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　　摘要：目的　探讨 ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ蛋白在肝外胆管癌中的表达相关性及其与胆管癌发展的关系。
方法　应用免疫组化技术 ＳＡＢＣ法检测 ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ蛋白在 ３６例胆管癌标本、３０例胆管癌旁组织和

１２例胆管良性病变中的表达。结果　胆管癌组织和癌旁组织中 ＰＴＴＧ的阳性表达率分别为 ７２．２％

（２６／３６）和 ６３．３％（１９／３０），ＶＥＧＦ的阳性表达率分别为 ８３．３％（３０／３６）和 ７６．７％（２３／３０）；在胆

管良性病变组织中均未检测到 ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ的表达。上述 ３种组织之间的 ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ蛋白表达

差异均有显著性（Ｐ ＜０．０５）。癌组织中 ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ蛋白的表达呈正相关（ｒ＝０．７０３，Ｐ ＜

０．００１）。ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ蛋白表达与肿瘤转移与否关系密切，但与患者的性别、年龄、肿瘤大小及分化

无关。结论　ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ在胆管癌中高表达，两者表达呈正相关；与胆管癌的转移与否关系密切。
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　　肝外胆管癌属于少见的恶性肿瘤，据统计在所

有恶性肿瘤中所占比例不足 ２％，但其发病率有逐

渐增多趋势。因其标本来源较少，基因研究相对落

后。垂 体 瘤 转 化 基 因 （ｐｉｔｕｉｔａｒｙｔｕｍｏｒｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ

ｇｅｎｅ，ＰＴＴＧ）是近期发现的原癌基因，业已证明它参

与恶性肿瘤发生发展的诸多环节。胆管癌中血管

内 皮 生 长 因 子 （ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，

ＶＥＧＦ）与 ＰＴＴＧ的表达关联性尚存在诸多争议。本

文利用免疫组化的方法，同步检测 ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ蛋

白在胆管癌、癌旁组织以及良性病变胆管组织中的

表达，旨在探讨该两种蛋白在胆管癌中是否存在表

达的关联性；并将结果与其临床资料相比较，以探

讨两者表达与胆管癌发展、转移的关系。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　标本采集　收集本院普外科 １９９０年 １月

—２００３年 １２月手术切除肝外胆管癌标本 ３６例，

癌组织取自肿瘤中心或边缘，癌旁组织取自距肿瘤

边缘至少 １０ｍｍ的胆管组织，均经病理证实无癌细

胞。其中男 ２３例，女 １３例；年龄 ３２～７８（平均

５３．３）岁。３６例标本全部为腺癌，术前均未作放

疗、化疗、免疫治疗等抗肿瘤治疗。胆管良性病变

组织 １２例，标本均为因胆囊良性病变而行胆囊切

除中的胆囊管；其中男 ３例，女 ９例；年龄 ３６～５５

（平均 ４２．８）岁。所有病例均经病理证实诊断，所

用标本均以 １０％甲醛固定，石蜡包埋。每个蜡块

行 ４μｍ厚连续切片 ３张。

１．１．２　试剂　ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ山羊抗人多克隆抗

体、鼠抗山羊二抗均为美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产品。

过氧化物酶标记的卵白素生物素（ＳＡＢＣ）染色试剂

盒、ＡＥＣ染色试剂盒均为武汉博士德生物工程有限

公司产品。

１．２　方法

１．２．１　检测方法　用免疫组化 ＳＡＢＣ法。实验步

骤按试剂盒说明书进行：常规脱蜡至水，置 ３％

Ｈ２Ｏ２中室温 １０ｍｉｎ；置枸橼酸盐缓冲液中行热抗原

修复，滴加正常马血清封闭液室温封闭 １５ｍｉｎ；加

入一抗于湿盒内 ４℃过夜；ＰＢＳ洗涤后滴加生物素

标记的二抗、ＳＡＢＣ，各孵育 ２０ｍｉｎ；ＰＢＳ冲洗 ３次，

最后在 ＡＥＣ显色液显色时间 １５ｍｉｎ，自来水冲洗，

苏木素复染，封片观察。将已知阳性的肝癌切片作

为阳性对照，用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）代替一抗作为

阴性对照。

１．２．２　结果判定　以肿瘤细胞胞浆出现红色颗

粒为阳性细胞；参照 Ｌｕ［１］的方法判断染色结果。

随机观察 ５个高倍视野，首先按染色强度记分：无

着色为 ０分，淡红色为 １分，红色为 ２分，棕红色为

３分；再按照阳性细胞所占百分率记分：阳性细胞

小于 ５％为 ０分，５％ ～２５％为 １分，２５％ ～５０％为

２分，５０％ ～７５％为 ３分，超过 ７５％为 ４分。两者

之和为 ２～３分者作弱阳性（＋），４～５分者记作中

等阳性（＋＋），６～７分者记作强阳性（＋＋＋）。

１．３　统计学方法

应用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，其中半定

量等级资料采用两独立样本的 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检验分

析组 间 差 异，ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ之 间 的 相 关 性 采 用

Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析，各组之间的阳性率比较采

用 χ２检验。Ｐ＜０．０５认为有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ蛋白在胆管癌、癌旁组织及

胆管良性病变中的表达

３６例胆管癌标本中，ＰＴＴＧ蛋白阳性表达 ２６

例，阳性率 ７２．２％；３０例癌旁组织阳性表达 １９

例，阳性率 ６３．３％。ＶＥＧＦ在癌组织中蛋白阳性表

达 ３０例，阳性率 ８３．３％；癌旁组织中阳性表达 ２３

例，阳性率 ７６．７％。癌与癌旁的 ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ表

达差异均无显著性（Ｐ ＞０．０５）。１２例胆管良性

病变组织中未检测到 ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ蛋白的阳性表

达。行组间比较，ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ蛋白在胆管癌和癌

旁组织中的表达与其在胆管良性病变中的表达差

异均存在非常显著性（Ｐ＜０．０１）（表 １）。癌组织

中，ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ阳性细胞多为弥漫型或巢型分

布，偶见散在型分布；在癌细胞中，ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ蛋

白均均匀分布于胞浆，偶见核弱阳性，未见明显胞

膜阳性（图 １～６）。

６８１



　第３期　　　　　 陈，等：肝外胆管癌组织中ＰＴＴＧ和ＶＥＧＦ的表达及相关性研究

表 １　ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ蛋白在胆管癌、癌旁和良性病变组织中的表达（例数）

分组 ｎ
ＰＴＴＧ表达

（－） （＋） （＋＋） （＋＋＋）

阳性率

（％）
Ｐ值

ＶＥＧＦ表达

（－） （＋） （＋＋） （＋＋＋）

阳性率

（％）
Ｐ值

癌组织

癌旁组织

３６

３０

１０

１１

７

５

９

１１

１０

３

７２．２

６３．６
０．２３９

６

７

６

２

１０

１５

１４

６

８３．３

７６．７
０．３３１

良性病变 １２ １２ ０ ０ ０ ０ １２ ０ ０ ０ ０

　　　　注：与胆管良性病变相比，Ｐ＜０．０１

图１　ＰＴＴＧ蛋白强阳性表达（＋＋＋）（×４００） 图２　ＶＥＧＦ蛋白强阳性表达（＋＋＋）（×４００）

图３　ＰＴＴＧ蛋白弱阳性表达（＋）（×１００） 图４　ＶＥＧＦ蛋白弱阳性表达（＋）（×４００）

图５　ＰＴＴＧ蛋白阴性表达（－）（×４００） 图６　ＰＴＴＧ中等阳性表达（＋＋）（×４００）

２．２　胆管癌中 ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ蛋白表达的相关性

３６例胆管癌中，ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ蛋白同时表达阳

性者共 ２４例，同时表达阴性者共 ４例，表达一致率

为 ７７．８％。Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析显示 ＰＴＴＧ和

ＶＥＧＦ蛋白表达呈正相关（ｒ＝０．７０３，Ｐ ＜０．００１，

表 ２）。

２．３　ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ蛋白表达与胆管癌临床特征

的关系

将 ＰＴＴＧ蛋白、ＶＥＧＦ蛋白表达情况和胆管癌的

部分临床、病理资料比较，发现患者的年龄、性别以

及肿瘤的大小、分化程度与 ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ的表达差

异并无显著性（Ｐ＞０．０５）。但肿瘤转移与否则与

两种蛋白的表达关系密切（表 ３）。出现转移的的

１３例肿瘤组织切片中，ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ蛋白均呈阳性

表达者分别为 ９２．３％和 １００％，而无转移组则仅为

６０．８％和 ７３．９％，差异存在显著性（Ｐ＜０．０５）。

表 ２　３６例胆管癌中 ＰＴＴＧ与 ＶＥＧＦ蛋白表达的相关性

（例数）

ＰＴＴＧ强度
ＶＥＧＦ强度

（－） （＋） （＋＋） （＋＋＋）
合计

（－） ４ ４ ２ ０ １０

（＋） １ ２ ３ １ ７

（＋＋） １ ０ ２ ６ ９

（＋＋＋） ０ ０ ３ ７ １０

合计 ６ ６ １０ １４ ３６
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表３　ＰＴＴＧ和ＶＥＧＦ蛋白表达与胆管癌临床特征的关系

临床特征 总例数
ＰＴＴＧ蛋白

阳性数 （％） Ｐ值

ＶＥＧＦ蛋白

阳性数 （％） Ｐ值

　年龄（岁）

　　≤６０

　　＞６０

１９

１７

１５

１１

７８．９

６４．７
０．３４１

１７

１３

８９．４

７６．４
０．２９６

　性别

　　男

　　女

２３

１３

１８

８

７８．３

６１．５
０．２８２

２０

１０

８６．９

７６．９
０．４３８

　分化程度

　　高、中

　　低

２８

８

１９

７

６７．９

８７．５
０．２７４

２３

７

８２．１

８７．５
０．７２０

　大小（ｃｍ）

　　≤２

　　＞２

２１

１５

１３

１３

６１．９

８６．７
０．１０２

１６

１４

７６．２

９３．９
０．１７４

　转移

　　有

　　无

１３

２３

１２

１４

９２．３

６０．８
０．０４３

１３

１７

１００．０

７３．９
０．０４４

３　讨　论

肝外胆管癌位于肝门部者多见，因解剖部位复

杂，切除难度大［２］。如何对胆管癌进行有效的预

后评估和综合治疗一直是困扰胆道外科的难题。

基因治疗是综合治疗的重要部分，定义可靠的靶

基因是基因治疗的前提条件。

ＰＴＴＧ编码一条含 ２０３个氨基酸的蛋白［３］。在

睾丸、胸腺及胚胎肝脏的正常组织中存在 ＰＴＴＧ的

低表达，但在绝大部分恶性肿瘤细胞株中，ＰＴＴＧ

呈现一致性的高表达［４］。本实验发现：ＰＴＴＧ蛋白

在胆管癌和癌旁组织中均呈现高表达，组织上呈

巢型或散在分布；细胞中 ＰＴＴＧ主要为胞浆阳性，

分布均匀，偶见核弱阳性，未见膜阳性表达。在

１２例良性胆管病变中，未测得 ＰＴＴＧ蛋白的阳性表

达。此结果说明 ＰＴＴＧ基因过度表达极有可能在

胆管癌的发生和发展的过程中起到一定的作用。

此现象或许与 ＰＴＴＧ的某些已知作用有关，如引起

有丝分裂时染色体分离障碍；引起染色体不稳定；

转录激活 ｃｍｙｃ等癌基因；上调 ｂＦＧＦ等血管因子；

与 ｐ５３基因一起参与细胞凋亡的调控等［５］。至于

有哪些机制参与了胆管癌的发生发展，尚待进一

步的研究。

新生血管生成是实体肿瘤增殖和转移的重要

条件。ＶＥＧＦ既是一种内皮生长因子，又是一种血

管因子，是肿瘤血管生成中最重要的始动因子之

一［６］。有资料统计肝外胆管癌中 ＶＥＧＦ的阳性表

达 率 为 ６２．２％ ～７２．７％［７－８］。 与 ｂＦＧＦ相 比，

ＶＥＧＦ在胆管癌中的表达率和表达量高，与预后和

转移的关系更加密切［９］。ＰＴＴＧ与 ｂＦＧＦ环路促进

作用的关系已基本确定［１０］，但 学 术 界 对 于 ＰＴＴＧ

和 ＶＥＧＦ之间是否存在肯定的正相关联仍不确定。

ＭｃＣａｂｅ［１１］认为垂体瘤中的血管生成和 ＰＴＴＧ刺激

ＶＥＧＦ表达增高密切相关。Ｈｕｎｔｅｒ［１２］认为尽管ＰＴＴＧ

确实 存 在 诱 导 血 管 生 成 的 作 用，但 未 必 是 通 过

ＶＥＧＦ通路的上调来实现的，两种基因表达不存在

关联 性。本试 验中 ２６例 ＰＴＴＧ阳 性表 达的胆管

癌，有 ２４例 同 时 可 测 得 ＶＥＧＦ阳 性 表 达，１０例

ＰＴＴＧ阴性表达的胆管癌有 ４例 ＶＥＧＦ阴性表达；表

达的一致率为 ７７．８％，呈现明显的正相关。在胆

管癌中，ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ的这种正相关联是“直接效
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应”还是“网络效应”，仍需进一步实验证明。

在结合分析 ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ蛋白表达情况和部

分临床资料中发现：ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ表达与患者年

龄、性别、肿瘤大小、分化程度均无显著关系；但在

１３例出现转移的胆管癌中，ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ表达的

阳性率分别为 ９２．３％和 １００％，明显高于无转移

组中两种蛋白的阳性比例，说明 ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ有

可能同时参与了胆管癌的转移过程。有研究显示

人为转 染 ＰＴＴＧ至 ＰＴＴＧ（－）的 细 胞 株，可 测 得

ＶＥＧＦ表达的升高；此过程发生在 ＶＥＧＦ的转录阶

段而非翻译阶段，依赖于 ＰＴＴＧ蛋白结合域的完整

性［９］。这就存在一种可能：胆管癌中 ＰＴＴＧ表达增

高促进了 ＶＥＧＦ的转录增强，从而诱发新生血管生

长，为肿瘤的转移提供了条件。但此假设仍需进

一步实验证明。
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