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VEGF及其受体的表达与肝癌的生物学特性关系 #实验研究#

杜滂  魏经国

=摘要>  目的:通过检测裸鼠肝癌模型中肝癌不同生长时期的病理改变与血管内皮生长因子 ( VEGF )及其受体

( VEGFR) KDR 及 Flt-1 的异常表达,探讨肝癌复发转移与VEGF及其受体间的关系。方法:将裸鼠 25 只随机分成 5 组, 1

组为对照外,其余 20 只原位种植人肝癌细胞,分别于 1 周、2周、3 周、4 周作血管造影,取标本切片行 HE 染色及用免疫组

化的方法检测 ant-i VEGF, ant-i KDR及 ant-i Flt-1的表达。结果: 血管造影显示种植后 2 周组肝脏血管开始有增生及扭曲,

3周及 4 周组血管改变更加明显。各组成瘤率均为 100% , 光镜下 1 周组可见瘤细胞散在肝血窦周围, 2 周组瘤细胞聚集

成团, 3 周组、4 周组瘤细胞团形态不规则, 边界不清, 向瘤周浸润,瘤细胞团内可见坏死。1 周组瘤细胞 VEGF 表达成弱

阳性, 2 周组 VEGF 表达成阳性, 3 周组及 4 周组 VEGF 表达强阳性;正常对照组于种植后1 周组肿瘤细胞与周围肝细胞

VEGFR 表达未见明显差异,种植后 2周、3 周、4 周肿瘤新生血管 VEGFR表达逐渐增强, 肿瘤新生血管内皮细胞的 VEG-

FR着色明显强于瘤周血管内皮细胞。肿瘤细胞亦可见 VEGFR 染色。结论:多血供的肝癌结节 VEGF 及其受体表达较

强。肿瘤的生长、局部浸润、远处转移与 VEGF 及其受体密切相关。VEGF 首先来源于旁分泌, 在后期肿瘤自分泌是

VEGF 高表达的重要来源。这可能是肝癌阻断血供后,癌灶能存活、复发和转移的重要原因之一。
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The relationship between the expression of VEGF and VEGFR and biological characteristics of liver cancer  DU Pang, WEI

Jingguo. Department of Radiology , Tangdu Hospital of the Fourth M ilitary Medical Universit y, Xican 710038

=Abstract>  Objective: To investigate the relationship between the expression of vascular endothelial growt h factor ( VEGF)

and vascular endothelial grow th factor receptor ( VEGFR) and the recur rence or metastasis of liver tumor. Methods: 25 nude mice

were averagely divided into 5 g roups including control g roup and the other 4 treated gr oups. Human hepato cellular carcinoma was

implanted into the liver of the tr eated gr oup, which w as induced into the model of liver cancer in mouse. Then, angiog raphy was

performed in the treated groups by the end of 1wk, 2wk, 3wk and 4w k, respectively. Meanwhile, HE staining of the specimen of

the liv er cancer in mice w as made to measure the expr ession of VEGF, KDR and F lt-1. Results:After implantat ion of hepatocellu-

lar carcinoma, angiog ram show ed increased and to rtuous vascularities of the liver in model at 2 w eeks, and dramatic change of the

vascularity at 3 and 4 weeks. All mice in tr eated g roups w ere found tumor cells. M icroscopically, tumor cells were shown around

blood sinusoid in 1 week, the tumor cells assembled a mass in 2 w eeks. The tumor appeared irr egular and the border of the mass

was il-l defined in 3 and 4 w eeks. The expression of VEGF enhanced gradually from 1w k to 4wks. There w as no significant differ-

ence in the expression of VEGFR between the contr ol group and treated gr oup in 1 w eek. The expression of VEGFR in t he neo-

vascular ity of the tumor gradually enhanced from 2 to 4 w eeks, and its HE staining appeared more obviously than that of vessel en-

dothelial cells around the tumor .Conclusion: The expressions of VEGF and VEGFR in the hypervascular hepatocellular carcinoma

appear obviously . And their expr essions may be closely associated wit h the g rowth, invasion and distant metastasis of the tumor .
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  对于恶性肿瘤来说, 新生血管的形成与肿瘤的生长、局部

浸润、远处转移密切相关。肿瘤不仅通过肿瘤血管从宿主得到

丰富的营养,而且还要通过血管向宿主输出大量恶性细胞, 导

致肿瘤不断生长和转移。研究发现血管内皮生长因子( vascular

endothelial grow th facto r, VEGF)不仅能提高血管的渗透性, 还

可通过血管内皮生长因子受体( v ascular endothelial g rowth factor

r eceptor, VEGFR)促进血管内皮细胞增生, 形成新生血管。所

以, VEGF 及其受体在肿瘤形成及发展中所起的作用倍受关注。

肝癌血供阻断治疗在临床广泛应用, 但尚存在不少有争议的问

题。L in 等指出经肝动脉栓塞近期疗效尚佳, 但经 TAE 治疗的

远期生存率没有显著提高[ 1]。其中肝癌复发的重要原因与新

生的肿瘤血管形成间的关系密切。本研究重点观察原位种植

肝癌的病理学改变与 VEGF及其受体表达的变化, 初步探讨肝

癌复发与 VEGF及其受体的关系。

材料与方法

1.模型的建立

裸鼠 25 只,鼠龄 8 周,雌雄不限, 体重 18~ 22g, 无菌环境

下饲养及手术操作。25只鼠分作 5组, 每组 5 只。试验组分别

为正常对照组、种植后 1 周组、2 周组、3 周组和 4 周组。10g/ l

戊巴比妥 50mg/ kg 腹腔注射麻醉后, 于右上腹切口, 逐层分离

暴露肝右叶, 注入浓缩瘤细胞 0. 08~ 0. 1ml, 平均细胞数 5 @ 106

个, 逐层缝合备用。
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图 1  血管造影( 4 周)肝内血管粗细不均 ,走行异常, 可见多个大小不等的团状瘤染

色(箭)。  图 2 HE @ 40,瘤细胞种植后 2 周示瘤细胞聚集成团(箭) , 无包膜, 肝脏

结构部分被破坏。  图 3  免疫组织化学染色 @ 20, 瘤细胞种植后 3 周组 KDR 染

色示:瘤血管内皮细胞染色重(箭) ,明显超过瘤周肝血窦内皮细胞。  图 4  免疫

组织化学染色@ 20, 瘤细胞种植后 3 周组 F lt-1 染色示: 瘤血管内皮细胞染色重

(箭) ,明显超过瘤周肝血窦内皮细胞。

  21 标本与取材

血管造影后,立刻剪开裸鼠胸腔, 暴露心脏, 用 6 号针头由

左心室进入主动脉, 生理盐水 30ml冲洗, 40g / l多聚甲醛 50ml

灌注固定后,取出肝脏置于 40g / l多聚甲醛中保存。

31 血管造影

自小鼠尾静脉手推注入 76% 泛影葡胺 0. 5ml, 1s 内注完,

注射的同时开始拍片,拍片的速度为 4帧/秒。

41 标本制作 : 将所需标本取出, 放入 20g/ l蔗糖液中浸泡

24h, 直至组织完全沉淀, 冰冻切片机将标本切片, 厚度为

10Lm,室温干燥后取一套组织切片 HE 染色。另取 3 套组织切

片用 0. 01mol/ l kPBS 冲洗, 置于含有 3g / l T r iton X100 的

0. 01mol/ l kPBS 内30min,再用 0. 01mol/ l kPBS 冲洗后加入 an-

t-i VEGF, ant-i KDR或 ant-i Flt-1 抗体 ,孵育 24h 后,依步骤加入

二抗及显色剂。

结果判定:切片染色结果经 leica 图像分析仪检测强度, 特

异信号强度 I= OD背景区/ OD测定区, OD背景区为背景区平均光密

度值, OD测定区为测定区平均光密度值, 用任一单位, 从 0~ 225。

I值为 1,说明测定区信号强度与背景区相同, 指示无特异性染

色; I 值越大说明特异性染色越强。

5. 结果统计学处理

数据以均数 ? 标准差表示, 经正态性检验为服从正态分

布,方差齐性,实验组与正常对照组行配对 t 检验, 用本校统计

教研室 SPSS 软件行方差分析。P < 0. 05 为差异有显著性意

义, P < 0. 01 为差异有极显著性意义。

结  果

11 血管造影

自尾静脉注入对比剂后, 对比剂经下腔静脉至心脏, 主动

脉、腹主动脉、肝动脉依次显影。正常组 5 例均显示肝动脉各

级分支清晰、锐利,无扭曲及压迫征象。种植后 1 周组 5 例中, 3

例显示与正常组基本相同, 2 例可在肝右叶见到一小的类圆形

低密度区, 动脉期及静脉期均可见,未见明显瘤染色。种植后 2

周组中, 2 例血管影像与正常组基本相同, 2 例可见散在的小点

状高密度影, 1 例可见肝右前叶有一小团状瘤染色。种植后 3

周和 4 周中, 2 例造影失败外, 8 例肝内血管显影清楚, 肝血管

粗细不均, 走行异常,可见多个团状瘤染色(图 1)。

2.病理结果

大体病理: 各组成瘤率均为 100% , 1 周组肉眼难以分辨病

灶, 镜下可见聚集成团的瘤细胞; 2 周组 5 例中 3 例肉眼可看到

小的瘤结节影, 直径约 0. 5~ 3. 0mm, 数目 2~ 7 个; 3 周组 5 例

肉眼都可看到白色的瘤结节影, 直径约 1~ 10mm; 4周组中瘤结

节更大,其中直径最大 1 例达 16mm, 分布更广泛和密集, 相互间

有融合,其中有 2例肝脏明显变形变硬,此组裸鼠消瘦明显。

HE 染色结果:种植后 1 周组, 光镜下可见瘤细胞散在, 有

些聚集成团, 境界较清楚,未见明显包膜形成, 聚集成团的瘤细

胞主要集中在汇管区附近, 瘤周肝细胞肿胀, 可见少量巨噬细

胞浸润, 肝脏大体结构未见破坏。2 周组, 光

镜下可见瘤细胞团形状不规则, 无包膜,肝脏

结构部分被破坏, 瘤周可见巨噬细胞浸润, 有

些血管分枝形成向瘤细胞团突起的芽突。3

周组可见多个瘤细胞团向四周浸润, 分界不

清, 肝组织正常结构遭到破坏,血管中可见游

走的瘤细胞。4 周组可见瘤细胞大片融合,

其中可见大小不等的坏死区, 肝脏正常结构

严重破坏(图 2)。

31VEGF 及其受体免疫组化结果

ant-i VEGF 免疫组化结果:正常对照组 2

例可见 ant-i VEGF 抗体的阳性染色。这些阳

性染色主要集中在汇管区周围的巨噬细胞

等, 但染色较弱,其余 3 例未见阳性染色。种

植后 1 ~ 4 周组中, ant-i VEGF 染色逐渐上

升, 阳性反应主要集中在瘤细胞膜及细胞质

中, 3 周及 4 周组中 ant-i VEGF染色强阳性,

其中有一坏死区周围瘤细胞 ant-i VEGF染色

最深, 瘤周肝细胞无染色或仅有极弱染色, 3

周组及 4 周组与正常对照组相比有明显差别

( P< 0. 01)。

ant-i KDR免疫组化结果: 正常对照组

中, 肝血窦内皮细胞以及肝血管内皮细胞均

呈阳性染色, 染色部位位于细胞膜及细胞质

中。种植后 1 周组与正常对照组相比未见差

543放射学实践 2002年 11月第 17卷第 6期  Radiol Pract ice, Nov 2002, Vol 17, No. 6



异( P > 0. 05)。2周组中, 肝血窦内皮细胞及肝小血管内皮细胞

阳性染色较前略重,瘤灶内皮细胞可见阳性染色(图 3) , 与正常

对照组相比有差异(P < 0. 05)。3 周组及 4 周组中,肝血窦内皮

细胞及肝小血管内皮细胞阳性染色及瘤血管内皮染色进一步加

重, 瘤血管内皮细胞染色明显较瘤周血管内皮细胞重, 部分瘤细

胞亦可见阳性染色,与正常对照组相比有明显差异 ( P< 0. 01)。

上述 ant-i KDR阳性表达均位于细胞膜及细胞质中。

ant-i Flt-1免疫组化结果: 与 ant-i KDR 免疫组化结果相比

染色的程度, 部位基本相同。正常对照组中, 肝血窦内皮细胞

以及肝血管内皮细胞均呈阳性染色。种植后 1~ 4 周肝血窦内

皮细胞及肝小血管内皮细胞染色逐渐加深, 瘤血管内皮细胞染

色亦逐渐加深,并超过肝血窦内皮细胞(图 4) , 部分瘤细胞染色

阳性。Ant-i F lt-1 阳性表达位于细胞膜及细胞质, 3 周组及 4 周

组与正常对照组相比有明显差异( P< 0. 01)。

讨  论

血管造影在临床上是一种能较早发现肿瘤的检查手段。

本组试验中,血管造影的结果与肿瘤进展的程度成正相关。种

植后 2周即可观察到瘤染色, 3 周以上组血管造影均可明显观

察到团状瘤染色, 肿瘤生长的早期阶段对肝内血管影响较小

时,血管造影不能有所显示。结合病理学检查, 我们观察到血

管造影的结果与 VEGF的表达成正相关, 种植后 2 周组始可明

显见 VEGF 的表达,随着肿瘤的进展, VEGF 的表达迅速升高,

血管造影结果显示多血供的癌结节 VEGF的表达尤为明显。

本试验结果显示种植后 1 周组病理切片上可观察到大部

分的瘤细胞集聚在肝血窦周围, 境界清楚, 肿瘤细胞的 VEGF

的表达较低; 2 周组可见境界不清的瘤细胞团及成芽状突起的

新生血管; 3 周及 4 周组可见到肿瘤坏死区域以及血管中的瘤

细胞,伴随上述病理改变。2~ 4 周组 VEGF 表达逐渐增高, 坏

死区域周围的瘤细胞 VEGF 的表达高于其他瘤细胞。随着肿

瘤的生长、发展, KDR 及 Flt-1 的表达逐渐上调。正常的肝血窦

内皮及肝小血管内皮都可见 KDR 及 F lt-1 染色, 2 周组以后内

皮细胞的染色逐渐加深, 肿瘤血管内皮染色亦逐渐加深 , 而且

瘤血管内皮细胞染色较肝血窦内皮细胞染色重。癌组织边缘

区细胞的染色要强于中心区,部分无血管区域的癌细胞也有弱

的KDR及 Flt-1 染色。通过对照肝癌不同生长时期的病理改

变与 VEGF 的表达,我们认为肝癌的生长、浸润、转移与 VEGF

的关系极其密切。

正常组织细胞内有 VEGF 表达, VEGF 被认为是目前发现

的作用最强、特异度最高的血管内皮生长因子之一, VEGF 的异

常表达和肝癌的复发转移密切相关。有研究显示[ 2] , 复发转移

组 VEGF 表达阳性率高达 86. 2% , 显著高于无转移复发组。

VEGF 产生的原因中缺氧被认为是一个重要的因素。Ladoux A

等认为组织内氧含量的降低是血管形成的首要原因, Shw eiki D

和 Plate K 等[ 3]研究人的胶质细胞瘤后, 认为 VEGF 的表达随

氧含量的降低而升高。Motohiro N 等[ 4]认为低氧含量下人脐

静脉内皮细胞明显增殖, 可见 VEGF 是缺血缺氧下最基本的血

管生成因子之一。肝癌在发展过程中对氧气及其他营养物质

具有相当大的依赖性。在肝癌形成的早期阶段, 主要依靠门脉

供血, 所以可见种植后 1 周组的瘤细胞聚集在血窦及小血管周

围。随着肿瘤细胞不断生长, 不断地在局部浸润, 向远处转移,

肿瘤细胞对氧的需求不断增高, 由于周围组织提供氧的能力有

限, 肿瘤细胞的氧紧张度增加, 这可能导致 VEGF 合成增加, 通

过血管内皮细胞 VEGFR, 促进新生血管形成。由于新生血管

结构不完整及 VEGF 的强血管渗透作用, 部分瘤细胞穿过血管

壁进入血管内向远处转移。4 周组中有 1 例瘤体大片坏死, 血

管造影显示瘤血管增生非常明显, 且内皮细胞 VEGF 的表达很

高。Takuji T 等[ 5]曾报道过人肝癌的恶性程度与 VEGF 表达

成正相关关系, 据其研究报道, 肿瘤的恶性程度越高、肿瘤越

大,肿瘤细胞内 VEGF 的含量也就越高, 其原因可能是因为恶

性度越高的肿瘤细胞对氧的需求量有关。

据报道[ 6, 7] , VEGFR的表达也受缺氧或缺氧依赖的条件诱

导。但是与 VEGF受缺氧直接诱导不一样, 内皮细胞的 VEGF

受体不受缺氧的直接诱导, 而是在缺氧条件下培养的细胞在自

身产生的某些因子调控下, 受体的表达才被上调。VEGFR 在

肿瘤发展过程中亦具有重要的作用。研究表明, 缺失编码 KDR

基因的小鼠胚胎内皮细胞不能分化, 血管无法形成。缺失编码

Flt-1基因的同源小鼠不抑制内皮细胞的分化,但所形成的血管

功能严重受损。进一步研究
[ 8, 9]
发现 VEGF 诱导内皮细胞

VEGFR激活后, 既能引起细胞增殖效应 , 又能诱导细胞移动,

在肿瘤新生血管形成和侵袭过程中具有重要的作用。另据报

道[ 10] , VEGF、KDR强阳性组微血管密度计数明显增高 ,肿瘤病

人淋巴结转移组 VEGF、Flt-1、KDR 强阳性表达例数增多( P <

0. 05, P< 0. 05, P< 0. 01) ,证实了 VEGF及其受体与肿瘤转移

能力呈正相关。在肝癌血运阻断治疗中, 肝癌区域内 2mm 以

上的肝动脉被阻塞 ,大部分肝癌细胞急性缺氧坏死, 但瘤周毛

细血管网并未全部被阻塞, 仍有部分血供存在, 而且, 3h 后坏死

区的毛细血管便可开始再生, 这可能是部分癌细胞残留的组织

学基础。在癌灶大部分血供阻断后,残留的癌细胞及瘤周的部

分肝细胞或间质细胞都处于缺氧状态,因而成为诱导 VEGF 大

量产生原因之一。通过瘤细胞及瘤周细胞旁分泌及自分泌作

用诱导内皮细胞 VEGF受体表达升高,进一步改变了 VEGF 的

生物学效应。血运阻断后, 肿瘤细胞部分坏死, 可导致细胞之

间的粘附能力下降, 这又为肿瘤细胞转移提供了基础。这一过

程实际上是肿瘤与宿主相互作用的结果, 一方面肿瘤刺激内皮

细胞的增殖和迁徙, 另一方面内皮细胞也通过自分泌及旁分泌

功能刺激其自身、成纤维细胞甚至肿瘤细胞的增殖[ 11, 12]。而这

种相互作用是通过肿瘤血管生成因子完成的。单纯的以血运

阻断为主治疗并没有消除这种诱因,相反在某种程度上加剧了

缺氧的程度, 这也许可以解释肿瘤复发所用的时间明显短于原

发肝癌形成所用时间的原因。

总之, 肿瘤的持续生长和侵袭转移有赖于充足的微血管生

成和血液供应, 肿瘤细胞之间与基质细胞之间的沟通是通过包

括各种生长因子、细胞因子、蛋白水解酶系统在内的复杂网络

来实现的,这一过程的实现则与组织的微环境密切相关。针对

肿瘤微血管生成而控制肿瘤的生长及转移将具有更重要的意义。
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  病例资料  患者, 男, 27 岁。因体检

胸片发现左下肺肿块行 CT 检查, 自诉无

胸部不适及呼吸道症状。

CT 平扫: 左下肺后基底段类圆形实

性肿块,密度均匀, CT 值 35HU ,边界尚清

楚,横断面范围 3. 0cm @ 3. 5cm, 周围血管

纹理明显增粗、增多, 于肿块内侧隐约见

一血管影与降主动脉相连 (图 1a) ; 增强扫

描及血管重建成像清晰显示肿块供血动

脉来自降主动脉, 并见分支血管附于肿块

边缘(图 1b、c) , 静脉回流至左下肺静脉,

肿块本身无明显强化。CT 诊断肺隔离症

(叶内型)。

讨论  肺隔离症是一种肺的先天发

育畸形, 组织学上为一发育不良、结构紊

乱的肺实质结构, 无支气管进入, 内含有

发育不全的支气管壁的各种成分,通常为

囊性或囊实性结构。其血供来自体循环,

70%来自降主动脉[ 1]。根据隔离肺与正

常肺组织是否位于同一脏层胸膜内, 分为

肺叶内型和肺叶外型。影像上多数学

者[ 2, 3]将肺隔离症的肺内 CT 改变分为 3

种类型: ¹ 含有气体和液体的囊肿或软组

织肿块; º 围绕囊肿或肿块周围的肺气肿

改变; » 局限性肺多血管征。本例 CT 表

现为左下肺后基底段实性软组织肿块, CT

增强血管成像清晰、立体显示供血动脉来

自降主动脉, 影像表现典型。鉴别诊断上

需考虑到支气管源性囊肿、先天性膈疝

等。本病例血管成像由多层面螺旋 CT 重

建获得, 图像质量可与动脉造影片媲美,

极好地显示隔离肺的供血动脉, 有效地为

手术治疗提供解剖信息。
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