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Abstract :Objective 　 To investigate the correlation between expression level of vascular endothelial

growth factor receptor22 ( KDR) and the microvessel density (MVD) and biological behavior of non2small

cell lung cancer (NSCLC) and it s prognosis. Methods　KDR mRNA and MVD expression in 62 cases of

NSCLC and 16 cases of benign pulmonary lesions were tested with in situ hybridization and immunohisto2
chemist ry methods , respectively. Results　(1) significant differences in MVD and KDR mRNA expres2
sion weer found between NSCLC and benign pulmonary lesions ( P < 0 . 01) , lung cancer MVD increased

with the increase of the KDR mRNA expression , they had positive relation. (2) MVD and KDR mRNA

in lung adenocarcinoma was higher than that in squamouscarcinoma ( P < 0 . 01) , they increased with the

lymph node metastasis and advancing of TNM stage ( P < 0 . 01) . (3) Between the survival time in the

group less than 5 years and the group more than 5 years , both MVD and KDR mRNA expression had

significant difference ( P < 0 . 01) . Conclusions　MVD and KDR are closely related to the occurrence , de2
velopment and metastasis of NSCLC , they can be used as a major judgement for biological behavior and

prognosis of NSCLC , KDR may be as a potential target in the anti2angiogenesis therapy of NSCLC.

Key words :Vascular endothelial growth factor receptor22 ; Non2small cell lung cancer ; In situ hybridiza2
tion ;Microvessel density

摘　要 :目的　探讨血管内皮生长因子受体22 ( KDR)与微血管密度表达与非小细胞肺癌 (NSCLC)生物

学行为与预后的关系。方法　分别应用原位分子杂交及免疫组织化学方法检测 62 例 NSCLC和 16 例

肺良性瘤样病变组织中的 KDR mRNA、MVD的表达。结果　(1) NSCLC与肺的良性瘤样病变 MVD、

KDR mRNA的表达具有显著性差异 ( P < 0 . 01 ) ,肺癌 MVD随 KDR mRNA 表达增强而增多 ,两者呈

正相关。(2) MVD和 KDR mRNA的表达在肺腺癌高于肺鳞癌 ( P < 0 . 01)两者随淋巴结转移、TNM分

期的进展而升高 ( P < 0 . 01)。(3)生存期 < 5 年者 MVD和 KDR mRNA 的表达显著高于生存期 > 5 年

者 ( P < 0 . 01)。结论　MVD和 KDR mRNA的表达与 NSCLC的发生、发展、转移关系密切 ,可以作为

评估 NSCLC生物学行为及预后判断的指标 , KDR可能成为 NSCLC的一个潜在的抗血管生成治疗的靶

点。
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0　引言

肺癌的侵袭和转移是患者治疗失败和死亡的主

要原因 ,而新生血管的生成是肺癌侵袭和转移的解

剖学和生理学基础 ,血管内皮生长因子 ( Vascular

endothelial growt h factor , V EGF)及其受体22 ( Ki2
nase domain2containing receptor , KDR/ V EGFR2
2/ Flk21)在促进内皮细胞的分裂与增殖 ,促进血管

生成中起着关键作用。

本研究应用原位分子杂交技术检测非小细胞肺

癌 ( Non2small cell lung cancer , NSCL C) 中 KDR

mRNA的表达 ,应用免疫组化 S2P法检测微血管密
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度 (Microvascular density , MVD)的表达 ,试图探讨

KDR mRNA 的表达对 MVD 的影响 ,以及 KDR

mRNA 表达与临床病理特征及预后的相关性 ,以探

测 KDR的作用机制 ,为 NSCL C的抗血管生成治疗

提供理论依据。

1　材料与方法

1 . 1　临床资料　选用 1999 年 3 月至 2000 年 3 月

我院心胸外科手术切除并经病理学确诊的 NSCL C

标本 62例 ,其中男 44例 ,女 18例 ;年龄 37～76岁 ,

平均55 . 9岁。所有患者术前均未行放疗和化疗 ,经

影像学检查确认无远处转移。按 W HO《肺肿瘤组

织学分型》(1981 )标准 ,包括肺鳞癌 27 例 ,肺腺癌

35例。组织学分级为Ⅰ级 7例 ,Ⅱ级 25例 ,Ⅲ级 30

例。按 U ICC (1997 )肺癌分期标准 ,包括 Ⅰ期 17

例 ,Ⅱ期 10 例 ,Ⅲ期 33 例 , Ⅳ期 2 例。肿瘤长径为

1 . 8～11 . 0 cm ,平均 5 . 0 cm。有淋巴结转移 39 例 ,

无淋巴结转移 23 例。其中 42 例有完整随访资料 ,

生存期≤5年者 32例 , > 5年者 10例。另选同期肺

良性瘤样病变 16例 (其中结核球 11 例 ,炎性假瘤 3

例 ,浆细胞肉芽肿 1 例 ,纤维软骨脂肪瘤 1 例)组织

标本作对照。

1 . 2　主要试剂　CD34 鼠单抗、免疫组化 S2P试剂

盒和 DAB显色试剂购自福州迈新生物技术开发有

限公司 , KDR mRNA 原位杂交试剂盒购于武汉博

士德生物工程有限公司。

1 . 3　实验方法 　石蜡块标本制成 4μm切片 ,原位

分子杂交采用胃蛋白酶暴露 mRNA核酸片断 ,参照

试剂说明书进行 ,以细胞胞质内出现棕黄色颗粒为

阳性杂交信号 ,少量胞核也有阳性信号 ,无阳性信号

为阴性。免疫组织化学染色程序按 S2P试剂盒说明

书进行 ,同时用已知的阳性切片在同条件下染色作

为阳性对照 ,用 PBS代替一抗作为空白对照。

肿瘤 MVD的测量应用 HPIAS - 2000 型全医

学彩色图像分析系统分析处理。参照 Weidner 方

法[ 1 ] ,先在低倍光镜 ( ×20 ,×100)下扫描整张切片 ,

确定 3个高血管密度区 ,即“热点”,再在高倍镜 ( ×

400)下计数被染成黄色的微血管数目 ,结果用 3 个

高倍镜视野下微血管数目的平均数表示。

1 . 4　统计学处理　使用 SPSS 11 . 5统计软件包 ,两

个均数之间的比较用 st udent t 检验 ,计数资料用χ2

检验 。

2　结果

2 . 1　MVD 与 NSCL C　NSCL C组织内微血管密

度分布 ,相互间联系紧密 , MVD 平均为 43 . 78 ±

12 . 46 ;肺良性瘤样病变微血管分布均匀且少 ,MVD

平均为7 . 42 ±4 . 12 ,NSCL C较肺良性瘤样病变显

著升高 ( P < 0 . 01) (表 1) 。从表 1还可以看出 ,肺腺

癌组织 MVD 明显高于鳞癌组织 ( P < 0 . 05 ) , Ⅲ+

Ⅳ期组 MVD 明显高于 Ⅰ+ Ⅱ期组 ( P < 0 . 05) ,有

淋巴结转移组 MVD 明显高于无淋巴结转移组 ( P

< 0 . 05) ,而不同组织学分级与肿瘤大小间无显著性

差异。

2 . 2　KDR mRNA 与 NSCL C　KDR mRNA 阳性

信号以胞质出现棕黄色或棕褐色颗粒判断 (图略) 。

由表 1 可见 , KDR mRNA 表达在肺癌高、中、低分

化组织中依次上调 ,低分化、中分化肺癌组织中阳性

表达率较高分化显著升高 ,差异有显著性 ( P <

0 . 05) 。TNM分期 Ⅲ+ Ⅳ期病例中 KDR mRNA

表达阳性率 80 % ( 39/ 45 ) 高于 Ⅰ + Ⅱ期病例的

58 . 82 %(10/ 17) ,差异有显著性 ( P < 0 . 01 ) 。有淋

巴结转移者表达阳性率较阴性组差异有显著性 ( P

< 0 . 05) 。肿瘤大小间 KDR 的阳性表达率差异也

有显著性 ( P < 0 . 05) 。而 KDR mRNA 表达阳性率

与肺癌的病理类型无明显相关关系 ( P > 0 . 05) 。

2 . 3 　MVD 和 KDR mRNA 表达与 NSCL C 预后

从表 1 可见 ,生存期 < 5 年组的 MVD 明显高于生

存期 > 5 年组 ( P < 0 . 01) ;同样 ,生存期 < 5 年组的

KDR mRNA的阳性表达率亦明显高于生存期 > 5

年组 ( P < 0 . 05) 。

表 1　MVD、KDR mRNA和 NSCLC临床生物学的关系

项目 n
MVD
�x ±s

P

KDR mRNA

阳性
例数
阳性率

( %)

P

组织类型

　癌组织 62 43 . 78±12 . 46 < 0 . 01 49 79 . 03 % < 0 . 01

　良性瘤样病变 16 7 . 42±4 . 12 2 12 . 5 %

　鳞癌 27 35 . 87±11 . 89 < 0 . 01 20 74 . 1 % > 0 . 05

　腺癌 35 49 . 01±9 . 63 29 82 . 9 %

组织学分级

　高分化 7 40 . 51±12 . 26 > 0 . 05 3 42 . 9 % < 0 . 05

　中分化 25 42 . 01±12 . 43 20 80 . 0 %

　低分化 30 45 . 87±12 . 49 26 86 . 7 %

病理分期

　Ⅰ+ Ⅱ 27 36 . 47±10 . 41 < 0 . 01 16 59 . 23 % < 0 . 01

　Ⅲ+ Ⅳ 35 48 . 54±11 . 41 33 94 . 29 %

肿瘤大小

　≤3cm 17 42 . 70±12 . 99 > 0 . 05 10 58 . 82 % < 0 . 05

　> 3cm 45 44 . 83±11 . 35 39 80 %

淋巴结转移

　无 23 33 . 78±8 . 52 < 0 . 01 14 60 . 87 % < 0 . 05

　有 39 48 . 89±10 . 96 35 89 . 74 %

生存时间

　≤5年 32 44 . 83±11 . 52 < 0 . 01 30 93 . 75 % < 0 . 05

　> 5年 10 33 . 22±9 . 96 1 10 %

2 . 4 　MVD 与 KDR mRNA 表达的关系 　62 例
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NSCL C中 , KDR mRNA ( + ) 49 例 , KDR mRNA

( - ) 13 例 ; KDR mRNA ( + )者 MVD 为51 . 72 ±

6 . 71 , KDR mRNA ( - )者 MVD为 44 . 03 ±10 . 84 ,

KDR mRNA表达阳性者 MVD较 KDR mRNA 表

达阴性者明显升高 ( P < 0 . 01) ,见表 2。

表 2　KDR的表达与微血管密度( MVD)的关系

KDR n MVD(个/ 0 . 1024mm2) F t P

阳性组 49 51 . 72±6 . 71 5 . 638 3 . 196 < 0 . 01

阴性组 13 44 . 03±10 . 84

3　讨论

肿瘤的血管新生成是一个包括血管内皮溶解 ,

内皮细胞增殖和迁移及血管腔形成的复杂过程 ,并

且是由促进和抑制血管生成的正负相关因子共同调

控的复杂过程。在生理状况下 ,正负因子处于平衡

状态。而肿瘤在其生长、演进过程中分泌促血管生

成的相关因子 ,将平衡打破 ,诱导血管新生。肿瘤血

管生成过程中 V EGF 及其受体 KDR起重要作用。

V EGF基因显性阴性研究表明 KDR 与血管岛、血

管形成和造血有关 ,提示 KDR 是血管生成的主要

调控因子[ 2 ]。V EGF具有强烈的诱导血管内皮细胞

表达其受体的作用 ,V EGF及其受体通过自分泌或

旁分泌途径 ,联合调控内皮细胞分化与血管形成。

由于实体瘤的生长与转移对血管新生的依赖性 ,

V EGF及其受体已成为近年来抗治疗血管生成的重

要研究靶点。

本研究结果显示 , NSCL C 中 MVD 和 KDR

mRNA表达明显高于肺良性瘤样病变 ( P < 0 . 05) ,

MVD随 KDR表达增强而增多 ,两者呈正相关 ,与

Koukourakis等[ 3 ]报道一致。提示在 NSCL C中存

在着活跃的血管生成 , KDR 作为 V EGF 的最重要

的功能受体 , KDR在介导肿瘤血管新生方面起重要

的作用。

KDR在肿瘤组织中的表达水平与肿瘤患者预

后的关系 ,目前仍然存在较大的争议 , Delmotte

等[ 4 ]进行的 meta 分析发现 , V EGF 可以作为预测

NSCL C患者的预后指标 ,而 KDR 作为 NSCL C患

者的预后指标的证据不足 ,但 Decaussin 等[ 5 ]的研

究表明 , KDR mRNA 的表达水平与肺癌组织中的

血管生成呈正相关 ,而与 NSCL C患者的生存期呈

负相关。本研究发现 , KDR mRNA 表达水平与

NSCL C患者的生存期呈负相关 ,且可以作为预测

NSCL C的预后指标。

综上所述 ,肺癌组织中 KDR mRNA 表达明显

高于良性病变组织 ,且与肺癌大小、淋巴结转移状况

和 P TNM分期呈正相关 ( P < 0 . 01) ,而与癌细胞分

化程度呈负相关。KDR mRNA 阳性表达组的 5 年

生存率显著低于阴性表达组 ,从而提示 KDR 参与

了肺癌的发生发展 ,与肺癌的恶性程度密切相关 ,可

以作为肺癌生物学行为的一项评估指标。而且

KDR mRNA的表达阳性者较 KDR mRNA 表达阴

性者的 MVD 数目显著增加 ,提示 KDR 可能成为

NSCL C的一个潜在的抗血管治疗的靶点。
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