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大肠癌组织中 ＥｐｈＡ２，ＶＥＧＦ和 ＭＭＰ９蛋白的
表达及其相关性研究

蒋萍１，２，李景和１，罗庚求１，沈明１，刘洁１，李红玲１

（１．中南大学基础医学院 病理学系，湖南 长沙 ４１００７８；２．黑龙江省哈尔滨市第一人民医院 病理科，黑龙
江 哈尔滨 １５００１０）

　　摘要：为探讨大肠癌组织中 ＥｐｈＡ２，ＶＥＧＦ和 ＭＭＰ９蛋白的表达及其与大肠癌生物学行为的关系。
笔者应用免疫组织化学 Ｓ－Ｐ法检测 ６９例大肠癌组织及 ３０例远癌肠黏膜中 ＥｐｈＡ２，ＶＥＧＦ，ＭＭＰ９蛋白
的表达。结果示，大肠癌组织中 ＥｐｈＡ２蛋白（１００％）表达显著高于远癌肠黏膜（８０．０％）（Ｐ＜０．０１），
且与 Ｄｕｋｅｓ分期、肿瘤组织分化程度及肉眼类型有关（Ｐ＜０．０５），而与年龄无关（Ｐ＞０．０５）。ＶＥＧＦ蛋
白及 ＭＭＰ９蛋白在大肠癌中的表达均显著高于远癌肠黏膜 （均 Ｐ＜０．０１），与 Ｄｕｋｅｓ分期有关
（Ｐ＜０．０５），但与年龄、肿瘤组织分化程度及肉眼类型等无关（均 Ｐ＞０．０５）。ＥｐｈＡ２蛋白在大肠癌中
的表达与 ＶＥＧＦ，ＭＭＰ９呈正相关（ｒ１＝０．４０４，Ｐ１＝０．０００；ｒ２＝０．２８２，Ｐ２＝０．０００）。提示联合检测
ＥｐｈＡ２，ＶＥＧＦ和 ＭＭＰ９有助于对大肠癌侵袭及转移能力的评估，对大肠癌的预后判断可能具有一定的
临床意义。 ［中国普通外科杂志，２００７，１６（７）：６９６－６９９］
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　　ＥｐｈＡ２（ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ－ｐｒｏｄｕｃｅｉｎｇｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ
Ａ２）是 Ｅｐｈ家族 ＥｐｈＡ亚家族中的一个成员，为跨
膜酪氨酸蛋白激酶［１］。ＥｐｈＡ２作为癌蛋白参与恶
性肿瘤的发生发展，在多种实体瘤中广泛高表

达。侵袭及转移是恶性肿瘤的重要特征，也是影

响肿瘤患者预后的关键因素之一。而基膜的不完

整，肿瘤新生血管的形成是促进肿瘤发生侵袭及

转移的关键环节。笔者联合检测了大肠癌组织中

ＥｐｈＡ２、血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）和基质金属
蛋白酶 ９（ＭＭＰ９）的表达情况，并分析 ＥｐｈＡ２蛋
白的表达与大肠癌的临床病理特征及生物学行为

的关系，旨在探讨 ＥｐｈＡ２在大肠癌的发生发展及
侵袭转移中可能发挥的作用及其机制。

１材料与方法

１．１　材料
１．１．１　大肠癌组织　６９例。均为中南大学湘雅
医院病理科 ２００２—２００４年手术切除的大肠癌石
蜡包埋组织。男 ４７例，女 ２２例；年龄 ３０～９１岁
（平均 ５７．１４岁）。高分化 ３５例，中分化 ２７例，

　　收稿日期：２００７－０３－０９；　修订日期：２００７－０６－２５。
　　作者简介：蒋萍，女，湖南永州人，中南大学基础医学院病理学
系硕士研究生（现在哈尔滨市第一人民医院病理科工作），主要从事

消化道肿瘤病理方面的研究。

　　通讯作者：李景和　Ｅｍａｉｌ：Ｌｉｊｉｎｇｈｅ０７１８＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

低分化 ７例；淋巴结转移阳性 ２８例，阴性 ４１例。
１．１．２　远癌大肠黏膜　３０例。均取自大肠癌
行肠切除的远侧断端肠黏膜。所有断端均距癌组

织 ５ｃｍ以上，组织学检查为基本正常肠黏膜。
１．２　方法

所有手术切除标本均经１０％甲醛固定，常规
石蜡包埋后行 ４μｍ连续切片，每例均行 ＨＥ染色
和免疫组织化学染色（ＳＰ法），光镜观察。

免疫组织化学染色时用 ３％Ｈ２Ｏ２阻断２０ｍｉｎ，
将切片置于 ０．０１Ｍ枸橼酸（ｐＨ＝６．０）修复液
中，用微波炉修复 ２次，再将切片放入湿盒内。
用正 常 山 羊 血 清 置 ３７℃ 恒 温 孵 育 箱 中 封 闭
３０ｍｉｎ，甩干切片后滴加特异性抗体（ＥｐｈＡ２的工
作浓度为 １∶５０，ＶＥＧＦ为即用型抗体，ＭＭＰ９的工
作浓度为 １∶１００），置 ３７℃恒温孵育箱中孵育
３０ｍｉｎ，再放入湿盒内置 ４℃冰箱中过夜。次日加生
物素标记二抗 ３７℃恒温孵育 ３０ｍｉｎ，链酶素抗生物
素过氧化物酶溶液３７℃恒温孵育３０ｍｉｎ后ＰＢＳ溶液
和蒸馏水洗，再用 ＤＡＢ液显色，苏木素复染。

ＥｐｈＡ２，ＶＥＧＦ和 ＭＭＰ９均用已知阳性结肠癌
切片作阳性对照；用 ０．０１ＭＰＢＳ液 （ｐＨ＝７．４）
代替一抗作阴性对照。所用 ＥｐｈＡ２为兔抗人多
克隆抗体、ＶＥＧＦ为鼠抗人单克隆抗体，羊抗兔、
羊抗鼠 ＳＰ试剂盒及 ＤＡＢ显色剂均购自北京中山
生物技术公司。
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１．３　结果判断
ＥｐｈＡ２，ＶＥＧＦ，ＭＭＰ９蛋白染色阳性均为在细

胞膜或胞质内出现棕黄色颗粒，且其着色强度高

于背景非特异性染色者。每例切片随机选取５个
高倍视野进行结果判定。按染色强度及阳性细胞

数占肿瘤细胞总数的百分比综合计分。染色强

度：无色为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：小于总数的 ５％为
０分，５％ ～２５％为 １分，２６％ ～５０％为 ２分，
大于 ５０％为 ３分。染色强度得分与阳性细胞数
得分相乘，０分为阴性（－），１～３分为弱阳性
（＋），４～５分为中度阳性（＋＋），大于或等于
６分为强阳性（＋＋＋）。
１．４　统计学方法

应用 ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行分析，采用等级
资料 的 秩 和 检 验 （ＫｒｕｋａｌＷａｌｌｉｓ′ｏｆＮｅｍｅｎｙｉｓ′），
ＥｐｈＡ２与 ＶＥＧＦ２项指标阳性表达之间的关系采用
Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关性分析。检验水准 α＝０．０５。

２　结　果

２．１　ＥｐｈＡ２，ＶＥＧＦ，ＭＭＰ９在大肠癌和远癌肠
黏膜组织中的表达

大肠癌 组 织 中 ＥｐｈＡ２蛋 白 阳 性 表 达 率 为

１００％（６９／６９），显 著 高 于 远 癌 肠 黏 膜 的 表 达
８０．０％（２４／３０）（Ｐ＜０．０１）（图 １－２）。其中，
ＥｐｈＡ２强阳性表达率和中度阳性表达率分别为
４７．８％（３３／６９）及 ４２．０％（２９／６９），均显著高
于远癌肠黏膜的表达率［分别为 ０％（０／３０）和
６．７％（２／３０）］（Ｐ＜０．０１）。ＶＥＧＦ在大肠癌组织
中的阳性表达率为９８．６％（６８／６９），显著高于远癌
肠黏 膜 的 表 达 率 ３３．３％ （１０／３０）（Ｐ＜０．０１）
（图３）。ＭＭＰ９蛋白在大肠癌中的表达率为８２．６％
（５７／６９），显著高于远癌肠黏膜的表达率 ３３．３％
（１０／３０）（Ｐ＜０．０１）（图４）（表１）。
２．２　ＥｐｈＡ２，ＶＥＧＦ，ＭＭＰ９的表达与临床病理

参数的关系

大肠癌组织中 ＥｐｈＡ２的表达与 Ｄｕｋｅｓ分期、组
织分化程度及肉眼类型有关（Ｐ＜０．０１），但与年龄
无关（Ｐ＞０．０５）。大肠癌组织中 ＶＥＧＦ和 ＭＭＰ９的
表达均与 Ｄｕｋｅｓ分期有关（Ｐ＜０．０５），但与年龄、组
织分化程度及肉眼类型等无关（Ｐ＞０．０５）（表１）。
２．３　大肠癌组织中 ＥｐｈＡ２，ＶＥＧＦ，ＭＭＰ９的相

关性分析

ＥｐｈＡ２与 ＶＥＧＦ，ＭＭＰ９的蛋白表达均呈正相
关，相关系数 ｒ分别为 ０．４０４（Ｐ＝０．０００）和
０．２８２（Ｐ＝０．０００）。

图１　结肠高分化腺癌ＥｐｈＡ２强阳性表达（＋＋＋）（ＳＰ×１００） 　　　图２　远癌肠黏膜ＥｐｈＡ２阴性表达（ＳＰ×１００）

图３　结肠中分化腺癌ＶＥＧＦ强阳性表达（＋＋＋）（ＳＰ×１００） 图４　结肠高分化腺癌ＭＭＰ９强阳性表达（＋＋＋）（ＳＰ×１００）

７９６
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表１　ＥｐｈＡ２，ＶＥＧＦ，ＭＭＰ９与各临床病理参数之间的关系

临床病理特征 ｎ
ＥｐｈＡ２

（－） （＋） （＋＋） （＋＋＋） ｚ Ｐ

ＶＥＧＦ

（－） （＋） （＋＋） （＋＋＋） ｚ Ｐ

ＭＭＰ９

（－） （＋） （＋＋） （＋＋＋） ｚ Ｐ

组别 ９９ －７．３１５ ０．０００ －７．１０６ ０．０００ －５．０３４ ０．０００

肿块 ６９ ０ ７ ２９ ３３ １ １８ ２９ ２１ １２ １１ １８ ２８

远癌 ３０ ６ ２２ ２ ０ ２０ ９ １ ０ ２０ ６ ２ ２

分化程度 ６．１２７ ０．０４７ ０．５５２ ０．７５９ １．８２２ ０．４０２

高 ３５ ４ ２０ １１ ０ ８ １９ ８ ５ ８ １１ １１

中 ２７ ３ ６ １８ ０ １０ ７ １０ ５ ３ ４ １５

低 ７ ０ ３ ４ １ ０ ３ ３ ２ ０ ３ ２

年龄（岁） －０．３９０ ０．５８６ －０．２７８ ０．７８１ －０．８１５ ０．４１５

＞５０ ４８ ３ ２４ ２１ ０ １２ ２２ １４ ８ ５ １５ ２０

＜＝５０ ２１ ４ ５ １２ １ ６ ７ ７ ４ ６ ３ ８

Ｄｕｋｅｓ分期 －２．３２８ ０．０２ －２．９８２ ０．００３ －２．８７４ ０．００４

Ａ＋Ｂ ４２ ５ ２２ １５ １ １５ １８ ８ １１ ９ ９ １３

Ｃ＋Ｄ ２７ ２ ７ １８ ０ ３ １１ １３ １ ２ ９ １５

肉眼类型 １３．９１ ０．００１ ４．３１８ ０．１１５ ０．２５６ ０．８８０

浸润型 ９ ０ ３ ６ ０ １ ４ ４ １ ０ ５ ３

溃疡型 ４２ ３ １４ ２５ １ ８ ２０ １３ ８ ８ ７ １９

隆起型 １８ ４ １２ ２ ０ ９ ５ ４ ３ ３ ６ ６

　　　注：标记代表χ２值，其余均为Ｚ值

３　讨　论

人类 ＥｐｈＡ２基因定位于染色体 １ｐ３６．１［２］，此
区在人体的多种肿瘤中常有缺失，被认为是肿瘤

的遗传热点。Ｅｐｈ家族属于受体酪氨酸激酶（ｒｅ
ｃｅｐｔｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ，ＲＴＫ）的Ⅷ家族，共有１４个成
员，是 ＲＴＫ中最大的亚家族，其配体是 Ｅｐｈｒｉｎ。在
成年人，ＥｐｈＲＴＫｓ和其配体 Ｅｐｈｒｉｎｓ在一系列的肿
瘤和肿瘤细胞株中均过度表达，包括乳腺癌、前

列腺癌、非小细胞肺癌、结肠癌、恶性黑色素瘤

等［３］。ＥｐｈＡ２在正常上皮细胞中与配体结合，激
酶位点磷酸化，通过信号放大促进胚胎发育、调

节细胞的增殖和分化。ＥｐｈＡ２受体在正常上皮细
胞中位于细胞连接处，在恶性肿瘤细胞中，ＥｐｈＡ２
受体定位异常，由细胞连接处转变为广泛分布在

肿瘤细胞表面，不能与其膜附着形式的配体相结

合，从而发生降解，导致 ＥｐｈＡ２呈过度表达状态。
同时 ＥｐｈＡ２功能也会发生变化，成为功能强大的
癌蛋白，启动其它的信号转导途径，调节细胞黏

附、肿瘤侵袭与转移 ［４］。大多数肿瘤的远处转移

及复发有 ＥｐｈＡ２的过度表达。在肺癌中，ＥｐｈＡ２
高表达可以作为肿瘤脑转移的参考指标之一 ［５］。

本组研究结果显示，大肠癌组织中 ＥｐｈＡ２蛋白表
达显著高于远癌肠黏膜的表达，且与肿瘤的

Ｄｕｋｅｓ分期、肉眼类型和组织分化程度密切相关，
提示该基因可能在大肠癌发生发展及侵袭转移

过程中起重要作用。

肿瘤的生长与转移是一个多因素多步骤的复

杂过程，而肿瘤的血管形成在肿瘤生长、浸润及

转移过程中发挥了极其重要的作用。ＶＥＧＦ是一
种重要的促血管生成因子，在肿瘤细胞中和血管

内皮细胞中有明显的阳性表达。本研究表明，大

肠癌组织中 ＶＥＧＦ阳性表达显著高于远癌肠黏膜
（Ｐ＜０．０５），且与 Ｄｕｋｅｓ分期有关，提示大肠
癌的发生发展可能与癌细胞大量表达 ＶＥＧＦ及
ＶＥＧＦ促进血管生成关系密切。Ｏｊｉｍａ［６］在视网膜
内皮细胞中，用可溶性的 Ｅｐｈｒｉｎ刺激 ＥｐｈＡ２受
体，可抑制 ＶＥＧＦ诱导的 ＶＥＧＦＲ２的磷酸化及下
游信号转导途径。Ｂｒａｎｔｌｅｙ－Ｓｉｅｄｅｒｓ［７］发现，用转
移性的乳腺癌肿瘤细胞接种 ＥｐｈＡ２缺陷雌鼠，同
对照组相比，肿块微血管密度有所下降，且其内

皮细胞出芽能力减弱。本研究中，ＥｐｈＡ２蛋白表
达与 ＶＥＧＦ蛋白呈正相关（Ｐ＜０．０５），提示在
大肠癌中 ＥｐｈＡ２可能通过影响 ＶＥＧＦ而促进肿瘤

８９６
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侵袭及转移。

除了肿瘤的血管形成外，基膜的完整与否也

是影响肿瘤发生侵袭与转移的关键环节，ＭＭＰｓ
是一组与锌结合的主要分解细胞外基质的蛋白

酶，与肿瘤的侵袭和转移关系十分密切。激素、

生长因子和细胞因子等可通过多种信号传导途

径，直接或间接作用于 ＭＭＰｓ，从而促进肿瘤的转
移。Ｄｕｘｂｕｒｙ［８］发现在胰腺癌细胞株中，ＥｐｈＡ２过
表达可通过 ＦＡＫ依赖方式诱导 ＭＭＰ２的生成。
本实验结果表明，大肠癌中 ＭＭＰ９的表达水平明
显高于远癌肠黏膜，且其高表达与 Ｄｕｋｅｓ分期密
切相关。ＭＭＰ９和 ＭＭＰ２都属于明胶酶，由此笔
者推测 ＥｐｈＡ２过表达可能影响 ＭＭＰ９的表达。

本研究结果提示，联合检测 ＥｐｈＡ２，ＶＥＧＦ，
ＭＭＰ９蛋白可作为判定大肠癌侵袭转移能力的客
观参考指标，对大肠癌的预后判断具有一定的临

床意义。
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２００７年全国器官移植学术会议征文通知

由中华医学会器官移植学分会主办，中山大学附属第三医院、中山大学器官移植研究所承办的“２００７年全国
器官移植学术会议”定于 ２００７年 １１月 ９日 ～１１日在美丽的花城广州召开。经报中华医学会批准，参加会议者
可获得国家一类继续医学教育学分，会议交流的论文颁发中华医学会论文证书。

１．征文内容：（１）各种器官、组织、细胞移植的基础与临床研究；（２）与移植有关的器官切取、保存、运输及分
配问题；（３）器官移植术后感染、肿瘤复发、血管、胆管等并发症的防治；（４）新型免疫抑制剂的临床应用和基础研
究；（５）移植免疫学的问题；（６）影响移植长期存活、改善受者生活质量以及器官移植术后的中长期管理的相关问
题；（７）器官移植的相关学科研究，如麻醉、ＩＣＵ、护理、心理学等基础与临床研究；（８）异种移植；（９）与移植有关
的组织工程学；（１０）与移植有关的伦理学、社会学和经济学等。
２．征文要求：（１）报送会议的论文请寄全文及 ８００字以内摘要各一份（请自留底稿）。请尽量以电子邮件投

稿。无电子版（软盘及电子邮件）论文摘要者恕不录入论文汇编。稿件请用 Ａ４纸打印，并寄软盘（ｗｏｒｄ格式）。
（２）凡在国内外公开发行刊物上发表过的论文，不予受理。（３）截稿日期：２００７年 ８月 ３１日（以邮戳及电子邮件
收到日期为准）。

来稿请寄：广州市天河路 ６００号中山大学附属第三医院肝移植中心 张俊峰收 邮编：５１０６３０，请在信封右上角
注明：会议征文；电话／传真号：０２０－８７５９５５２３；电子邮件：ｑｇｙｚ２００７＠１２６．ｃｏｍ；联系人：张俊峰

中华医学会器官移植学分会

中山大学附属第三医院
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