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摘 要
: 【目的】探讨淋 巴管增殖和分布

、

血管内皮生长因子 c ( v E G F
一

)C 表达与舌鳞癌淋巴转移的关系
。

【方

法】采用 RT
一
P c R 和免疫组织化学法研究 v E G F

一

c 在 22 例舌鳞癌中的表达
、

酶组织化学法显示癌周淋巴管并结

合图像分析和 医学统计学分析
。

【结果】v E G F
一

c 表达阳性病例的癌周淋巴管各参数高于 v E G F一 表达阴性病例

( 尸
< 0

.

01 ) ;淋巴结转移组 v EG F
一

c 阳性率和淋巴管各参数均高于无淋巴结转移组
。

【结论】v E GF
一

c 表达和癌

周淋巴管正相关
,

对舌鳞癌淋 巴结转移有一定影响
。
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转移是恶性肿瘤重要的生物学特性之一
。

淋巴

转移是其中最常见的转移途径
。

较高的颈淋巴结转

移率是影响舌鳞状细胞癌 (以下简称舌鳞癌 ) 预后

的主要 因素川
。

淋巴转移的机理还不十分清楚
。

近

来研究发现血管内皮生长因子 C (
v a s e u l a r e n d o t h e -

l i a l g or w th af e t o r C
,

V E G F
一

C ) 是一个较为特异的淋
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巴内皮细胞生长刺激因子
,

过度表达 V E GF
一

C 可导

致淋巴管的增生和扩张
`2

,
3 , ; 多种肿瘤

,

如前列腺

癌 I’]
、

食管癌
吸”
等均发现 V E G F

一

C 及其受体的表达

升高
,

并且和肿瘤的淋巴转移正相关
。

目前尚未见

舌鳞癌 VE G F
一

C 表达的报道
。

本实验通过对舌鳞癌

V E G F
一

C 的表达
、

癌周淋巴管增生以及肿瘤淋巴转
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移的关系的研究
,

探讨了 V E G F
一

C 在肿瘤淋巴管增

生和肿瘤淋 巴转移中的作用
。

1 材料和方法

1
.

1 标本收集

收集本 院领面外科 自 19 9 9
一

2 0 01 年间手术和

活检舌鳞状细胞癌癌标本 22 例
,

切取后立即置于

液氮 中 30 m in
,

然后 一 7 0 ℃ 低 温冰箱 中保存备

用
。

所有标本均经病理证实
,

术前均未接受化疗
、

放

疗
。

肿瘤 T N M 分期
,

分级均按照 UI C C 19 92 年制定

的标准
。

1
.

2 免疫组织化学染色

甲醛溶液 固定
、

石蜡包埋
,

连续石蜡切片
,

等距

抽样
,

常规 s P 法
。

羊抗人 v E G F
一

c 多抗 (购 自武汉

博士德公司 )参照使用说明 1 :
50 稀释使用

。
P B S 代

替一抗设立阴性对照
,

已知阳性切片为阳性对照
。

染色肿瘤细胞 蕊 10 % 为阴性
,

10 % 一
30 % 为弱 阳

性
,

) 3 0% 染色为强 阳性
。

1
.

3 R T
一

P C R

总 RN A 从冰冻组织标本抽提
,

总 R N A 抽提试

剂 T IR oz l 为 P or m eg a
公司产品

,

按说明操作提取总

R N A
。

G e n e if s h e r 在线设计 V E G F
一

C 的 R T
一

P C R 引

物
,

上海生物工程公司合成
。

V E G F
一

C P C R 产物片

段 长 度 29 9 b p
,

其 上 游 引 物 为 5
’ 一

C C C T G C C A

G C A A CA C T A C CA A
一

3
’ ,

下游引物为 5
` 一

A A TT CT C

G e竹G G e e e e A e A
一

3
’ 。

p
一 a e t i n p C R 产物片段长度

3 2 3 b p
,

上 游 引 物 为 5
` 一

G C C ATT C T C A C C G G A

TT C A G T C G T C
一

3
` ,

下游引物为 5气 AG C C G C C GT C
-

C C GT C A A G T C A G
一

3
` 。

采 用 P or m eg a
公 司 逆 转 录 反 应 试 剂 盒 行

R T
一

PC R
,

具体反应条件为
: ①逆转录合成 。 D N A

,

7 0 ℃ 变性 8 m i n ; 4 8 ℃ 孵育 6 0 m i n ; 9 4 ℃ Z m i n
,

灭

活逆转录酶
, 。 D N A / R N A / p r i m e r 退火 : ② p C R 反

应 : 9 4 ℃ 3 0 5 ,

6 1 ℃ 1 m i n
,

6 8 ℃ 2 m i n
,

循环 3 5

次
,

6 8 ℃延伸 7 m i n
。

1
.

4 酶组织化学染色

5
` 一

核昔酸酶 ( 5气N as e
)染色

: 组织冰冻切片
,

厚

8 林m
,

T isr
一

顺丁烯二酸缓冲液漂洗 5 m in
,

人孵育

液
,

3 7 ℃
,

6 0 m i n
,

双蒸水漂洗 2 m in
,

10 9 / L 硫化

钱显色 2 m in
,

双蒸水漂洗 2 m in
,

封片观察
。

其 中孵

育液组成如下
: 0

.

2 m ol / L rT is
一

顺丁烯二酸缓冲液

( p H 7
.

2 ) 2 0 m L
,

5
`一

腺昔磷酸钠 2 0 m g
,

2 5 9 / L 硫

酸镁 5 m L
,

蔗糖 3 9
,

蒸馏水 2 2 m L
,

2 0 9 / L 硝酸铅

3 m L
,

盐酸四咪哇 3 O m g 。

1
.

5 图象分析和统计学处理

淋 巴管定量分析用德国 K O N T RO N BI A s 2
.

0
,

选取 5 个视野
,

测量淋巴管数密度 (数 目 / Zo o x ,

取

均数 )
,

淋巴管总面积 ( s / 林m ,

)和周长 l / 林m
。

统计

学分析用 t 检验
,

P < 0
.

05 有统计学意义
。

2 结 果

2
.

1 免疫组化结果

2 2 例舌鳞癌中 V E G F
一

C 表达呈棕黄色颗粒状
,

位于胞浆 内
,

胞核未见
,

阳性率 63
.

6% ( 14 / 22 )
。

2
.

2 R T
一

P C R 结果

V E G F
一

C 阳性者可见 3 0 0 b p 条带
,

2 2 例舌癌

1 6 例有 V E G F
一

C m RN A 的表达 (图 l )
。

5 0 0

3 0 0

图 1 V E G -F C R T
一
P C R 扩增产物电泳图谱

F ig
.

1 V E G F
一

C R T
一
p C R a m p liif e d fr a

脚
e n st e le c t r o p h o r e is s

l
,

7 : M a r
ke r ; 2

,

3
,

4
:

ST C C : 5 : n e g a * i v e e o n t ro l ; 6 : p
一
a e t i n

2
.

3 5气 核普酸酶染色

癌周组织可见棕褐色或深褐色的淋巴管
,

管壁

较薄
,

形状不规则
,

管腔较大
。

2
.

4 淋巴结转移
、

癌周淋巴管和 V E G -F C 表达的

关系

V E G F
一

C 阳性组 (包括 m R N A 和蛋白 ) 癌周淋

巴管密度
、

总面积和周长高于阴性组
,

有统计学意

义 ;淋巴结转移组癌周淋巴管测量各参数高于未转

移组 (表 l )
。

3 讨 论

V E G F
一

C 是近来较受瞩 目的淋 巴管 内皮细胞

生长刺激因子
。

研究表明 V E G F
一

C 的高表达可 以促

进淋巴管的增生和肿瘤转移
。

在 V E GF
一

C 过度表达

的转基因小鼠的皮肤 中发现了过度增生 的淋 巴管
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表 1 V E G F
一
C

、

淋巴结转移和淋巴管的关系
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e e x p此 s s i o n of V E GF
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C
,

l y m p h
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Ly哪h
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84
1 ,

1 0 4 士 0 2 2

7
.

2 6 士 1
.

4 7 2 )

3
.

2 2 士 0
.

5 1

3 8
.

4 土 2
.

2 1 )

1 3
.

5 士 2
.

1

4 0
.

2 士 3
.

6
2 )

17
.

6 士 3
.

6

1 16 土 1 2 1 )

69 士 1 7

15 5 士 1 0
2 )

6 1士 15

l ) C o m p aer d w i t h e x p r e s s i n g o f V EG F
一

C (一 )
,

p < 0
.

0 5 ; 2 ) C o m pare d w i t h lym ph a t i e m e r a s t a s i s ( 一 )
,

P < 0
.

0 5

相反的结果
。

那么
,

淋巴管和血管在头颈肿瘤转移

中的作用和相互关系值得进一步研究
。
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R lp )

控制的
、

V E G F
一

C靶 向表达于胰 岛 p 的转基因小 鼠

中
,

胰岛周围形成了广泛的淋巴管网 ;而且
,

在 IR P

V E GF
一

C / IR P Tag 双重转基 因小 鼠 中易发生 日细

胞肿瘤 ( p
一

ce u uT m o r
)

,

并常伴有局部淋巴结转移
,

与亲代的 iR p aT g 小鼠相 比
,

后者极少发生 p 细胞

肿瘤的淋巴结转移 l6]
。

这些都表明 V E G F
一

C 是诱导

淋巴管增殖
、

扩张的生物学基础之一
。

S ko b e 等 l7] 更

为直接的证实了肿瘤淋巴转移
: V E G F

一

C 转染标记

了绿色荧光蛋白的乳腺癌细胞接种于 自发性乳腺

癌高转移裸 鼠
,

证实 V E G F
一

C 增加淋 巴结转移率和

肺转移率
,

并且观察到淋巴管 内有肿瘤细胞的侵

润
。

多组临床病例分析也显示 V E G F
一

C 高表达于肿

瘤局部淋巴结转移密切相关
,

如前列腺癌 l’l
,

食管

癌 `5 ’
等

。

本实验前期工作也证实 V E G F
一

C 的表达同

颈淋 巴结转移密切相关 (另文发表 )
。

本实验发现

v E GF
一

C 的表达与淋 巴 管测量各参 数相关 ( p <

0
.

0 1 )
,

V E G F
一

C 的过度表达可引起淋 巴管数 目的

增加以及淋巴管的扩张
。

由于对淋巴管内皮细胞的

增殖状态缺乏明确的证实
,

因此 尚不能断定增加的

淋巴管是新生淋巴管还是 原有的闭锁的淋巴管扩

张而显示出来 ; 但是 V E G F
一

C 引起淋 巴管呈扩张状

态
,

这种变化是否构成舌鳞癌易发生颈淋巴结转移

的形态学基础
,

还需要进一步研究证实
。

本实验发现淋巴管密度与肿瘤淋 巴结转移密

切相关
,

且 V E C F
一

C 表达与肿瘤淋巴结转移也密切

相关
,

故可推测 V EG F
一

C 引起淋巴管增生和 / 或扩

张
,

从而进一步引起淋巴转移的增加
。

然而
,

oF l k
-

m a n 7 0 年代提出肿瘤血管生成假说
,

并得到大量

实验证实
。

多种肿瘤
,

如肺癌
、

乳腺癌等微血管密度

与转移和预后相关
,

抑制肿瘤血管生成可缩小肿瘤

体积
、

防止肿瘤转移
。

血管生成和 口腔鳞癌转移关

系的研究有不同的结果和结论
。

R os ell els
’以及潘朝

斌等
`9 , 人的研究发现微血管密度与 口腔鳞癌的生

长和转移相关
,

L e e d y 等
” “ ,
对头颈鳞癌的研究则是

f6 ]

[7 ]

(编拆 刘清海 )


