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出血坏死表型肝细胞癌肿瘤微血管特征研究

陶一明，王志明

（中南大学湘雅医院 普外科肝脏外科，湖南 长沙 410008）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要 目的：探讨出血坏死表型肝细胞癌（HN-HCC）瘤内微血管（MV）特征。

方法：收集 104 例 HCC 样本，其中 HN-HCC 72 例，非 HN-HCC（NHN-HCC）32 例。将每例 HCC 样

本均划分为癌组织中央区、肿瘤中心到肿瘤边缘中间区、肿瘤边缘区 3 个区域，分别比较两种类型

HCC 样本对应区域间 MV 形态特征以及血管生成相关基因 BTB/POZ 结构域蛋白 7（BTBD7）、缺氧诱

生因子 1α（HIF-1α）、促血管生成素 2（Ang-2）的 mRNA 表达的差异。

结果：HCC 瘤内 MV 形态分为肿瘤细胞簇包绕型血管（VETC）、毛细管状血管（CV）和两者混合型

（VETC+CV）。两者相应区域间比较，HN-HCC 各区域 VETC 阳性率均高于 NHN-HCC（65% vs. 29%、

76% vs. 9%、70% vs. 16%），CV 阳 性 率 均 低 于 NHN-HCC 组（23% vs. 55%、3% vs. 72%、11% vs. 

59%），差异均有统计学意义（均 P<0.05），但 VETC+CV 阳性率均无差异（均 P>0.05）；HN-HCC

各区域 BTBD7，HIF-1α，Ang-2 mRNA 的表达水平均高于 NHN-HCC（均 P<0.05）。

结论：HN-HCC 瘤内 MV 形态构筑紊乱且血管生成相关基因异常表达，可能是导致肿瘤局部缺血缺氧

及侵袭转移重要原因。
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Abstract Objective: To analyze the features of intratumoral microvessels (MV) in hepatocellular carcinoma with 

hemorrhagic/necrotic phenotype (HN-HCC). 

Methods: A total of 104 specimens of HCC were collected, which included 72 cases of HN-HCC and 32 cases of 

non-HN-HCC (NHN-HCC). Each HCC specimen was divided into 3 regions designated as the central region of 

the tumor, intermediate region between the core and margin of the tumor and marginal region of the tumor. The 

differences in morphological profiles of the intratumoral MV and mRNA expressions of angiogenesis-associated 

genes that included the BTB/POZ domain-containing protein 7 (BTBD7), hypoxia-inducible factor 1α (HIF-1α) 

and angiopoietin 2 (Ang-2) between the parallel regions of the two types of HCC were compared. 
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一 些 实 验 和 临 床 研 究 数 据 证 实 ， 肝 细 胞 癌

（HCC）的发生发展和血管生成（angiogenesis）

有 关 ， 而 且 瘤 内 微 血 管 （ M V ） 密 度 和 形 态 构 筑

异常是肿瘤血管生成的直接反映，是HC C 预后不

良 的 独 立 危 险 因 素 ， 也 是 肿 瘤 发 生 缺 血 缺 氧 、 出

血 坏 死 的 重 要 原 因 [ 1 - 2 ] 。 新 近 研 究 [ 3 ]表 明 ， H C C

瘤 内 M V 形 态 可 以 分 为 3 类 ： 肿 瘤 细 胞 簇 包 绕 型 血

管（vesse ls  tha t  encapsula ted  tumor  c lus te rs，

V E T C ） 、 毛 细 管 状 血 管 （ c a p i l l a r y  v e s s e l s ，

CV）及两者混合型（VETC+CV），其中VETC已

被证实是一种新的肝癌血管生成模式，成为HC C

细 胞 侵 袭 转 移 潜 在 的 通 道 。 笔 者 [ 4 ]的 研 究 已 经 证

实，HC C 有或者 无出血坏死病理表型是肿瘤微环

境 和 肿 瘤 异 质 性 的 一 种 重 要 病 理 学 标 志 物 ， 出 血

坏死表型肝细胞癌（HN-HCC）预后不良。但HN-
HCC现今尚有很多问题并未阐明，HN -HCC的MV

病 理 特 征 目 前 尚 不 十 分 清 楚 。 本 文 收 集 2 0 0 9 —

2 0 1 0 年 间 1 0 4 例 H C C 标 本 及 临 床 病 理 资 料 。 通 过

HC C 多区域标本取样策略，采用免疫组化和荧光

定量PCR方法检测了HCC的MV和血管生成相关基

因mRNA表达情况，探讨HN -HCC瘤内MV病理结

构 特 征 对 侵 袭 转 移 潜 能 的 影 响 ， 旨 从 肿 瘤 血 管 生

成角度诠释HN-HCC侵袭转移作用机制提供新理论

和实验基础。

1　资料与方法

1.1  一般资料

HCC组织样本共104例，为2009—2010年间

于中南大学湘雅医院肝脏外科行手术切除的HC C

患 者 ， 均 已 被 告 知 并 签 署 书 面 知 情 同 意 书 。 本 课

题 研 究 内 容 已 报 中 南 大 学 湘 雅 医 院 医 学 伦 理 委 员

会审批备案，同意实施。HCC确诊根据2010年版

世界卫生组织（WHO）病理诊断标准[5]。HN-HCC

病 理 定 义 及 特 征 参 照 文 献 [ 4 ]报 道 ： 未 接 受 过 诊 断

性 穿 刺 活 检 和 治 疗 （ 介 入 、 射 频 消 融 、 放 疗 和 抗

血 管 分 子 靶 向 药 物 ） ， 大 体 标 本 剖 面 散 在 灶 性 出

血 及 坏 死 ， 易 伴 发 隐 匿 的 卫 星 结 节 或 血 管 侵 犯 。

纳入本研究104例HCC分为：HN-HCC组72例，非

HN-HCC（NHN-HCC）组32例，所有HCC患者临

床资料见表1。

1.2  免疫组化

采取HCC多区域方法收集标本，所有标本常

规石蜡包埋制成4 μm厚连续切片。采用免疫组织化

学SP法检测CD34蛋白表达标记MV（抗体购自英国

Abcam公司，工作浓度1:500）在HCC中的表达，

以PBS代替一抗作为阴性对照。操作步骤按照免疫

组织化学SP试剂盒的说明书（福州迈新生物技术公

司）。免疫染色评分标准参照以前的文献[2]报道。

1.3  SYBR 荧光染料法定量 PCR

P C R  引 物 碱 基 对 序 列 采 用 美 国 哈 佛 大 学 引

物数据库PrimerBank  da tabase（ht tp : / /pga .mgh . 

Harvard .edu /pr imerbank/）在线设计，扩增产物

约100~250 bp大小，经Blast程序比对确定引物的

特异性后，由大连TaKaRa生物技术公司合成。取

TRIzo l ®Reagent（美国Thermo公司）提取新鲜癌

组 织 总 R N A ， 测 定 浓 度 后 合 成 c D N A 用 于 P C R 扩

增 ， 用 △ △ C t 以 来 计 量 表 示 该 样 本 中 目 的 基 因 的

表达水平。反应体系和扩增条件参照文献[6]。目的

基因序列见表2。

Results: The patterns of the intratumoral MV were classified as vessels that encapsulated tumor clusters (VETC), 

capillary vessels (CV) and combined VETC and CV (VETC+CV). Comparison between the parallel regions of 

the two types of HCC showed that in each parallel region of HN-HCC compared with NHN-HCC, the VETC 

positive rate was increased (65% vs. 29%, 76% vs. 9%, 70% vs.16%), while the CV positive rate was decreased  

(23% vs. 55%, 3% vs. 72%, 11% vs. 59%) and all differences had statistical significance (all P<0.05), but the 

VETC+CV positive rate had no difference (all P>0.05); the mRNA expressions of BTBD7, HIF-1α, and Ang-2 

were all significantly up-regulated (all P<0.05).

Conclusion: There is disorder of intratumoral MV architecture with aberrant expressions of angiogenesis-

associated genes in HN-HCC, which may induce local hypoxia and ischemia as well as tumor invasion and 

metastasis.

Key words Carcinoma, Hepatocellular; Hemorrhage; Necrosis; Microvessels 

CLC number: R735.7
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1.4  统计学处理

所有计量资料采用均数±标准差（x±s）表示

方 式 表 示 。 各 组 间 比 较 采 用 重 复 测 量 方 差 分 析 ，

用GraphPad Prism6.02软件分析制图。

2　结　果

2.1  HN-HCC 临床病理特征相关性分析

病 理 大 体 标 本 层 面 研 究 已 发 现 ， H N - H C C 和

NHN -HCC两者比较具有较明显的差异 [4]。继而分

析 了 H N - H C C 与 肝 癌 临 床 病 理 特 征 的 相 关 性 ， 结

果发现HN-HCC与肿瘤大小、包膜、静脉浸润、肿

瘤 数 目 、 肿 瘤 分 化 程 度 和 肝 癌 临 床 分 期 有 关 （ 均

P<0.05），而与性别、AFP、HBsAg和肝硬化程度

无关（均P>0.05）（表1）。

2.2  MV 形态特征分析

NH-HCC瘤内细胞分化程度、细胞凋亡及微环

境的缺氧程度存在区域性差异[4]。通过CD34单克隆抗

体标记免疫组化染色癌组织3个区域MV（图1），结果

显示，较CV管状结构，VETC呈现“蜘蛛网络状”

包被肝癌细胞巢，无成熟的血管“管腔状”结构。

比较CV和VETC在HCC肿瘤中心区（R1）、

肿瘤中心到肿瘤边缘中间区（R2）和肿瘤边缘区

（R3）3个区域中的分布情况。HN -HCC组3个区

域VETC阳性率（65%、76%、70%）均高于NHN-
HCC组（29%、9%、16%），CV阳性率（23%、

3 % 、 1 1 % ） 均 低 于 N H N - H C C 组 （ 5 5 % 、 7 2 % 、

59%）；差异均有统计学意义（均P<0.05），两组

3个区域VETC+CV阳性率差异无统计学意义（均

P>0.05）（表3）。

表 1　104 例 HCC 临床病理特征 [n（%）]
Table 1　Characteristics of the 104HCC patients [n (%)] 

临床病理参数 n
HN-HCC

（n=72）

NHN-HCC

（n=32）
P 临床病理参数 n

HN-HCC

（n=72）

NHN-HCC

（n=32）
P

年龄（岁） 肿瘤包膜
　≤ 60 57 40（55.6） 17（53.1）

0.818
　有 35 18（24.3） 17（53.1）

0.004
　＞ 60 47 32（44.4） 15（46.9） 　无 69 56（75.7） 15（46.9）
性别 卫星结节
　男 82 55（76.4） 27（84.4）

0.357
　无 45 25（34.7） 20（62.5）

0.008
　女 22 17（23.6） 5（15.6） 　有 59 47（65.3） 12（37.5）
HBsAg 肿瘤分化
　阴性 18 10（13.8） 8（25.0）

0.167
　I/II 55 33（45.8） 22（68.8）

0.031
　阳性 86 62（86.2） 24（75.0） 　III/IV 49 39（54.2） 10（31.2）
肝硬化 静脉侵犯
　无 10 6（8.3） 4（12.5）

0.506
　无 37 17（23.6） 20（62.5）

<0.001
　有 94 66（91.7） 28（87.5） 　有 67 55（76.4） 12（37.5）
AFP（μg/L） 淋巴结转移
　≤ 20 42 29（40.3） 13（40.6）

0.973
　无 98 68（94.4） 30（93.8）

0.889
　＞ 20 62 43（59.7） 19（59.4） 　有 6 4（5.6） 2（6.3）
肿瘤直径（cm） BCLC 分期
　≤ 5 33 15（20.8） 18（56.3）

<0.001
　A 56 35（48.6） 21（65.6）

0.108
　＞ 5 71 57（79.2） 14（43.8） 　B/C 48 37（51.4） 11（34.4）
肿瘤数目 TNM 分期
　单个 54 43（59.7） 11（34.4）

0.017
　I 51 31（43.1） 20（62.5）

0.067
　多个 50 29（40.3） 21（65.6） 　II/III 53 41（56.9） 12（37.5）

表 2　定量 PCR 扩增基因序列
Table 2　Oligonucleotide sequences of specific primers for quantitative real-time PCR

基因 上游引物序列 下游引物序列
BTBD7 5'-AGTCAAATGCCTGGTTACGG-3' 5'-TGTCTGGCACATTGGACATT-3'
HIF-1α 5'-CCAGTTAGGTTCCTTCGATCAGT-3' 5'-TTTGAGGACTTGCGCTTTCA-3'
Ang-2 5'-CTGGGCGTTTTGTTGTTGGTC-3' 5'-GGTTTGGCATCATAGTGCTGG-3'
GAPDH 5'-TGTCTGGCACATTGGACATT-3' 5'-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3'
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2.3  HN-HCC 血管生成相关基因表达分析

BTBD7、HIF-1α、Ang-2 mRNA在HN-HCC

组 织 中 的 表 达 水 平 高 于 N H N - H C C 组 ， 差 异 均 有

统 计 学 意 义 （ 均 P < 0 . 0 5 ） 。 B T B D 7 ， H I F -1 α ，

A n g - 2  m R N A 表 达 水 平 在 H N - H C C 组 织 中 R 3 区

上 调 最 为 明 显 ， 高 于 R 1 区 和 R 2 区 （ 图 2 ） ； 差

异 有 统 计 学 意 义 （ 均 P < 0 . 0 5 ） 。 如 图 2 所 示 ，

B T B D 7 、 H I F - 1 α 、 A n g - 2  m R N A 表 达 水 平 在

NHN -HCC组织R1、R2、R3 3个区域中无统计学

差异（均P>0.05）。

表 3　104 例 HCC 患者 MV 特征 [n（%）]
Table 3　MV features of the 104HCC cases [n (%)]

MV 分类
HN-HCC（n=72） NHN-HCC（n=32）

R1 R2 R3 R1 R2 R3
VETC 47（65） 55（76） 51（70） 9（29） 3（9） 5（16）

CV 17（23） 2（3） 11（15） 17（55） 23（72） 19（59）
VETC+CV 8（12） 15（21） 10（15） 6（16） 6（18） 8（25）

图 1　NH-HCC 和 NHN-HCC 3 个区域 CD34 免疫组化染色（×200）　　（红色箭头示 VETC，蓝色箭头示 CV）
Figure 1　Immunohistochemical staining for CD34 expression in the 3 diff erent regions of NH-HCC and NHN-HCC tissue (×200) 　　

(red arrow showingVETC, and blue arrow showing CV)
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图 2　荧光定量 PCR 分析 BTBD7、HIF-1α、Ang-2 mRNA 在 HCC 中的表达（SYBR 荧光染料法）
Figure 2　qRT-PCR analysis of BTBD7, HIF-1α and Ang-2 mRNA levels in HCC tumors (SYBR staining)
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3　讨　论

肿瘤病理组织学及其生物学特性是影响HCC

患者预后的主要因素，包括是否伴有肝硬化、肿瘤

大小、包膜是否完整、卫星灶、肿瘤病理类型、分

化程度、肿瘤结节数目以及淋巴结转移等[7]。其中

卫 星 灶 、 微 血 管 侵 犯 （ M V I ） 和 门 静 脉 癌 栓 形 成

是 肝 癌 术 后 早 期 复 发 的 独 立 危 险 因 素 ， 这 已 被 众

多的学者所接受 [8-9]。在前期工作中笔者发现，一

些术前未接受过诊断性穿刺活检和治疗的HC C ，

术 后 标 本 的 剖 面 散 在 混 杂 的 出 血 坏 死 灶 ， 频 发 卫

星结节或血管侵犯，预后不良，称之为HN-HCC。

同时与其相对应的，临床上尚存在NHN-HCC，预

后较HN-HCC要好[4]。笔者分析了出血坏死表型与

HC C 临床病理特征的相关性，结果发现出血坏死

病 理 表 型 与 肿 瘤 大 小 、 包 膜 、 静 脉 浸 润 、 肿 瘤 数

目、肿瘤分化程度和HC C 临床分期有关。研究结

果提示，出血坏死的病理表型的确反映了HC C 肿

瘤进展及肿瘤细胞生物学行为特征。

MV形态特征和密度直接影响与HCC肝切除术

后复发和生存[10]。VETC已被证实是一种新的肝癌

血管生成模式，是潜在的侵袭转移通道 [ 11]。本研

究通过CD34单克隆抗体标记HCC癌组织的MV，结

果发现HN-HCC中的MV形态以VETC并形成蛛网状

网络特征为主，VETC在HN -HCC的肿瘤中心区、

肿 瘤 中 心 到 肿 瘤 边 缘 中 间 区 、 肿 瘤 边 缘 区 和 邻 近

非癌肝组织的数量均高于NHN-HCC。上述研究提

示，一方面，不成熟的MV导致局部HCC供氧不足

出现出血坏死；另一方面，VETC其不成熟的血管

结构特征也为HN-HCC细胞的侵袭转移提供了便捷

的门户。由此足以说明HN-HCC瘤内微血管的形态

特征是其不良预后的重要原因之一。

新近研究发现，HCC肿瘤微环境与血管生成

及侵袭转移密切关联[7]，如免疫抑制作用机理[12]，

缺 氧 微 环 境 激 活 H I F - 1 α [ 1 3 ]和 A n g - 2 [ 1 4 ]信 号 促 进

VETC形成。笔者前期研究 [6]证实：BTBD7表达具

有 调 控 肿 瘤 血 管 塑 形 的 潜 在 重 要 功 能 ， 并 与 肝 癌

MV正相关。为了初步探讨上述HN -HCC瘤内微血

管 密 度 和 形 态 异 常 可 能 涉 及 的 分 子 事 件 。 本 研 究

检测并发现BTBD7，HIF -1α，Ang -2基因在HN -

H C C 组 织 中 m R N A 表 达 水 平 显 著 高 于 N H N - H C C

组 。 提 示 H N - H C C 肿 瘤 微 环 境 可 能 活 化 的 血 管 生

成 信 号 通 路 ， 促 进 M V 异 常 构 筑 。 另 有 研 究 [ 1 5 ]表

明，HC C 细胞恶性程度越高，其细胞外基质硬度

（matrix stif fness）牵引力越高，引起细胞表面牵

张力变化，导致基质力学的改变调节MV构筑和发

生上皮-间质转化（EMT）表型促进肿瘤细胞侵袭

转 移 [ 1 6 ]。 H N - H C C 的 微 血 管 结 构 特 征 是 否 涉 及 基

质-力学作用机理还有待进一步研究予以证实。

综上所述，本研究初步发现了HN -HCC的MV

形态特征以VETC居多并与HCC侵袭转移表型密切

相 关 。 但 本 研 究 为 临 床 样 本 研 究 ， 其 研 究 结 果 仍

需 从 体 外 细 胞 实 验 和 体 内 动 物 模 型 两 个 层 面 ， 深

入探讨HN-HCC病理特征及瘤内异质性。旨在进一

步鉴定调控HN-HCC侵袭转移的关键分子并阐明其

作用机制。
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本刊对来稿中统计学处理的有关要求

1. 统计研究设计：应交代统计研究设计的名称和主要做法。如调查设计 ( 分为前瞻性、回顾性或横断面调查研究 )；实验

设计 ( 应交代具体的设计类型，如自身配对设计、成组设计、交叉设计、正交设计等 )；临床试验设计 ( 应交代属于第几期临

床试验，采用了何种盲法措施等 )。主要做法应围绕 4 个基本原则 ( 随机、对照、重复、均衡 ) 概要说明，尤其要交代如何控

制重要非试验因素的干扰和影响。

2. 资料的表达与描述：用 x-   ± s 表达近似服从正态分布的定量资料，用 M(QR) 表达呈偏态分布的定量资料；用统计表时，

要合理安排纵横标目，并将数据的含义表达清楚；用统计图时，所用统计图的类型应与资料性质相匹配，并使数轴上刻度值

的标法符合数学原则；用相对数时，分母不宜小于 20，要注意区分百分率与百分比。

3. 统计分析方法的选择：对于定量资料，应根据所采用的设计类型、资料所具备的条件和分析目的，选用合适的统计分

析方法，不应盲目套用 t 检验和单因素方差分析；对于定性资料，应根据所采用的设计类型、定性变量的性质和频数所具备条

件以分析目的，选用合适的统计分析方法，不应盲目套用 χ2 检验。对于回归分析，应结合专业知识和散布图，选用合适的回

归类型，不应盲目套用简单直线回归分析，对具有重复实验数据的回归分析资料，不应简单化处理；对于多因素、多指标资

料，要在一元分析的基础上，尽可能运用多元统计分析方法，以便对因素之间的交互作用和多指标之间的内在联系进行全面、

合理的解释和评价。

4. 统计结果的解释和表达：当 P<0.05( 或 P<0.01) 时，应说明对比组之间的差异有统计学意义，而不应说对比组之间具有

显著性 ( 或非常显著性 ) 的差别；应写明所用统计分析方法的具体名称 ( 如：成组设计资料的 t 检验、两因素析因设计资料的

方差分析、多个均数之间两两比较的 q 检验等 )，统计量的具体值 ( 如 t=3.45, χ2=4.68, F=6.79 等 ) 应可能给出具体的 P 值 ( 如

P=0.0238)；当涉及到总体参数 ( 如总体均数、总体率等 ) 时，在给出显著性检验结果的同时，再给出 95% 置信区间。
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