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　　摘要：目的　检测大肠癌患者血清及不同的细胞系中血管内皮生长因子 Ｃ（ＶＥＧＦＣ）和血管生
长因子（ＶＥＧＦ）的分泌水平，评估其在诊断大肠癌淋巴结转移中的意义。方法　采用酶联免疫法检测

６６例大肠癌（观察组）和 ３０例健康者（对照组）血清中及 ４株大肠癌细胞系培养液中 ＶＥＧＦＣ和

ＶＥＧＦ的分泌的水平。结果　观察组血清 ＶＥＧＦＣ和 ＶＥＧＦ均高于对照组（Ｐ ＜０．０１）；有淋巴结转移

组的血清 ＶＥＧＦＣ和 ＶＥＧＦ均高于无淋巴结转移组（Ｐ＜０．０１）；有淋巴管和／或血管浸润组上述两指

标均高于无浸润组（Ｐ＜０．０１）。血清 ＶＥＧＦＣ水平在 １４３８．０ｐｇ／ｍＬ以上者其灵敏度为 ８１．０％，特

异性为 ７６．０％；血清 ＶＥＧＦ水平在 ２４０．２ｐｇ／ｍＬ以上者其灵敏度为 ７２．０％，特异性为 ７４．０％。联合

检测 ＶＥＧＦＣ和 ＶＥＧＦ对淋巴结转移阳性率的预测价值达 ８４．６％，阴性预测价值达９４．４％，精确度达

９３．７％。ＬｏＶｏ及 ＬＯＶｏ５ＦＵ培养液中 ＶＥＧＦＣ分泌水平明显升高（Ｐ＜０．０１）。结论　检测 ＶＥＧＦＣ

为判断大肠癌患者淋巴结是否转移可能提供新的诊断依据。ＶＥＧＦＣ可望成为治疗大肠癌淋巴道转

移的新靶点。
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　　近年的文献资料［１－２］表明，检测包括大肠癌

在内的多种恶性肿瘤患者血清中血管内皮生长因

子（ＶＥＧＦ）的水平对大肠癌的淋巴结转移及患者术

前临床分期具有一定的诊断价值。然而，作为最重

要的淋巴管生成因子的 ＶＥＧＦＣ分泌水平的检测，

目前国内尚未见报道，国外的报道也仅限于原发性

非小细胞肺癌患者［３－４］。本研究的前期实验［５］已

证实大肠癌组织中 ＶＥＧＦＣ的表达与淋巴结转移的

相关性，本实验进一步检测和分析大肠癌患者血清

及不同细胞系中 ＶＥＧＦＣ分泌水平，并与文献作比

较，以期阐明 ＶＥＧＦＣ分泌水平与淋巴结转移之间

的关系，评估它作为大肠癌淋巴结转移的诊断价值

及抗淋巴道转移治疗的潜在意义。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　 病 例来源 　 采 集 ２００３年 １１月 １日—

２００４年 １１月 ３０日我院原发性大肠癌手术患者 ６６

例（观察组）。所有病例皆未接受输血、放疗或化疗

等治疗。Ｄｕｃｋｓ分期：Ａ期 １２例，Ｂ期 ２２例，Ｃ期

２６例，Ｄ期 ６例。组织病理类型：高、中、低分化腺

癌分别为 １７，２４及 ２５例。

１．１．２　结肠癌细胞株　另取 ３０例无已知肿瘤、无

新近创伤或外科手术、无妊娠或月经来潮的门诊健

康体检者（对照组男 １８例，女 １２例，年龄 ２０～７２

岁，平均 ５３．４岁）做为对照组。４株结直肠癌细胞

Ｈｃｔ８，Ｓｗ４８０，ＬｏＶｏ和 ＬｏＶｏ５ＦＵ均购自武汉大学

典型培养物保藏中心和中国科学院上海细胞研究

所。

１．１．３　试剂　ＶＥＧＦＣ试剂盒购于 ＺｙｍｅｄＬａｂｏｒａｔｏ
ｒｉｅｓＩｎｃ．（ＵＳＡ），ＶＥＧＦ购于深圳晶美生物工程有限
公司，皆 为 商 业 化 的 夹 心 酶 联 免 疫 吸 附 试 验

（ＥＬＩＳＡ）试剂盒。检测值范围分别是 ３１．０２５～
２０００．０ｐｇ／ｍＬ和 ９４．０～６０００．０ｐｇ／ｍＬ。兔抗人
ＶＥＧＦ３多克隆抗体（一抗）购自武汉博士德生物工
程有限公司，抗 ＣＤ３４单抗和免疫组化试剂盒（ＳＰ
ｋｉｔ）为美国 ＭＡＸＩＭ公司产品，购自福州迈新生物技
术公司。细胞培养基 ＲＰＭＩ１６４０和小牛血清均购
自 ＧＩＢＣＯ公司。

１．２　方法
１．２．１　血样本的采集　观察组于术前，对照组于
门诊体检时抽取外周静脉血，分装入不含抗凝剂的

离心试管中并静置，在 １ｈ内以 ２０００ｒ／ｍｉｎ速度离
心 １０ｍｉｎ。所得血清置 －２０℃保存。
１．２．２　细胞培养上清的制备　４株结直肠癌细胞
皆以 ２．５×１０５ｍＬ接种于 ６孔培养板，用含体积分
数为 １０％的灭活小牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液２．５
ｍＬ培养 ２４ｈ，在 １ｈ内以 ２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，收
获上清 ２ｍＬ，－２０℃保存备用。每种细胞各再接种
２个复孔。
１．２．３　ＶＥＧＦＣ和 ＶＥＧＦ含量检测　检测步骤均
按照试剂盒测试步骤进行。每个血清样本皆行正、

副 ２个测试孔，细胞培养上清标本每种细胞行 ３个
测试孔，最后取它们的平均 ＯＤ值。最终反应板在
ＤＹＮＡＴＥＣＨＭＲ５００型酶标测定仪于 ４５０ｎｍ处读取
ＯＤ值。所测值按标准曲线换算成 ＶＥＧＦＣ和 ＶＥＧＦ
含量。

１．２．４　免疫组化染色　按 ＳＰ法试剂盒说明书步
骤进行。抗 ＶＥＧＦＲ３（１∶１０００）经高压修复预处
理，抗原修复液为 ｐＨ６．０柠檬酸缓冲液。经 ＤＡＢ
染色后，苏木精对比染色，中性树胶封片。ＰＢＳ缓
冲液代替一抗作阴性对照。

１．２．５　阳性染色结果的判断　ＣＤ３４判定标准为

由内皮细胞形成的条状、隙状等孤立或簇状结构棕

黄染色及有管腔者，管腔小于 ８个红细胞大小按一

条血管计数［６］。ＶＥＧＦＲ３在内皮细胞上表达的判

定标准 亦 参 照 此。ＣＤ３４阳 性 管 腔 视 为 微 血 管，

ＣＤ３４阳性且 ＶＥＧＦＲ３表达阳性的管腔视为淋巴

管。

１．３　统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１１．０软件包对所得数据进行统计学

分析，采用 ｔ检验、方差分析等统计学方法。Ｐ ＜

０．０５即有统计学意义。

２　结　果

２．１　两组血清 ＶＥＧＦＣ和 ＶＥＧＦ水平

观察组血清 ＶＥＧＦＣ和 ＶＥＧＦ浓度均显著高于

对照组（均为 Ｐ＜０．０１）（表 １）。

７１１
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表 １　两个受试组中血清 ＶＥＧＦＣ和 ＶＥＧＦ水平（ｘ±ｓ）

组别 ｎ 平均年龄（岁） ＶＥＧＦＣ（ｐｇ／ｍＬ） ｔ，Ｐ值 ＶＥＧＦ（ｐｇ／ｍＬ） ｔ，Ｐ值

对照组 ３０ ５０．９ ９５０．６０±２４８．５０ １３１．８１±５５．３０

观察组 ６６ ５３．４ １７８６．８±４２８．０４ ９．９５，＜０．０１ ３０８．６０±１０８．７２ ９．９２，＜０．０１

２．２　临床病理因素与血清 ＶＥＧＦＣ和 ＶＥＧＦ水平
的关系

ＶＥＧＦＣ和 ＶＥＧＦ水平与患者的年龄、性别及组
织学类型无关。血清 ＶＥＧＦＣ和 ＶＥＧＦ浓度均随着

Ｄｕｋｅｓ分期而升高；有淋巴结转移组血清 ＶＥＧＦＣ和
ＶＥＧＦ明显高于无淋巴结转移组（Ｐ ＜０．０５）。有
淋巴管浸润和血管浸润组（图 １，２）的 ＶＥＧＦＣ和
ＶＥＧＦ水平皆高于无浸润组（Ｐ＜０．０５）（表 ２）。

图 １　肿瘤组织中 ＶＥＧＦＲ３阳性染色示淋巴管浸润（ＳＰ×
４００）

图 ２　 肿瘤组织中 ＣＤ３４阳性染色示淋巴管浸润 （ＳＰ×
４００）

表 ２　６６例原发性结直肠癌患者临床病理因素与血清 ＶＥＧＦＣ和 ＶＥＧＦ浓度的关系（ｘ±ｓ）

　病理因素 ｎ ＶＥＧＦＣ（ｐｇ／ｍＬ） ｔ或Ｆ值 Ｐ值 ＶＥＧＦ（ｐｇ／ｍＬ） ｔ或Ｆ值 Ｐ值

　总数 ６６ １７８６．８１±４２８．０４ ３０８．６０±１０８．７２

　年龄（岁）

　　＜６０
　　≥６０

２２
４４

１８７０．８０±３６８．４２
１６８２．３２±４９１．３４

ｔ＝１．５９ ０．１１６７
３２６．２０±１１８．４２
３２１．９０±１０３．４４

ｔ＝０．１５ ０．８８１２

　病理类型

　　高分化 １７ １７６６．４２±３８０．１２ ３２０．７８±９１．３４

　　中分化 ２４ １６６３．２０±２５６．５８ Ｆ＝２．４５ ０．０９４５ ３２２．７８±１０８．８６ Ｆ＝２．３８ ０．１００８

　　低分化 ２５ １７９９．５６±７０５．４０ ３８０．２２±２０６．２４

　Ｄｕｋｅｓ分期

　　Ａ １２ １４６２．１２±４３０．５０ ２３８．２０±９４．８６

　　Ｂ
　　Ｃ

２２
２６

１８１６．２０±４８０．２５
２２１２．５４±３５２．４４

Ｆ＝２９．３１ ＜０．００１
３４８．１４±１０２．２２
４３９．３２±１２５．６６

Ｆ＝２１．２８ ＜０．００１

　　Ｄ ６ ２０８８．２０±６１４．２０ ４９０．６８±１７７．５５

　淋巴结转移

　　Ｎ０
　　Ｎ１

３９
２７

１４４５．３０±３９２．２０
２００２．６０±３４５．３０

ｔ＝５．９５ ＜０．００１
２５８．２０±１０４．２０
３９０．５０±１０６．１２

ｔ＝５．０３ ＜０．００１

　淋巴管浸润

　　Ｌ０
　　Ｌ１

３８
２８

１４００．４２±４５０．５６
１９９８．１２±３４８．６０

ｔ＝５．８４ ＜０．００１
２８９．７４±９７．２０
３５８．２１±１３０．２２

ｔ＝２．４５ ０．００１７

　血管浸润

　　Ｖ０
　　Ｖ１

４６
２０

１５２２．８１±３２２．４０
１８８７．５５±５０１．３２

ｔ＝３．５４ ０．０００８
２９８．９６±９２．４４
４２０．１８±１４１．６２

ｔ＝４．１４ ０．０００１

８１１
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２．３　预测淋巴结转移的敏感性和特异性

以对照组血中 ＶＥＧＦ浓度上限 Ｘ＋１．９６Ｓ为正

常值界限，血清 ＶＥＧＦＣ浓度在 １４３８．０ｐｇ／ｍＬ以

上数值者达到 ８１％的灵敏性和 ７６％的特异性，而

血清 ＶＥＧＦ浓度在 ２４８．５ｐｇ／ｍＬ以上数值者达到

７２％的灵敏性和 ７４％的特异性。用 ＲＯＣ曲线下面

积评估两种标志物的实用性，ＶＥＧＦＣ为 ０．７６２，

ＶＥＧＦ为 ０．７２３（表 ３）。

表 ３　血清 ＶＥＧＦＣ和 ＶＥＧＦ预测淋巴结转移的敏感性和特异性（ｎ）

组别 ｎ ＶＥＧＦ（＜２４８．５ｐｇ／ｍＬ） ＶＥＧＦ（＞２４８．５ｐｇ／ｍＬ） ＶＥＧＦＣ（＜１４３８．０ｐｇ／ｍＬ） ＶＥＧＦＣ（＞１４３８．０ｐｇ／ｍＬ）

Ｎ０ ３９ ２５ １４ ２９ １０

Ｎ１ ２７ ９ １８ ８ １９

２．４　ＶＥＧＦＣ和 ＶＥＧＦ水平联合检测的预测价值

６６例患者按照 ＶＥＧＦＣ和 ＶＥＧＦ的联合检测被

分为 ４组：Ｉ组的 ＶＥＧＦＣ和 ＶＥＧＦ均增高，ＩＩ组的

ＶＥＧＦＣ低而 ＶＥＧＦ高，ＩＩＩ组的 ＶＥＧＦＣ高而 ＶＥＧＦ

低，ＩＶ组的 ＶＥＧＦＣ和 ＶＥＧＦ均低。同样以对照组

血中 ＶＥＧＦ浓度上限 Ｘ＋１．９６Ｓ为正常值界限，Ｉ组

８４．６％的患者显示有淋巴结转移，而 ＩＶ组 ９４．４％

的患者显示无淋巴结转移（表 ４）。

２．５　４株细胞系的培养液中 ＶＥＧＦＣ分泌水平的

检测结果

Ｈｃｔ８和 Ｓｗ４８０培养液中 ＶＥＧＦＣ分泌水平极

低，两者差别无显著性意义（Ｐ ＞０．０５）；ＬｏＶｏ和

ＬｏＶｏ５ＦＵ培养液中 ＶＥＧＦＣ分泌水平较高，两者差

别无显著性（Ｐ ＞０．０５）；但前两者与后两者分别

比较的差别皆有显著性（均为 Ｐ ＜０．０５）。可见

ＬｏＶｏ及 ＬｏＶｏ５ＦＵ耐药细胞株的培养液中可检测到

高水平的 ＶＥＧＦＣ（表 ５）（图 ３－７）。

表 ４　ＶＥＧＦＣ和 ＶＥＧＦ水平的联合检测与淋巴结转移

组别 ｎ 无淋巴结转移（％） 有淋巴结转移（％）

Ｉ １３ 　　 ２（１５．４） 　　１１（８４．６）

ＩＩ １８ 　　１１（６１．１） 　　 ７（３８．９）

ＩＩＩ １６ 　　 ８（５０．０） 　　 ８（５０．０）

ＩＶ １９ 　　１８（５．６） 　　 １（９４．４）

合计 ６６ 　　　３９ 　　　２７

图 ３　结直肠癌 Ｈｃｔ８细胞系

（×２００）

图４　结直肠癌 Ｓｗ４８０细胞系

（×２００）

图５　结直肠癌 ＬｏＶｏ细胞系

（×２００）

图６　结直肠癌 ＬｏＶｏ５ＦＵ细胞

系（×２００）

图７　 ４株结直肠癌细胞系培养液中ＶＥＧＦＣ分泌水平比较

表５　４株结直肠癌细胞系培养液中ＶＥＧＦＣ的分泌水平

序号
结直肠癌细胞

系名称

ＶＥＧＦＣ浓度

（ｐｇ／ｍｌ）
ｔ值 Ｐ值

１

２

３

４

Ｈｃｔ８

Ｓｗ４８０

ＬｏＶｏ

ＬｏＶｏ５ＦＵ

４６．８２±１０．２８

４６．４５±１１．０６

１４３２．２４±３６８．０４

１３７６．５４±４２２．１２

ｔ２１＝０．８０

ｔ３２＝６．７２

ｔ４３＝１．７８

Ｐ２１＝０．５０７

Ｐ３２＝０．０２１

Ｐ４３＝０．２１６

ｔ３１＝６．７１ Ｐ３１＝０．０２２
ｔ４１＝５．５９ Ｐ４１＝０．０３１
ｔ４２＝５．６０ Ｐ４２＝０．０３０

　　注：ｔ，Ｐ值角注为组间比序号

９１１
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３　讨　论

转移是恶性肿瘤的重要生物学特征，是其难以

根治和病死率高的重要原因。淋巴道转移是实体

瘤发展中的一个重要事件，因此，淋巴管和区域淋

巴结中肿瘤细胞的检测对肿瘤的分期、手术和放

疗有重要的指导意义［７］。目前，关于淋巴管内皮

细胞特异性标记物和肿瘤的淋巴管浸润及淋巴结

转移的一系列研究均表明［８－９］：ＶＥＧＦ家族的新成
员 ＶＥＧＦＣ在此过程中起着关键的作用。

本研究结果表明，大肠癌患者中，血清 ＶＥＧＦ
Ｃ和 ＶＥＧＦ浓度高于健康对照组，并且该两指标随
着病理分期而升高，与患者的年龄、性别及组织学

类型无关；但有淋巴结转移组与无淋巴结转移组

比较，血清 ＶＥＧＦＣ和 ＶＥＧＦ浓度差异有显著性；
且淋巴管浸润的患者中血清 ＶＥＧＦＣ及 ＶＥＧＦ水平
均高于无浸润组。通过 ＲＯＣ曲线下面积评估了这
两种标志物的实用性，笔者发现 ＶＥＧＦＣ（０．７６２）
在诊断性鉴别力方面比 ＶＥＧＦ（０．７２３）明显更好。
在诊断淋巴结转移方面，应用 ＶＥＧＦ和 ＶＥＧＦＣ的
联合检测，有 ８４．６％的阳性预测价值和 ９４．４％
的阴性预测价值。这种高特异性将有助于治疗方

案的制定和预后的评估。另一方面，对于制定淋

巴结阳性的大肠癌患者的术前新辅助化疗方案，

化疗药的高敏感性也是非常重要的。因为通过术

前新辅助化疗，可以明确大肠癌患者的术前的相

应临床分期，并有助于提高手术切除率和疗效。

同时，与组织标本检查及影像学检查相比，血清检

测具有侵入性小、费用低，并可早期、反复地进行

等优点，故具有重要的临床实用价值和社会经济

效益。

本研究应用 ＥＬＩＳＡ法检测 ４株结直肠癌细胞
系，其中 ＬｏＶｏ及 ＬｏＶｏ５ＦＵ细胞培养液中 ＶＥＧＦＣ
的浓度升高（均 Ｐ ＜０．０５）。这与本课题组的前
期研究采用逆转录多聚酶链反应（ＲＴＰＣＲ）方法
检测 ４株同样的细胞系中 ＬｏＶｏ及 ＬｏＶｏ５ＦＵＶＥＧＦ
ＣｍＲＮＡ呈阳性表达结果想吻合［５］。本研究结果
在细胞生物学水平上进一步论证了前部分的实验

研究结果。

值得一提的是，免疫基因靶向治疗已成为治疗

结直肠癌的第 ４大治疗手段，特别是创新性 ＶＥＧＦ
靶向抗肿瘤药物 ａｖａｓｔｉｎ在临床上的应用已初见成
效［１０－１１］。结合本实验可以推测，作为 ＶＥＧＦ家族

新成员的 ＶＥＧＦＣ，其在大肠癌淋巴管浸润及淋巴
道转移中可能起着重要作用，而应用靶向 ＶＥＧＦＣ
的阻断性免疫基因治疗将可能阻止肿瘤的淋巴道

转移。因此，除了前述作为一种新的预后指标外，

ＶＥＧＦＣ将可能成为肿瘤治疗的新靶点。
概言之，在不同的结直肠癌患者及培养的细胞

系中，其 ＶＥＧＦＣ的分泌水平是不一样的；在判断
术前淋巴结转移的价值方面，血清 ＶＥＧＦＣ的检测
优于已用于临床的 ＶＥＧＦ，血清 ＶＥＧＦＣ水平可为
大肠癌患者淋巴结是否转移提供更确切的诊断依

据；同时，ＶＥＧＦＣ是以蛋白水平，通过旁分泌的机
制作用于 ＬＥＣ和 ／或通过自分泌机制作用于肿瘤
细胞自身，从而导致肿瘤的淋巴管生成、淋巴管浸

润及淋巴结转移。故认为，ＶＥＧＦＣ的检测可能成
为抗大肠癌淋巴道转移治疗的潜在靶点。
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