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非小细胞肺癌血管内皮生长因子- C 和 Survivin 蛋白的表达
及其对患者预后的影响
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摘 要:【目的】研究血管内皮生长因子- C(VEGF- C)和 survivin 蛋白在非小细胞肺癌 ( NSCLC)组织中的表

达及其与肺癌生物学行为的关系。 【方法】应用免疫组化方法检测 77 例 NSCLC组织中 VEGF- C和 survivin 蛋

白的表达 , 分析其与肿瘤大小、肿瘤淋巴管密度( LVD)、组织类型、分化程度、淋巴结转移、临床复发情况和患者

术后生存时间的关系。【结果】77 例 NSCLC组织中,有 45 例 VEGF- C蛋白表达呈阳性(58.4%);有 41 例 survivin

蛋白表达呈阳性(53.2%)。VEGF- C蛋白的阳性表达组肿瘤大小和 LVD均高于阴性组( P < 0.05) , VEGF- C蛋白

的表达与患者术后生存时间呈负相关 ( P < 0.05)。Survivin 蛋白的阳性表达组的 LVD高于阴性组 ( P < 0.05) ,

survivin 蛋白的表达与 NSCLC淋巴结转移(r =0.324, P < 0.05)和临床复发呈正相关 ( r = 0.233, P < 0.05) , 与患者

术后生存时间呈负相关( P < 0.05)。VEGF- C和 survivin 蛋白在 NSCLC组织中的表达之间呈正相关性(r = 0.266,

P < 0.05)。 【结论】VEGF- C和 survivin 蛋白的表达与非小细胞肺癌的生物学行为具有相关性 , 它们的高表达提

示非小细胞肺癌患者预后不良。
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Expression of Vascular Endothelial Growth Factor - C and Survivin Protein in Non- small

Cell Lung Carcinoma and Its Effect on the Patients′Prognosis
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Abstract: 【Objective】To investigate the expression of vascular endothelial growth factor- C ( VEGF- C) and

survivin proteins, and its relationship with biological behaviors of non - small cell lung carcinoma (NSCLC).

【Methods】Immunohistochemical staining was used to detect the expression of VEGF- C and survivin proteins in 77

cases of NSCLC. The relationship was analyzed between the expression of VEGF- C, survivin and tumor size,

lymphatic vessel density (LVD), histological type, differentiation, lymphoid nodular metastasis, clinical recurrence

and survival time of the patients.【Results】Out of 77 cases of NSCLC, 45 cases (58.4%) showed positive expression

of VEGF- C protein and 41 cases (53.2%) showed positive expression of survivin protein, respectively. Both tumor

size and LVD were larger in the positive expression group of VEGF- C than the negative one (P < 0.05). The

expression of VEGF- C protein was associated negatively with the survival time (P < 0.05). The LVD was larger in

positive expression group of survivin than negative one (P < 0.05).The expression of survivin was associated with

lymphoid nodular metastasis (r=0.324,P< 0.05) and clinical recurrence positively (r=0.233, P< 0.05) and was

associated the survival time negatively (P < 0.05). The expression of VEGF- C was associated with the expression

survivin proteins positively (r=0.266, P< 0.05). 【Conclusion】The expressions of VEGF- C and survivin proteins are

closely associated with the biological behaviors of NSCLC, those high expressions suggest poor prognosis.
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肺癌是我国常见的癌肿之一 , 癌细胞的侵袭

转移是影响肺癌患者预后的重要因素。为此 ,如何

从基因上抑制癌细胞的浸润转移一直是近年来分

子生物学方面的研究热点。血管内皮生长因子

( vascular endothelial growth factor, VEGF) 是肿瘤

转移的相关基因[1], 它可以诱导肿瘤内部新生淋巴

管形成和肿瘤组织周围淋巴管扩张 , 其表达的强

度与淋巴结转移和患者的预后有密切关系 [2];

Survivin 是抑制细胞凋亡基因家族中的重要成员 ,

它具有调节细胞周期的作用 , 并与肿瘤的临床分

期和淋巴结转移有密切关系[3]。本文应用免疫组织

化学染色 ,检测 77 例非小细胞肺癌( non small cell

lung carcinoma, NSCLC)组织中 VEGF-C和 survivin

蛋白的表达情况 , 研究这两种蛋白的表达与肿瘤

大小、淋巴管密度( lymphatic vessel density, LVD)、

组织类型、分化程度、临床分期、肿瘤复发、淋巴结

转移和术后生存时间的关系 , 为进一步探讨应用

VEGF- C和 survivin 抑制剂改善 NSCLC患者的预

后提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 研究对象

我院胸外科 1997- 1999 年手术切除并经病理

证实的 NSCLC 77 例 ,男性 61 例 ,女性 16 例。年龄

27~77 岁 ,中位年龄 61 岁。患者术前均未进行放、

化疗 , 随访 5 年以上 , 生存期 2~72 个月(中位生存

时间 17.5 个月) ; 所有标本均用体积分数 10%的

甲醛固定 ,石蜡包埋切片 ,厚 4 μm。

1.2 免疫组化检测

VEGF- C和 SABC试剂盒均购自武汉博士德

生物技术有限公司。用微波炉进行抗原修复(解冻

档 , 10 min)。一抗 (稀释度均为 1 ∶50, 稀释剂为

PBS) 4 ℃孵育过夜 , 其余步骤参考链霉素亲和素-

生物素辣根过氧化物酶 ( SABC)试剂盒介绍的方

法进行操作。双花扁豆凝集素( DAB)显色。

Survivin (多克隆抗体) 为 Santa Cruz公司产

品。将 survivin 染色的切片分别先行微波和高温高

压抗原修复 , 一抗的稀释度为 1 ∶50, 试剂盒为即

用型。染色按 SP 法进行。以 PBS代替一抗作阴性

对照 ,以已知阳性的喉鳞癌组织切片作阳性对照。

淋巴管的标记采用抗Ⅷ因子相关抗原抗体

( FⅧ)和Ⅳ型胶原双重标记法进行。多克隆抗体 F

Ⅷ、鼠抗人单克隆抗体Ⅳ型胶原 ( CIV94)和 SP 双

染试剂盒均购自北京中山生物技术有限公司。FⅧ

和Ⅳ型胶原分别用 DAB和 BCIP/NBT染色 , 即内

皮细胞染成黄棕色 , 基底膜染成暗紫色 , 仅染成棕

色而无暗紫色的脉管为淋巴管。

1.3 结果判断

VEGF- C和 survivin 蛋白均表达于细胞浆 (呈

棕色 )。① VEGF- C和 survivin 蛋白的判断 :在高

倍镜下取 4 个不同视野各计数 200 个癌细胞 , 阳

性细胞数>10%为阳性 , 阳性细胞数≤10%为阴性
[4]。②LVD的计算方法:用低倍镜(×40)观察切片 ,

选择淋巴管最多的区域 ( hot spot) , 以 200 倍显微

镜计算 3 个视野的淋巴管总数作为每个病例的

LVD, 棕染的细胞为淋巴管内皮细胞 , 未染色的为

管壁的基低膜。

1.4 统计分析

数据用 SPSS11.5 计算 , 均数的比较采用 t 检

验 , 率的比较用 !2 检验 , 生存分析采用 Kaplan-
Meier 曲线法和 Log Rank 检验, 用 Pearson 法计算

相关系数。检验水准 ,设 α=0.05。

2 结 果

77例 NSCLC组织中 , 有 45 例 VEGF- C蛋白

和 41 例 survivin 蛋白呈阳性表达 , 阳性表达率分

别为 58.4%和 53.2%(图 1,2)。棕染的细胞为淋巴

管内皮细胞 ,未染色的为管壁的基低膜(图 3)。

2.1 NSCLC 组织中 VEGF - C 蛋白的表达与临

床病理指标的关系

VEGF- C蛋白表达阳性组和阴性组的肿瘤直

径和 LVD的差异经 t 检验 , 差异均有统计学意义

(P< 0.05, 表 1) ;高、中、低分化组 VEGF- C蛋白的

阳性表达率分别为 31.3% (5/16), 51.9% (14/27),

76.5%(26/34), 差异有统计学意义 ( !2=2.9094, P <
0.05,表 2)。VEGF- C蛋白表达阳性组和阴性组的

术后中位生存时间分别为 11 月和 29.5 月 ,差异有

统计学意义( P < 0.05,图 4)。VEGF- C蛋白的表达

与组织学类型、淋巴结转移和肿瘤复发均无关( P

>0.05,表 2)。

2.2 NSCLC 组织中 survivin 蛋白的表达与临床

病理指标的关系

Survivin 蛋白阳性组和阴性组 LVD 比较 , 差

异有统计学意义(t=- 3.469, P< 0.05, 表 1) ; Survivin

中山大学学报(医学科学版) 第 27 卷682



图 1 肺癌 VEGF- C 蛋白免疫组化染色癌细胞浆呈阳性表达

图 2 肺癌 Survivin 蛋白免疫组化染色癌细胞浆呈阳性表达

图 3 肺癌淋巴管内皮细胞染色

Fig.1 Expression of VEGF- C protein detected by immunohistochemical staining in carcinoma of lung (yellow brown, SP,×200)

Fig.2 Expression of Survivin protein detected by immunohistochemical staining in carcinoma of lung (yellow brown, SP,×200)

Fig.3 Lymphatic vessel endothelial cell staining in carcinoma of lung( yellow brown, SP,×200)

蛋白的表达与 NSCLC 淋巴结转移和临床复发呈

正相关 , 相关系数分别为 0.324 和 0.233 二者差异

有统计学意义( P < 0.05,表 2)。Survivin 蛋白表达

阳性组和阴性组的术后中位生存时间分别为 8.5

月和 25.5 月 , 差异有统计学意义 ( P< 0.05, 图 5)。

Survivin 蛋白的表达与肿瘤大小、组织学类型、分

化程度均无关( P >0.05,表 1,2)。

图 4 NSCLC 癌组织中 VEGF- C 蛋白的表达与患者术后

生存期的关系

Fig.4 Relationship between expression of VEGF-C

protein and the patients′survival time after operation

图 5 NSCLC 癌组织中 survivin 蛋白的表达与患者术后生

存期的关系

Fig.5 Relationship between expression of survivin protein

and the patients′survival time after operation

表 1 VEGF- C 和 survivin 蛋白在肺癌组织中的表达及与肿瘤大小和 LVD的关系

Table 1 Relation of expression of VEGF- C and survivin protein with clinical pathological remarks (x±s)

Group

Tumor size(cm)

LVD

-

4.5±2.2

7.8±1.4

+

6.8±3.3

10.1±2.5

< 0.01

< 0.01

-

5.8±3.2

8.2±1.9

+

5.8±3.0

10.0±2.5

> 0.05

< 0.05

VEGF- C
P P

Survivin

LVD: lymphatic vessel density
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2.3 NSCLC 组织中 VEGF- C 蛋白和 survivin 蛋

白表达的相互关系

77 例 NSCLC 组织中 , 有 29 例 VEGF- C 和

Survivin 蛋白表达均呈阳性 , 20 例 VEGF - C 和

Survivin 蛋白均为阴性 , 16 例仅 VEGF- C 蛋白呈

阳性表达 , 12 例仅 Survivin 蛋白呈阳性表达 , 两种

蛋白的表达之间有显著关联性 (r= 0.266, P <

0.05)。

3 讨 论

3.1 VEGF- C 蛋白对肺癌患者临床预后的影响

癌组织内存在淋巴管, 而且其分布贯穿整个

肿瘤组织。VEGF- C蛋白是淋巴管内皮细胞增殖

和趋化的特异性诱导因子 , 经旁分泌的方式分泌

后 , 与受体 VEGFR- 2 和 VEGFR- 3 结合 , 使受体

产生自身磷酸化 , 通过细胞浆内的信息传递 , 增加

有丝分裂活动 , 导致内皮细胞增殖和新生淋巴管

形成。Miyata 等[5]发现 VEGF- C蛋白的表达与淋巴

管生成数量呈正比,与淋巴结转移呈显著正相关。

本研究表明 , VEGF- C 蛋白的表达与肿瘤组

织的大小、LVD呈正相关 , 与肿瘤细胞分化程度和

患者术后生存时间呈负相关 , 即 VEGF- C蛋白的

阳性表达率越高 , 肿瘤越大、LVD越高、患者预后

越差。该结果与国内其它肿瘤研究结果相似[6]。提

示 NSCLC 组 织 过 度 表 达 的 VEGF - C 蛋 白 与

VEGFR- 3 结合后 , 可促进内皮细胞增殖和新生淋

巴管形成 , 使肿瘤组织的淋巴管增多 , 淋巴管占据

面积增大 , 导致癌细胞有更多的机会与淋巴管直

接接触 ,进而侵袭淋巴管并形成转移。但本研究发

现 VEGF- C 蛋白表达与 NSCLC 淋巴转移有相关

但差异无统计学意义 , 这可能与本研究的样本量

较少有关。本研究还发现 , VEGF- C蛋白的表达与

组织分化程度呈负相关 , 即随着肿瘤组织分化程

度的增高 , VEGF- C蛋白的表达明显降低 , 提示分

化越差的肿瘤 , 表达 VEGF- C蛋白的能力越强 , 越

容易诱导淋巴管内皮细胞增殖 , 促进新生淋巴管

形成和癌细胞的淋巴道转移。上述结果为我们进

一步应用 VEGF- C蛋白的抑制剂 , 阻止癌细胞通

过淋巴系统转移 , 延长患者的生存时间提供了理

论依据。

3.2 Survivin 蛋白对肺癌患者临床预后的影响

Survivin蛋白是抑制细胞凋亡蛋白家族中的重

要成员 , 是迄今为止发现的最强凋亡抑制因子 [3]。

它在多种肿瘤组织中均有表达 , 但在正常组织中

很少检测到。 Blanc- Brude 等[7] 发现survivin 蛋白

通过级联式激活并溶解蛋白质 , 主要抑制

Caspase- 3 和 Caspase- 7 的活性 ,阻断细胞的凋亡 ,

从而使细胞获得永生性。

本研究发现 survivin 蛋白的表达与 NSCLC的

表 2 VEGF- C 和 survivin 蛋白在肺癌组织中的表达及与肿瘤大小和 LVD的关系

Table.2 Relation of expression of VEGF- C and survivin protein with clinical pathological remarks (x±s)

Group
VEGF- C

P P
Survivin

SqCa: squamous carcinoma; ACA: adenocarcinoma; AdCa: adenosquamous carcinoma

Histological type

SqCa

ACA

AdCa

Differentiation

Well

Mediate

Low

Lymphoid node Metastasis

No

Yes

Recurrence

No

Yes

n

27

47

3

16

27

34

38

39

48

29

-

10

21

1

11

13

8

19

13

22

10

+

17

26

2

5

14

26

19

26

26

19

> 0.05

< 0.05

> 0.05

> 0.05

-

14

22

0

10

10

16

24

12

27

9

+

13

25

3

6

17

18

14

27

21

20

> 0.05

> 0.05

< 0.05

< 0.05
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[1]

[2]

[3]

LVD、淋巴结转移、肿瘤复发和患者的预后有密切

关系 , 即 survivin 蛋白的表达越高 , 其对癌细胞凋

亡抑制的能力越强 , 癌细胞的生存能力也相应增

强 , 由此导致肿瘤复发和淋巴结转移 , 使患者的术

后生存期缩短。因此 , survivin 蛋白的高表达提示

肺癌患者的预后不良[8]。Guan 等[9]研究发现肿瘤组

织中 survivin蛋白过度表达通常提示预后较差且对

放、化疗的敏感性较低 ;用 RNA干扰 survivin 蛋白

的表达可诱导胰腺癌细胞凋亡 , 抑制肿瘤生长 , 并

提高肿瘤对放、化疗的敏感性。这提示我们 survivin

蛋白将是治疗NSCLC的一个新靶点。

3.3 VEGF- C 与 survivin 蛋白的关系

VEGF- C和 survivin蛋白均为肿瘤发生和转移

的相关基因。肿瘤及其转移靶器官的微环境均有

产生 VEGF- C 和 survivin蛋白的能力 , 它们对转移

癌细胞的停泊、生长、淋巴管和血管生成都起到重

要作用。本研究结果显示,在肺癌组织中 VEGF- C

和 survivin 蛋白的表达之间存在正相关性 , 但二者

之间相互作用的分子机制仍有待进一步研究。
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