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ＴＦＰＩ２对胰腺癌细胞增殖及血管新生的抑制作用
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（安徽医科大学附属安徽省立医院 普通外科，安徽 合肥 ２３０００１）

　　摘要：目的　 探讨胰腺癌中组织因子途径抑制物２（ＴＦＰＩ２）的表达及作用。方法　采用免疫组
织化学方法检测 ４１例胰腺癌组织中 ＴＦＰＩ２，Ｋｉ６７和 ＶＥＧＦ的表达及 ＣＤ３４单克隆抗体标记的微血管
密度（ＭＶＤ）。结果　Ⅰ，Ⅱ期胰腺癌 ＴＦＰＩ２阳性表达率（１７／２６）高于Ⅲ，Ⅳ期（２／１５），高分化癌
（１２／１９）高于中、低分化（７／２２）（均 Ｐ＜０．０５）；Ⅰ，Ⅱ期癌细胞增殖指数（ＰＩ）（２４．４５±６．１９）低于
Ⅲ，Ⅳ期癌（３０．８４±６．７０），高分化癌（２４．４２±６．２９）低于中、低分化癌（２８．８４±７．１２），（均为
Ｐ＜０．０５）；Ⅰ，Ⅱ期癌 ＶＥＧＦ的阳性表达率（１６／２６）低于Ⅲ，Ⅳ期癌（１４／１５），高分化癌（１１／１９）低于
中、低分化癌（１９／２２）（均 Ｐ＜０．０５）；Ⅰ，Ⅱ期癌 ＭＶＤ值（２６．９２±１．０６）低于Ⅲ，Ⅳ期癌（２８．４７±
２．２３），高分化癌（１９．００±２．５８）低于中、低分化癌（１６．６８±１．７９）（均 Ｐ＜０．０５）。胰腺癌组织中
ＴＦＰＩ２的表达与 Ｋｉ６７和 ＶＥＧＦ的表达呈负相关（ｒ＝－０．６２，Ｐ＜０．０５；ｒ＝－０．５４，Ｐ＜０．０５），ＭＶＤ
与 ＴＦＰＩ２表达亦有相关。结论　ＴＦＰＩ２表达能够抑制胰腺癌细胞增殖，并通过下调 ＶＥＧＦ的表达抑制
肿瘤新生血管的形成，这可能是其抑制胰腺癌的生长、转移的重要机制。
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　　胰腺癌是一种恶性程度高、预后差的消化道
肿瘤，侵袭和转移是其最重要的生物学特性，其机

制仍未明了。本研究应用免疫组织化学技术对

４１例 胰 腺 癌 组 织 中 的 组 织 因 子 途 径 抑 制 物
２（ｔｉｓｓｕｅｆａｃｔｏｒｐａｔｈｗａｙｉｎｈｉｂｉｔｏｒ２，ＴＦＰＩ２）、Ｋｉ６７蛋
白、血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）和肿瘤微血管密度
（ＭＶＤ）进行检测，研究 ＴＦＰＩ２对胰腺癌肿瘤细胞
增殖及肿瘤血管生成的影响，探讨其抑制胰腺癌

生长、侵袭及转移的可能机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　标本及其病例资料　从本院 ２００３年
１月—２００６年 １２月行胰腺癌手术患者中筛选出
经病理证实为胰腺腺癌，病理资料完整的 ４１例石
蜡切片标本。组织经 １０％甲醛固定，常规石蜡包
埋，连续切成 ５μｍ切片。本组男 ２８例，女 １３例；
年龄 ３２～７３（平均 ５７）岁。按照国际抗癌联盟
（ＵＩＣＣ）制定的胰腺癌分期标准［１］，Ⅰ 期 ８例，
Ⅱ期１７例，Ⅲ期 １０例，Ⅳ期 ６例；高分化 １９例，
中、低分化 ２２例。患者术前均未经放疗及化疗。
１．１．２　主要试剂　多克隆抗兔 ＴＦＰＩ２抗体、
ＣＤ３４多克隆抗体购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；ＶＥＧＦ抗体
购自福州迈新生物技术开发公司；Ｋｉ６７单克隆
抗体购自北京中山生物技术公司；ＥｎＶｉｓｉｏｎ免疫组
化染色试剂盒购自 Ｄａｋｏ公司。
１．２　实验方法
１．２．１　二步法免疫组化染色（ＥｎＶｉｓｉｏｎＳｙｓｔｅｍ）　
（１）石蜡切片常规脱水；（２）根据一抗具体说明预
处理组织切片；（３）３％Ｈ２Ｏ２消除内在过氧化物
酶 ５ｍｉｎ；蒸馏水漂洗，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）漂洗；
（４）一 抗 孵 育 ３０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂 洗 ３×５ｍｉｎ；
（５）ＥｎＶｉｓｉｏｎ孵育 １０～３０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗 ３×５ｍｉｎ；
（６）ＤＡＢＨ２Ｏ２显色 ２～１０ｍｉｎ，流水冲洗；（７）苏
木素复染，常规封片。用 ＰＢＳ代替一抗作阴性对
照，用已知阳性标本作阳性对照。

１．２．２　结果判定　（１）ＴＦＰＩ２阳性表达信号为
细胞浆内棕黄染色细小颗粒。按阳性细胞数分为

４级：无阳性细胞或阳性细胞 ＜５％为（－）；阳性
细胞５％ ～１０％为（＋）；阳性细胞１１％ ～４０％为
（＋＋）；阳性细胞 ＞４０％为（＋＋＋）。（２）Ｋｉ６７
蛋白表达阳性细胞表现为细胞核呈棕黄色。细胞

增殖指数（ＰＩ）＝Ｋｉ６７阳性细胞数／肿瘤细胞总
数 ×１００％。每张切片在 ４００倍镜下随机选定

１０个视野进行观察。（３）ＶＥＧＦ表达的阳性判断标
准按 Ｔａｋａｈａｓｈｉ等［２］报道的方法。（４）肿瘤 ＭＶＤ按
Ｗｅｉｄｎｅｒ方法测定 ［３］：先用 ４０倍光镜寻找微血管分
布均匀区域，排除肿瘤出血区及边缘反应区。再在

２００倍镜下计数染成棕黄色的血管数；任何染色的
血管内皮细胞或血管内皮簇，只要它们与邻近血

管、肿瘤细胞及其他结缔组织分开，即可视为一个

血管。计数 ５个视野下的血管数，取其均值。
１．３　统计学处理

实验数据行 ｔ检验、χ２检验及 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关
分析。采用 ＳＰＳＳ１１．５进行统计分析。Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＴＦＰＩ２，Ｋｉ６７（ＰＩ），ＶＥＧＦ及 ＭＶＤ与胰腺
癌临床病理的关系

胰腺癌组织中 ＴＦＰＩ２，Ｋｉ６７（ＰＩ），ＶＥＧＦ及
ＣＤ３４标记 ＭＶＤ表达水平与胰腺癌的组织学分级
及 ＴＮＭ临床分期有关，而与其他病理因素无关
（表 １）。

表１　ＴＦＰＩ２和ＶＥＧＦ表达、ＭＶＤ计数及ＰＩ值与胰腺癌临床
病理特征的关系

病理特征 ＴＦＰＩ２阳性率（％）ＶＥＧＦ阳性率（％） ＭＶＤ值 ＰＩ值
性别

　男 １２／２８（４２．８６） ２１／２８（７５．００） １８．６５±３．０４ ２６．６６±７．３９
　女 ７／１３（５３．８５） ９／１３（６９．２３） １７．３５±２．１６ ２７．０８±６．４５
年龄（岁）

　＞５０ １３／２９（４４．８３） ２２／２９（７５．８６） １６．７３±２．１３ ２６．３７±７．４２
　≤５０ ６／１２（５０．００） ８／１２（６６．６７） １７．８９±２．７３ ２７．８１±６．１６
大小（ｃｍ）
　≤５ ６／１４（４２．８６） １０／１４（７１．４３） １６．９２±３．２７ ２７．３１±７．０９
　＞５ １３／２７（４８．１５） ２０／２７（７４．０７） １８．０３±２．４６ ２５．８０±７．０６
组织学分级

　高分化 １２／１９（６３．１６） １１／１９（５７．８９） １９．００±２．５８ ２４．４２±６．２９
　中、低分化 ７／２２（３１．８２）１） １９／２２（８６．３６）１） １６．６８±１．７９１） ２８．８４±７．１２１）

ＴＮＭ分期
　Ⅰ，Ⅱ期 １７／２６（６５．３８） １６／２６（６１．５４） ２６．９２±１．０６ ２４．４５±６．１９
　Ⅲ，Ⅳ期 ２／１５（１３．３３）２） １４／１５（９３．３３）２） ２８．４７±２．２３２） ３０．８４±６．７０２）

　　注：１）与高分化组比较，Ｐ＜０．０５；２）与Ⅰ，Ⅱ期组比较，Ｐ＜０．０５

２．２　ＴＦＰＩ２表达与 ＶＥＧＦ表达及 ＭＶＤ的关系
胰腺癌中 ＴＦＰＩ２的表达与 ＶＥＧＦ表达呈负相

关（ｒ＝－０．５４，Ｐ＜０．０５）（表 ２）。ＭＶＤ值与 ＴＦ
ＰＩ２表达有关，１９例 ＴＦＰＩ２表达阳性的胰腺癌组
织 ＭＶＤ值为 ３３．３３±３．２３，２２例 ＴＦＰＩ２表达阴
性的胰腺癌组织 ＭＶＤ值为 ３６．００±３．１７，两组比
较，差异有统计学意义（ｔ＝２．６７，Ｐ＜０．０５）。
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表２　胰腺癌中ＴＦＰＩ２与ＶＥＧＦ表达的相关性

ＴＦＰＩ２表达
ＶＥＧＦ表达

（－） （＋） （＋＋）（＋＋＋）
合计

（－） ２ ４ ６ １０ ２２
（＋） ３ ２ ２ １ ８
（＋＋） ２ ２ １ １ ６
（＋＋＋） ４ １ ０ ０ ５
合计 １１ ９ ９ １２ ４１

　　注：ＴＦＰＩ２的表达与ＶＥＧＦ呈负相关（ｒ＝－０．５４，Ｐ＜０．０５）

２．３　ＴＦＰＩ２表达与 ＰＩ的关系
４１例胰腺癌中按 ＴＦＰＩ２基因表达水平（－）

～（＋＋＋），对应的 ＰＩ分别为 ３１．３２±５．９８，
２９．０９±４．６１，２１．２２±４．２０和 １８．３４±１．１１。两
者呈负相关（ｒ＝－０．６２，Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论

ＴＦＰＩ２基因位于人类 ７号染色体 ７ｑ２２［４］，体
内主要以 ３２ｋＤ的形式存在于内皮细胞和成纤维
细胞的细胞外基质（ＥＣＭ）中。ＴＦＰＩ２蛋白是具有
Ｋｕｎｉｔｚ型结构的丝氨酸蛋白酶抑制物，体外可强
烈抑 制 纤 溶 酶、胰 蛋 白 酶、金 属 蛋 白 酶 １，３
（ＭＭＰ１，ＭＭＰ３）等多种蛋白酶，而纤溶酶、组织
蛋白酶以及 ＭＭＰ１和 ＭＭＰ３参与 ＥＣＭ的重塑过
程，在血管生成及肿瘤细胞侵袭转移等一系列生

理、病理过程中扮演重要角色。因此 ＴＦＰＩ２可通
过对这些酶的抑制以维持 ＥＣＭ的结构完整，调控
肿瘤细胞的生长及侵袭转移。Ｙａｎａｍａｎｄｒａ等在体
外将转染重组 ｒＡＡＶＴＦＰＩ２的 ＳＮＢ１９细胞与人毛
细血管内皮细胞（ＨＭＥＣ）一并培养，微血管定量
分析发现，ｒＡＡＶＴＦＰＩ２对毛细血管网状结构形成
的抑制率可达 ８５％；进一步裸鼠体内实验证实，
ｒＡＡＶＴＦＰＩ２在已形成的肿瘤血管的基础上最大
可 １００％抑制新生毛细血管的形成。在对纤维肉
瘤、恶性脑膜瘤等研究中也发现，ＴＦＰＩ２可通过抑
制新生血管的形成来抑制肿瘤细胞的增殖，降低

其对周围组织的侵袭及远处转移［５－７］。

本实验采用免疫组化方法检测 ４１例胰腺癌
组织中 ＴＦＰＩ２，Ｋｉ６７及 ＶＥＧＦ的表达，并测定抗
ＣＤ３４抗体标记的 ＭＶＤ。发现 ＴＦＰＩ２的表达与胰
腺癌组织学分级及其临床分期有关，中、低分化的

胰腺癌组织中 ＴＦＰＩ２阳性表达率低于高分化的
胰腺癌组织，Ⅲ，Ⅳ期的胰腺癌组织 ＴＦＰＩ２的表
达亦低于Ⅰ、Ⅱ期胰腺癌组织。Ｋｉ６７抗原是存
在于增殖细胞胞核中的一种非组蛋白性核蛋白，

是一种细胞周期及肿瘤生长的标志抗原，其表达

的高低反映了细胞的增殖状态及细胞所处的细胞

周期，能灵敏地反映肿瘤细胞的增殖活性［８］。本

研究发现，ＴＦＰＩ２高表达的胰腺癌组织中 Ｋｉ６７
表达反而降低，两者呈负相关，（ｒ＝ －０．６２，
Ｐ＜０．０５）。ＴＦＰＩ２基因表达下降，肿瘤细胞增殖
明显增加。ＴＦＰＩ２可能通过对细胞周期的调节来

抑制 肿 瘤 细 胞 的 增 殖 从 而 抑 制 肿 瘤 的 生 长。

ＶＥＧＦ的表达与 ＴＦＰＩ２的表达呈负相关；发生转
移、恶性程度高的胰腺癌组织中 ＴＦＰＩ２表达较低
而 ＶＥＧＦ表达却增加。ＣＤ３４是血管内皮细胞标
记物，能显示极微小的肿瘤新生血管，有很高的特

异性和灵敏性［９］。实验中发现已发生转移、恶性

程度高的胰腺癌组织的 ＭＶＤ值高于无转移、恶性
程度低的胰腺癌组织。说明不同的胰腺癌组织其

新生血管的数量有所不同。胰腺癌细胞的生长依

赖肿瘤新生血管的形成。这一过程可能受胰腺癌

细胞与 ＨＭＥＣ相互作用的影响。胰腺癌细胞合成
释放的血管生成因子（ＡＦ）及内皮细胞释放的
ＶＥＧＦ和分化因子（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ）可能在新生
血管 的 形 成 中 起 关 键 作 用。ＴＦＰＩ２的 表 达 与
ＶＥＧＦ的表达呈负相关；ＴＦＰＩ２阳性的胰腺癌组织
中的 ＭＶＤ值低于 ＴＦＰＩ２表达阴性的胰腺癌组织，
说明 ＴＦＰＩ２能抑制胰腺癌肿瘤新生血管的形成，
其机制可能是通过下调 ＶＥＧＦ的表达而实现的。

ＴＦＰＩ２在胰腺癌中表达与胰腺癌的侵袭、转
移有关，具有抑制肿瘤细胞增殖的作用，参与了细

胞周期的调节，可能是一种与细胞增殖及细胞周

期有关的基因。同时，ＴＦＰＩ２可能通过抑制肿瘤
新生血管形成阻断其营养供应从而抑制肿瘤的生

长，发挥其抗肿瘤及抑制肿瘤侵袭、转移效应。这

可能为胰腺癌的基因治疗提供了新靶向。
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