对

1233条血管（每个区域血管数=35.2±5.3），而在普通AC组

织切片45个区域统计血管总数为2 502条（每个区域血管

数=55.6±9.5），在BAC及普通AC组织切片DLL4阳性血管

集中区域的微血管密度（MVD）存在明显差异，普通AC中

MVD要明显高于BAC（t=11.384，P<0.001）。
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表 1  DLL4、VEGF在肺腺癌中的表达与临床病理特征的关系

Tab 1  Relationship between expression of DLL4 and VEGF with clinicopathologic characteristics in adenocarcinoma of the lung

Characteristic                        n
                           DLL4                                                              VEGF

                      (+)   %             P  (+)   %            P

Sex                                                                                            0.04           0.90>P >0.75                                                  0.05 0.90>P >0.75

    Male                                         32           22 68.75                                      24              75.00 

    Female                                         48 34 70.83    37 77.08  

Age(year)                                                                                            0.36 0.75>P >0.50                                                  0.33 0.75>P >0.50

    ≥60                                         46 31 67.39                     34 73.91 

    ＜60                                         34 25 73.53    27 79.41  

Histology                                                                                            4.90 0.025<P<0.05                                                6.16 0.010<P<0.025

    Adenocarcinoma                       45 36 80.00                     39 86.67 

    Bronchioloalveolar carcinoma     35 20 57.14    22 62.86  

diameter of tumor                                                                          4.13 0.025<P<0.05                                                7.59 0.005<P<0.01

    ≥3 cm                                         47 37 78.72                     41 87.23 

    ＜3 cm                                         33 19 57.58    20 60.61  

Clinical stage                                                                          3.98 0.025<P<0.05                                                 5.23 0.010<P<0.025

    Ⅰ+Ⅱ                                         52 32 61.54                     35 67.31     

    Ⅲ+Ⅳ                                         28 24 85.71    26 92.86  

Differentiation                                                                          4.30 0.025<P<0.05                                                  5.91 0.010<P<0.025

    Poor and moderate                       34 28 82.35                     31 91.18 

    High                                         46 28 60.87    30 65.22  

Lymph node metastasis                                                        4.84 0.025<P<0.05                                                  7.76 0.005<P<0.01

    N0                                         43 24 55.81                     27 62.79 

    N1-3                                         37 32 86.49    34 91.89  

图 1  DLL4、VEGF和CD34在肺腺癌组织中的表达

A：细支气管肺泡癌（BAC）；B：普通肺腺癌（AC）；1：DLL4（+）；2：VEGF（+）；3：CD34（+）

Fig 1  The expression of DLL4, VEGF and CD34 in adenocarcinoma of the lung

A: Bronchioloalveolar carcinoma (BAC); B: Adenocarcinoma (AC); 1: DLL4 (+); 2: VEGF (+); 3: CD34(+)

A1

B3B2B1

A3A2
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2.5 肺腺癌中DLL4与VEGF表达的相关性  对DLL4和

VEGF阳性和阴性的数据进行比较，结果如表2所示：DLL4

和VEGF的表达具有明显的一致性，在DLL4阳性表达病例

中，VEGF表达阳性率明显增高（r=0.2658，P＜0.05）。

3  讨论 

肺腺癌中过度的血管生成及VEGF的表达均提示了

一种不良后果。为了更深刻地理解这种机制，本研究评价

了DLL4－肺腺癌血管发生中Notch信号通路的一种特殊配

体，作为一种在BAC和普通AC中潜在的预后评价指标。

DLL4、VEGF主要表达在癌细胞质和（或）细胞膜中，在癌

旁正常组织中则呈阴性表达，普通AC中DLL4、VEGF均要

高于BAC中的表达，且DLL4与微血管密度亦呈正相关关

系。

以往的研究[5]显示，VEGF mRNA的表达在肺癌中是上

调的。本实验研究发现，在BAC和普通AC中DLL4的表达与

CD34和VEGF的表达均具有明显相关性。这些结果与以往在

膀胱癌及肾透明细胞癌中的研究结果一致，即DLL4与VEGF

的表达具有明显正相关性[6]。本实验的结果同时也支持了体

外实验关于内皮细胞中VEGF调节DLL4表达的结论[7-9]。

研究[10]显示，在正常血管和肿瘤血管中DLL4的表达与

CD34的表达均具有明显相关性。DLL4阴性的血管中CD34

的表达明显低于DLL4阳性的血管中CD34的表达。这说明

了DLL4通过与外膜细胞Notch受体相互作用来调节血管的

密度[6]。已有报道[6]在膀胱癌中DLL4的表达与血管成熟度

及微血管密度密切相关，而其机制还需进一步的验证。有

研究[11-13]报道DLL4在Notch1、Notch4与内皮细胞之间传导

信号，但是内皮细胞DLL4对外膜的作用至今仍未见报道。

但是已有许多证据证实Notch信号通路在血管成熟中发挥

作用，有学者报道，对DLL4的阻断可造成肿瘤组织中未成

熟无功能血管的增多[14,15]，DLL4缺乏的小鼠血管一般都没

有光滑的肌肉或外膜覆盖[16]。这种表现类型与血小板生长

因子B或血小板生长因子B受体缺乏的小鼠相似[17,18]。

拥有成熟血管比例高的肿瘤可能对抗VEGF之类的抗

血管治疗反应较差，因为血管外膜可能对于生长因子的缺

乏具有保护作用。 近研究[19]发现人类内皮细胞中DLL4

的过度表达可以下调VEGF受体2和NRP1的表达从而抑制

细胞增殖，这也为该治疗的耐药提供了额外的证据。DLL4

的表达和α－SMA表达的联系说明了在VEGF之外，对

DLL4的靶向治疗可针对成熟及不成熟的血管，因而也就可

以获得 大的治疗益处[20]。

DLL4的表达在内皮细胞完成 终分化的中间阶段，

起到了促进细胞成熟和功能分化的作用，因此，它可能成

为抗VEGF治疗肿瘤的重要靶点。

DLL4的表达与临床随访数据的结合，可以初步评估

DLL4作为肿瘤预后标志的价值。以往的研究[21]证实细支气

管肺泡癌整体预后状况要优于普通肺腺癌，因此，DLL4的

高水平可能提示了肿瘤复发率或肿瘤病死率的提高。在本

项研究中，我们亦首次观察到了腺癌传统分类中高危险度

肿瘤具有DLL4的高水平表达。

在本实验中，我们发现DLL4在肺腺癌血管系统中优

先表达，与微血管密度有关，在肺腺癌中有提示预后的价

值，且与VEGF呈正相关，普通肺腺癌与细支气管肺泡癌中

DLL4表达水平的差异可能决定了其生长、增殖、转移及预

后的差异。DLL4的适宜水平是内皮细胞实现功能所必需

的[9,20]，针对DLL4进行抑制或过表达的靶向治疗在治疗肺

腺癌，特别是对抗VEGF治疗不敏感的恶性肿瘤中的意义，

值得我们进一步更深层次探索。
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