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PROX-1 与 Ki-67 在胆管癌中的表达及意义
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摘   要 目的：探讨 PROX-1 及 Ki-67 在胆管癌中表达及意义。

方法：用免疫组化法检测 46 例肝门部胆管癌患者（伴淋巴结转移 29 例，无淋巴结转移 17 例）癌组

织与 23 例胆管良性病变患者胆管组织中 PROX-1 及 Ki-67 的表达，分析 PROX-1 及 Ki-67 的表达与

胆管癌淋巴转移及其他临床病理因素的关系。

结果：PROX-1 与 Ki-67 两者的阳性表达率在良性病变胆管组织、无淋巴结转移胆管癌组织、伴淋

巴结转移胆管组织中依次增高，差异均有统计学意义（均 P<0.05）；两者的阳性表达率均与胆管癌

的分化程度有关（均 P<0.05），而与患者的性别、年龄无关（P>0.05）；胆管癌组织中 PROX-1 与

Ki-67 表达正相关（r=0.831，P<0.05）。

结论：PROX-1 与 Ki-67 的高表达与胆管癌的恶性生物学行为密切相关，且两者表达量之间存在关联性。

                                                                              [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(8):1082-1086]
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ABSTRACT Objective: To investigate the PROX-1 and Ki-67 expressions in cholangiocarcinoma tissues and their significance.
Methods: The PROX-1 and Ki-67 expressions in cancer tissues form 46 patients with hilar cholangiocarcinoma 

(29 cases with lymph node metastases, and 17 cases without lymph node metastasis) and bile duct tissues from 

23 cases with benign biliary disease were determined by immunohistochemical staining. The relations of PROX-

1 and Ki-67 expressions with lymph node metastasis and other clinicopathologic factors of cholangiocarcinoma 

were analyzed. 

Results: Positive expression rates of PROX-1 and Ki-67 were both increased in an ascending order in 

bile duct tissue of benign biliary disease, cholangiocarcinoma tissue without lymph node metastasis and 

cholangiocarcinoma tissue with lymph node metastases, and all differences had statistical significance 

(all P<0.05). The positive expression rates of PROX-1 and Ki-67 were both associated with the degree of 
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肝门部胆管癌（HHC）起源于胆管上皮细胞，

是 一 类 原 发 于 左、 右 肝 管 至 胆 总 管 下 端 的 肝 外 胆

管 癌 [1]， 其 发 病 隐 匿， 治 愈 率 低， 近 年 来 发 病 率

逐 渐 升 高 [2]。 淋 巴 结 转 移 是 胆 管 癌 的 主 要 转 移 途

径， 淋 巴 管 生 成 因 子 PROX-1 在 多 种 肿 瘤 发 生、

肿 瘤 血 管 生 成 与 细 胞 迁 移、 肿 瘤 细 胞 凋 亡 等 方 面

起重要作用 [3]。Ki-67 是一种存在于增殖细胞核的

与细胞增殖密切相关的核蛋白，作为评价增殖细胞

的标记物，现在已被广泛地应用肿瘤细胞增殖活性

检测 [4]，本研究采用免疫组化法对 46 例不同分期

的胆管癌组织中 PROX-1 蛋白的表达及 Ki-67 进行

检测，并与各临床病理分期中淋巴结转移情况进行

对 照 分 析， 探 讨 PROX-1 的 差 异 表 达 与 淋 巴 结 转

移间的关系，为胆管癌的治疗和预后评估提供理论

依据。

1　材料与方法

1.1  临床资料

收 集 我 院 自 2009 年 2 月 —2013 年 3 月 46 例

肝门部胆管癌手术切除的癌组织，制作成石蜡标本

用于免疫组化及临床病理统计。采用 WHO 的最新

组 织 学 分 级 和 临 床 分 期 标 准 对 所 有 胆 管 癌 患 者 进

行分析。正常对照组（23 例）为胆管良性疾病手

术切除的正常胆管组织。所有患者术前均未进行过

放疗和化疗，无心血管疾病及糖尿病史。46 例胆

管癌患者中，男 25 例，女 21 例；50 岁以上 26 例，

50 岁以下 20 例，平均 61 岁；高分化 27 例，中低

分 化 19 例； 有 区 域 淋 巴 结 转 移 29 例， 无 淋 巴 结

转移 17 例。

1.2  主要试剂

兔 抗 人 PROX-1 多 克 隆 抗 体（Santa Cruz 公

司）， 抗 Ki-67 蛋 白 单 克 隆 抗 体（ 福 州 迈 新），

Envision 二步法非生物素免疫组化试剂盒和二氨基

联苯胺（DAB）显色试剂盒（美国 DAKO 公司）。

1.3  实验方法

标本经 10% 甲醛溶液固定，常规脱水包埋，

每 例 病 理 标 本 均 作 4 μm 厚 的 连 续 切 片， 进 行 HE

染 色 和 免 疫 组 化 染 色。 免 疫 组 化 Envision 法 检 测

PROX-1、Ki-67 蛋 白 在 胆 管 癌 组 织 中 的 表 达。 操

作 均 严 格 按 照 说 明 书 进 行。 单 克 隆 抗 体 PROX-1

和 Ki-67 的工作浓度均为 1:150。PBS 代替一抗作

阴 性 对 照。PROX-1、Ki-67 均 采 用 TrisEDTA 微

波法抗原修复。结果判定：PROX-1 蛋白表达为细

胞质内淡黄色至棕黄色颗粒；Ki67 蛋白表达为细

胞核内淡黄色至棕黄色颗粒。PROX-1 及 Ki-67 免

疫 组 化 半 定 量 积 分 标 准： 染 色 强 度 和 阳 性 细 胞 数

所 占 的 百 分 率 两 项 评 分 指 标 相 乘。 染 色 强 度 计 分

标 准： 无 着 色 为 0 分， 淡 黄 色 为 1 分， 棕 黄 色 为 

2 分，棕褐色为 3 分。阳性细胞数所占的百分率计

分标准：低倍镜下观察着色的胆管癌上皮区域；高

倍镜下每张切片随机选择 10 个完整而不重叠的视

野，观察阳性细胞数占整格肿瘤细胞的百分数比例

（ 每 格 高 倍 视 野 计 数 100 个 肿 瘤 细 胞 中 的 阳 性 细

胞数，计算其平均数）。分为 5 组：<5% 计为 0 分，

6%~25% 为 1 分，26%~50% 为 2 分，51%~75%

为 3 分，>75% 为 4 分。两项积分相乘，所得乘积

分为 4 个级别，0 分记“-”阴性，1~4 分记（+）

为 弱 阳 性，5~8 分 记（++） 为 阳 性，9~12 分 以 上

记（+++）为强阳性。

1.4  统计学处理

采 用 SPSS 17.0 统 计 软 件 包 进 行 统 计 学 处

理， 率 的 比 较 采 用 χ2 检 验、 等 级 资 料 的 相 关 性

分 析 采 用 Spearman 等 级 相 关 检 验， 检 验 水 准 为

α=0.05，P<0.05 为差异具有统计学意义。

2　结　果

2.1  PROX-1 在胆管癌中的表达

胆管癌组织中 PROX-1 呈异质性表达，主要定

differentiation of the tumor (both P<0.05), and were not related with sex and age of the patients (all P>0.05). There was 

a positive correlation between PROX-1 and Ki-67 expression in cholangiocarcinoma tissue (r=0.831, P<0.05).

Conclusion: PROX-1 and Ki-67 over-expressions are closely related to the malignant biological behavior of 

cholangiocarcinoma, and furthermore, there is relevance between their expression levels.

[Chinese Journal of General Surgery, 2014, 23(8):1082-1086]
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位于肿瘤的细胞质（图 1）。本组 46 例胆管癌组织中，

伴淋巴节转移的 29 例胆管癌组织中 PROX-1 阳性表

达 率 为 93.1%（27/29）。无 淋 巴 节 转 移 的 胆 管 癌

组织 PROX-1 阳性表达率为 41.2%（7/17），对照

组胆管组织中 PROX-1 阳性表达率为 13.0%（3/23），

伴淋巴结转移的胆管癌组织 PROX-1 表达率明显高

于无淋巴结转移胆管癌组织和对照组胆管组织，差

异具有统计学意义（χ2=7.88，P<0.05）（表 1）。

表 1　不同组织中 PROX-1 的表达 [n（%）]
Table 1　PROX-1 expressions in different tissues [n (%)]

组织 n PROX-1
（+） （-）

良性病变胆管组织 23 3（13.0） 20（87.0）
无淋巴结转移胆管癌组织 17 7（41.2） 10（58.8）
淋巴节转移组胆管癌组织 29 27（93.1） 2（6.9）

2.2  Ki-67 在胆管癌中的表达

胆 管 癌 组 织 中 Ki-67 主 要 表 达 于 细 胞 核 内 

（ 图 2）。 伴 淋 巴 节 转 移 的 29 例 胆 管 癌 组 织 中

Ki-67 阳 性 表 达 率 为 89.7%（26/29）； 无 淋 巴

节 转 移 的 胆 管 癌 组 织 Ki-67 阳 性 表 达 率 为 52.9%

（9/17）；对照组胆管组织中 Ki-67 阳性表达率为

8.7%（2/23）；伴淋巴结转移的胆管癌组织 Ki-67

表 达 率 显 著 高 于 无 淋 巴 结 转 移 胆 管 癌 组 织 和 对 照

组 胆 管 组 织， 差 异 具 有 统 计 学 意 义（χ2=6.9，

P<0.05）（表 2）。

表 2　Ki-67 在胆管癌中的表达 [n（%）]
Table 2　Ki-67 expressions in different tissues [n (%)]

组织 n Ki-67
（+） （-）

良性病变胆管组织 23 2（8.7） 21（91.3）
无淋巴结转移胆管癌组织 17 9（52.9） 8（47.1）
淋巴节转移组胆管癌组织 29 26（89.7） 3（10.3）

2.3  PROX-1 及 Ki-67 表达与胆管癌临床病理

因素关系

PROX-1 及 Ki-67 的 阳 性 表 达 率 均 与 分 化 程

度 有 关；上 述 指 标 分 组 间 差 异 有 统 计 学 意 义（ 均

P<0.05），而均与性别、年龄无关（均 P>0.05）（表 3）。

图 1　免疫组化检测 PROX-1 的表达（×400）　　A：良性病变胆管组织；B：无淋巴结转移胆管癌组织；C：淋巴节转移组
胆管癌组织

Figure 1　Immunohistochemical staining for PROX-1 expression (×400)　　A: Bile duct tissue from benign biliary disease;  
B: Cholangiocarcinoma tissue without lymph node metastasis; C: Cholangiocarcinoma tissue with lymph node metastases

A B C

图 2　免疫组化检测 Ki-67 的表达（×400）　　A：良性病变胆管组织；B：无淋巴结转移胆管癌组织；C：淋巴节转移组胆
管癌组织

Figure 2　Immunohistochemical staining for Ki-67expression (×400)　　A : Bile duct tissue from benign biliary disease;  
B: Cholangiocarcinoma tissue without lymph node metastasis; C: Cholangiocarcinoma tissue with lymph node metastases

A B C
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表 3　PROX-1 及 Ki-67 表达与胆管癌患者临床病理因素关系
Table 3　Relations of PROX-1 and Ki-67 expressions with the 

clinicopathological features of cholangiocarcinoma 
patients

因素 n PROX-1 P Ki-67 P
（+） （-） （+） （-）

性别
　男 25 19 6

0.725
18 7

0.478
　女 21 15 6 17 4
年龄（岁）
　≥ 50 26 18 8

0.410
19 6

0.988
　＜ 50 20 16 4 16 5
分化程度
　高 15 8 7 8 7
　中 16 13 3 0.027 12 4 0.027
　低 15 13 2 14 1

3　讨　论

淋 巴 管 生 成 是 肿 瘤 发 生 淋 巴 结 转 移 过 程 中 的

重 要 事 件， 肿 瘤 诱 发 淋 巴 管 生 成 的 分 子 机 制 和 以

淋 巴 管 生 成 作 为 抗 肿 瘤 转 移 靶 点 的 研 究 是 当 前 的

研 究 热 点 [5]， 淋 巴 转 移 作 为 胆 管 癌 转 移 的 主 要 途

径， 影 响 肝 门 胆 管 癌 手 术 切 除 患 者 预 后， 无 淋 巴

结 转 移 的 胆 管 癌 患 者 生 存 率 明 显 高 于 有 淋 巴 结 转

移者 [6-8]。早期胆管癌可有淋巴结转移 , 进展期胆

管癌的淋巴结转移率高达 70% 左右。一些淋巴管

生 成 因 子 如 podoplanin、 肿 瘤 内 皮 标 记 8（tumor 

endothelial marker，TEM-8）、PROX-1 和淋巴管

透明质酸受体（LYVE-1），是肿瘤的发生及转移

的特异性标志 [2, 9-10]。同源转录因子 PROX-1 是胚

胎发育中最早出现的淋巴标志，参与淋巴管内皮的

生长及淋巴管内皮细胞的表型改变 [11]，是血管淋

巴表型的关键基因程序 [12]。其表达于胚胎淋巴管

内皮细胞及晶状体、肝上皮的血管窦、胰腺和神经

系 统 [13-14]。 敲 除 PROX-1 基 因， 静 脉 内 皮 细 胞 向

淋巴内皮细胞定向分化失败；胚胎发育时静脉内皮

细胞生成淋巴管的过程受阻；所有内皮细胞均不表

达淋巴管内皮细胞标志物，但血管形成正常；转染

PROX-1 的血管内皮细胞可定向分化为淋巴管内皮

细胞，在鼠体内敲除该基因会导致淋巴系统的完全

缺失，然而杂合子却发展成乳糜性腹水，在出生后

的 1 周 内 死 亡 [11]。 本 研 究 中 PROX-1 在 人 肝 外 胆

管癌组织中的表达显著增高，并与分化程度相关。

发 生 淋 巴 结 转 移 的 胆 管 癌 组 织 PROX-1 表 达 显 著

高于未发现淋巴结转移者，但与年龄和性别无关。

这些研究提示在人胆管癌，PROX-1 表达增高参与

肿瘤淋巴结转移。以往的研究发现 [3, 15-16]：肝癌组

织中 PROX-l 蛋白表达显著增高，敲除 PROX-1 基

因的肝癌细胞侵袭和增殖能力显著下降，PROX-1

通 过 上 调 或 增 加 缺 氧 诱 导 因 子 的 稳 定 性 促 进 肝 癌

细 胞 转 移， 肝 内 胆 管 癌 癌 细 胞 中 PROX-1 表 达 显

著增高，乳腺癌高表达 PROX-1 已发生淋巴结转移。

诱 导 人 脐 静 脉 内 皮 细 胞 表 达 PROX-1 后 发

现，PROX-l 可促进细胞增殖，其机制与上调细胞

周 期 素 蛋 白 El 和 E2、 增 殖 细 胞 核 抗 原 PCNA 及

VEGFR3 的 表 达 有 关 [11]。 核 蛋 白 Ki-67， 表 达 于

肿瘤细胞胞核，在细胞周期的 S，G2 和 M 期 Ki-67

均 有 表 达， 而 在 G0 期 缺 如 [4]。Ki-67 表 达 的 高 低

对评价细胞的增殖状态、研究肿瘤的生物学行为、

判断其危害性具有重要意义 [4]。本研究中，胆管癌

患者病变胆管组织 PROX-l 和 Ki-67 的阳性表达率

显著高于对照组，且表达强度与淋巴结转移有关。

胆管癌患者 PROX-1 蛋白表达与 Ki-67 蛋白表达呈

正相关，研究表明 PROX-l 和 Ki-67 参与了胆管癌

的 发 生、 发 展， 对 胆 管 癌 的 预 后 评 估 具 有 意 义。

PROX-1 可能通过调节 Ki-67 表达促进胆管癌细胞

增殖和转移，然而具体机制有待进一步研究。
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