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探讨脱嘌呤,脱嘧啶核酸内切酶"
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#与血管内皮生长因子"
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#在非小细胞肺癌"
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#组织中的表

达及其与肿瘤血管生成和预后的关系%方法
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免疫组化法检测
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例
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组织
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$

FZ[/

的表达!并测定微血管密度

"

XFD

#!分析
CPZ#

$

FZ[/

与
XFD

之间及三者与无病生存时间"
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#的关系%结果
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组织中
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$
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高表达率

分别为
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和
++@#*R
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CPZ#

表达与性别$年龄$病理类型$分化程度$肿瘤大小$淋巴结转移无关!
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表达和
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肿瘤大小和淋巴结转移密切相关"
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模型多因素分析显示!肿瘤大小$淋巴结转移和
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表达状态是影响
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患者无病生存的独立危险因素%结

论
"

CPZ#

$
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的过表达与
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肿瘤血管生成有密切关系!影响
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患者局部复发和远处转移等无病生存预后%
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肺癌是人类最常见和病死率最高的恶性肿瘤$
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以上的

肺癌为非小细胞肺癌!
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最常见的传统治疗方式是手术&放疗和化疗$但近
,"

年来肺癌的生存情况改善有限$诊断后能存活
2

年以上的患者

在所有肺癌患者中仅占
#+R

$而在已经发生远处转移的肺癌

患者中则更是下降至
1R

*

#
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#目前$有很多研究探讨肺癌的基

因治疗$将表皮生长因子受体作为靶点$阻断其通路的药物吉

非替尼和厄洛替尼已经上市应用于临床$更有许多研究尝试寻

找新的基因作为靶点来提高治疗效果#脱嘌呤)脱嘧啶核酸内

切酶)氧化还原因子
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"具有
D-C

损伤修复和氧化还原

等多种功能#作者前期研究发现
CPZ#

在
-.030

中高表达

和亚细胞定位改变与预后密切相关且与铂类耐药有关*

!B,

+

$此

外$
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在骨肉瘤中高表达与骨肉瘤分化以及微血管密度
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"密切相关$并进一步通过体外实验

和动物实验证实
CPZ#

对骨肉瘤血管生成具有调节作用$
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可显著抑制骨肉瘤细胞血管内皮生长因子
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"的表达以及骨肉瘤

细胞诱导的血管内皮细胞迁徙$并且与内皮抑素具有协同抗血

管生成的作用*
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#因此$

CPZ#

与
-.030

的肿瘤血管生成同

样可能具有密切关系#本文通过免疫组化法检测
CPZ#

和

FZ[/

在
-.030

中的表达及测定
XFD

$分析三者之间的相

关性和与无病生存时间!
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"的关系$研

究
CPZ#

&

FZ[/

与
-.030

血管生成的关系及其对
-.030

局

部复发和远处转移等无病生存预后的影响$同时为今后选择以

CPZ#

为靶点的
-.030

抗血管生成治疗提供理论依据#
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表
#

""

-.030

中
CPZ#

&

FZ[/

表达及
XFD

与临床病理因素的关系

项目
CPZ#

低表达
CPZ#

高表达
! FZ[/

低表达
FZ[/

高表达
! XFD !

性别

"

男
!, (A #@""" ,2 +( #@""" ,"@,!U+@2* "@21*

"

女
( !( ## !, !A@2"U(@*1

年龄!岁"

"#

+" #1 2* "@2,2 #A 2, "@"+A ,"@1AU+@A# "@2#"

"%

+" #+ 1* !( ,( !A@("U+@A"

肿瘤大小!

7J

"

"#

2 #A 1+ "@"+1 ,# ,1 "@""! !(@"*U+@21 "@"""

"%

2 ## +" #2 2+ ,!@A"U+@"#

淋巴结转移

"

无
#1 ,! "@#!2 !! !1 "@"!# !(@!!U(@"* "@"""

"

有
#+ (1 !1 ++ ,#@+"U+@,,

病理类型

"

鳞癌
( 1! "@#*# #2 1A "@*,( ,"@12U(@#( "@((A

"

腺癌
#A 2( !( ,1 ,"@"AU+@*+

"

混合癌
1 ( 1 ( !*@*!U+@!1

分化程度

"

高分化
! + "@((2 , 2 "@A(1 !(@!2U2@A2 "@!2"

"

中分化
!1 *" ,2 +A !A@A+U(@"*

"

低分化
1 !" * #+ ,#@(2U+@#(

手术治疗$术后病理检查确诊为
-.030

$且术前未行任何抗肿

瘤治疗而临床资料及随访资料完整和具有石蜡病理标本的患

者共
#,+

例#其中男
#"!

例$女
,1

例$年龄
,!

"

(*

岁$中位年

龄
2A

岁#按
Cg00

第
(

版癌症分期手册进行临床分期*

*

+

$其

中
#

期
,,

例&

+

期
1,

例$

!

期
+"

例#根据
!""1

年
ISW

肺

癌组织学分类标准对病理组织切片重新复片诊断以统一病理

诊断标准$经组织学证实鳞癌
1A

例&腺癌
(+

例&混合癌
##

例#

D/.

的计算从手术日到出现复发或转移或末次随访日#

!@"

"

免疫组织化学方法
"

#,+

例
-.030

组织石蜡标本切片

后应用
.P

免疫组织化学法检测
CPZ#

和
FZ[/

及血管内皮

特异标记物
0D,1

的表达情况$根据
0D,1

计数肿瘤
XFD

#鼠

抗人
CPZ#

单克隆抗体购于
-?Q4'O;?:?

$

;76:'

公司$兔抗人

FZ[/

单克隆抗体和鼠抗人
0D,1

单克隆抗体及免疫组化试

剂盒均购于北京中杉金桥生物有限公司#严格按照试剂盒说

明书进行操作#以磷酸盐缓冲液!

PO.

"代替一抗作阴性对照$

用已知阳性切片做阳性对照#

!@#

"

结果判定
"

CPZ#

阳性产物定位于肺癌细胞浆或!和"细

胞核$

FZ[/

则主要表达于肺癌细胞浆#避开肿瘤边缘及坏死

区域$在高倍镜下选取
#"

个视野$观察计数
#"""

个细胞#根

据阳性肿瘤细胞所占百分比计分%

#

2R

为
"

分$

2R

"#

!+R

为
#

分$

!+R

"#

2#R

为
!

分$

2#R

"

(2R

为
,

分$

&

(2R

为
1

分,根据肿瘤细胞着色的深浅即染色强度计分%淡黄色为
#

分$

黄色为
!

分$棕黄色为
,

分#两项相加为最终判定结果%

#

分

为!

)

"$

!

"

,

分为!

T

"$

1

"

2

分为!

TT

"$

+

"

(

分为!

TT

T

"$其中
)

和
T

记为低表达$而
TT

和
TTT

记为高表达#

0D,1

阳性染色定位于血管内皮细胞胞浆和!或"胞膜$呈棕黄

色颗粒#肿瘤间质区任何黄染的细胞或细胞簇即使未显示管

状结构均计为一个微血管$内径大于
*

个红细胞或有较厚肌层

的血管不计数为微血管#在低倍镜下选取
,

个肿瘤微血管最

丰富的区域在高倍镜!

d!""

"下计数每一视野的微血管数目$

取平均值作为
XFD

值#

!@$

"

统计学处理
"

应用
.P..#*@"

软件进行数据分析$率的

比较采用
,

! 检验$计量资料两组间采用
5

检验分析$多组间采

用单因素方差分析$相关性采用
'

L

869J65

相关分析$单因素生

存分析采用
E6

L

:65BX8;89

法$组间比较采用
3?

$

B965̀

检验$多

因素生存分析采用
0We

回归模型并计算相对危险度!

88

"及

其
A2R

可信区间!

A2R0=

"#

!

#

"@"2

为差异有统计学意义#

"

"

结
""

果

"@!

"

-.030

中
CPZ#

&

FZ[/

表达特点及其与
XFD

值的关系

"

CPZ#

阳性产物呈棕黄色颗粒状$主要在肺癌细胞的胞浆表

达$部分定位于细胞核!插
#

图
#

",

FZ[/

主要表达于细胞浆$呈

棕黄色至深棕色颗粒状!插
#

图
!

",

0D,1

阳性产物主要表达于肿

瘤间质区血管内皮细胞胞浆和!或"胞膜$呈棕黄色颗粒状!插
#

图
,

"#

CPZ#

&

FZ[/

的高表达率分别为
((@A1R

!

#"+

)

#,+

"和

++@#*R

!

A"

)

#,+

"#

CPZ#

高表达组
XFD

值!

,#@"*U+@2(

"明显

高于低表达组!

!+@("U(@"#

"!

!]"@""!

"$

FZ[/

高表达组

XFD

值!

,#@A,U+@+2

"明显高于低表达组!

!+@2(U2@A(

"!

!]

"@"""

"#

.

L

869J65

等级相关分析显示$

CPZ#

与
FZ[/

&

CPZ#

与
XFD

和
FZ[/

与
XFD

在
-.030

中呈正相关!
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表
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-.030

中
CPZ#

及
FZ[/

表达&

XFD

和临床

"""

病理因素与
D/.

的关系

项目
%

#

年无病

生存率!

R

"

,

年无病

生存率!

R

"

2

年无病

生存率!

R

"

!

性别

"

男
#"! +#@* 1"@( ,(@A "@"A+

"

女
,1 (+@2 22@A 22@A

年龄!岁"

"#

+" (! +A@1 1!@+ 1"@2 "@A!!

"%

+" +1 +"@A 1+@A 11@1

肿瘤大小!

7J

"

"#

2 +2 *A@! ("@2 +2@A "@"""

"%

2 (# 1,@( !"@* !"@*

淋巴结转移

"

无
1+ *1@* (#@( +*@! "@"""

"

有
A" 22@+ ,"@A !A@1

病理类型

"

鳞癌
1A +A@1 11@2 1#@" "@(AA

"

腺癌
(+ +,@! 1,@! 1#@2

*1"#

重庆医学
!"#!

年
1

月第
1#

卷第
##

期



续表
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-.030

中
CPZ#

及
FZ[/

表达&

XFD

和临床

""""

病理因素与
D/.

的关系

项目
%

#

年无病

生存率!

R

"

,

年无病

生存率!

R

"

2

年无病

生存率!

R

"

!

"

混合癌
## +,@+ 21@2 21@2

分化程度

"

高分化
* (2@" 2+@, 2+@, "@,A1

"

中分化
#"1 +2@1 11@" 1!@*

"

低分化
!1 2*@, ,+@2 ,+@2

CPZ#

"

低表达
," *+@( +A@" +,@, "@"",

"

高表达
#"+ 2A@1 ,+@1 ,+@1

FZ[/

"

低表达
1+ A,@2 (2@A ("@! "@"""

"

高表达
A" 2#@# !*@2 !*@2

XFD

"#

," +" *,@, ++@" +#@" "@"""

"%

," (+ 2#@, !(@+ !(@+

"@"

"

-.030

中
CPZ#

&

FZ[/

及
XFD

与临床病理因素的关

系
"

,

! 检验显示
CPZ#

与性别&年龄&病理类型&分化程度&肿

瘤大小&淋巴结转移均无相关性$

FZ[/

在肿瘤直径大于或等

于
27J

和有淋巴结转移患者中表达显著升高!

!]"@""!

和

!]"@"!#

"$

5

检验和单因素方差分析显示
XFD

值与肿瘤大

小和淋巴结转移也密切相关!

!]"@"""

和
!]"@"""

"$见表
#

#

"@#

"

-.030

中
CPZ#

及
FZ[/

表达&

XFD

和临床病理因素

与
D/.

的关系
"

E6

L

:65BX8;89

生存分析显示$本组
#,+

例手

术
-.030

患者
#

年&

,

年和
2

年无病生存率分别为
+2@1R

&

11@+R

和
1!@,R

!插
#

图
1

"$肿瘤大小&淋巴结转移&

CPZ#

表

达&

FZ[/

表达和
XFD

与无病生存密切相关!

!]"@"""

&

!]

"@"""

&

!]"@"",

&

!]"@"""

和
!]"@"""

"$见表
!

#

0We

模型

多因素分析显示$肿瘤大小&淋巴结转移和
FZ[/

表达是

-.030

患者无病生存的独立危险因素!

!]"@"""

&

!]"@"#2

和
!]"@""#

"$增加肿瘤复发和转移风险!

88]!@A1,

&

88]

!@#1"

和
88]!@A+#

"$见表
,

#

表
,

""

-.030

预后因素的多因素
0We

回归分析

项目 回归系数!

&

" 标准误!

:N

"

I6:>

检验 自由度!

>̂

"

!

相对危险度!

88

"

88A2@"R

可信区间

肿瘤大小
#@"*" "@!(1 #2@2,, # "@""" !@A1,

*

#@(!#

$

2@",2

+

淋巴结转移
"@(+# "@,## 2@A(" # "@"#2 !@#1"

*

#@#+!

$

,@A,A

+

CPZ# "@,2* "@,2, #@",, # "@,"A #@1,#

*

"@(#(

$

!@*22

+

FZ[/ #@"*2 "@,,+ #"@1!* # "@""# !@A+#

*

#@2,!

$

2@(!!

+

XFD "@!,+ "@!*2 "@+** # "@1"( #@!+(

*

"@(!2

$

!@!#1

+

#

"

讨
""

论

肺癌是人类最常见和病死率最高的恶性肿瘤$但目前

-.030

的治疗效果欠佳$尤其是局部中晚期肺癌放化疗作用

有限$在放化疗过程中常常产生放化疗抵抗而影响疗效#肿瘤

血管在肿瘤生长&浸润和转移中起重要作用#一方面肿瘤细胞

的快速增殖能力依赖于微血管网络的不断扩张$伴随着血管发

生$癌灶生长迅速,另一方面肿瘤新生血管除其内皮细胞分泌

的胶原酶和纤溶酶原激活因子可使瘤细胞从肿瘤组织中脱落

外$其还缺乏或仅有基底膜片段$为脱落的肿瘤细胞进入血循

环提供开放的门户$肿瘤血管密度越大癌细胞脱落进入血循环

的概率越大$肿瘤转移的概率就越大*

A

+

$因此肿瘤血管生成已

受到越来越多的研究者重视#肿瘤血管生成是一个非常复杂

的过程$它与许多基因和细胞内外微环境的改变均有关系$受

多种细胞因子的正负性调节#

FZ[/

是经典的促血管生成因

子之一$可作用于血管内皮细胞$使其分化形成新的血管$并增

加血管通透性*

#"

+

#

人类
CPZ#

基因定位于
#1

号染色体长臂!

#1

j

##@!B#!

"$

全长
!@+ _̀

$包含
1

个内含子和
2

个外显子$其
7D-C

长约

#@1 _̀

$包含
#

个由
A21

个核苷酸组成的编码区$编码
,#*

个

氨基酸的蛋白!相对分子质量约
,(d#"

,

"

*

##

+

#

CPZ#

蛋白含有

两个不同的结构域$其
0

末端主要为
D-C

损伤修复内切酶活

性区$

-

末端主要为氧化还原调控区*

##B#!

+

#研究还表明
CPZ#

蛋白除发挥自身的氧化还原功能外$还充当氧化还原伴侣蛋白

的角色$使氧化还原敏感型转录因子更易被其他还原剂还

原*

#,

+

#

CPZ#

是细胞
D-C

放射性和化学性损伤碱基切除修复的

重要限速酶#研究已经证实
CPZ#

表达增强可导致肺癌放化

疗抵抗$是预后不良因素之一$抑制
CPZ#

表达则可增强放化

疗敏感性*

,

$

#1

+

#

CPZ#

通过氧化还原功能可保持
CPB#

&

Z

$

9B#

&

L

2,

&

S=/B#

-

&

-/B

.

O

等多种转录因子活性的还原状态$增强它

们与
D-C

的结合能力*

##B#!

+

#已有研究表明上述转录因子直

接或间接参与调节肿瘤血管生成*

#2B#+

+

$而
S=/B#

-

是目前较为

肯定对
FZ[/

存在调控的核转录因子*

#(

+

$在
FZ[/2f

端增强

子内存在
S=/B#

-

结合位点---低氧反应元件!

G

KL

?%;698B

'

L

?5'88:8J85M

$

S<Z

"

*

#*

+

#低氧条件下$

CPZ#

作为转录辅激

活因子与
S=/B#

-

形成复合物$一方面与
FZ[/

的
S<Z

结合

使
FZ[/

的转录和表达增强$增加血管生成*

#AB!"

+

,另一方面$

还可增加缺氧情况下
FZ[/J<-C

的稳定性*

!#

+

#

CPZ#

也可

以通过其氧化还原功能上调
SB96'

基因的表达$而
SB96'

基因

的激活上调在皮肤癌形成的不同阶段与
FZ[/

的表达呈正相

关*

!!

+

$还能增强内皮细胞中的一氧化氮合酶对钙的敏感性$提

高一氧化氮的生成量$而一氧化氮可以诱导内皮细胞表型改

变$促使其出芽及移动$提高其克隆形成能力$形成新生血

管*

!,

+

#

E6̀?:

K

9;'

等*

!1

+首先在乳腺癌中提出
CPZ#

表达可能

与淋巴结转移和肿瘤血管生成有关#本实验前期研究也证实

CPZ#

对骨肉瘤血管生成具有调节作用$

L

.;:8578CPZ#';<-C

可显著抑制骨肉瘤细胞
FZ[/

的表达及其诱导的血管内皮细

胞迁徙$并且与内皮抑素具有协同抗血管生成的作用*

1B(

+

#沈

春燕等*

!2

+最近研究了
CPZ#

&

FZ[/

在
+

&

!

期手术
-.030

中

的表达$认为
CPZ#

与
FZ[/

的表达存在相关性$

CPZ#

过表

达可能促进肿瘤组织血管的生成$并多因素分析显示
CPZ#

表

达是影响
-.030

患者生存率的独立危险因素$可导致患者预

后不良$总生存期缩短#

本研究显示
CPZ#

在
#

&

+

&

!

期手术
-.030

中的高表达

率为
((@A1R

$与沈春燕等*

!2

+的研究
CPZ#

在
+

&

!

期手术

-.030

中的高表达率
(*@!R

相似$但沈春燕等*

!2

+的研究认为

A1"#

重庆医学
!"#!

年
1

月第
1#

卷第
##

期



CPZ#

与吸烟和淋巴结转移相关#本研究则显示
CPZ#

与性

别&年龄&病理类型&分化程度&肿瘤大小&淋巴结转移均无相关

性$与张云嵩等的研究结果一致*

!

+

#在沈春燕等*

!2

+的研究中$

FZ[/

在
+

&

!

期手术
-.030

中的高表达率为
+1@#R

$并与

肿瘤大小&分化程度和淋巴结转移相关$本研究则显示
FZ[/

的高表达率为
++@#*R

$与肿瘤大小和淋巴结转移密切相关$

与分化程度无相关性#本研究定量分析肿瘤血管生成的方法

仍采用大多数研究所采用的
XFD

计数$结果与沈春燕等的研

究相似$

CPZ#

高表达组的
XFD

明显高于低表达组,

FZ[/

高

表达组的
XFD

亦明显高于低表达组$均具有统计学意义!

!]

"@""!

和
!]"@"""

"#经
.

L

869J65

相关分析表明$三者两两间

表达均存在相关性!

7]"@,+A

$

!]"@"""

,

7]"@!2+

$

!]"@"",

,

7]"@,*(

$

!]"@"""

"#

目前认为
XFD

值高提示肿瘤更易于发生转移$是预后不

佳的指标#本研究按中位数将
XFD

分为两组$用
E6

L

:65B

X8;89

法进行单因素生存分析也证实其与
D/.

的关系密切$

XFD

值高者
D/.

明显缩短!

!]"@"""

"#

CPZ#

和
FZ[/

与

XFD

均有相关性$因此
CPZ#

和
FZ[/

也有可能是预后不良

的因素#通过
E6

L

:65BX8;89

法对
#,+

例
#

&

+

&

!

期手术

-.030

病例进行单因素生存分析$结果显示
CPZ#

和
FZ[/

不同表达组间无疾病进展生存时间差异有统计学意义!

!]

"@"",

和
!]"@"""

"$并且对单因素生存分析显示与无病生存

密切相关具有统计学意义的肿瘤大小&淋巴结转移&

CPZ#

表

达&

FZ[/

表达&

XFD

等进行
0We

模型多因素分析$结果显示

肿瘤大小&淋巴结转移和
FZ[/

表达是
-.030

患者无病生存

的独立危险因素$与沈春燕等的实验结论肿瘤大小&淋巴结转

移和
CPZ#

表达是影响
-.030

患者预后的独立因素不尽相

同*

!1

+

#可能原因是本研究采用
D/.

进行生存分析$而沈春燕

等的实验结论则通过总生存时间来判断预后$

CPZ#

是多功能

基因存在多种通路影响恶性肿瘤生长和转移$而大多数患者出

现疾病复发和转移会选择进一步放化疗等治疗$

CPZ#

高表达

与
D-C

损伤修复所致放化疗抵抗有关$增大了
CPZ#

在预后

中的作用#另外一个原因为本研究包括
#

&

+

&

!

期手术

-.030

病例$部分患者术后不需要放化疗$而沈春燕等的实验

则只包括
+

&

!

期手术
-.030

病例$术后均需要放化疗#

综上所述$

CPZ#

与
FZ[/

的表达和
XFD

在
-.030

中

存在相关性$

CPZ#

高表达可能通过调控
FZ[/

促进
-.030

肿瘤组织血管生成$从而导致肿瘤复发或转移#但是$

CPZ#

可能只是调控
FZ[/

促进
-.030

肿瘤组织血管生成的因素

之一$以之为靶点的抗血管生成治疗可能需与其他抗血管生成

治疗联合才能达到最佳的抗肿瘤血管生成效果#因此未来的

研究方向可能为如何与其他抗血管生成治疗联合以达到最佳

治疗效果#
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GNZ<N

L

或
0XF

L

驱动的
3/

真核表达载体$转染
C21A

细胞

和
X<0B2B!

细胞株$观察
3/

的表达和对细胞的杀伤#结果发

现$

GNZ<N

L

和
0XF

L

都能驱动
3/

表达于并杀伤
C21A

细

胞$杀伤效能包括细胞活力下降$凋亡)坏死率上升#所采用的

C558%;5FB/=N0

标记法$可以同时检测凋亡和坏死比例$其结

果和
XNN

分析法检测的细胞活力下降相一致#但
GNZ<N

L

的效能较
0XF

L

弱$这可能和
GNZ<N

L

的活性可能比
0XF

L

的活性低有关#另一方面$和
0XF

L

能驱动
3/

表达于
X<0B

2

细胞并杀伤后者相反$

GNZ<N

L

并不能驱动
3/

表达于并杀

伤
X<0B2

细胞#提示可能和
X<0B2

细胞中端粒酶活性为阴

性有关#这提示$

GNZ<N

L

驱动
3/

表达是肿瘤特异性的$避

免了对正常细胞的毒性#

本研究设想以下几种进一步增进
GNZ<N

L

的活性$以得

到更强的抑瘤效应的策略%!

#

"包括肺癌在内的实体肿瘤细胞

往往处于缺氧环境*

(

+

$且往往需要放射治疗$故可在
GNZ<N

L

上游增加缺氧或放射反应元件$构建成缺氧或放射诱导型增强

子$以增强
GNZ<N

L

的效能#!

!

"

GNZ<N

L

内部存在
ZB_?%

结

合元件$它是
7BX

K

7

等癌基因激活
GNZ<N

L

的重要结构*

*BA

+

$

故可通过人工基因合成$增加
ZB_?%

结合元件的拷贝数$亦有

望增加
GNZ<N

L

在肿瘤细胞内的活性#这方面$值得进一步

研究#此外$近来还发现$肿瘤血管表达炭疽毒素的另一组份

Z/

的受体
NZXB*

和
0X[B!

*

#"B##

+

$设想如果用
GNZ<N

L

驱动

分泌型
Z/

表达于肿瘤细胞$则有可能实现对肿瘤血管的靶向

性破坏#这方面$亦值得进一步地探索#
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