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摘
!

要"目的
!

观察鼻咽癌组织中以
X8B"#

标记的微淋巴管和以
&X="

标记的微血管的密度及其临床意义$方法
!

对
,#!

例初治鼻咽癌的组织标本!用免疫组化的方法及计算机辅助的图像分析系统定量分析肿瘤组织中淋巴管密度"

3WX

#及微血管密

度"

_WX

#与临床资料的关系!同时分析
3WX

与
_WX

之间的关系$结果
!

,#!

例标本淋巴管和微血管染色均呈阳性$

3WX

与

^

分期)复发及转移相关"

$

%

#*#<

#!而与年龄)性别)

5

分期)临床分期无关"

$

&

#*#<

#$

_WX

与
5

分期)临床分期)复发及转移

相关"

$

%

#*#<

#!与年龄)性别)

^

分期无关"

$

&

#*#<

#$

&X="

的表达与
X8B"#

的表达呈正相关$结论
!

3WX

是鼻咽癌颈淋巴结

转移的重要因素!

3WX

)

_WX

均与鼻咽癌复发及远处转移密切相关$

关键词"鼻咽癌(淋巴管(微血管(免疫组织化学
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中国是鼻咽癌高发区#据世界卫生组织$

dY:

%国际癌症

研究机构的资料#在全球统计的年鼻咽癌新发病例
!"/)!

例

中#中国达
8(#88

例#占
"=*8-

,目前早期$

(

4

%

期%鼻咽癌

<

年生存率为
!#-

#

,##-

#晚期$

-

4

.

期%鼻咽癌
<

年生存

率为
,#-

#

"#-

#主要死因为局部未控制和远处转移#大量研

究证实#实体肿瘤的侵袭与转移依赖于新生血管生成#肿瘤的

血管生成与其生长)分期及预后有密切关系#抗血管的靶向治

疗已成为一种有效的治疗手段,由于缺乏淋巴内皮标记物#所

以对肿瘤转移的另一通道---淋巴系统的研究却相对较少,

近年来一系列淋巴管特异标记物$如
K

1>1

K

2'A?A

)

K

I1DB,

)

3gB

W6B,

及
X8B"#

%的相继出现#使淋巴管生成与肿瘤转移及预后

关系的研究成为继肿瘤血管生成之后的新的研究热点,本组

通过研究分别以
X8B"#

和
&X="

标记的
,#!

例鼻咽癌组织微

淋巴管)微血管的表达情况#探讨两者与鼻咽癌临床资料的关

系#寻求有效指标来预测鼻咽癌患者复发)转移风险及预后#为

临床放)化疗和靶向治疗提供参考,同时分析淋巴管密度

$

2

J

0

K

FNC;;C2>CA;?E

J

#

3WX

%与微血管密度$

0?HI1BNC;;C2>CAB

;?E

J

#

_WX

%的关系#初步探讨抗鼻咽癌淋巴管生成治疗和抗血

管生成治疗是否具有同样的价值,

>

!

资料与方法

>*>

!

一般资料
!

收集
8##8

#

8##=

年间在广西医科大学附属

肿瘤医院初治的鼻咽癌患者$男
/(

例#女
8(

例(年龄
,/

#

/8

岁#中位年龄
"/

岁%的临床资料及瘤体活检组织标本,全部有

病理诊断#原发灶
5

,

,#

例#

5

8

!/

例#

5

=

,=

例#

5

"

,!

例#颈部

淋巴结转移包括!

^

#

8#

例#

^

,

",

例#

^

8

8<

例#

^

=

8#

例,

>*?

!

实验仪器及试剂
!

显微镜$

$a"#

型%为
:2

J

0

K

Q;

公司产

品,

_1E?H_C>!*#

数码医学图像分析系统购自北京麦克奥

迪图像技术有限公司,第一抗体!鼠抗人
&X="

单克隆抗体#

购自
Ĉ10'OCI;

公司,鼠抗人
X8B"#

单克隆抗体#购自
b

J

0C>

公司,第二抗体!兔抗
ZWB!##,

)鼠抗
ZWB!##8

#均购自北京中

杉公司,

=

#

=eB

二氨基联苯胺$

=

#

=eB>?'0?A1RCAS?>?AC

#

X7$

%溶

液,二步法免疫组化
_'DW?;?1A5_

试剂盒!酶标聚合物#购

于福州迈新公司,

>*@

!

方法
!

本实验所有患者组织切片均应用免疫组化两步法

8(<,

重庆医学
8#,8

年
!

月第
",

卷第
,!

期

"

基金项目"广西科学基金资助项目$桂科自
#)),8=#

%,

!

#

!

通讯作者#

6B0'?2

!

E'ADF1A

M"

,!=*H10

,



进行
&X="

)

X8B"#

蛋白检测,阳性对照!用已知的
&X="

)

X8B

"#

阳性切片作对照,阴性对照!用磷酸盐缓冲液代替一抗作

阴性对照,

>*A

!

结果判断和分组标准
!

3WX

和
_WX

计算结果的判定

均参照
62B[1F'I

J

等&

,

'及
dC?>ACI

&

8

'的方法,

X8B"#

阳性染色

定位于淋巴管内皮细胞胞膜和细胞质#呈棕黄色颗粒状,

X8B

"#

染色以阳性着色的单个内皮细胞或内皮细胞簇分别计为一

个阳性微淋巴管#先在
"#

倍光镜下确定
=

个着色密集的区域#

8##

倍光镜下分别计数
=

个视野#取其平均值,血管内皮细胞

胞浆呈棕黄色或棕褐色者为
c

*

L7

M

阳性细胞,凡在肿瘤组

织中#分界清楚的阳性染色的血管内皮细胞或血管内皮细胞簇

只要结构不相连#其分枝结构也作为一个血管计数,管腔大于

(

个红细胞或已形成明显肌层的血管不参与计数,具体方法

是低倍镜$

"#a

%下选取高血管密度区#在
8##a

视野下计数
=

个视野的
_WX

#取其平均值作为该例肿瘤的
_WX

值,

>*B

!

统计学处理
!

用
9Z99,=*#

软件处理数据#计量资料用

B+;

表示#进行两独立样本
6

检验,

3WX

)

_WX

相互关系用直

线相关方法作相关分析,

%'

K

2'AB_C?CI

法及
31

M

BI'AO

法行生

存率分析和检验,

$

%

#*#<

表示差异有统计学意义,

?

!

结
!!

果

?*>

!

鼻咽癌组织中
3WX

与临床资料的关系
!

分析
3WX

与肿

瘤临床资料的关系显示#无淋巴结转移$

^

#

%组)无复发)转移

组
3WX

值均较有颈淋巴结转移$

^

,

4^

8

4^

=

%组)复发
4

转

移组低#差异有统计学意义$

$

%

#*#<

%,以临床
(

"

%

期$早

期%和
-

"

.

期$晚期%以及以
5

,

45

8

$局部早期%和
5N=45

"

$局部晚期%各分两组#

3WX

值
-

"

.

期)

5

=

45

"

期均高于
(

"

%

期)

5

,

45

8

期#

$

值分别为
#*=8#

)

#*!=/

#差异均无统计学

意义,按年龄中位数$

"/

岁%分两组#

$

"/

岁组和
%

"/

岁组#

按性别分男女两组#其
3WX

值均较接近#差异无统计学意义

$

$

&

#*#<

%#见表
,

,

表
,

!!

3WX

与临床资料的关系%

B+;

&

临床参数
! 3WX

$

X8B"#

%

$

性别

!

男
/( ,!*8)+<*=)

!

女
8( ,"*()+<*,! #*#),

年龄$岁%

!$

"/ <" ,!*(<+<*(<

!

#

#%

"/ <8 ,<*<,+"*"/ #*,()

5

分期

!

5

,

#

5

8

// ,<*8)+<*#(

!

5

=

#

5

"

8) ,<*("+<*)! #*!=/

临床分期

!(#%

", ,"*)!+<*,,

!-#.

!< ,!*#8+<*!8 #*=8#

^

分期

!

^

#

8# ,=*#,+=*)<

!

^

,

#

^

=

(! ,<*()+<*!/ #*#="

复发)转移

!

有
8/ ,!*")+<*8!

!

无
/) ,"*,!+"*(! #*#=(

?*?

!

鼻咽癌组织中
_WX

与临床资料的关系
!

分析微血管密

度与肿瘤临床资料的关系显示#临床早期组$

(

4

%

%)局部早

期组$

5

,

45

8

%)无复发转移组
_WX

值均分别较临床晚期组

$

-

4

.

%)局部晚期组$

5

=

45

"

%)复发
4

转移组低#

$

值分别

为
#*##<

)

#*#"8

)

#*#=<

#差异均有统计学意义,无淋巴结转移

$

^

#

%组
_WX

值比有颈淋巴结转移组$

^

,

4^

8

4^

=

%低#差异

无统计学意义$

$.#*!#<

%,按年龄$以年龄中位数为界%)性

别各分两组#其
_WX

值差异均无统计学意义$

$

&

#*#<

%#见

表
8

,

表
8

!!

_WX

与临床资料的关系%

B+;

&

临床参数
! _WX

$

X="

%

$

性别

!

男
/( <)*,/+="*()

!

女
8( <8*=)+8(*8< #*=</

年龄$岁%

!$

"/ <" <<*!,+=#*<!

!

#

#%

"/ <8 <(*!=+=!*<( #*!"<

5

分期

!

5

,

#

5

8

// "/*<,+=<*,/

!

5

=

#

5

"

8) !=*<,+=!*// #*#"8

临床分期

!(#%

", "<*!=+8,*#(

!-#.

!< !"*,#+=/*"( #*##<

^

分期

!

^

#

8# <8*#<+==*,#

!

^

,

#

^

=

(! <!*#)+=#*)! #*!#<

复发)转移

!

有
8/ !/*/,+"#*,=

!

无
/) <#*),+==*"( #*#=<

?*@

!

3WX

与
_WX

的关系
!

对微淋巴管和微血管密度行相

关分析#

$

值为
#*#,<

$

3.#*!,=

%,相关分析结果表明肿瘤组

织中
3WX

与
_WX

呈正相关,

@

!

讨
!!

论

肿瘤的侵袭和转移是癌症患者死亡的重要原因之一#也是

影响患者生存期和治疗效果的主要原因,血道和淋巴道是癌

细胞远处转移的主要途径,血道的转移依赖肿瘤微血管的生

成#

_WX

直接反映肿瘤微血管数量#与诸多病理参数)临床参

数有密切关系,近来#淋巴管内皮特异性因子的不断发现#如

X8B"#

)

3WgcB,

)

ZL:]B,

等#使肿瘤淋巴管生成与肿瘤转移及

预后关系的研究成为继肿瘤血管生成之后新的研究热点,

&X="

和
X8B"#

是目前标记肿瘤微血管和微淋巴管最常用

的标记物,

&X="

抗体是目前检验微血管构筑的较好方法#有

较强的可重复性,经过组织超微结构和其他淋巴管标记物证

实#单克隆抗体
X8B"#

只存在于淋巴管内皮细胞上,此抗体对

淋巴内皮具有很强的特异性和敏感性&

=

'

,

本研究发现
&X="

)

X8B"#

在
,#!

例鼻咽癌组织均有表达,

_WX

值比
3WX

大,

3WX

在有颈部淋巴结转移$

^

,

4^

8

4

^

=

%)有复发或转移的患者明显高于无颈部淋巴结肿大$

^

#

%)

无复发或转移的患者,而
3WX

值在年龄)性别)

5

分期)临床

分期各组中差异无统计学意义$

$

&

#*#<

%,

_WX

在鼻咽部原

发灶偏晚期$

5

=

45

"

%)临床中晚期$

-

4

.

%)有复发
4

转移患

者的表达明显高于鼻咽部原发灶偏早期$

5

,

45

8

%)临床早期

$

(

4

%

%)无复发或转移的患者,而
_WX

在年龄)性别)

^

分

期各组中差异无统计学意义$

$

&

#*#<

%,因此#本组认为
3WX

与
^

分期$颈淋巴结转移%及复发转移相关$

$

%

#*#<

%#与年

龄)性别)

5

分期及临床分期无关$

$

&

#*#<

%,

_WX

与
5

分

=(<,

重庆医学
8#,8

年
!

月第
",

卷第
,!

期



期)复发转移)临床分期有关$

$

%

#*#<

%#与年龄)性别)

^

分期

$颈淋巴结转移%无关$

$

&

#*#<

%,

_WX

)

3WX

均与复发转移

相关#无颈淋巴结转移组和无复发转移组
3WX

明显低于有淋

巴结转移
4

复发转移组#无复发转移组
_WX

明显低于复发
4

转移组#均提示肿瘤淋巴管数量和微血管数量的多少与淋巴结

转移和肿瘤侵袭行为密切相关,

5

分期越晚#表明鼻咽癌的原

发灶就越大或向周围浸润范围越大,实体肿瘤的生长不仅取

决于肿瘤细胞的种植效率和增生速度#还取决于肿瘤新生血管

的形成&

"

'

,本研究发现鼻咽癌
_WX

与
5

分期相关#

3WX

与

5

分期无关,推测肿瘤原发灶的生长主要依赖微血管生成为

主#有待进一步研究,

关于
_WX

)

3WX

与恶性肿瘤分期的关系研究中#各学者

研究结果并非完全一致,刘宜敏等&

<

'研究表明
_WX

的水平

均和鼻咽癌的分期密切相关#

5

)

^

)

5̂ _

分期越晚
_WX

越

高,李菊兰等&

!

'研究表明
_WX

与肿瘤分期有正相关关系,

王胜资等&

/

'研究认为鼻咽癌
X8B"#

的表达与
^

分期密切相

关#而与年龄)

5

分期及临床分期无关#

&X="

的表达与年龄)

5

分期及临床分期相关,

$C';2C

J

等&

(

'对
/#

例头颈部肿瘤进行

研究后发现#在口咽癌中肿瘤内新生淋巴管数与颈部淋巴结转

移相关#而在其他的肿瘤中两者无相关性#提示肿瘤淋巴管新

生与淋巴结转移的关系是复杂的,究其原因#除了各学者观察

例数差异或各期例数分布不均导致结果有一定的偏差外#由于

肿瘤淋巴管和血管分布不均#呈明显异质性#这就增加了寻找

3WX

)

_WX

*热点+区域的困难,为此#亟待探索一种更客观)

更准确)更实用和标准化的肿瘤
3WX

)

_WX

计数评估方法,

近年来#对乳腺癌)胃癌)食管癌)大肠癌)胰腺癌&

)

'

)胆囊

癌&

,#

'及胃肠间质瘤&

,,

'的研究证实#

_WX

是一个独立而重要

的预后因素#高
_WX

提示肿瘤易发生转移)预后不良,而肿

瘤新生淋巴管的形成有利于肿瘤生长#还可促进肿瘤细胞沿淋

巴管扩散转移&

,8

'

,

9HFAC?>CI

等&

,=

'的研究亦表明#恶性肿瘤主

要通过肿瘤边缘毛细淋巴管进入淋巴系统#从而造成淋巴转

移,

\;'O'

等&

,"

'认为肿瘤周围间质中淋巴管密度的增加和淋

巴结转移及恶性侵袭行为相关,有国外学者报道
3WX

和

_WX

与肿瘤患者的不良预后密切相关&

,<B,!

'

,另有报道
3WX

越高#预后越差&

,/

'

,

_'E;Q01E1

等&

,(

'采用同样方法标记食管

癌和结直肠癌的新生微淋巴管#发现
3WX

高的患者远期生存

率更短#提示
3WX

为恶性肿瘤远期预后的独立预测指标,鼻

咽癌组织中淋巴管与预后关系的研究目前尚不多,国内有人

研究了
<<

例鼻咽癌患者
W6[cB&

)

W6[cLB=

表达和
3WX

与

复发及预后的关系#发现
W6[cB&

)

W6[cLB=

高表达及高

3WX

的患者预后较差&

,)

'

,目前鼻咽癌的治疗以放射治疗为

主#早期$

(

4

%

%鼻咽癌
<

年生存率为
!#-

#

,##-

#晚期

$

-

4

.

%鼻咽癌
<

年生存率为
,#-

#

"#-

#主要死亡原因为

局部未控制和远处转移,对
-

4

.

患者#单独放疗远期效果不

十分理想,对这部分患者同期的放)化疗可提高
<

年生存率,

鼻咽癌虽然是对放)化疗敏感的肿瘤#但仍有部分在首程治疗

后出现复发)远处转移#因而寻找可以监测鼻咽癌治疗后复发)

远处转移的指标对临床治疗有重要意义,通过上述研究#作者

认为
3WX

)

_WX

可作为预测鼻咽癌转移和复发指标之一#它

们有助于预测鼻咽癌的复发转移#在临床中对高
3WX

)

_WX

的患者#应加强治疗或密切随访,对这部分患者除了应用同期

放)化疗外#可能还要加用辅助化疗或者给予抗血管或淋巴管

生成抑制剂以防止远处转移或复发#提高远期疗效,

本研究发现
3WX

)

_WX

均与鼻咽癌转移)复发相关#提示

这两个指标可能有一定的相关性且具有临床意义,国内有研

究表明肿瘤组织中淋巴管新生和血管新生相伴随且对肿瘤生

长)转移及预后有所影响&

8#

'

,本研究通过相关分析发现
,#!

例鼻咽癌肿瘤组织中的淋巴管和微血管相关系数
3.#*!,=

#

$

%

#*#<

%#表达倾向呈一致性,虽然目前以肿瘤血管为靶点

的抗血管生成治疗在临床中应用#取得了较好的疗效#但并未

完全阻断肿瘤的生长#提示仍应探索更多新的抗肿瘤生长的靶

点,

L1RCIE;

等&

8,

'比较了控制肿瘤转移方面抗血管生成和抗淋

巴管生成的作用#证实将淋巴管作为靶点不仅可以预防肿瘤转

移#而且在肿瘤转移后的治疗中也具有重要的意义,因此#作者

认为阻断鼻咽癌淋巴管生成的靶向治疗可能和抑制肿瘤内血管

增生具有相同的临床意义#或者同时阻断肿瘤血管生成和淋巴

管生成可能会进一步提高疗效#值得深入研究,
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