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Abstract :Objective 　 To test the expressions of HIF21α, V EGF and counting microvascular density

(MVD) in HCCs , paratumor tissues and normal liver tissues and determine the relationship between the

former three factors and neoangiogenesis in HCCs. Methods 　SP method of Immunohistochemist ry was

used to detect the expression of HIF21α, V EGF and MVD in HCCs , paratumor tissues and normal liver

tissues. Results 　Statistical analysis revealed that HIF21α2positive and V EGF2positive stain rate were

higher in tumor tissue than that in tumor2surrounding tissue and in normal liver tissue ( P < 0 . 05) . Nu2
merical value of MVD was significantly higher in tumor tissue than that in tumor2surrounding tissue and

normal liver tissue ( P = 0 . 001) . HIF21αexpression is significantly higher in HCC with portal vein or bili2
ary duct tumor thrombosis than that in without . In poorly differentiated HCC HIF21α2positive stain ex2
pression is significantly higher than that moderately and well differentiated HCC ( P < 0 . 05) . V EGF ex2
pression is significantly higher in HCC with int rahepatic or lymphatic metastasis , and portal vein or bili2
ary duct tumor thrombosis than that in without respectively ( P < 0 . 05) . In tumor tissue samples with

both HIF21α2positive and V EGF2positive stain , the value of MVD is higher than that in both HIF21α2
negative and V EGF2negative stain tissue samples ( P = 0 . 001) . Conclusion 　HIF21α could accelerate an2
giogenesis by up2regulating V EGF expression , and then accelerate invasion and metastasis of HCC.
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摘 　要 :目的 　探讨 HIF21α、V EGF 的蛋白表达与肝细胞癌血管新生及侵袭转移特性之间的关系。方

法 　采用免疫组化 SP 法检测肝细胞癌、癌旁肝组织和正常肝组织中 HIF21α、V EGF 的表达 ,并计数

MVD 值。结果 　HIF21α在肝细胞癌中的阳性表达率为50 . 0 % ,显著高于癌旁 (16 . 1 %) 和正常肝组织

的 (8 . 3 %) ( P = 0 . 001) ; V EGF 在肝细胞癌中的阳性表达率为 80 % ,显著高于癌旁 (59 . 4 %)和正常肝组

织 (41 . 7 %) ( P = 0 . 044) ;肝细胞癌组织中 MVD 值显著高于癌旁和正常肝组织 ( P = 0 . 001) 。HIF21α蛋

白表达与有无门静脉或胆管癌栓及肿瘤分化程度有关 ( P < 0 . 05) ;V EGF 蛋白的表达与有无肝内或淋巴

结转移及有无门静脉或胆管癌栓有关 ( P < 0 . 05) 。HIF21α与 V EGF 表达有关 ( P = 0 . 005) ; HIF21α与

V EGF 共同表达阳性组的 MVD 值显著高于共同表达阴性组 MVD 值 ( P = 0 . 001) 。结论 　HIF21α可能

通过调节 V EGF 的表达促进肝细胞癌血管新生 ,从而促使肝细胞癌侵袭转移。
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0 　引言

缺氧诱导因子21 ( hypoxia2inducible factor 1 ,

H IF21)是广泛存在于动物及人体的多种肿瘤细胞

中的转录因子 ,由 HIF21α和 HIF21β亚基组成 ,其

中由 H IF21α决定 H IF21 的活性。HIF21 通过刺激

肿瘤血管新生、维持肿瘤细胞的能量代谢、促进肿瘤

增殖等作用引起肿瘤细胞的侵袭转移。本文拟探讨

HIF21α和 V EGF 与肝细胞癌临床病理学特征、血

管新生及其相互之间的关系。
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表 1 　不同肝组织中 HIF21α和 VEGF的表达及 MVD 值

liver tissues cases HIF21α( %) P V EGF( %) P MVD P

HCC 50 25 (50 . 0) 40 (80 . 0) 26 . 92 ±11 . 25

Para2carcinoma 32 5 (16 . 1) 3 0 . 001 19 (59 . 4) 3 0 . 044 17 . 08 ±9 . 31 3 0 . 001

Normal liver tissue 12 1 (8 . 3) 3 5 (41 . 7) 3 15 . 22 ±6 . 38 3

　　3 Compared with HCC , P < 0 . 05

1 　资料与方法

1 . 1 　资料 　收集 2003 年 9 月～2005 年 3 月我院

手术切除的肝癌标本 50 例 ,其中男 36 例 ,女 14 例 ;

年龄 28～73 岁 ,平均年龄54 . 0 岁。术后均经病理

诊断为肝细胞癌 ,根据 Edmondson 分级法 ,其中 Ⅰ、

Ⅱ级 29 例 , Ⅲ、Ⅳ级 21 例。另 32 例癌旁组织取自

距肝癌组织边缘 2 cm 以上的肝组织 ,12 例正常组

织作为对照。所有标本均用 10 %甲醛固定。

1 . 2 　实验方法 　鼠抗人 HIF21α为美国 L AB V I2
SION 公司产品 ,兔抗人 V EGF 为 Santa Cruz 公司

产品 ,兔抗人 V III 因子相关抗原多克隆抗体为北京

中杉金桥生物技术有限公司产品。

固定好的组织标本脱水 ,石蜡包埋 ,常规病理切

片 ,4μm 厚 , H E 染色 ,由有经验的病理医师诊断核

实 ,选取含肿瘤组织标本的蜡块 ,采用常规免疫组化

SP 法进行免疫组化检测 ,同时设阳性和阴性对照 :

阳性对照为试剂公司提供的强阳性标本切片 ,阴性

对照采用磷酸盐缓冲溶液 ( PBS)代替一抗。

1 . 3 　免疫组化结果判定标准 　评分标准按 Shimi2
zu 方法 ,对每张切片阳性细胞的阳性强度按无着

色、淡黄色、棕黄色和棕褐色分别记 0、1、2 、3 分 ,着

色阳性面积按无着色、着色 < 1/ 3、1/ 3～2/ 3、> 2/ 3

分别记 0、1、2、3 分 ,然后根据两项记分之和判断其

结果 : ≥3 分为阳性。

1 . 4 　MVD 结果判定 　MVD 计数方法 :采用 Wei2
dner [ 1 ]等的校正技术 ,在低倍镜 (100 倍) 视野中 ,寻

找新生血管最密集区 ,在高倍镜 (200 倍) 视野下进

行计数 , 3 个高倍镜视野 (200 倍) 血管的均数即为

新生血管数。

1 . 5 　统计学方法 　所有数据均应用 SPSS10 . 0 统

计软件进行分析。HIF21α和 V EGF 蛋白表达水平

的组间显著性差异采用卡方检验 ,MVD 值的组间

显著性差异采用单因素方差分析和 t 检验。P <

0 . 05为差异有统计学意义。

2 　结果

2 . 1 　不同肝组织中 HIF21α和 V EGF 蛋白的表达

及 MVD 值 　肝癌组织中 HIF21α阳性着色主要分

布于细胞浆 ,小部分胞核中也有表达 ,分化程度越低

着色程度越深 , HIF21α在正常肝组织和癌旁肝组织

胞浆中无着色或着色较浅 ,见图 1～4。V EGF 主要

定位在胞浆 ,正常肝组织中无 V EGF 染色或染色较

浅 ;不同分化程度的肝癌组织 V EGF 染色差别不明

显 ,见图 5～8。肝癌组织微血管染色数多于癌旁和

正常肝组织 ,见图 9～11。HIF21α和 V EGF 在肝细

胞癌中的表达显著高于癌旁和正常肝组织 ( P <

0 . 05) ;肝癌组织 MVD 值显著高于癌旁和正常肝组

织 ( P < 0 . 05) ,见表 1。

2 . 2 　HIF21α和 V EGF 蛋白表达及其与 MVD 的关

系 　在肝细胞癌组织中 HIF21α和 V EGF 阳性表达

组 MVD 值均显著高于阴性表达组 ,且 HIF21α和

V EGF 共同表达阳性组的 MVD 值高于 H IF21α和

V EGF 共同表达阴性组 ( P < 0 . 05) ,见表 2 ; H IF21α

和 V EGF 蛋白的表达呈显著正相关 ( P < 0 . 05) ,见

表 3。

表 2 　肝癌组织中 HIF21α和 VEGF的表达与 MVD 的关系

cases MVD t P

HIF21α

　positive 25 30 . 28 ±10 . 09

　negative 25 23 . 56 ±11 . 53 2 . 19 0 . 033

V EGF

　positive 40 29 . 03 ±10 . 50

　negative 10 20 . 07 ±4 . 84 2 . 84 0 . 007

HIF21α/ V EGF

　positive 24 30 . 71 ±10 . 08

　negative 9 18 . 30 ±4 . 29 3 . 55 0 . 001

表 3 　肝癌组织中 HIF21α和 VEGF表达的关系

V EGF
HIF21α

positive negative
χ2 P

positive
negative

24

1

16

9
8 . 00 0 . 005

2 . 3 　H IF21α和 V EGF 蛋白表达与肝细胞癌病理

特征的关系 　H IF21α蛋白表达与患者年龄、性别、

肿瘤大小、有无肝内或淋巴结转移和 A FP 等无关

( P > 0 . 05) ,但与有无门静脉或胆管癌栓及肿瘤的

分化程度有关 ( P < 0 . 05) ; V EGF 蛋白表达与患者

年龄、性别、肿瘤大小、A FP 及肿瘤分化程度等无关

( P > 0 . 05) ,但与有无肝内或淋巴结转移、有无门静

脉或胆管癌栓有关 ( P < 0 . 05) ,见表 4。
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表 4 　肝癌组织中 HIF21α和 VEGF的表达及其与肝癌临床病理特征的关系

characteristics case HIF21α( %) P V EGF( %) P

sex
Male

Female

36

14

18 (50 . 0)

7 (50 . 0)
1 . 0

31 (86 . 1)

9 (64 . 3)
0 . 090

ages
≤50

> 50

20

30

7 (35 . 0)

18 (60 . 0)
0 . 083

16 (80 . 0)

24 (80 . 0)
1 . 000

tumor size
≤5cm

> 5cm

15

35

5 (33 . 3)

20 (57 . 1)
0 . 123

11 (73 . 3)

29 (82 . 9)
0 . 700

int rahepatic or

lymphatic metastasis

no

yes

28

22

12 (42 . 9)

13 (59 . 1)
0 . 254

19 (67 . 9)

21 (95 . 5)
0 . 015

tumor thrombosis
no

yes

23

27

8 (34 . 9)

17 (63 . 0)
0 . 047

15 (65 . 2)

25 (92 . 6)
0 . 040

A FP
≤20

> 20

20

30

7 (35 . 0)

16 (53 . 3)
0 . 332

13 (65 . 0)

27 (90 . 0)
0 . 070

tumor differentiation
Ⅰ+ Ⅱ
Ⅲ+ Ⅳ

29

21

11 (37 . 9)

14 (66 . 7)
0 . 045

24 (82 . 8)

16 (76 . 2)
0 . 830

3 　讨论

缺氧是实质性肿瘤微环境的基本特征之一 ,缺

氧状态下 ,细胞内缺氧反应基因 (V EGF、红细胞生

成素、酪氨酸羟化酶及参与糖酵解的酶类)转录和表

达发生改变 ,从而对缺氧作出应激反应 ,使肿瘤细胞

产生一系列适应性变化[ 2 ] 。缺氧反应基因的调控主

要是由HIF21来实现。HIF21α极不稳定 ,易被蛋白

酶降解 ,常氧条件下半衰期小于10 min ,但在缺氧时

半衰期显著延长。H IF21α决定 H IF 的活性 ,在肿

瘤组织中广泛表达。Zhong 等[ 3 ]分析 179 例肿瘤标

本后发现 ,19 种不同肿瘤中有 13 种存在 H IF21α表

达。我们的研究结果显示 , HIF21α在肝细胞癌组织

中的表达显著高于癌旁及正常肝组织 ( P < 0 . 05 ) ,

说明 H IF21α的表达与肝细胞癌的发生、发展有关。

缺氧引起的基因表达改变可能是肿瘤生长、侵

袭转移的一个关键环节[ 4 ] 。宋炯等[ 5 ]研究结果表明

直肠癌组织 H IF21α的表达与肿瘤Dukes分期、淋巴

结转移、远处转移显著相关 ,而与肿瘤的病理类型、

分化程度无明显相关性。李玉军等[ 6 ] 发现 H IF21α

与胰腺癌的浸润和转移密切相关。本研究结果显

示 , HIF21α与肝细胞癌有无胆道或门静脉癌栓及分

化程度密切相关 ,说明 H IF21α可能与肝细胞癌侵

袭转移等生物学行为有关。最近发现 ,甲胎蛋白

A FP 基因也是一种对缺氧敏感的基因[ 7 ] 。但是 ,我

们的研究结果显示 , H IF21α与患者 A FP 值无关 ,可

能与样本量较小有关系。

V EGF 是最早被发现的能为缺氧诱生的促血管

生成因子[ 8 ] 。目前已经明确 V EGF 在几乎所有的

肿瘤中普遍高表达。我们的研究结果显示肝癌组织

中 V EGF 高表达 ,且 V EGF 蛋白的表达与有无肝内

及淋巴结转移、有无门静脉或胆管癌栓有关 ( P <

0 . 05) ,说明 V EGF 的高表达反映了肝细胞癌侵袭

转移的特性。

H IF21α阳性表达组 MVD 值显著高于阴性表

达组 ( P < 0 . 05 ) ; V EGF 阳性表达组 MVD 值显著

高于阴性表达组 ( P < 0 . 05) ,说明 H IF21α和 V EGF

均与肝细胞癌的血管新生有关。

在缺氧条件下调节 V EGF 表达的信号传导途

径中 , HIF21 的确起着关键作用。研究表明 , HIF

在多个层次调节 V EGF 的表达 ,其功能包括增强

V EGF 的转录活性与增加 V EGF mRNA 稳定性两

个方面[ 9 ,10 ] 。本研究结果显示肝细胞癌组织中

HIF2lα和 V EGF 表达有关。V EGF 和 HIF21α共

同表达阳性组 MVD 值为30 . 71 ±10 . 08 ,共同表达

阴性组 MVD 值18 . 30 ±4 . 29 ,其差异有统计学意义

( P = 0 . 001) ,说明 H IF2l 可能是通过调节 V EGF 的

表达促进肝细胞癌血管新生。

　　综上所述 , H IF21α可以通过调节 V EGF 的表

达、增加肝细胞癌新生血管的生成 ,促进肝细胞癌的

侵袭转移。

(本文图见第 546 页)
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0 　引言

非典型纤维黄色瘤 (atypical fibrox2
anthoma)是一种罕见的真皮间质恶性肿

瘤 ,国内仅有 1 例报道 ,发生于左下肢。

我院收治了 1 例发生于乳腺的患者 ,且

合并少见的肺癌肉瘤、胸椎多发性转移

瘤。报告如下。

1 　病例资料

患者 ,女 ,54 岁 ,无意中触及右乳腺

一肿块 ,即在当地医院行“右乳肿块切除

术”,术后病理诊断 :“右乳单纯癌”。转入

昆明医学院第三附属医院进一步治疗 ,给

予 CMF 方案新辅助化疗一疗程后 ,行右

乳癌改良根治术 ,术后切除标本多点取材

未发现肿瘤细胞 ,腋窝淋巴结 6/ 6 反应性

增生 ,再将患者当地医院切除的乳腺肿块

石蜡切片送我院会诊 ,病理诊断 : (右乳)

非典型纤维黄色瘤 ;免疫组化 :上皮细胞

角蛋白 CK(L) ( - ) 、结构蛋白 Des ( - ) 、

重度酸性钙结合蛋白 S2100 ( - ) 、间叶成

分的波形蛋白 Vim ( + ) 、巨噬细胞标记

CD68 ( + ) 、内皮细胞标记 CD34 血管阳

性。出院后患者一般情况良好。

1 年后患者出现干咳、胸痛 ,胸部 CT

检查 :左肺上叶中心型肿块 ,再行左肺上

叶切除术 ,术后病理诊断 : (左肺上叶) 癌

肉瘤 ;免疫组化 :上皮细胞角蛋白 CK

( - ) 、癌胚抗原 CEA ( - ) 、上皮膜抗原

EMA ( - ) 、突触素 Syn ( - ) 、胃泌素 Gas

( - ) 、肌动蛋白 Act ( ±) 、波形蛋白 Vim

( + ) 、嗜铬素 CgA ( + ) 。术后 2 月 ,患者

又出现胸背剧烈疼痛 ,胸椎 CT 及骨扫描

诊断 :胸椎多发骨质破坏并椎管受累。患

者拒绝胸椎成形术或胸椎穿刺进一步确

诊 ,胸椎破坏首先考虑癌肉瘤转移 ,但也

不排除非典型纤维黄色瘤转移可能 ,予

CAP 方案化疗一疗程后行胸椎姑息性放

疗 ,疼痛明显缓解出院 ,出院后出现呼吸

困难 , 42 天后全身衰竭死亡。

2 　讨论

非典型纤维黄色瘤又称为皮肤奇异

纤维肉瘤 (paradoxical fibrosarcoma of

skin) ,W HO《软组织和骨肿瘤的病理学

和遗传学》的最新分类 (2002 年) [1 ] ,把

该病由软组织肿瘤分类归入皮肤肿瘤分

类。该病生物学行为不活跃 ,发生于成

人。组织学以成簇的梭形、上皮样及巨

细胞为特征 ,细胞异形较明显 ,常有脂质

沉积。瘤 细 胞 表 达 vimentin、CD74、

HAM256、a1 抗胰蛋白酶。

临床上 ,非典型纤维黄色瘤最常表

现为快速增大或外生型息肉 ,孤立性 ,又

常为溃疡状。好发生于头颈部 ,其他部

位也可发生 ,大部分病人有长时间的曝

光史 [2 ] 。有人认为发生于年龄较轻者 ,

其病变常位于非曝光区。但在发病机制

上 ,大部分非典型纤维黄色瘤病例在分

子水平上是由 UV 射线激发发生的 [3 ] 。

仔细询问该患者既无曝光史也无外伤

史。此病变直径一般为 1～6 cm ,多为 1

～2 cm。病变表面皮肤光滑 ,可呈黄色。

临床上应与鳞状细胞癌、恶性黑色素瘤、

分叶状毛细血管瘤鉴别。临床治疗局部

切除可治愈 ,浅表病变很少复发 ,也有少

数病变发生转移的报告。

而肺癌肉瘤 (pulmonary carcinosar2
coma)是一类罕见的双向分化的恶性肿

瘤 ,估 计 占 全 部 肺 肿 瘤 的 0 . 3 % ～

0 . 36 %[4 ] 。国内外文献仅见零星散在报

道 ,到目前为止 ,国内也仅报告 100 余

例 ,该病多见于中老年男性 ,90 %的患者

与吸烟有关。患者无吸烟史且为女性 ,

实属罕见。组织学中癌和肉瘤的成分分

别以鳞癌和纤维肉瘤最为多见 [5 ] ,要注

意与梭形细胞鳞状细胞癌鉴别。同其他

肺癌一样 ,肿瘤的位置决定了临床症状。

治疗上首选手术 ,对化疗、放疗不敏感 ,

易远处广泛转移 ,预后差 ,大多数死于症

状出现后的 2 年内。

我们所遇到这样的 1 例患者 ,两种

肿瘤均与常见发病原因、性别、生活习惯

不吻合 ,说明非典型纤维黄色瘤、癌肉瘤

可发生于很多部位和不同的人群。
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