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Abstract:Objective　Toinvesti gatetheex pressionofVEGF 2C、FLT24、cPKCinhumanlun gcancerandits

clinicalsi gnificance. Methods　Immunchistochemicaltechni queswasusedtodetecttheex pressionofVEGF 2
C、FLT24、cPKCoftumorin93casesoflun gcellcancer. Results　Theex pressionofVEGF 2CandFLT 24here

arenotsi gnificantlydifferenceamon gdifferenttissuet ypes,andcPKCiscorrelationbetweenwelldifferentiated

and poordifferentiated.Theex pressionofthreefactorsinthesecondsta gelun gcancerwasmorethanthefirst

stagelun gcancer.Thethreefactor positiveratewassi gnificantlyhi gherinlun gcancerwithl ymphnodes

metastasisthanthatwithout. Conclusion　ExpressionlevelofVEGF 2C、FLT24、cPKCareassociatedwith

lymphnodemetastasis,tumor progressionoflun gcancerandcorrelatedwellamon gtheex pressionofthreefac 2
tor.
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摘　要 :目的　研究转移相关基因 VEGF2C、FLT24、cPKC 在肺癌中的表达及其临床意义。方法　应用

免疫组化方法检测 93例肺癌中的 VEGF2C、FLT24、cPKC 的表达情况。结果　VEGF2C、FLT24在肺癌

的不同组织类型之间无明显差异 ;cPKC 在高分化组与低分化组之间有统计学意义 ;但晚期病例三者表

达均高于早期病例 ;三者的阳性表达率在淋巴结转移组明显高于无淋巴结转移组。结论 　VEGF2C、

FLT24、cPKC与肺癌的淋巴结转移密切相关 ,三者之间有高度的相关性。
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0　引言

当前有关肿瘤淋巴结转移相关因子的研究仍处

于起始阶段。血管内皮生长因子2C ( vascularen 2
dothelial growthfactor 2C,VEGF 2C)是近几年发现的

VEGF 家族中的新成员 ,一个与 VEGF 不同的内皮

细胞生长因子 ,VEGF 2C 的受体有 VEGFR 22 和

VEGFR23 ( FLT24) ,VEGF 2C 对 FLT24 优先结合。

蛋白激酶 C (proteinkinaseC,PKC )由 12 种具有不

同生物学特性的同工酶组成 ,经典型 PKC (classi2
cal,cPKCs ) :由α、βⅠ、βⅡ、γ组成 ,激活时需依赖

Ca2+ 、DG和磷脂酰丝氨酸或佛波酯 ;作为细胞内信

号传导的重要递质 ,在肿瘤发生、发展、转移等方面

发挥重要作用。既往对 VEGF2C、FLT24 的研究多

集中于甲状腺癌、乳腺癌、肠癌等 ,在肺癌方面国内

尚未见报道。

1　材料和方法

1.1 　标本收集

收集 1995 年 1 月～2000 年 12 月大连医科大

学附属第一、第二医院原发性肺癌手术切除标本 93

例。标本均经 10% 福尔马林固定 ,常规石蜡包埋 ,

连续 5μm厚度切片 ,经 HE 染色观察、病理学分级

和 TNM 分期。其中鳞癌 29 例 ,腺癌 32 例 ,支气管

肺泡细胞肺癌 15 例 ;小细胞癌 17 例 ;早期 ( T1～2

N1～2 M0 ) 61 例 ,晚期 ( T2～3 N2～3 M0～1 ) 32 例 (按

1997 年最新国际抗癌联盟标准) ,有淋巴结转移者

56例 ,无淋巴结转移者 37例。

1.2 　方法

采用常规 SABC免疫组化法。兔抗人 VEGF2
C、FLT24、单克隆抗体 ( IgG型) 、鼠抗人 cPKC 的多

克隆抗体 ( IgG型) 、正常山羊血清封闭液、山羊抗兔

IgG二抗、SABC等均购自武汉博士德生物技术公

司 ,工作浓度 1∶100, 染色前用 0.05% 的胰蛋白酶

37℃消化 20min。

1.3 　结果判定及统计学处理

VEGF2C表达定位于细胞膜或细胞浆 ,呈清晰

棕黄色细颗粒。根据阳性细胞染色范围及强度分为

4级 :“ - ”为无明显阳性细胞 ;“ +”为阳性细胞

<25% ;“++ ”为阳性细胞在 25%～75%之间 ;“ +

++ ”为阳性细胞 >75%, 染色较强者。实验数据采
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用秩和检验、χ2 检验等。所有统计学处理均在

SPSS 10.0 软件上完成 , P < 0.05 有统计学意义。

2　结果

2.1 　VEGF2C、FLT24、cPKC 在肺癌不同病理分级、

临床分期、淋巴结转移之间的表达

VEGF2C、FLT24、cPKC 阳性表达呈棕黄色颗粒

状 ,位于细胞膜/细胞浆内。VEGF2C在肺癌不同组

织类型之间表达依次为鳞癌75.9% 、腺癌 75% 、肺

泡细胞癌73.3% 、小细胞癌5.9% ;鳞癌、腺癌的高分

化组多为“ - ”级至“+”级反应 ;低分化组多为“ +”

级至“+++ ”级反应 ;晚期病人 VEGF2C表达率为

82.7% ,高于早期病人的 69.4% ( P > 0.05 ) 。

VEGF2C在淋巴结转移组的阳性表达率73.7% ,显

著高于无转移组的表达率44.4% ( P < 0.05 ) 。

FLT24鳞癌、腺癌、肺泡细胞癌中表达率分别为

34.5% 、34.4% 和33.3% ,小细胞癌中仅有 1例弱表

达 ;淋巴结转移组较无转移组显示出多的“ ++ ”级

至“+++ ”级反应 ,表达率为35.1% ,高于无转移组

19.4% ( P < 0.05 ) 。

cPKC 在小细胞癌的表达率为82.4% ,高于肺

泡细胞癌的73.3% 、鳞癌的72.4% 和腺癌的 69%;

高分化组多为“ - ”级至“+”级反应 ;低分化组多为

“++ ”级至“ +++ ”级反应 ;晚期病人表达率为

79.3% ,高于早期病人的65.3% ;淋巴结转移组多为

“++ ”级至“ +++ ”级 ,非转移组多为“ +”级至“ +

+”级反应 ,表达率为84.2% ,显著高于无转移组的

55.5% ( P < 0.05 ) ,见表 1。

2.2 　肺癌组织中 VEGF2C的表达与 cPKC 表达的

关系

肺癌组织中 VEGF2C的表达与 cPKC 表达二者

间的χ2 = 23.3 , P = 0.0001 ,VEGF 2C与 cPKC 之间

有高度的相关性 ,见表 2。

3　讨论

3.1 　VEGF2C、FLT24与肺癌的表达及意义

VEGF2C由 Joukov 等[1] 1996 年从人类前列腺

癌细胞株 PC23的 cDNA 文库中克隆并分离提纯出

来。最近国外已有报道 ,在人类许多恶性肿瘤包括

甲状腺癌、前列腺癌、结肠癌、宫颈癌等原发癌组织

中 VEGF2C的表达与区域淋巴转移显著相关。但

也有实验证明 ,VEGF 2C、FLT24 信号通路 ,也可促

进某些实体肿瘤血管生成并与血管转移有一定的关

系 ,具体机制不清[2] 。

　　关于VEGF 2C、FLT24在肺癌中的表达国外仅

表 1　93例不同病理临床特征肺癌 VEGF2C、

FLT24、cPKC蛋白表达

组织学类型 例数
染色结果

- + ++ +++
阳性率

( %)

鳞癌
　VEGF2C 高分化 13 4 5 2 2 69.2

低分化 16 3 4 4 5 81.2

　FLT24 高分化 13 9 3 1 0 30.8

低分化 16 10 2 2 2 37.5

　cPKC 高分化 13 5 3 2 3 61.5

低分化 16 3 4 3 6 81.2 3

腺癌
　VEGF2C 高分化 16 5 6 2 3 68.7

低分化 16 3 6 3 4 81.3

　FLT24 高分化 16 11 2 2 1 31.3

低分化 16 10 2 3 1 37.5

　cPKC 高分化 16 6 5 2 3 62.5

低分化 16 4 2 4 6 75.0 3

肺泡细胞癌
　VEGF2C 15 4 1 4 6 73.7

　FLT24 15 10 2 2 1 33.3

　cPKC 15 4 1 4 6 73.3

小细胞癌
　VEGF2C 17 16 0 1 0 5.9

　FLT24 17 16 1 0 0 5.9

　cPKC 17 3 2 5 7 82.3

临床分期
　VEGF2C 早期 61 27 18 8 8 55.7

晚期 32 8 4 8 12 75.0

　FLT24 早期 61 46 8 5 2 24.6

晚期 32 20 4 5 3 37.5

　cPKC 早期 61 17 15 15 14 72.1

晚期 32 8 2 5 17 75.0

淋巴结转移
　VEGF2C 无转移 36 20 8 6 2 44.4

有转移 57 17 10 10 15 73.7 3

　FLT24 无转移 36 29 4 3 0 19.4

有转移 57 37 8 7 5 35.1 3

　cPKC 无转移 36 16 9 6 5 55.5

有转移 57 9 8 14 26 84.2 3

　　3 : P < 0.05

表 2　肺癌组织中 VEGF2C的表达与 cPKC表达的相关性

VEGF2C
cPKC

阴性 阳性

阴性 15 8

阳性 6 47

有 1例报道 ,而国内尚无报道。本实验通过对 93例

肺癌的研究发现 ,有 58 例 VEGF2C表达呈阳性 ,22

例 FLT24 表达呈阳性 ,VEGF 2C、FLT24 表达在鳞

癌、腺癌、支气管肺泡癌之间无统计学上的差异。高

分化型的鳞癌、腺癌两者的阳性率低于低分化型 ,晚

期病例 VEGF2C表达与早期病例相比较无相关性 ,

但二者与淋巴结转移密切相关 ,即在发生淋巴结转

移的肺癌中高表达 ,且与无淋巴结转移组之间有显
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著差别。Kajita 等[3]检测了 62 例非小细胞肺癌亦

揭示 :VEGF 2C在鳞癌中的表达略高于腺癌 ,FLT 24

在部分癌细胞当中表达 ,二者与不同组织类型、临床

分期、肺癌的分化程度并未呈现具有统计学意义的

差异 ,只是在原发癌与转移组间表现出明显的差别 ;

且发现 VEGF2C与 FLT24 之间存在一定的协同关

系 ,即 VEGF2C表达较高者 FLT24 表达亦强烈 ,两

者之间存在相关性。这与本试验得出的结论相一

致。Tsurusaki [4]的实验证实 ,FLT 24 基因表达主要

局限在淋巴管内皮细胞内和邻近边缘肿瘤细胞当

中 ,且随着侵润深度其表达密度递增 ,VEGF 2C、

FLT24 表达增高与癌周淋巴管数目增加相一致 ,但

微血管密度并无改变。这与上述文献[2] 实验结果

有分歧 ,Joukov [1]认为 VEGF2C促进血管生成可能

与 VEGFR 22有关 ,而与 FLT24 的关系不大。看来

FLT24 与其配体 VEGF2C的结合是否与血管生成

有关 ,尚需要研究证实。

值得注意的是 ,本实验发现 VEGF2C在非小细

胞肺癌和小细胞肺癌表达之间有差异 ,在 17例小细

胞肺癌中只有 1 例呈现阳性表达 ,是否因为小细胞

肺癌来源于神经外胚层、许多属性与非小细胞肺癌

不同有关 ,尚难以定论。

3.2 　cPKC 与肺癌的表达及意义

早期 ,Jones 等[5] 在研究人小细胞肺癌细胞株

NCI2H345细胞时 ,发现 cPKC2α能引起细胞周期异
常 ,导致肺癌的发生。本实验通过 93例肺癌的研究

发现 ,cPKC 阳性表达率为76.3% ,在肺鳞癌表达阳

性率轻度高于腺癌 ,小细胞癌表达最强 ,但之间无明

显差异 ;低分化肺癌较高分化肺癌 cPKC 过度表达

更明显 ;中晚期肺癌亦较早期肺癌明显过度表达

cPKC。即往有研究证实 ,肺鳞癌中 PKC 表达无论

从蛋白水平还是从 mRNA 水平均显著高于腺癌和

大细胞癌。进一步观察到低分化肺癌较中～高分化

肺癌 PKC2βⅡ过度表达更明显。中晚期肺癌亦较早
期肺癌 PKC2βⅠ明显过度表达。
在本实验 57例淋巴转移的肺癌组织中有 48例

cPKC表达阳性 (84.2% ) ,在无淋巴转移组中 36例有

20例表达阳性 (55.5% ) ,两组间存在显著的统计学意

义。Dennis[6]在体外观察到转染了反义 PKC2αmRNA

的黑色素瘤细胞的转移率较对照组降低 75%。PKC

促癌增殖与侵袭的具体机制可能是 PKC提高肿瘤自

分泌移动因子 (autocrinemotalit yfactor,AMF )的亲和

力 ,增加肿瘤细胞的侵袭能力 ,或者通过改变肿瘤细

胞与胞外基质的黏附性 ,如 :与 MMP21、MMP22等表

达的协同性 ,影响肿瘤的转移。

3.3 　VEGF2C、FLT24、cPKC 与肺癌

VEGF2C/FLT 24自分泌通路可以活化细胞内

不同的信号系统 ,产生级联反应 ,使 DNA 有丝分裂

增强 ,导致细胞增殖。cPKC 作为细胞内传导的重

要递质 ,其活化至关重要。那么 VEGF2C/FLT 24与

cPKC 有什么内在联系呢 ? 表 1、2 结果分析表明。

在肺癌组织中 cPKC 表达阳性率高于 VEGF2C、

FLT24的表达 ;在肺癌分化程度、病理分期、淋巴结

转移方面显示出与 VEGF2C、FLT24表达的一致性 ,

即在低分化组、晚期病例和淋巴结转移组均显示出

较多的“++ ”级至“+++ ”级反应 ,阳性表达率均高

于高分化组、早期病例和无转移组 ,尤其在淋巴转移

组 ,三者表达明显有协同性 ,VEGF 2C、FLT24 表达

较高者 cPKC 表达亦强烈 ,统计学上提示有显著意

义的差别。由此我们可以得出 :VEGF 2C 与受体

FLT24结合 ,诱导 VEGFR 23酪氨酸激酶磷酸化 ,激

活 PKC信号传导系统 ,最终导致细胞增殖。在我们

实验中 cPKC 为普通型包括2α、2βⅠ、2βⅡ,由前述文

献可见 ,不同的 cPKC 亚型在肺癌不同组织类型、分

化程度及病理分期中表达强度是可变的。同样 ,在

不同的条件下 ,表达的 cPKC 亚型亦不同。

通过本实验 ,VEGF 2C、FLT24、cPKC 协同表达

上升已得到确认 ,但 VEGF2C/FLT 24究竟由何种亚

型介导胞外信息传至核内产生效应的 ;反之 ,不同的

cPKC 亚型由于其在肺癌组织中表达强度的不同是

否也影响 FLT24与其配体之间的亲和性 ,尚需进一

步探讨证实。
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