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Abstract :Objective 　 To study the correlation of EGFR、c2erbB22 and V EGF expression in colorectal car2
cinoma and their significances to clinicopathological character. Methods 　We studied the expression level

of EGFR、c2erbB22 and V EGF in 61 cases of colorectal carcinoma by Envision method and analysed the

correlation of the expression level and colorectal carcinoma clinicopathological character by Multiple linear

regression. Results 　The respectively high expression rate of EGFR、c2erbB22 and V EGF was 49 . 2 % ,

73 . 8 % and 70 . 5 %. Multiple linear regression shows that the high expression of EGFR、c2erbB22 and

V EGF were related with the tumor size、lymph nodes metastasis、liver metastasis and Dukes’ stages , but

not correlated with gender and age. Conclusion 　The result s suggest that the high expression of EGFR、

c2erbB22 and V EGF is an useful tool for p roviding information about the malignant degree , prognosis ,

and may be as a gaiding in postoperative chemotherapy selection for patient s with colorectal carcinoma.
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摘　要 :目的 　研究 EGFR、c2erbB22 和 V EGF 在大肠癌中的表达及其与临床病理特征的关系。方法 　

应用免疫组化 Envision 方法检测 61 例大肠癌组织中 EGFR、c2erbB22 及 V EGF 的表达水平。以多重线

性回归分析上述基因表达水平与临床病理特征的关系。结果 　61 例大肠癌中 EGFR、c2erbB22 和

V EGF 的阳性表达率分别为49 . 2 %(30/ 60) 、73 . 8 %(45/ 61) 和70 . 5 %(43/ 61) , 多因素分析显示它们分

别与肿瘤大小 ,淋巴结、肝脏转移及 Dukes 分期相关 ,而与病人的性别和年龄无关。结论 　EGFR、c2
erbB22 及 V EGF 可作为临床判定大肠癌恶性程度及评估预后的指标 ,对指导术后化疗或靶向治疗具有

一定的意义。
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0 　引言

大肠癌是消化道常见的恶性肿瘤之一 ,每年全

世界约有 50 万人发病 ,在西方国家大肠癌死亡率仅

次于肺癌和乳腺癌 ,居恶性肿瘤死亡率第 3 位 ;1990

～1992 年中国 1/ 10 人口死因抽样调查结果显示 ,

中国大肠癌的年死亡率为 5 . 30/ 10 万 ,居恶性肿瘤

死因第 5 位。根据患者的肿瘤大小、临床分期、淋巴

结状态、肿瘤组织学分级等指标来判断病情发展及

预后已得到广泛应用。但近年随分子生物学迅速发

展 ,一些蛋白质分子生物标记应用于恶性肿瘤的预

后判断[ 1 ] 。本实验应用免疫组化方法检测大肠癌中

EGFR、c2erbB22 及 V EGF 的表达 ,旨在进一步探讨

它与大肠癌的临床病理特征的关系 ,为大肠癌的诊

断、治疗及预后判断提供客观的参考指标。

1 　资料与方法

1 . 1 　临床资料

收集上海市长征医院 2002 年 12 月～2003 年

12 月的大肠癌手术标本 61 例 ,经 10 %中性福尔马

林固定后 ,常规石蜡包埋切片。其中男 34 例 ,女 27

例 ,年龄 26～83 岁 ,平均年龄56 . 9岁。按 Dukes 分

期 ,A + B 期 20 例 ,C + D 期 41 例 ;有淋巴结转移 23

例 ,无淋巴结转移 38 例 ;有肝转移 4 例 ,无肝转移

57 例 ;高分化 2 例 ,中分化 53 例 ,低分化 6 例 ;肿瘤
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大小 ≤5 cm 40 例 , > 5 cm 21 例。

1 . 2 　试剂

(1) 鼠抗人 c2erbB22/ H ER22/ 原癌基因蛋白单

克隆抗体 (上海长岛生物技术有限公司产品 ,产品编

号 :R20196 ;克隆号 : e224001 + 3B5) ; (2 ) 抗人 EG2
FR 单克隆抗体 (福州迈新生物技术开发有限公司

产品 ,产品编号 : MAB20196 ;克隆号 : EGFR/ 113 ) ;

(3)抗人 V EGF 单克隆抗体 (福州迈新生物技术开

发有限公司产品 ,产品编号 : MAB20243 ;克隆号 :

J H121) 。

1 . 3 　方法及分级标准

采用免疫组化 Envision 法。主要步骤 : (1) L2
L ysine 处理玻片 ; (2)连续石蜡切片 4μm ,60 ℃烘干

1 h ; (3)常规脱蜡、水化组织切片 ; (4) 预处理组织切

片 ; ( 5 ) 切片用蒸馏水洗 1 ×3 min , PBS 洗 2 ×3

min ;6 . 3 % H2 O2 阻断内源性过氧化物酶 ,孵育 10

min ; (7) PBS 洗 3 ×3 min ; (8) 滴加第一抗体 ,置湿

盒内 4 ℃过夜 ; (9) PBS 洗 3 ×3 min ; (10)滴加 Envi2
sion TM 孵育 30 min ; (11) TBS 洗 3 ×3 min ; (12 )

DAB 显色 5～10 min ; (13)苏木精复染 ,常规脱水透

明、中性树脂封片。

染色结果判定 :细胞膜或胞浆呈淡棕色为 1 分 ,

棕黄色 2 分 ,棕褐色 3 分 ;阳性细胞数 ≤25 %为 1

分 ,26 %～50 %为 2 分 ,51 %～74 %为 3 分 , ≥75 %

为 4 分 ;染色的评分与阳性细胞数评分相加 ,0～1

分 ( - ) ,2～3 分 ( + ) ,4～5 分 ( + + ) ,6～7 分 ( + +

+ ) ;最后得分以 4～7 分为高表达。

1 . 4 　统计学方法

采用 SPSS 13 . 0统计分析软件 ,分别以 c2erbB2
2、EGFR、V EGF 为应变量 ,以肿瘤大小、淋巴结转

移、肝脏转移、Dukes 分期、性别、年龄为自变量进行

多重线性回归分析。

2 　结果

2 . 1 　c2erbB22、EGFR、V EGF 在大肠癌中的表达

　　61 例大肠癌中 45 例 (73 . 8 %) c2erbB22 阳性表

达 ,其主要分布于上皮细胞膜 ,见图1 ;在恶性组织中

呈阳性表达而临近的正常组织呈阴性表达 ,见图 2 ;

61 例大肠癌中 30 例 (49 . 2 %) EGFR 阳性表达 ,其

主要分布于上皮细胞膜 ,见图 3 ;61 例大肠癌中 43

例 (70 . 5 %) V EGF 阳性表达 ,其主要分布于上皮细

胞的胞浆 ,见图 4。

2 . 2 　c2erbB22、EGFR、V EGF 的表达与大肠癌临床

病理特征的关系

按α= 0 . 10水准 ,在 3 种分析中性别、年龄被剔

除 ,共引入肿瘤大小、淋巴结转移、肝脏转移、Dukes

分期等 4 个变量。各偏回归系数见表 1。

表 1 　4 个自变量的偏回归系数值表

应变量

偏回归系数 b

肿瘤
大小

淋巴结
转移

肝脏
转移

Dukes
分期

c2erbB22 0 . 081 0 . 098 0 . 065 0 . 078

EGFR 0 . 089 0 . 069 0 . 076 0 . 083

V EGF 0 . 099 0 . 079 0 . 084 0 . 039

　　用逐步回归法筛选变量 ,按α= 0 . 10水准 ,在以

上的 3 种分析中性别、年龄被剔除 ,共引入肿瘤大

小、淋巴结转移、肝脏转移、Dukes 分期等 4 个变量 ,

对各偏回归系数进行统计学检验 , t 值均大于查表

所得 t 值1 . 671 ,见表 2 ,故 P < 0 . 10 ,可认为 c2erbB2
2、EGFR 及 V EGF 三者在大肠癌中的表达与肿瘤

大小、淋巴结转移、肝脏转移及 Dukes 分期有关 ,而

与性别、年龄无关。

表 2 　3 组分析中 ,4 个自变量的

偏回归系数 b经假设检验的 t 值表

应变量

偏回归系数 b 经假设检验的 t 值 (α= 0 . 10 ,双侧)

肿瘤
大小

淋巴结
转移

肝脏
转移

Dukes
分期

c2erbB22 1 . 986 2 . 356 1 . 866 2 . 145

EGFR 1 . 783 2 . 214 2 . 142 2 . 563

V EGF 1 . 899 1 . 975 2 . 356 1 . 856

3 　讨论

EGFR属于erbB酪氨酸蛋白激酶家族 ,该家族

的成员包括 erbB1、2、3 和 4。erbB1 也称为 EGFR ,

图 1 　大肠癌组织中 c2erbB22 阳性表达 　　　图 2 　c2erbB22 在恶性组织及临近正常组织中的表达

图 3 　大肠癌组织中 EGFR表达阳性 图 4 　大肠癌组织中 VEGF表达阳性 (均用 Envision 法 ×300)
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是具有酪氨酸激酶活性的 erbB 家族的典型成员之

一 ,能够被配体激活[ 2 ,3 ] 。EGFR 主要自主结合配体

有 EGF 和 T GF2α,它们是许多肿瘤中包括胃肠道

肿瘤 DNA 合成和细胞生长的主要催化剂 , EGFR

能与 EGF 及 T GF2α等有效结合 ,引起细胞增生 ;在

一定条件下 , EGFR 可能存在自身激活从而导致细

胞的异常增生 ,并在细胞的恶性转化中发挥重要作

用[ 4 ] 。

研究证实 ,EGFR 的表达和激活在恶性增殖中

起作用[ 5 ,6 ] ,且通过对细胞骨架的重构、黏附、移动、

表达及蛋白脂酶的活化等多种机制在肿瘤转移中起

重要作用[ 7 ] 。已有研究提示 EGFR 在结肠癌中过

表达可能与疾病病程晚有关[ 8 ] ,另外 EGFR 蛋白的

表达还与肿瘤的分级及肿瘤的侵袭性相关[ 9 ,10 ] ,并

与肠系膜淋巴结转移率高有关[ 11 ] 。

本研究结果显示 ,大肠癌组织中的 EGFR 阳性

表达率为49 . 2 % (30/ 61) , EGFR 的表达与肿瘤大

小、淋巴结转移、肝脏转移及 Dukes 分期相关 ,且相

关性由大到小的是肿瘤大小、Dukes 分期、肝脏转

移、淋巴结转移。在肿瘤病灶大、分期晚、有肝脏转

移或有淋巴结转移的肿瘤组织中 , EGFR 的表达高

于病灶小、分期早、无肝脏转移或无淋巴结转移者。

提示 EGFR 高表达的肿瘤可能具有更强的侵袭性。

正常情况下 c2erbB22 基因处于非激活状态 ,又

称原癌基因 ,参与细胞生长分化的调节。c2erbB22

和 EGFR 有近 50 %的同源性 ,同属 I 型生长因子受

体家族 ,在结构和功能上均相似 ,可以接受 EGF 样

物质的信息 ,刺激细胞增殖 ,具有酪氨酸激酶的活

性。当受到体内外某些因素作用后 ,其结构或表达

调控失常从而被激活 ,具有肿瘤转化活性。研究证

实 ,鸟红细胞增多症病毒的 c2erbB22 原癌基因产物

与 EGFR 的酶解肽段几乎完全一致 ,它在无配体存

在的情况下 ,可持续激活 EGFR 的蛋白激酶 ,使细

胞生长失控。

本实验中 c2erbB22 阳性表达率为73 . 8 % (45/

61) ,且 c2erbB22 的表达与肿瘤大小、淋巴结转移、

肝脏转移及 Dukes 分期相关。从结果中看出 , c2
erbB22 基因在肿瘤生长 ,转移的过程中也起着一定

的作用 ,但目前相关研究还不多 ,还需更进一步实验

来证实。

V EGF 是迄今所发现的最重要的促血管生成因

子 , 本研究结果为 61 例大肠癌组织中 V EGF 阳性

表达率为70 . 5 % (43/ 61 ) , V EGF 的表达与肿瘤大

小、肝脏转移、淋巴结转移及 Dukes 分期相关。随

着肿瘤的增大 ,肝脏的转移 ,淋巴结转移及 Dukes

分期的提高 ,V EGF 阳性率随之升高 ,这表明 V EGF

可能与大肠癌的发生、浸润、转移密切相关 ,其表达

愈强 ,大肠癌的侵袭性越强 ,提示 V EGF 可作为反

应大肠癌生物学行为的指标。其发生原因可能与

V EGF 可以诱发新生血管形成 ,这对肿瘤的生长 ,浸

润及转移有重要的作用。

以上 3 个基因的表达与大肠癌的病理学特征关

系并不是简单的线性累积关系 ,在某一特定阶段 ,可

能起着主导作用或者有协同作用 ,但还需进一步研

究证实。
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