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　　摘　要：目的　检测食管鳞癌组织中神经轴突导向因子１（Ｎｅｔｒｉｎ１）及血管内皮细胞生长因子（ＶＥＧＦ）的表达水平，探讨Ｎｅ

ｔｒｉｎ１和ＶＥＧＦ的相关性。方法　应用免疫组织化学ＳＰ法和原位杂交方法检测５０例食管鳞癌组织及其相应的１９例癌旁不典

型增生组织和２０例正常食管黏膜组织中 ＶＥＧＦ、Ｎｅｔｒｉｎ１蛋白及 ｍＲＮＡ的表达水平。结果　（１）食管鳞癌组织中 Ｎｅｔｒｉｎ１、

ＶＥＧＦ蛋白及ｍＲＮＡ阳性表达率均高于癌旁不典型增生组织和正常食管黏膜组织（犘＜０．０５）；（２）有淋巴结转移组食管鳞癌组

织中Ｎｅｔｒｉｎ１、ＶＥＧＦ蛋白及ｍＲＮＡ阳性表达率均高于无淋巴结转移者（犘＜０．０５）；（３）食管鳞癌组织中ＶＥＧＦ和Ｎｅｔｒｉｎ１阳性

表达率间呈正相关（狉＝０．９４１３，犘＜０．０１），ＶＥＧＦｍＲＮＡ和Ｎｅｔｒｉｎ１ｍＲＮＡ阳性表达率间呈正相关（狉＝０．５８４７，犘＜０．０１）。结

论　人食管鳞癌组织中 ＶＥＧＦ、Ｎｅｔｒｉｎ１蛋白及 ｍＲＮＡ均呈高表达；Ｎｅｔｒｉｎ１、ＶＥＧＦ的表达在食管癌的淋巴结转移过程中起一

定的作用；且二者存在正相关，可能共同参与食管癌的发生、发展。
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　　神经轴突导向因子１（Ｎｅｔｒｉｎ１）是层黏连蛋白相关的分泌

蛋白，在调节神经轴突生长、缺氧促进肿瘤血管生成、调节白细

胞迁移等方面发挥重要作用。而血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）

是目前所知的作用最强的促血管形成因子之一，在肿瘤血管形

成中起重要作用［１］。有关食管鳞癌组织中 Ｎｅｔｒｉｎ１、ＶＥＧＦ蛋

白及ｍＲＮＡ表达及其意义尚未见文献报道。作者采用免疫组

织化学与原位杂交方法观察食管鳞癌组织中 Ｎｅｔｒｉｎ１、ＶＥＧＦ

的蛋白及ｍＲＮＡ表达，从而探讨其与食管癌发生、发展及浸润

转移的关系以及ＶＥＧＦ和Ｎｅｔｒｉｎ１的相关性。

１　资料与方法

１．１　实验标本　组织标本系河南省商丘市第一人民医院

２０１１年３月至２０１２年３月食管癌新鲜手术切除标本，共５０

例，病理检查证实均为鳞癌，并取相应的癌旁不典型增生标本

１９例及正常食管黏膜标本２０例。食管鳞癌患者中，男３３例，

女１７例，年龄４０～７４岁。５０例食管标本按有无淋巴结转移

分为：转移组１４例和无转移组３６例。术前均未接受放化疗。

１．２　实验试剂　Ｎｅｔｒｉｎ１、ＶＥＧＦ免疫组织化学ＳＰ试剂盒及

Ｎｅｔｒｉｎ１、ＶＥＧＦ原位杂交试剂盒购自武汉博士德生物工程有

限公司；ＶＥＧＦ鼠抗人单克隆抗体、Ｎｅｔｒｉｎ１兔抗人抗体购买

于北京中杉试剂公司；胃蛋白酶、预杂交液及核固红均购自武

汉博士德生物工程有限公司；ＳＰＡＰ（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎＡ１ｋａｌｉｎｅ

ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ）及ＢＣＩＰ／ＮＢＴ购自美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司，Ｎｅｔｒｉｎ１

探针（５′ＧＧＡＡＧＴＴＣＡＣＧＧＴＧＡＡＣＡＴ３′），ＶＥＧＦ探针

（５′ＧＴＣＡＴＧＧＡＡＴＣＣＡＴＣＴＧＴＴＧＡＧＴ３′）由北京奥

科生物技术有限责任公司合成。

１．３　方法

１．３．１　标本处理　食管鳞癌组织、癌旁不典型增生组织及正

常食管黏膜组织经４０ｇ／Ｌ的多聚甲醛固定，石蜡包埋，用于免

疫组织化学及原位杂交检测。

１．３．２　免疫组织化学　免疫组织化学ＳＰ法染色步骤按照试

剂盒及一抗（浓度为１∶１００）说明书要求进行，同时用购自武

汉博士德公司（Ｎｅｔｒｉｎ１）及北京中杉试剂公司（ＶＥＧＦ）的阳性
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对照片进行阳性对照及用ＰＢＳ代替一抗作阴性对照。

１．３．３　原位杂交　参照原位杂交试剂盒说明书操作，以不含

探针的预杂交液进行杂交及杂交前用ＲＮａｓｅ处理样本作阴性

对照。

１．３．４　免疫组织化学及原位杂交结果判定　在显微镜下观察

并计数，每张切片观察１０个视野（×２００），并取均数。按阳性

细胞数所占的百分比分为：阴性：阳性细胞数小于５％；弱阳

性：阳性细胞数占５％～２５％；阳性：阳性细胞数占２５％～

５０％；强阳性：阳性细胞数大于５０％。为便于统计，将弱阳性

和阴性归为阴性，阳性和强阳性归为阳性［２］。

１．４　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０软件数据进行统计分析，

行χ
２ 检验及列联表的关联性分析，检验标准α＝０．０５。

２　结　　果

２．１　免疫组织化学与原位杂交结果　Ｎｅｔｒｉｎ１蛋白阳性信号

位于正常食管鳞状上皮细胞、食管癌细胞或癌旁不典型增生细

胞胞膜，在细胞与细胞的接触面的表达更为清晰，呈棕黄色颗

粒（图１Ａ）。Ｎｅｔｒｉｎ１ｍＲＮＡ阳性信号位于正常食管鳞状上皮

细胞、食管癌癌细胞或癌旁不典型增生细胞胞质中，呈蓝紫色

颗粒（图１Ｂ）；ＶＥＧＦ蛋白阳性表达主要定位于细胞胞质（图

１Ｃ）。ＶＥＧＦｍＲＮＡ阳性信号位于正常食管鳞状上皮细胞、食

管癌癌细胞或癌旁不典型增生细胞胞质中，呈蓝紫色颗粒

（图１Ｄ）。

２．２　食管鳞癌组织中 Ｎｅｔｒｉｎ１、ＶＥＧＦ的蛋白及 ｍＲＮＡ表达

　见表１。食管鳞癌组织、癌旁不典型增生组织与正常食管黏

膜组织中Ｎｅｔｒｉｎ１、ＶＥＧＦ蛋白及 ｍＲＮＡ表达，差异均有统计

学意义（犘＜０．０５）。

２．３　Ｎｅｔｒｉｎ１及ＶＥＧＦ蛋白表达与食管癌转移的关系　见表

２～３。有淋巴结转移的食管鳞癌组织中 Ｎｅｔｒｉｎ１蛋白及 ｍＲ

ＮＡ、ＶＥＧＦ蛋白及ｍＲＮＡ表达均高于无淋巴结转移的相应组

织（犘＜０．０５）。

图１　　食管鳞癌组织中ＶＥＧＦ、Ｎｅｔｒｉｎ１蛋白及ｍＲＮＡ的影像学表现（ＳＰ，×４００）

表１　　食管鳞癌组织、癌旁不典型增生组织及其正常组织中Ｎｅｔｒｉｎ１、ＶＥＧＦ蛋白及ｍＲＮＡ表达比较［狀（％）］

组别 狀
Ｎｅｔｒｉｎ１蛋白

阳性表达

Ｎｅｔｒｉｎ１ｍＲＮＡ

阳性表达

ＶＥＧＦ蛋白

阳性表达

ＶＥＧＦｍＲＮＡ

阳性表达

食管鳞癌组织 ５０ ３１（６２．０） ２５（５０．０） ３４（６８．０） ２８（５６．０）

癌旁不典型增生组织 １９ ５（２６．３） ３（１５．８） ４（２１．１） ４（２１．１）

正常组织 ２０ ２（１０．０） １（５．０） ２（１０．０） １（５．０）

χ
２ １８．４３７７ １６．２７１０ ２４．９９３９ ９．４６８２

犘 ０．０００１ ０．０００３ ０．００００ ０．００８８

表２　　ＶＥＧＦ及ｍＲＮＡ蛋白的表达与淋巴结转移的关系

因素 狀
ＶＥＧＦ表达

阳性例数 阳性率（％）

ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达

阳性例数 阳性率（％）

有淋巴结转移 １４ １２ ８５．７１ １３ ９２．５９

无淋巴结转移 ３６ １５ ４１．７０ １９ ５２．８０

χ
２ ７．８７３２ ７．０２７８

犘 ０．００５０ ０．００８０

表３　　Ｎｅｔｒｉｎ１及ｍＲＮＡ蛋白的表达与淋巴结转移的关系

因素 狀
Ｎｅｔｒｉｎ１表达

阳性例数 阳性率（％）

Ｎｅｔｒｉｎ１ｍＲＮＡ表达

阳性例数 阳性率（％）

有淋巴结转移 １４ １３ ９２．５９ １２ ８５．７１

无淋巴结转移 ３６ １９ ５２．８０ １５ ４１．７０

χ
２ ７．０２７８ ７．８７３２

犘 ０．００８０ ０．００５０

２．４　ＶＥＧＦ和 Ｎｅｔｒｉｎ１的相关性　在 ＶＥＧＦ蛋白表达阳性

病例中，Ｎｅｔｒｉｎ１蛋白表达阳性率为９１．１８％（３１／３４），ＶＥＧＦ

蛋白表达阴性病例中Ｎｅｔｒｉｎ１蛋白表达阳性１２．５０％（２／１６），

经统计学分析，结果显示列联系数（ｃｏｎｔｉｎｇｅｎｃｙｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ）狉＝

０．９４１３，犘＜０．０１，提示两种蛋白在食管癌组织中的表达成正

相关性。在ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达阳性病例中，Ｎｅｔｒｉｎ１ｍＲＮＡ

表达阳性率为８９．２９％（２５／２８），ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达阴性病例

中Ｎｅｔｒｉｎ１ｍＲＮＡ表达阳性率为９．０９％（２／２２），经统计学分

析，结果显示列联系数狉＝０．５８４７，犘＜０．０１，提示两种 ｍＲＮＡ

在食管癌组织中的表达成正相关性。

３　讨　　论

Ｎｅｔｒｉｎ家族是一类与层黏连蛋白相关的可分泌蛋白，也是

重要的神经突起导向因子，在结构上高度保守［３］。Ｎｅｔｒｉｎ１是

Ｎｅｔｒｉｎ基因家族中研究较多的重要成员之一。近年研究结果

显示，Ｎｅｔｒｉｎ１可通过调节肿瘤血管生成调节肿瘤的形态发生

和发展、转移［４］。２００４年，Ｐａｒｋ等
［５］在ＰＮＡＳ上率先报道Ｎｅ

ｔｒｉｎ１是一血管生成因子，既能促进内皮细胞增生、迁移和黏
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附，增生效应类似于经典的内皮细胞促进因子———血管内皮生

长因子；又能促平滑肌细胞增生，效应等同于经典的平滑肌细

胞促进因子———血小板源性生长因子。几乎与此同时，Ｆｉｔａ

ｍａｎｔ等
［６］报道，去除 Ｎｅｔｒｉｎｌ基因表达，会导致内皮端细胞伪

足迷乱、过度分支和方向异常，提示 Ｎｅｔｒｉｎｌ具有调控血管方

向和形态发生功能。

Ｎｅｔｒｉｎ１与恶性肿瘤侵袭性的关系也受到重视。Ｏｔｒｏｃｋ

等［７］基于Ｎｅｔｒｉｎｌ转基因小鼠的研究证实，Ｎｅｔｒｉｎｌ在转基因

小鼠的结肠中高表达，而其受体ＤＣＣ和 ＵＮＣ５Ｈ在所有肠上

皮细胞中均有表达，与之相应的表型是结肠增生和腺瘤发生频

率增高，提示Ｎｅｔｒｉｎ１可能作为原癌基因在结肠癌的早期发挥

重要作用。Ｍｅｈｌｅｎ等
［８］发现Ｎｅｔｒｉｎ１与乳腺癌细胞的存活及

转移关系密切，认为 Ｎｅｔｒｉｎ１有利于转移的乳腺癌细胞存活，

但不足以导致形成癌细胞转移灶；Ｎｅｔｒｉｎｌ的表达量有利于判

断乳腺癌的转移性，如乳腺癌组织中 Ｎｅｔｒｉｎｌ高表达，则转移

性强。近来有研究表明，在９２例非小细胞肺癌中，Ｎｅｔｒｉｎ１高

表达的有４３例（占４７％）；且通过增强或减弱 Ｎｅｔｒｉｎ１表达对

肿瘤的影响研究可能存在的联系，结果提示Ｎｅｔｒｉｎ１有可能成

为治疗肺癌的新靶点［９］。本研究显示 Ｎｅｔｒｉｎ１表达在淋巴转

移的患者中阳性表达明显升高，表明 Ｎｅｔｒｉｎｌ在食管癌中的表

达上调可能在食管癌癌细胞侵袭转移过程中发挥重要作用。

实验结果显示Ｎｅｔｒｉｎ１在食管癌侵袭转移过程中扮演重要角

色，可能被作为肿瘤基因治疗的新靶点进行研究。

ＶＥＧＦ是目前已知作用最强的促血管形成因子之一，也是

肿瘤细胞分泌的血管形成因子中最重要的一种，新血管形成是

保证肿瘤生长和转移的组织学基础，受多种促血管因子和抗血

管生成因子的双重调节。据报道，食管鳞癌阳性率为２３．９％～

９３．３％，本研究为６８．０％。ＶＥＧＦ主要表达于癌细胞，具有明

显的异质性，强阳性表达的细胞多位于浸润前缘，在血管内皮

不表达或极少量表达，与 Ｍｂｉｕｓ等
［１０］的报道相似。推测

ＶＥＧＦ主要以旁分泌途径作用于血管内皮细胞。ＶＥＧＦ是高

度特异的血管内皮细胞有丝分裂原［１１］，是肿瘤新生血管生成

的重要调控因子［１２］，不仅参与肿瘤血管生成、增殖，还直接与

肿瘤浸润转移有关，且其表达水平与肿瘤的恶性程度有关［１３］。

ＶＥＧＦ与食管鳞状细胞癌的浸润程度、淋巴结转移呈正相关。

因此，可以作为判定食管癌生物学行为的检测及预后指标［１４］。

本研究显示，ＶＥＧＦ在食管癌中的表达与癌旁非典型增生组织

及正常食管黏膜组织比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。提

示ＶＥＧＦ可诱导食管癌肿瘤血管形成，提高其通透性，促使肿

瘤细胞浸润转移、恶性程度增加。

ＶＥＧＦ是目前已知作用最强的促血管形成因子之一，而

Ｎｅｔｒｉｎ１可通过调节肿瘤血管生成调节肿瘤的形态发生和发

展、转移［１５］。因此，Ｎｅｔｒｉｎ１和ＶＥＧＦ基因蛋白之间可能有协

同作用。实验结果显示Ｎｅｔｒｉｎ１和ＶＥＧＦ基因蛋白在正常食

管黏膜组织中基本不表达，而在食管癌组织中有不同程度的阳

性表达，食管癌中 ＶＥＧＦ及 Ｎｅｔｒｉｎ１的表达存在正相关性。

它们以不同的机制促进了食管癌的发生、发展、侵袭和转移。

对食管癌患者进行 Ｎｅｔｒｉｎ１和 ＶＥＧＦ的联合检测，有可能作

为食管癌的诊断和评估其预后的重要分子生物学指标。判断

食管癌的侵袭和转移能力，为术后高危患者制订合理的治疗方

案及防止肿瘤的复发和转移提供可靠的依据。但是，在体内食

管癌侵袭、转移过程中，Ｎｅｔｒｉｎ１基因的作用及其分子机制，还

有待进一步研究。
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［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＳｃｉ，２００５，１８（１４）：５３９３５４０３．

［１５］ＣａｌｌａｈａｎＣＡ，ＯｏｓｔａｄＴ，ＨｏｒｎｇＪＫ，ｅｔａｌ．ＭＩＭ／ＢＥＧ４，ａ

ｓｏｎｉｃｈｅｄｇｅｈｏｇｒｅｓｐｉｎｓｉｒｅｇｅｎｅｔｈａｔｐｏｔｅｎｔｉａｔｅｓＧｌｉｄｅ

ｐｅｎｄｅｎｔｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ［Ｊ］．ＧｅｎｓｅＤｅｒ，２００４，１８（１３）：２７２４

２７２９．

（收稿日期：２０１２１２２８　修回日期：２０１３０２１２）
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