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THBS2 表达与胃癌血管生成以及预后的关系
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摘   要 目的：探讨胃癌组织中血小板反应蛋白 2（THBS2）的表达及其与胃癌血管生成、预后的关系。

方 法： 采 用 组 织 芯 片 和 免 疫 组 化 技 术 检 测 120 例 胃 癌 和 36 例 癌 旁 正 常 胃 黏 膜 组 织 中 THBS2、

VEGF、MMP-2、MMP-9 的表达以及 CD34 标记微血管密度（MVD）。同法检测总生存期≥ 10 年的

40 例胃癌患者癌组织（长生存期组）和总生存期≤ 3 年的 30 例胃癌患者癌组织（短生存期组）的

THBS2 的表达，比较两组患者的 THBS2 表达差异。

结 果：THBS2 在 胃 癌 组 织 中 阳 性 表 达 率 明 显 低 于 正 常 胃 黏 膜 组 织（P<0.05）， 而 VEGF、MMP-2、

MMP-9 的 阳 性 表 达 率 及 MVD 值 明 显 高 于 正 常 胃 黏 膜 组 织（ 均 P<0.05）；THBS2 阳 性 胃 癌 组 织 中

MVD 值明显低于 THBS2 阴性胃癌组织，而 VEGF 阳性胃癌组织中 MVD 值明显高于 VEGF 阴性胃癌组

织（ 均 P<0.05）； 胃 癌 组 织 中 THBS2 的 表 达 与 VEGF、MMP-2、MMP-9 呈 明 显 负 相 关（r=-0.574、 

-0.447、-0.599，均 P<0.01）。长生存期组患者胃癌组织 THBS2 的阳性表达率明显高于短生存期组

（P<0.05）。

结论：THBS2 在胃癌中低表达，从而可能通过促进 VEGF、MMP-2、MMP-9 的表达影响胃癌的血管

生成和预后。                                                                 [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(10):1343-1348]
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ABSTRACT Objective: To investigate thrombospondin 2 (THBS2) expression in gastric cancer tissue and its relations with 
the angiogenesis and prognosis of gastric cancer.

Methods: Using tissue microarray and immunohistochemical technology, the expressions of THBS2, VEGF, 

MMP-2 and MMP-9, and the CD34-labeled microvessel density (MVD) in 120 specimens of gastric cancer 

tissue and 36 specimens of tumor adjacent normal gastric mucosal tissue were detected. In addition, the THBS2 

expression in the tumor tissues from 40 gastric cancer patients with the overall survival time ≥10 years (long 

survival group) and 30 gastric cancer patients with the overall survival time ≤3years (short survival group) was 
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胃 癌 是 我 国 最 常 见 的 恶 性 肿 瘤 之 一， 是 全 球

癌症死亡的第二大原因，侵袭和转移是胃癌的主要

死因，与肿瘤性血管生成密切相关。研究 [1-3] 显示，

血小板反应蛋白 2（THBS2）参与恶性肿瘤的发生、

发展，其表达下降与肿瘤新生血管的形成有关。近

年来，在国外的动物实验和人类肿瘤研究中发现，

它与血管内皮细胞生长因子（VEGF）、基质金属

蛋白酶 2（MMP-2）、基质金属蛋白酶 9（MMP-9）

等 血 管 生 成 相 关 因 子 的 关 系 密 切， 可 以 抑 制 它 们

的表达 [4-8]，从而调节肿瘤血管的生成，但 THBS2

在 胃 癌 中 的 表 达 及 其 与 胃 癌 血 管 生 成 相 关 因 子 相

互 关 系， 目 前 国 内 外 尚 未 见 报 道。 本 研 究 应 用 组

织 芯 片 和 免 疫 组 化 技 术 检 测 胃 癌 组 织 和 癌 旁 正 常

胃 黏 膜 组 织 中 THBS2 的 表 达 及 VEGF、MMP-2、

MMP-9 的表达，并进行微血管密度（MVD）计数，

分析 THBS2 与胃癌血管生成相关因子的关系，探

讨 THBS2 对胃癌血管生成及预后的作用和影响。

1　材料与方法

1.1  材料

1.1.1  研究对象　选择 2006 年 12 月—2008 年 5 月

在 安 徽 医 科 大 学 第 一 附 属 医 院 行 根 治 手 术 的 存 档

原发性胃癌石蜡包埋标本 120 例，以距癌灶 >5 cm

且经病理确诊为正常胃黏膜的 36 例癌旁组织作为

对 照， 并 将 样 本 整 合 到 组 织 芯 片 中， 用 以 免 疫 组

化 染 色。 胃 癌 患 者 术 前 均 未 进 行 放 化 疗， 其 中 男 

82 例，女 38 例；年龄 37~80 岁，中位年龄 61 岁；

肿瘤组织学为中高分化腺癌 48 例，低分化腺癌（包

括未分化癌）72 例；TNM 分期为 I 期 24 例，II 期

36 例，III 期 39 例，IV 期 21 例。

电话或信件随访 2005 年以前在我院确诊为胃

癌并行根治手术的患者，从中选取具有完整的临床

资料和随访资料的 70 名患者，进一步将样本整合

到组织芯片中，并且分为长生存期组和短生存期组。

长 生 存 期 组 40 例（ 总 生 存 期 ≥ 10 年 ）：I/II 期 

28 例，III/IV 期 12 例；淋巴结转移 15 例，无淋巴

结转移 25 例；早期胃癌 7 例，进展期胃癌 33 例。

短生存期组 30 例（总生存期≤ 3 年）：I/II 期 14 例，

III/IV 期 16 例；淋巴结转移 18 例，无淋巴结转移

12 例。总生存期定义为自手术之日起至随访截止

时间或死亡时间。

1.1.2  组织芯片和主要试剂　组织芯片由上海芯

超有限公司构建，兔抗人浓缩型 THBS2 多克隆抗

体（工作浓度 1:3 000）购自美国 Novus 公司。鼠

抗 人 即 用 型 单 克 隆 抗 体 VEGF、MMP-2、CD34，

兔 抗 人 即 用 型 单 克 隆 抗 体 MMP-9，PV-6000 免 疫

组化检测试剂盒和 DAB 显色试剂盒均购自北京中

杉金桥公司。

1.2  方法

1.2.1  免疫组化染色　所有抗体严格按照产品说

明书进行抗原修复，均采用免疫组化二步法进行染

色，用 DAB/H2O2 显色，苏木精对比染色。用 PBS

代替一抗作阴性对照，已知阳性切片作阳性对照。

determined by the same method, and the THBS2 expression difference between the two groups was compared.

Results: In gastric cancer tissue, the positive THBS2 expression rate was significantly lower while the positive 

expression rate of VEGF, MMP-2 and MMP -9 and the MVD value were significantly higher than those in 

normal mucosal tissue (all P<0.05). The MVD value in gastric cancer tissues with positive THBS2 expression 

was significantly lower than those with negative THBS2 expression, which in gastric tissues with positive 

VEGF expression was significantly higher than in those with negative VEGF expression (both P<0.05). THBS2 

expression had negative correlation with the expressions of VEGF, MMP-2 and MMP-9 in gastric cancer tissues 

(r=–0.574, –0.447, and –0.599, all P<0.01). The positive THBS2 expression rate in gastric cancer tissues in long 

survival group was significantly higher than that in gastric cancer tissues in short survival group (P<0.05).

Conclusion: THBS2 expression is down-regulated in gastric cancer tissue, which may affect the angiogenesis and 

prognosis of gastric cancer through promoting the expressions of VEGF, MMP-9 and MMP-2.

[Chinese Journal of General Surgery, 2014, 23(10):1343–1348]
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1.2.2  结果判读　THBS2、VEGF、MMP-2 和 MMP-9
染 色 的 评 估 是 根 据 染 色 强 度 和 阳 性 细 胞 率 进 行 评

分：无着色为 0 分；淡黄色为 1 分；黄色为 2 分；

棕 褐 色 为 3 分。 阳 性 细 胞 率 计 分 标 准： 阳 性 细 胞

<5% 为 0 分；5%~25% 为 1 分；>25%~50% 为 2 分；

>50%~75% 为 3 分；>75% 为 4 分。总评分值（阳

性细胞率评分乘以着色强度评分）≤ 3 分为阴性，

>3 分为阳性。以上方法均由 2 名有经验的高年资

病理医师采用双盲法独立检测，取平均值。微血管

密度（MVD）：CD34 阳性染色定位于血管内皮细

胞，呈棕褐色，胃癌组织内孤立的棕褐色血管内皮

细胞或细胞簇代表 1 条单独的微血管。在低倍物镜

（×100）下挑选微血管分布最高的区域，再在中

倍镜（×200）下记录 5 个视野内的微血管数，取

其平均值作为该病例的 MVD 值。

1.3  统计学处理

采用 SPSS 16.0 统计学软件分析。计数资料采

用 χ2 检验，计量资料采用 t 检验，MVD 以均数 ±

标准差（x±s）表示，相关性分析采用 Spearman 等

级相关检验进行分析。

2　结　果

2.1  THBS2、VEGF、MMP-2、MMP-9 在 胃

癌中的表达

胃癌组织中 THBS2、VEGF、MMP-2、MMP-9

的 阳 性 表 达 率 分 别 为 46.7%（56/120）、65.0%

（78/120）、75.8%（91/120）、67.5（81/120），

癌 旁 对 照 组 THBS2、VEGF、MMP-2 及 MMP-9 的

阳性表达率分别为 69.4%（25/36）、25.0%（9/36）、

30.6%（11/36）、27.8%（10/36）， 组 间 差 异 均

有 统 计 学 意 义（ 均 P<0.05）；THBS2、VEGF、

MMP-2、MMP-9 的阳性信号主要在癌细胞的胞浆、

其中 MMP-2 和 MMP-9 在间质细胞也有表达（图 1）。

2.2  CD34 在胃癌中的表达

120 例 胃 癌 中 MVD 平 均 值 是 55.87±24.13，

而 36 例 癌 旁 正 常 胃 黏 膜 中 MVD 平 均 值 是

33.76±12.62，两 者 差 异 有 统 计 学 意 义（t=2.58，

P<0.05）（图 2）。

A B C D

E F G H

图 1　免疫组化染色结果（×400）　　A：正常胃组织 THBS2 阳性表达；B：胃癌组织 THBS2 阴性表达；C：胃癌组织 VEGF
阳性表达；D：正常胃组织 VEGF 阴性表达；E：胃癌组织 MMP-2 阳性表达；F：正常胃组织 MMP-2 阴性表达；G：胃
癌组织 MMP-9 阳性表达；H：正常胃组织 MMP-9 阴性表达

Figure 1　Results of immunohistochemical staining (×400)　　A: THBS2 positive expression in normal gastric mucosa; B: THBS2 negative 
expression in gastric cancer tissue; C: VEGF positive expression in gastric cancer tissue; D: VEGF negative expression normal gastric 
mucosa; E: MMP-2 positive expression in gastric cancer tissue; F: MMP-2 negative expression normal gastric mucosa; G: MMP-9 
positive expression in gastric cancer tissue; H: MMP-9 negative expression normal gastric mucosa
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2.3  胃癌组织中 THBS2、VEGF 的表达与 MVD

的关系

120 例 胃 癌 组 织 中，THBS2 阳 性 表 达 者 的

MVD 值 为 46.52±19.57，THBS2 阴 性 表 达 者 的

MVD 值 为 57.90±16.99， 两 者 差 异 有 统 计 学 意

义（t=2.05，P<0.05）。 在 120 例 胃 癌 组 织 中，

VEGF 阳 性 表 达 者 的 MVD 值 为 59.20±17.39，而

VEGF 阴 性 表 达 者 的 MVD 值 为 47.64±20.24，两

者差异有统计学意义（t=2.03，P<0.05）。

2.4  胃癌组织中 THBS2 的表达与 VEGF、MMP-2、

MMP-9 的相互关系

经 Spearman 等 级 相 关 检 验 发 现 胃 癌 组 织 中

THBS2 的 表 达 与 VEGF、MMP-2、MMP-9 的 表 达

均呈明显的负相关（r=-0.574、-0.447、-0.599，

均 P<0.01）（表 1）。

表 1　胃癌中 THBS2 的表达与 VEGF、MMP-2、MMP-9
的相关性 [n（%）]

Table 1　Correlations of THBS2 expression with expression of 
VEGF, MMP-2 and MMP-9 [n (%)]

变量 阳性表达 阴性表达 r P
THBS2 56（46.7） 64（53.3） — —
VEGF 78（65.0） 42（35.0） -0.574 <0.01
MMP-2 91（75.8） 29（24.2） -0.447 <0.01
MMP-9 81（67.5） 39（32.5） -0.599 <0.01

2.5  THBS2 的表达与胃癌长期预后的关系

THBS2 在 40 例长生存期组患者胃癌组织的阳

性表达率为 57.5%（23/40），在 30 例短生存期组

患 者 胃 癌 组 织 的 阳 性 表 达 率 为 33.3%（10/30），

差异有统计学意义（P<0.05）。

3　讨　论

胃 癌 的 浸 润 和 转 移 是 多 步 骤、 多 因 素 参 与 的

复 杂 过 程， 在 这 个 过 程 中 肿 瘤 的 血 管 生 成 是 不 可

或 缺 的 先 决 条 件。 肿 瘤 的 血 管 生 成 包 括 基 底 膜 的

溶 解、 内 皮 细 胞 增 殖 和 迁 移、 形 成 血 管 环 以 及 形

成 新 的 基 底 膜 等 过 程， 在 这 个 过 程 当 中 各 种 血 管

生 成 相 关 因 子 发 挥 着 重 要 的 调 节 作 用。THBS2 是

THBS 蛋白家族中的一员，它是一类细胞膜表面钙

结合糖蛋白，广泛参与骨骼的生长、细胞的黏附、

细 胞 外 基 质 的 构 建、 炎 症 反 应 和 血 管 生 成 [9] 等 生

物过程。由于它具有备解素样 I 型重复区域结构，

所以它主要的作用是作为血管生成的抑制剂，它可

以通过对肿瘤血管生成的抑制作用，从而阻止肿瘤

的发展和转移 [10-12]。

笔 者 在 前 期 研 究 [13] 中 通 过 定 量 PCR 和

Western blot 实 验， 已 经 证 实 胃 癌 中 THBS2 的

mRNA 和 蛋 白 水 平 都 明 显 低 于 正 常 对 照 组， 本 实

验也发现在胃癌组织芯片中 THBS2 的表达明显低

于 正 常 对 照 组， 研 究 结 果 与 前 面 的 结 果 相 一 致 也

与 Yang 等 [14] 研究结果一致，说明 THBS2 可能作

为 一 种 抑 癌 基 因 在 胃 癌 的 发 生 发 展 过 程 当 中 起 重

要作用。本研究还发现在胃癌 THBS2 阳性组中的

MVD 值 明 显 低 于 THBS2 阴 性 组， 提 示 它 抑 制 胃

癌 血 管 的 生 成。Koch 等 [15] 也 研 究 发 现 THBS2 可

以 与 CD36 受 体 相 互 作 用， 从 而 抑 制 乳 腺 癌 的 血

管生成。有研究 [16] 表明，THBS2 可以通过作用于

VLDL 受体和降低 Akt、MAPK 的磷酸化水平来抑

制 血 管 内 皮 细 胞 的 增 殖， 从 而 影 响 肿 瘤 血 管 的 生

成。在胃癌中 THBS2 抑制血管生成的具体机制，

A B

图 2　CD34 免疫组化染色（×400）　　A：胃癌组织；B：正常胃黏膜组织
Figure 2　Immunohistochemical staining for CD34 (×400)　　A: Gastric cancer tissue; B: Normal gastric mucosal tissue
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现在国内外研究的比较少，有待进一步研究。

MMP-2、MMP-9 是基质金属蛋白酶家族最重

要的两个成员，因为它们能够降解细胞外基质和基

底 膜、 促 进 血 管 生 成 因 子 的 释 放、 调 节 内 皮 细 胞

迁 移 和 管 状 形 成， 所 以 它 们 对 肿 瘤 的 血 管 生 成 具

有重大意义。很多研究表明 MMP-2、MMP-9 的表

达与胃癌的关系非常密切，且与肿瘤的浸润深度、

淋巴结转移及分化程度密切相关 [17]。本研究显示

在胃癌组织中 MMP-2、MMP-9 的表达率明显高于

癌旁正常胃黏膜组织，经等级相关检验表明胃癌组

织 中 THBS2 和 MMP-2、MMP-9 的 表 达 具 有 负 相

关性，THBS2 可以抑制 MMP-2、MMP-9 的表达，

这 与 Calabro 等 [18-19] 通 过 构 建 THBS2- 裸 鼠 进 行

动物实验的结果一致。Nakamura 等 [5] 也研究发现，

THBS2 可以通过降低 MMP-9 的表达而抑制胰腺癌

细胞株的侵袭性。

VEGF 被 认 为 是 最 强 和 最 重 要 的 促 血 管 生 成

因 子， 与 人 类 肿 瘤 的 发 生、 发 展 密 切 相 关 [20-21]，

本 研 究 也 发 现 胃 癌 中 THBS2 的 表 达 和 VEGF 的

关 系 密 切， 两 者 呈 明 显 的 负 相 关 性，THBS2 可 以

抑制 VEGF 的表达。Yan 等 [22] 通过构建角膜碱烧

伤 动 物 模 型 研 究 也 发 现，THBS2 的 表 达 可 以 抑 制

VEGF 的表达。THBS2 可能通过作用于 VEGF，对

胃癌的血管生成产生重要影响。

在笔者前期研究中 [13]，通过生存分析 Kaplan-

Meier 法和 COX 比例风险模型已经证实 THBS2 的

表达是胃癌患者预后良好的独立因素，本研究也发

现 THBS2 长生存期组患者胃癌组织的表达率明显

高 于 短 生 存 期 组 患 者 胃 癌 组 织 的 表 达 率， 两 者 差

异 有 统 计 学 意 义，THBS2 可 能 会 成 为 判 断 胃 癌 患

者 预 后 重 要 指 标。THBS2 对 胃 癌 预 后 的 影 响 可 能

与它抗血管生成有关，可能还有其他方面的原因，

这有待进一步的研究。相信随着更为深入的研究，

THBS2 可能会为预测胃癌复发及判断预后提供新

的依据，进一步探明 THBS2 在抑制胃癌血管形成

方面的机制，将为胃癌的临床治疗提供一个更为广

阔的应用前景。
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