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血管内皮生长因子Ｃ和Ｄ在宫颈癌中的表达及其与淋巴转移关系


蒙玉刚，梁春燕，曾雅畅，安　明

（广西医科大学第一附属医院妇产科，南宁５３００２１）

　　摘　要：目的　探讨血管内皮生长因子Ｃ、Ｄ（ＶＥＧＦＣ、ＶＥＧＦＤ）在人宫颈癌血清与组织中的表达水平及其与宫颈癌侵袭、转

移的关系。方法　采用酶联免疫分析法（ＥＬＩＳＡ）法和免疫组织化学ＳＰ方法分别检测１０例正常宫颈组，３６例宫颈上皮内瘤变

ＣＩＮⅢ组，４３例宫颈癌组血清和组织中 ＶＥＧＦＣ、ＶＥＧＦＤ表达水平，并分析表达结果与病理特征的关系。结果　（１）ＶＥＧＦＣ、

ＶＥＧＦＤ在正常宫颈组、ＣＩＮⅢ组及宫颈癌组血清和组织中的表达量依次增高（犘＜０．０５）；（２）伴淋巴结转移组ＶＥＧＦＣ、ＶＥＧＦ

Ｄ在血清及组织中的表达较无淋巴结转移组均明显升高（犘＜０．０５）；（３）宫颈癌组织中 ＶＥＧＦＣ、ＶＥＧＦＤ蛋白高表达率分别为

６５．１％、６０．５％，并均与淋巴结转移呈显著正相关（狉＝０．６１５、犘＝０．０２１；狉＝０．７０９、犘＝０．０１４）。结论　ＶＥＧＦＣ、ＶＥＧＦＤ通过促

进宫颈癌内淋巴管形成，与宫颈癌淋巴结转移有关。
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　　淋巴转移是影响宫颈癌预后的一个重要因素，淋巴结受累

与否是肿瘤的分期、治疗、判断复发及预后的主要依据。血管

内皮生长因子Ｃ（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＣ，ＶＥＧＦ

Ｃ）和血管内皮生长因子Ｄ（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ

Ｄ，ＶＥＧＦＤ）是目前已确认的淋巴管生长因子，与恶性肿瘤的

淋巴转移密切相关。关于ＶＥＧＦＣ、ＶＥＧＦＤ在宫颈癌血清表

达水平及其临床意义的研究报道较少。本研究通过联合酶联

免疫分析法（ＥＬＩＳＡ）法和免疫组化ＳＰ法检测子宫颈癌及癌前

病变患者血清及组织中 ＶＥＧＦＣ、ＶＥＧＦＤ的表达水平，进一

步全面分析ＶＥＧＦＣ、ＶＥＧＦＤ的表达水平及临床意义，为临

床宫颈癌的早期诊断，淋巴转移的发现与治疗提供新的临床

思路。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１１年９月至２０１２年８月本院妇科收治的

宫颈上皮内瘤变（ｃｅｒｖｉａｌｉｎｔｒａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｎｅｏｐｌａｓｉａ，ＣＩＮ）Ⅲ３６

例，宫颈癌患者４３例。４３例宫颈癌按ＦＩＧＯ临床分期标准分

为Ｉ期３０例，Ⅱ期１３例；鳞癌３２例，腺癌１１例；高分化１２例，

中分化１８例，低分化１３例；无淋巴结转移患者３３例，有淋巴

结转移１０例。正常宫颈１０例。患者年龄２９～６１岁，平均

（４４．３４±７．７５）岁，所有研究患者入院治疗前均无输血、化放疗

等相关治疗史。

１．２　方法

１．２．１　ＶＥＧＦＣ、ＶＥＧＦＤ表达水平检测　所有研究对象均

以门诊病理检查确诊后入院，取肘静脉血，干燥试管收集４ｍＬ

血液，以２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０～１５ｍｉｎ，取上清液置于－２０℃

保存待测，测定时注意避免反复冻融。选用双抗体夹心

ＥＬＩＳＡ法测定ＶＥＧＦＣ、ＶＥＧＦＤ浓度。试剂盒购于武汉华美

有限公司，实验步骤严格按照试剂盒说明书进行操作。

６７０２ 重庆医学２０１３年６月第４２卷第１８期

 基金项目：广西科学研究与技术开发计划课题基金资助项目（桂科攻１１４０００３Ａ１０）。　作者简介：蒙玉刚（１９７１～），副主任医师，主要从

事临床宫颈病变的研究。



１．２．２　ＨＥ染色和免疫组织化学染色　所有组织标本均经

４％甲醛固定，常规石蜡包埋，厚４μｍ连续切片，分别作ＨＥ染

色和免疫组织化学染色。兔抗人ＶＥＧＦＣ、ＶＥＧＦＤ多克隆抗

体购自Ｂｉａｗｏｒｌｄ生物技术有限公司，ＳＰ试剂盒购自北京中杉

生物技术有限公司。免疫组织化学染色方法按链霉素抗生物

素蛋白过氧化物酶（ＳＰ）法试剂盒说明书步骤进行。所有抗体

工作浓度均为１∶３５０。用已知阳性切片作阳性对照，ＰＢＳ液

代替一抗作阴性对照。

１．３　结果判定　通过设置标准品的浓度与所对应的ＯＤ值得

出ＶＥＧＦＣ、ＶＥＧＦＤ方程式分别为：Ｙ＝（１６６．０９Ｘ－６．０３）／

（１－０．０８Ｘ－０．９６Ｘ）；Ｙ＝（２４６５．２９Ｘ－２８１．８９）／（１－０．１１Ｘ

＋０．６８Ｘ）。依据对应的方程式求出研究患者血清中 ＶＥＧＦ

Ｃ、ＶＥＧＦＤ的浓度。ＶＥＧＦＣ、ＶＥＧＦＤ主要定位于肿瘤细胞

浆和（或）胞膜，阳性表达为棕黄色颗粒。按每张切片阳性细

胞比例及着色深浅计分，行半定量分析。阳性细胞所占比例判

断：无着色为０分，１／３以下着色为１分，１／３～２／３着色为２

分，２／３以上着色为３分。阳性强度：无着色０分，浅黄色为１

分，棕黄色为２分，棕褐色为３分。两项相乘，０分为－，

１～３分为＋，４～６分为＋＋，７～９分为＋＋＋。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０对数据进行统计学处理，

所有计量资料以狓±狊表示，分析方法采用狋检验，单因素方差

分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＯ），ＳＮＫ狇检验，ＧａｍｅｓＨｏｗｅｌｌ检验，χ
２

检验，Ｓｐｅａｒｍａｎ分析。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　血清 ＶＥＧＦＣ、ＶＥＧＦＤ表达水平　２个因子中正常宫

颈组和ＣＩＮⅢ组比较，差异均无统计学意义（狋＝１．８８７、犘＝

０．１０４；狋＝０．８８３、犘＝０．２０１）。宫颈癌组分别与正常宫颈组、

ＣＩＮⅢ组比较，差异均有统计学意义（狋＝１２．９２４、犘＝０．００１；狋＝

７．４５３、犘＝０．００５；狋＝１１．６７４、犘＝０．００２；狋＝８．０９８、犘＝

０．０２１）。宫颈癌有转移淋巴转移组中 ＶＥＧＦＣ的表达浓度高

于宫颈癌无淋巴转移组，差异有统计学意义（狋＝７．４５６，犘＝

０．００３），见表１。

表１　　各组血清中ＶＥＧＦＣ、ＶＥＧＦＤ水平

　　　比较（狓±狊，ｐｇ／ｍＬ）

组别 狀 ＶＥＧＦＣ浓度水平 ＶＥＧＦＤ浓度水平

正常宫颈组 １０ ２６．４７１２±１３．２９３９ ４４．０６９０±２８．９５４５

ＣＩＮⅢ组 ３６ ２９．５１１０±２１．４９６０＆△ ７０．６５００±５６．１１５２＆△

宫颈癌无淋

巴转移组
３３ ４０．５６６９±４５．９４３４＃△ ３９０．０１３３±２９６．００６３＃△

宫颈癌淋巴

转移组
１０ ６７．９１６３±５４．６５０２＃＆ ５２５．５３７４±６１８．５２０９＃＆

　　：犘＞０．０５，与正常宫颈组比较；：犘＜０．０５，与正常宫颈组比

较；＃：犘＜０．０５，与ＣＩＮⅢ组比较；＆；犘＜０．０５，与宫颈癌无淋巴转移组

比较；△：犘＜０．０５，与宫颈癌有淋巴转移组比较。

２．２　血清 ＶＥＧＦＣ、ＶＥＧＦＤ表达水平与宫颈癌临床病理参

数的关系　血清ＶＥＧＦＣ、ＶＥＧＦＤ表达水平与宫颈癌临床分

期、病理组织类型、病理组织分化程度比较差异无统计学意义

（犘＞０．０５），见表２～３。

２．３　ＶＥＧＦＣ、ＶＥＧＦＤ在各组宫颈组织中的表达　ＶＥＧＦ

Ｃ、ＶＥＧＦＤ在宫颈癌中均主要表达于癌细胞浆和（或）细胞

膜，在宫颈癌中表达增强并且在癌细胞间质浸润最明显处表达

最强，阳性产物为棕黄色颗粒，分别见图１～２。宫颈癌组织免

疫组化染色结果显示，ＶＥＧＦＣ、ＶＥＧＦＤ 高表达率分别为

６５．１％（２８／４３）、６０．５％ （２６／４３），ＣＩＮⅢ 组 表 达 率 分 别 为

１３．９％（５／３６）、１６．７％（６／３６）。从表４中可见，随着从正常宫

颈组织向宫颈癌的转化，ＶＥＧＦＣ、ＶＥＧＦＤ的阳性表达率均

呈递增趋势，表达差异均有统计学意义（χ
２ ＝８．３４１、犘＝

０．００３，χ
２＝６．１３２、犘＝０．０１２；χ

２＝７．６２８、犘＝０．００６，χ
２＝

５．６４３、犘＝０．０２４）。

表２　　血清ＶＥＧＦＣ表达水平与宫颈癌临床病理

　　　参数的关系比较（狓±狊，ｐｇ／ｍＬ）

项目 狀 ＶＥＧＦＣ 狋／犉 犘

ＦＩＧＯ分期

　Ⅰ期 ３０ ４０．４８２５±１７．７４７１１ －

　Ⅱ期 １３ ５９．６１７５±２４．７２７６ １．３２５ ０．１０３

组织类型

　鳞癌 ３２ ４１．６８２９±１８．６８３８ －

　腺癌 １１ ４１．２２１７±１６．８１０７ ０．７６３ ０．７０２

组织分级

　高分化 １２ ３４．４６６０±１３．４０００ －

　中分化 １８ ４０．４０５０±１３．８６４２ －

　低分化 １３ ３２．１２４０±８．２９７１ 犉＝０．５５４ ０．５６１

　　－：表示无数据。

表３　　血清ＶＥＧＦＤ表达水平与宫颈癌临床病理

　　　参数的关系比较（狓±狊，ｐｇ／ｍＬ）

项目 狀 ＶＥＧＦＣ浓度水平（ｐｇ／ｍＬ） 狋／犉 犘

ＦＩＧＯ分期

　Ⅰ期 ３０ ３２１．５３１４±３０９．６５２９ －

　Ⅱ期 １３ ５０１．４０４０±２０９．４６９３ １．６７９ ０．０６０

组织类型

　鳞癌 ３２ ３２１．５３１４±３０９．６５２９ －

　腺癌 １１ ３９５．２６４３±２０３．７２５６ １．４３２ ０．１９９

组织分级

　高分化 １２ ３４０．１０２８±３０２．１１９８ －

　中分化 １８ ３２８．５３４３±２０３．７２５６ －

　低分化 １３ ３９５．２６４３±２１６．５６７３ 犉＝０．３２４ ０．８６３

　　－：表示无数据。

表４　　ＶＥＧＦＣ、ＶＥＧＦＤ在各类宫颈组织中的表达情况

组别 狀
ＶＥＧＦＣ

＋ －

ＶＥＧＦＤ

＋ －

正常宫颈组 １０ １ ９ １ ９

ＣＩＮⅢ组 ３６ ５ ３１ ６ ３０

宫颈癌组 ４３ ２８ １５ ２６ １７

２．４　ＶＥＧＦＣ、ＶＥＧＦＤ在宫颈癌组织中的表达与临床病理
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参数的关系　淋巴结转移组ＶＥＧＦＣ、ＶＥＧＦＤ的表达较无淋

巴结转移组均明显升高，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；它们

的表达与肿瘤的临床分期、肿瘤大小、病理类型、病理分化程度

差异无统计学意义（犘＞０．０５）。ＶＥＧＦＣ、ＶＥＧＦＤ表达与淋

巴结转移之间均存在正相关关系（狉＝０．６１５、犘＝０．０２１，狉＝

０．７０９、犘＝０．０１４），在淋巴结转移组ＶＥＧＦＣ、ＶＥＧＦＤ的阳性

表达率均明显高于无淋巴结转移组（犘＜０．０５），见表５。

表５　　ＶＥＧＦＣ、ＶＥＧＦＤ表达与宫颈癌临床病理

　　　参数的关系比较［狀（％）］

项目 狀
ＶＥＧＦＣ

阳性
χ
２ 犘

ＶＥＧＦＤ

阳性
χ
２ 犘

ＦＩＧＯ分期

　Ⅰ期 ３０ １８（６０．０） ２０（６６．７）

　Ⅱ期 １３ １０（７６．９）１．３２００．２５０ ８（６１．５） ２．０５１０．３２５

淋巴结转移

　无 ３３ ２２（６６．７） ２０（６０．６）

　有 １０ ８（８０．０） ７．５３２０．００４ ９（９０．０） ９．４２２０．００３

组织类型

　鳞癌 ３２ ２４（７５） ２２（６８．８）

　腺癌 １１ ７（６３．６） １．４２６０．３４０ ５（４５．５） ２．７６５０．３７７

组织分级

　高分化 １２ ８（６６．７） ７（５８．３）

　中分化 １８ ９（５０．０） ８（４４．４）

　低分化 １３ ６（４６．２） １．２３７０．５４６ ７（５３．８） １．４２３０．６１２

图１　　ＶＥＧＦＣ免疫组化染色（×２００、×４００）

图２　　ＶＥＧＦＤ免疫组化染色（×２００、×４００）

３　讨　　论

血管生成ＶＥＧＦ家族是一组分泌性糖蛋白，可以刺激内

皮细胞增殖并促进脉管生成，提高脉管特别是微小脉管的通透

性，促进新生脉管网的建立［１］。肿瘤血管生成主要受 ＶＥＧＦ

Ａ／ＶＥＧＦＲ２的调控，而肿瘤淋巴管生成主要受 ＶＥＧＦＣ、Ｄ／

ＶＥＧＦＲ３调控
［２］。近年的多数研究报道恶性肿瘤中ＶＥＧＦＣ

表达增加并促进淋巴转移是因为恶性肿瘤细胞产生ＶＥＧＦＣ，

并通过下述途径参与调节导致淋巴转移：（１）通过激活淋巴管

内皮细胞上ＶＥＧＦＲ３受体。刺激淋巴管内皮增生，诱导癌周

淋巴管增生，并降低淋巴管内皮细胞间的黏附，增加了肿瘤淋

巴转移机会［３］；（２）提高肿瘤细胞黏附作用。内皮细胞上的黏

附分子家族主要有３类免疫球蛋白基因超家族（其中包括生长

因子受体）能分泌 ＶＥＧＦＣ的肿瘤细胞通过淋巴管内皮细胞

上受体的亲和作用，使肿瘤细胞得以黏附到淋巴管内皮细胞

上；（３）作为一种趋化因子，使肿瘤细胞向淋巴管方向迁移
［４］。

研究显示ＶＥＧＦＣ的表达在人类乳腺癌、结肠直肠癌、前

列腺癌、睾丸癌、食管癌、胃癌、甲状腺癌、宫颈癌和子宫内膜癌

中与淋巴结转移显著相关［５１０］。本研究中，ＥＬＩＳＡ法检测各组

血清ＶＥＧＦＣ表达，正常宫颈组和ＣＩＮⅢ组比较，差异均无统

计学意义（狋＝１．８８７、犘＝０．１０４，狋＝０．８８３、犘＝０．２０１）。从正常

宫颈组、ＣＩＮⅢ组到宫颈癌组血清 ＶＥＧＦＣ表达依次升高，两

两比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。机制可能是宫颈癌肿

瘤细胞分泌ＶＥＧＦＣ，从而促进肿瘤细胞迁移和浸润，进一步

导致肿瘤淋巴管浸润和淋巴结转移。Ｍｉｔｓｕｈａｓｈｉ等
［１１］发现３０

例宫颈癌患者血清中 ＶＥＧＦＣ的表达水平与肿瘤分期、肿瘤

大小呈显著正相关，认为血清中 ＶＥＧＦＣ可以成为宫颈癌肿

瘤标志物。

Ｆｕｊｉｍｏｔｏ等
［１２］研究发现宫颈癌淋巴结转移中的 ＶＥＧＦＣ

表达明显增加，在原发肿瘤和转移淋巴结中 ＶＥＧＦＣ的高表

达是影响患者预后的因素。本研究中免疫组化结果示：其免疫

组化法表达与血清表达结果一致，可见 ＶＥＧＦＣ可作为判定

宫颈癌淋巴结转的有用指标。

相关研究认为ＶＥＧＦＤ的高表达与恶性肿瘤的淋巴结转

移或不良预后密切相关，也有研究认为两者间没有显著相关

性。Ｋｏｙａｍａ等
［１３］和 Ｈａｎｒａｈａｎ等

［１４］研究认为 ＶＥＧＦＤ的表

达水平在肿瘤中并不明显升高，而在正常组织中明显升高，并

与患者的淋巴结转移及预后无明显相关性。Ｓｔａｃｋｅｒ等
［１５］在

小鼠肿瘤异种移植模型中证实ＶＥＧＦＤ能够诱导肿瘤内淋巴

管形成，肿瘤细胞上表达的 ＶＥＧＦＤ能够促进肿瘤细胞向淋

巴结转移。本研究中ＶＥＧＦＤ在宫颈癌血清及组织中的表达

均明显升高，提示 ＶＥＧＦＤ在宫颈癌中是高表达的６０．５％

（２６／４３），同样血清及组织中 ＶＥＧＦＤ的表达与肿瘤临床分

期、病理类型、病理分化程度差异均无统计学意义（犘＞０．０５），

但ＶＥＧＦＤ的表达水平与患者的淋巴结转移密切相关（狉＝

０．７０９、犘＝０．０１４），宫颈癌伴淋巴结转移组患者ＶＥＧＦＤ血清

的高表达、组织的高表达率均明显高于无淋巴结转移组（犘＜

０．０５）。宫颈癌组织中 ＶＥＧＦＣ和 ＶＥＧＦＤ阳性率明显高于

正常宫颈组织及宫颈上皮内瘤样病变组织。且表达程度随肿

瘤的恶性程度上升而增高，说明 ＶＥＧＦＣ和 ＶＥＧＦＤ在宫颈

癌发展过程中起重要作用。ＶＥＧＦＤ在宫颈疾病组织中的表

达与ＶＥＧＦＣ呈正相关，二者在宫颈癌癌变过程中表达逐步

增强。
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