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摘   要 目的：探讨 Numb 和 VEGF 在原发性肝细胞癌（HCC）中的表达及其意义。

方法：免疫组化法检测 60 例 HCC 患者癌组织与癌旁组织，以及 27 例肝外伤与肝血管瘤患者正常肝组

织中 Numb 与 VEGF 的表达，分析两者表达与 HCC 患者临床病理因素以及预后的关系。

结果：与正常肝组织及癌旁组织比较，HCC 组织中 Numb 阳性表达率明显降低，而 VEGF 的阳性表

达 率 明 显 升 高（ 均 P<0.05）， 且 在 HCC 组 织 中 两 者 表 达 呈 负 相 关（r=-0.5248，P=0.01）；Numb

与 VEGF 的表达均与患者 TNM 分期、Edmondson 分级、门脉癌栓及包膜有无有关（均 P<0.05）；

Numb 阴性表达患者的总的生存期明显短于阳性表达者，而 VEGF 情况则相反（均 P<0.05）。

结论：在 HCC 组织中，Numb 表达下调，而 VEGF 表达上调，且两者之间的消长可能与 HCC 的侵袭

性及不良预后密切相关。
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Abstract Objective: To investigate the expressions of Numb and vascular endothelial growth factor (VEGF) in primary 

hepatocellular carcinoma (HCC), and the clinical significance. 

Methods: The Numb and VEGF expressions in the surgical specimens of HCC tissue along with tumor adjacent 

tissues from 60 HCC patients, and normal liver tissues from 27 cases with liver injury or hepatic hemangioma 

were determined by immunohistochemical staining. The relations of Numb and VEGF expressions with the 

clinicopathologic factors and prognosis of the HCC patients were analyzed. 

Results:  Compared with normal hepatic tissue and tumor adjacent tissue, the positive Numb expression rate 

was significantly decreased, while the positive VEGF expression was significantly increased in HCC tissue (both 

P<0.05), further, there was a negative relation between Numb and VEGF expression in HCC tissue (r=–0.5248, 

P=0.01). Both Numb and VEGF expressions were significantly associated with TNM stage, and Edmondson 

grade, and the presence or absence of portal cancer embolus and tumor capsule (all P<0.05). The overall survival 
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目前全世界范围内，肝细胞癌（HCC）已成为

较常见严重危害人类生命与健康恶性肿瘤之一[1]。

目 前 唯 一 可 能 治 愈 的 方 法 仍 然 是 早 期 手 术 治 疗 。

因此，进一步探 讨HC C 发生、发展的精确分子机

制，寻找与HC C 侵袭转移的相关标志物及新的治

疗靶点具有重要的临床意义。Numb基因编码为一

种 膜 相 关 蛋 白 ， 是 神 经 发 育 过 程 中 第 一 个 被 发 现

且 呈 不 对 称 分 布 的 蛋 白 ， 并 与 肿 瘤 细 胞 的 发 生 关

系 十 分 密 切 ， 从 而 被 称 为 细 胞 命 运 决 定 因 子 。 血

管内皮生长因子（VEGF）已经被证实与肿瘤细胞

的 生 长 ， 浸 润 及 转 移 存 在 相 关 性 。 目 前 国 内 对 于

Numb及VEGF相关性的研究尚少，笔者研究Numb

及VEGF在HCC和肝脏正常组织中的表达，分析并

研究两者的表达情况与HCC临床病理因素之间的关

系，同时对Numb和VEGF在HCC组织中的表达率、

以 及 表 达 强 度 之 间 的 关 系 进 行 相 关 性 分 析 。 以 求

更深入地了解Numb及VEGF对HCC的发生、发展

与预后等方面的意义，为Numb及VEGF成为预测

HCC复发及预后的独立危险因素提供理论基础。

1　资料与方法

1.1  一般资料 

选 取 株 洲 市 中 心 医 院 2 0 0 6 年 2 月 — 2 0 0 9 年

2月期间肝胆外科手术切除的60例HCC患者的癌组织

及癌旁组织标本。60例患者中男49例，女11例；年

龄35~72岁，平均年龄（52.98±11.42）岁；肿瘤直

径28~210 mm，平均直径（84.96±22.16）mm。患

者 术 前 均 未 进 行 化 疗 、 放 疗 以 及 介 入 等 肿 瘤 针 对

性 治 疗 ， 且 患 者 均 进 手 术 切 除 治 疗 后 并 经 病 理 组

织学证实为HCC。另选同期我院手术治疗的27例

肝 外 伤 及 肝 血 管 瘤 患 者 的 正 常 肝 组 织 标 本 作 为 对

照。27例中男16例，女11例，年龄32~71岁；平均

年龄（50.44±12.03）岁。

1.2  试剂  

羊 抗 人 N u u m b 多 克 隆 抗 体 购 于 美 国 A b c a m 

Biotechnology公司。兔抗人VEGF单克隆抗体购于

北京中杉金桥生物技术有限公司。DVB 显色试剂

盒购于丹麦DAKO公司。二步法免疫组化检测试剂

盒 和 柠 檬 酸 抗 原 修 复 试 剂 均 购 于 北 京 中 杉 金 桥 生

物技术有限公司。

1.3  免疫组化染色观察Numb和VEGF的表达及

结果判定标准  

将所有标本制成4 μm厚的组织切片，常规脱蜡

后充分水化。采用3%过氧化酶阻断溶液，室温下

孵育10 min后，PBS缓冲溶液洗涤3次，5 min/次； 

采用柠檬酸缓冲液高压热力修复抗原20 min后，

P B S 缓 冲 溶 液 洗 涤 3 次 ， 5  m i n / 次 ； 滴 加 羊 抗 人

N u m b 多 克 隆 抗 体 （ 1 : 1 0 0 ） 或 兔 抗 人 V E G F 单 克

隆抗体（1:100）作为一抗，室温下孵育90 min后，

PBS缓冲溶液洗涤3次，5 min/次；滴加二抗，室温

下孵育30 min后，PBS缓冲溶液洗涤3次，5 min/次；

DAB镜下显色。

Numb主要表达在肝细胞的胞质和胞膜上，以

黄色颗粒为阳性细胞 [2]。VEGF主要表达在肝细胞

的胞浆内，以黄色颗粒为阳性细胞[3]。依据半定量

积分方法对阳性表达结果进行判定[4]，每例标本均

在400倍光学显微镜下随机至少观察5个视野：阳

性 细 胞 ≤ 5 % 时 判 定 为 0 分 ， 阳 性 细 胞 6 % ~ 2 5 % 时

判定为1分，阳性细胞26%~50%时判定为2分，阳

性细胞51%~75%时判定为3分，阳性细胞>75%时

判定为4分；阳性强度为黄色时判定为1分，阳性

强度为棕黄色时判定为2分，阳性强度为棕褐色时

判定为3分。再将细胞阳性率与染色强度二者积分

相乘，0分判定为阴性（-），1~4分判定为弱阳性

（+），5~8分判定为中度阳性（++），9~12分判

定为强阳性（+++）。

1.4  统计学处理 

采 用 S P S S  1 7 . 0 统 计 学 软 件 ， 所 得 数 据 进 行

统计学分析，其中计数资料显著性比较采用χ 2检

验分析，以P<0 .05作为差异有统计学意义。采用

Spearman软件进行相关性分析。用Kaplan -Meier

period in patients with negative Numb expression was significantly shorter than in those with positive Numb 

expression, but the finding for VEGF expression was the opposite of that (both P<0.05). 

Conclusion: Numb expression is decreased and VEGF expression is increased in HCC tissue, and waxing and 

waning between them may closely relate to the invasiveness and poor prognosis of HCC.

Key words Carcinoma, Hepatocellular; Numb Gene; Vascular Endothelial Growth Factors; Neoplasm Invasiveness
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生存分析方法描述Numb及VEGF的表达对HCC患

者总生存期的影响。

2　结　果

2.1  Numb和VEGF在不同肝组织中的表达  

正常组织和癌旁组织中Numb主要呈强阳性表

达；而在HCC组织中Numb主要阴性至呈弱阳性表

达，HCC组织Numb阳性表达率明显低于正常肝组

织与癌旁组织（均P<0 .05）；正常组织和癌旁组

织中VEGF主要呈阴性表达，在HCC组织中VEGF

主要呈强阳性表达，HCC组织中VEGF的阳性表达

率明显高于正常肝组织与癌旁组织（均P<0 .05）

（图1）（表1-2）。 

2.2  Numb与VEGF在HCC组织中的表达的相关性  

在Numb阴性表达者中VEGF阳性表达率96.66%

（29/30），在Numb阳性表达者中VEGF阴性表达

率46.66%（14/30）。经Spearman相关性检验，

N u m b 表 达 与 V E G F 表 达 呈 负 相 关 （ r= - 0 . 5 2 4 8 ，

P=0.01）。

A B C

D E F

图 1　免疫组化检测 Numb 及 VEGF 的表达（×400）　　A：正常肝组织中 Numb 强阳性表达；B：癌旁组织中 Numb
强阳性表达；C：HCC 组织中 Numb 阴性表达；D：正常肝组织中 VEGF 阴性表达；E：癌旁组织中 VEGF 弱阳性表
达；F：HCC 组织中 VEGF 的强阳性表达

Figure 1　Immunohistochemical staining for Numb and VEGF expressions (×400)　　A: Strong positive Numb expression in 
normal liver tissue; B: Strong positive Numb expression in tumor adjacent tissue; C: Negative Numb expression in HCC tissue;  
D: Negative VEGF expression in normal liver tissue; E: Weak VEGF expression in tumor adjacent tissue; F: Strong positive VEGF 
expression in HCC tissue

表 1　Numb 在不同组织中的表达 [n（%）]
Table 1　Numb expression in different tissues [n (%)]

组织 n 阴性（-） 弱阳性（+） 中度阳性（++） 强阳性（+++）
HCC 组织 60 30（50.00） 23（38.33） 3（5.00） 4（6.66）
癌旁组织 60 5（8.33） 5（8.33） 18（30.00） 32（53.33）
正常肝组织 27 1（3.70） 2（7.40） 6（22.22） 18（66.66）

表 2　VEGF 在不同组织中的表达 [n（%）]
Table 2　VEGF expression in different tissues [n (%)]

组织 n 阴性（-） 弱阳性（+） 中度阳性（++） 强阳性（+++）
HCC 组织 60 15（25.00） 5（8.33） 10（16.66） 30（50.0）
癌旁组织 60 23（38.33） 19（31.67） 10（16.67） 8（13.33）
正常肝组织 27 19（70.37） 4（14.81） 2（7.40） 2（7.40）
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2.3  Numb和VEGF表达与HCC临床病理因素间

的关系

N u m b 和 V E G F 表 达 水 平 与 患 者 的 性 别 、 年

龄、肿瘤直径及肝硬化无关（均P>0 .05）；而与

患者门脉癌栓有无、TNM分期、Edmondson分级以

及肿瘤包膜有无有关（均P<0.05）（表3-4）。

2.4  Numb蛋白和VEGF的表达与HCC患者总生

存期的关系  

用Kaplan -Meie r生存分析方法描述两者的表

达对HCC患者总生存期的影响，发现Numb阴性表

达 组 的 总 的 生 存 期 明 显 低 于 阳 性 表 达 组 ， 差 异 有

统计学意义（χ2=6.348，P=0.012）。VEGF阳性

表 达 组 的 总 的 生 存 期 明 显 低 于 阴 性 表 达 组 ， 差 异

有统计学意义（χ2=6.397，P=0.011）（图2）。

表 3　Numb 表达与 HCC 临床病理因素间的关系 [n（%）]
Ta b l e  3 　 R e l a t i o n  o f  N u m b  e x p r e s s i o n  w i t h  t h e 

clinicopathologic factors of HCC [n (%)]
　因素 n 阳性表达 χ2 P
性别
　男 49 25（51.02）

0.001 0.982
　女 11 5（45.45）
年龄（岁）
　＜ 50 21 12（57.14）

0.533 0.465
　≥ 50 39 18（46.15）
肿瘤直径（cm）
　＜ 5 16 9（56.25）

0.471 0.492
　≥ 5 44 21（47.72）
门脉癌栓
　无 32 22（68.75）

6.000 0.014
　有 28 8（28.57）
TNM 分期
　I~II 29 11（37.93）

4.219 0.015
　III 31 21（67.74）
肝硬化
　无 23 11（47.82）

0.268 0.604
　有 37 19（51.35）
Edmondson 分级
　I~II 28 10（35.71）

5.454 0.020
　III~IV 32 20（62.50）
肿瘤包膜
　无 38 26（68.42）

8.735 0.003
　有 22 4（18.18）

表 4　VEGF 表达与原发性肝细胞癌临床病理因素间的关系

[n（%）]
Ta b l e  4 　 R e l a t i o n  o f  V E G F  e x p r e s s i o n  w i t h  t h e 

clinicopathologic factors of HCC [n (%)]
　因素 n 阳性表达 χ2 P
性别
　男 49 37（75.51）

0.008 0.929
　女 11 8（72.72）
年龄（岁）
　＜ 50 21 15（71.43）

0.007 0.935
　≥ 50 39 30（76.92）
肿瘤直径（cm）
　＜ 5 16 11（68.75）

2.963 0.085
　≥ 5 44 34（77.27）
门脉癌栓
　无 32 19（59.38）

5.350 0.021
　有 28 26（92.86）
TNM 分期
　I~II 29 18（60.00）

4.470 0.034
　III 31 27（87.10）
肝硬化
　无 23 17（73.91）

0.307 0.580
　有 37 38（75.67）
Edmondson 分级
　I~II 28 18（64.28）

5.157 0.023
　III~IV 32 27（84.37）
肿瘤包膜
　无 38 33（86.84）

7.033 0.008
　有 22 12（54.55）

图 2　不同 Numb 与 VEGF 的表达水平与 HCC 患者总生存期的关系　　A：Numb 阴性与阳性患者的生存曲线；B：VEGF 阴
性与阳性患者的生存曲线

Figure 2　Relations of diff erent expression levels of Numb and VEGF with the overall survival of the HCC patients　　A: Survival curves 
of patients with negative and positive Numb expression; B: Survival curves of patients with negative and positive VEGF expression
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3　讨　论

国 外 研 究 [ 5 ]报 道 N u m b 蛋 白 具 有 诱 导 N o t c h - 1

受体的降解，从而达到抑制Notch信号传导通路的

目 的 。 而 N o t c h 信 号 传 导 通 路 在 参 与 调 解 细 胞 增

殖 、 分 化 、 诱 导 细 胞 凋 亡 和 浸 润 转 移 具 有 重 要 意

义[6-7]。本研究结果显示，Numb蛋白表达阳性的患

者其总生存期明显延长（P<0.05），提示Numb在

抑制HC C 发生、 发展和预后过程中可能起到了一

定 作 用 ， 但 其 参 与 原 发 性 肝 癌 的 机 制 有 待 进 一 步

研 究 。 临 床 因 素 如 患 者 年 龄 、 性 别 、 肿 瘤 大 小 及

肝硬化与Numb的表达均无明显相关性。虽然这些

因素与患者预后有一定联系，但对于利用Numb蛋

白 来 监 控 肿 瘤 发 生 、 发 展 及 预 后 ， 国 内 外 尚 未 统

一 意 见 。 对 于 不 同 组 织 学 类 型 ， 特 别 是 脉 管 浸 润

型肝癌组织中，国内有报道[8]表明：有脉管侵犯的

原发性肝癌组织中其Numb阳性的表达明显降低，

而脉管侵犯与HC C 早期复发，转移存在一定的关

系 ， 特 别 是 早 期 H C C 复 发 转 移 监 测 的 患 者 中 ，

认 为 肿 瘤 侵 袭 性 强 的 患 者 更 加 容 易 出 现 复 发 和 转 

移[9]。本研究中发现临床病理因素中门脉癌栓阳性

的HCC组织中，其大部分Numb表达呈阴性或是弱

阳性。笔者推测Numb蛋白在原发性肝癌组织中类

似于p53“分子警察”，发挥抑癌基因的作用。其

表达的缺失可能会促进肝癌发生发展。

V E G F 在 肿 瘤 的 生 长 ， 浸 润 和 转 移 过 程 中 起

到重要作用[10-11]。目前VEGF是作用最强的促血管

内 皮 生 长 因 子 [ 1 2 - 1 3 ]， 具 有 促 进 血 管 内 皮 细 胞 增 殖

分 化 ， 提 高 血 管 通 透 性 ， 在 新 生 的 血 管 中 发 挥 重

要作用 [ 1 4 ]。众所周知，肿瘤细胞的发生，发展需

要新生的血管为其提供营养和能量，同时由于早期

形成的血管内皮细胞通透性高，为肿瘤穿透血管壁

进入血液循环形成血液转移提供帮助。本研究结果

显示，VEGF表达阴性的患者其总生存期明显延长

（P<0.05），提示VEGF在HCC发生、发展和预后过

程中可能起到了一定作用。而国外有实验研究[15]表

明：HCC组织中VEGF的表达情况与肿瘤大小，微

血 管 密 度 密 切 相 关 。 这 可 能 与 本 实 验 样 本 量 少 ，

统 计 学 差 异 不 显 著 有 关 ， 但 可 能 随 着 样 本 量 的 扩

大，或许能得出相同的实验结果。Poon等 [16]实验

中提到，HCC患者血清中的VEGF>245 ng/L时，预

后差，复发率高，提示VEGF与HCC的进展，血液

转移相关。

对于HCC患者，关于Numb与VEGF联合检测

的报道并不多。本研究结果表明，Numb蛋白表达

与VEGF表达呈负相关（r=-0.5248，P<0.05）。由

此可见，Numb蛋白表达下调及VEGF表达上调均

与HC C 的侵袭性相关，且可能成为影响患者预后

的 危 险 因 素 。 即 在 H C C 组 织 中 V E G F 表 达 强 度 越

高的标本其Numb表达强度呈弱阳性或阴性表达。

国 内 外 对 于 这 两 个 因 子 在 原 发 性 肝 癌 组 织 中 的 研

究 较 少 。 主 要 集 中 在 N u m b 蛋 白 与 p 5 3 ， N u m b 与

Notch -1信号之间的研究；VGEF和金属基质蛋白

酶（MMP）之间的研究。Numb与VEGF之间是否

存 在 信 号 通 路 尚 不 清 楚 。 两 者 之 间 表 达 强 度 的 负

相关性提示Numb表达阴性的HCC患者，是否可以

使用Numb类似物抑制VGEF的形成而达到抑制肿

瘤复发和转移，提高患者预后情况，为HC C 的监

测和治疗打开新的思路。

目前，国内外有大量基础研究证明VEGF与恶

性肿瘤的发生、发展密切相关。而Numb与VEGF

在 肝 癌 组 织 中 的 不 同 表 达 ， 提 示 两 者 可 能 成 为 一

个判断预后和指导HCC治疗的指标。因此，Numb

与VEGF的表达对HCC患者预后的判定可能具有一

定的临床指导作用。
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