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Abstract :Objective　To explore the correlation between the expressions of vascular endothelial growth

factor (V EGF) , basic fibroblast growth factor (bF GF) and some apoptosis p roteins including Fas , bax ,

bcl22 and bcl2xl in hepatocellular carcinoma ( HCC) . Methods　Thirty2eight cases (40 lesions) of HCC

verified by histopathology were studied. The expressions of V EGF , bF GF , Fas , bax , bcl22 and bcl2xl

were detected with immunohistochemical SP method , and the relationships among these proteins were an2
alyzed. Results　The positive rate of V EGF , bF GF , Fas , bax , bcl22 and bcl2xl was 77 . 5 % (31/ 40) ,

75 %(30/ 40) , 20 %(8/ 40) , 25 %(10/ 40) , 27 . 5 % (11/ 40) and 50 % (20/ 40) in HCC respectively. The

positive correlations between V EGF and bF GF , bcl22 and bcl2xl were found ( P < 0 . 01 respectively) . The

same result s were also found between bax and bcl22 , V EGF and bcl22、bax and bF GF ( P < 0 . 05 respec2
tively) . Conclusion　The angiogenesis and cell apoptosis in HCC may be regulated by the expressions of

V EGF , bF GF , Fas , bax , bcl22 and bcl2xl.
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摘　要 :目的　探讨肝细胞癌 (hepatocellular carcinoma , HCC)组织中血管内皮生长因子 (vascular endo2
thelial growth factor , V EGF) 、碱性成纤维细胞生长因子 (basic fibroblast growth factor , bF GF)以及凋

亡相关蛋白 Fas、bax、bcl22和 bcl2xl之间的关系。方法　对经病理证实的肝细胞癌 38例共 40个癌灶进

行分析 ,用免疫组化 SP法检测癌组织中 V EGF、bF GF、Fas、bax、bcl22和 bcl2xl的表达情况 ,分析它们之

间的相互关系。结果　V EGF、bF GF、Fas、bax、bcl22和 bcl2xl的阳性表达率分别为77 . 5 %(31/ 40) 、75 %

(30/ 40)、20 %(8/ 40)、25 %(10/ 40) 、27 . 5 %(11/ 40)和 50 %(20/ 40) 。V EGF与 bF GF、bcl22 与 bcl2xl之

间明显相关 ( P < 0 . 01) ,bax与 bcl22、V EGF与 bcl22、bax与 bF GF之间也存在一定的相关性 ( P < 0 . 05)。

结论　V EGF、bF GF和凋亡相关蛋白共同调控 HCC的血管生成和细胞凋亡。
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0　引言

原发性肝癌是我国第三位恶性肿瘤 ,其中肝细

胞癌 (hepatocellular carcinoma , HCC)为主要类型。

HCC的发生和发展不仅表现为细胞增殖与分化的

异常 ,同时也存在细胞凋亡的异常。研究证实 ,恶性

肿瘤发生、发展、浸润及转移的各阶段都依赖肿瘤新

生血管生成[ 1 ] ,而细胞凋亡也与肿瘤的血管生成有

一定的关系[ 2 ]。因此肿瘤细胞的凋亡与血管生成之

间存在着一定的联系 ,它们共同调节肿瘤的生物学

行为。HCC的血管生成和细胞凋亡受到多种相关

基因/蛋白的调控 ,本研究通过免疫组化 SP法对血

管内皮生长因子 ( vascular endothelial growt h fac2
tor , V EGF) ,碱性成纤维细胞生长因子 ( basic fi2
broblast growth factor , bF GF) 和凋亡相关蛋白

Fas、bax、bcl22和 bcl2xl的表达进行检测 ,探讨它们

之间的相互关系。

1　材料和方法

1 . 1　标本来源和处理

回顾性分析 1998年 1 月～2002 年 9 月手术切

除并经病理证实的 HCC 38例 (共 40个癌灶) ,其中

男 35例 ,女 5例 ,年龄 31～74岁 ,平均 49 . 2岁。全

部病例均有完整的临床资料 ,每例标本于病灶直径
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最大处取材 ,常规石蜡包埋后进行 4μm连续切片。

1 . 2　免疫组化染色

选用北京中山公司的 V EGF、bax、bcl22 和 bcl2
xl单克隆抗体及 SP免疫组化试剂盒和 Santa Cruz

公司的 bF GF 及 Fas 多克隆抗体进行免疫组化染

色 ,并设阴性对照片 ,实验步骤按试剂盒的说明进

行。

1 . 3　免疫组化染色的结果判定

V EGF和 bF GF免疫组化染色在瘤细胞胞浆内

出现棕黄色颗粒者为阳性细胞 (见图 1、2 ) ,凡阳性

细胞数≥30 %者为阳性表达 , < 30 %以及无着色者

为阴性表达。Fas免疫组化染色位于肿瘤细胞的胞

浆和/或胞膜 (见图 3) ,bax、bcl22、bcl2xl主要位于肿

瘤细胞胞浆 (见图 4～6 ) ,分别计数十个高倍 ( ×

400)视野 ,阳性细胞数≥20 %者为阳性表达 , < 20 %

者以及无着色者为阴性表达。

1 . 4　统计学处理

所有数据均使用 SPSS 11 . 5统计软件进行分

析 ,统计方法为χ2检验及 Fisher 精确概率检验法 ,

显著水平为0 . 05 (双侧) 。

2　结果

本组病例 HCC 癌组织中 V EGF、bF GF、Fas、

bax、bcl22 和 bcl2xl 的阳性表达率分别为 77 . 5 %

(31/ 40) 、75 %(30/ 40) 、20 % (8/ 40 ) 、25 % (10/ 40) 、

27 . 5 % ( 11/ 40 ) 和 50 % ( 20/ 40 ) 。在癌组织中当

V EGF表达增多时 bF GF 的表达也相应增加 ( P =

0 . 001 ,χ2 = 10 . 703) ; bcl22 与 bcl2xl 的表达也呈正

相关关系 ( P = 0 . 000 ,χ2 = 15 . 172 ) 。另外 ,当 bax

呈阳性和阴性表达时 , bcl22 的阳性表达率分别为

60 %(6/ 10 )和16 . 7 % (5/ 30 ) ,具有显著差异 ( P =

0 . 014 ,χ2 = 7 . 064 ) ,也是正相关。V EGF 与 bcl22、

bF GF与 bax之间分别具有正性相关关系 (分别为

P = 0 . 043 ,χ2 = 4 . 405和 P = 0 . 043 ,χ2 = 4 . 444) ,但

研究未发现 Fas分别与其他的 5种蛋白之间的相互

关系 ,见表 1。

表 1　 HCC组织中 VEGF、bFGF、Fas、bax、bcl22和 bcl2xl之间的关系

项目 例数
bax bcl22 bcl2xl V EGF bF GF

+ ( %) P + ( %) P + ( %) P + ( %) P + ( %) P

Fas - 32 7 (21 . 9) 3 7 (21 . 9) 3 16 (50) 3 25 (78 . 13) 3 24 (75) 3
+ 8 3 (37 . 5) 4 (50) 4 (50) 6 (75) 6 (75)

bax - 30 5 (16 . 7) 33 12 (40) 3 22 (73 . 33) 3 20 (66 . 67) 33
+ 10 6 (60) 8 (80) 9 (90) 10 (100)

bcl - 2 - 29 9 (31) 333 20 (68 . 97) 33 20 (68 . 97) 3
+ 11 11 (100) 11 (100) 10 (90 . 9)

bcl - xl - 20 13 (65) 3 13 (65) 3
+ 20 18 (90) 17 (85)

V EGF - 9 3 (33 . 3) 333
+ 31 27 (87 . 1)

　　注 : 3 P > 0 . 05 ; 33 P < 0 . 05 ; 333 P < 0 . 01

3　讨论

细胞凋亡与肿瘤的发生、发展密切相关 ,而血管

生成则对于肿瘤的生长和转移具有重要的意义。细

胞凋亡不仅与 HCC的发生、发展关系密切 ,而且也

影响 HCC的转移和血管生成 ,在此过程中有多种

相关调控基因或蛋白的参与。V EGF和 bF GF均为

特异性较高促血管生长因子 , Fas 和 bax 是凋亡诱

导蛋白 ,bcl22 和 bcl2xl 为凋亡抑制蛋白 ,本研究主

要探讨它们之间的相互关系。

V EGF是一种高度特异的内皮细胞有丝分裂

原 ,是目前所知作用最强的促血管生长因子 ,也是目

前发现唯一能增加血管通透性的强有效的因子。它

几乎在所有实体瘤细胞中都有过量表达 ,在 HCC

组织中可以检测到 V EGF121、V EGF165、V EGF189的

表达。F GF是具有血管活性的广谱促细胞分裂剂 ,

对于多种间质衍化细胞和内皮细胞均显示出促增殖

的作用。bF GF不仅促进内皮细胞的有丝分裂 ,还

促进细胞外基质降解并诱导内皮细胞脱离基质向肿

瘤区迁移。肝细胞癌是典型多血供的肿瘤 ,本组病

例 V EGF与 bF GF的表达率较高 ,提示这两种血管

生长因子共同促进 HCC 的血管生成 ;另外 ,在

V EGF阳性表达的病灶 ,bF GF的表达相应增加 ,这

也符合其他研究认为二者具有协同性的观点[ 3 ]。

Fas是细胞表面诱导凋亡的死亡受体 ,Fas通过

与其配体 FasL 结合 ,可将死亡信号传入细胞内。

Fas/ FasL 系统对于 HCC的发生、发展、预后有着极

为重要的作用。在本组病例中 , Fas分别与 V EGF、

bF GF、bax ,bcl22和 bcl2xl之间未见相关性 ,可能对
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于本组病例而言 Fas 独立发挥其促凋亡的作用。

bax与 bcl22 大约有 21 %的同源性 , bax 通过结合

bcl2xl及 bad以增加 bax/ bax总量来实现其促细胞

凋亡的作用[ 4 ]。李江等[ 5 ]通过体外实验研究发现 ,

bax可以诱导人肝癌细胞系 HCC29204 细胞发生凋

亡。本研究发现 ,bax的阳性表达率 25 % ,相对其他

的研究[ 6 ,7 ] ,本组病例 Fas和 bax的阳性表达率均偏

低 ,提示本组病例可能正处于增殖旺盛期 ,因此可能

Fas和 bax 的表达均受到一定的抑制。本组病例

bax与 bF GF的表达正相关 ,可能与当 bF GF表达

时同时诱导 bax蛋白的产生以筛除一些老化的肿瘤

细胞或表型类似正常的细胞从而共同促进肿瘤的生

长有关。

bcl22对细胞凋亡具有关键性调节作用 ,bax 与

bcl22的比例决定细胞的凋亡状态 : bcl22 表达水平

高于 bax 时 ,bcl22 形成同源二聚体 ,细胞凋亡受抑

制 ;bax表达水平高于 bcl22 时 ,则形成 bax同源二

聚体 ,凋亡增强 ; bcl22 和 bax 水平相当时 , bcl22 和

bax形成异源二聚体 ,凋亡终止[ 8 ]。本组病例显示

bax表达与 bcl22 的阳性表达呈正性相关。由于细

胞凋亡对肿瘤组织的生长具有选择压力 ,特别对于

那些获得了基因改变 (如 p53 突变)的细胞克隆 ,通

过凋亡筛除了一些老化的肿瘤细胞或肿瘤细胞增殖

过程中可能产生的一些表型类似正常的细胞 ,选择

更具有侵袭力、增殖旺盛的细胞克隆 ,促进肿瘤的发

生、发展 ,因此 bax的表达可能与此有关 ,与此同时

bcl22则发挥抑制其他肿瘤细胞凋亡的作用 ,二者共

同促进 HCC的生长。研究认为 bcl22 的过表达与

肿瘤的血管生成密切相关[ 9 ] ,我们也发现 ,V EGF与

bcl22之间存在着正性相关关系 ,表明 V EGF 的表

达可以上调 bcl22 的表达从而抑制 HCC肿瘤细胞

的凋亡 ,这与 Pidgeon等的结论一致[ 10 ]。

bcl2xl可使肿瘤细胞在无细胞生长因子的状态

下也不发生凋亡。Takehara 等[ 11 ]研究发现 bcl2xl

在肝癌组织中的表达水平明显升高 ,可抑制诸如血

清饥饿疗法、p53 激活等引起的细胞凋亡。本研究

显示 ,bcl2xl表达和 bcl22 的表达呈正性相关 ,说明

两种凋亡抑制基因共同抑制 HCC的细胞凋亡 ,促

进 HCC的快速生长。

(本文图见封 3)
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