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　　摘要：目的　探讨血管生成素（Ａｎｇ）及受体 Ｔｉｅ２、血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）在肝细胞癌血管
生成和进展中的作用。方法　用 ＲＴＰＣＲ和免疫组织化学方法分析 ２８例肝细胞癌（ＨＣＣ）、１０例肝

硬化和 １０例正常肝标本。观察血管生成素及受体、ＶＥＧＦ的表达与 ＨＣＣ肿瘤血管生成和临床病理的

关系。结果　Ａｎｇ／Ｔｉｅ２，ＶＥＧＦ在肝细胞癌中表达明显上调，免疫组织化学也显示 Ａｎｇ２和 ＶＥＧＦ，

Ｔｉｅ２蛋白在肝癌表达增强。Ａｎｇ２／Ａｎｇ１ｍＲＮＡ比值、ＶＥＧＦｍＲＮＡ与肿瘤血管侵犯及 ＣＤ３４染色的微

血管密度相关。结论　Ａｎｇ／Ｔｉｅ２，ＶＥＧＦ在 ＨＣＣ肿瘤血管生成和进展中起重要作用。
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　　肝细胞癌（ＨＣＣ）是临床上最常见的富血管、
高转移恶性肿瘤之一，病情常进展迅速，并伴随有

进行性腹痛，肝脏肿大、黄疸、体重下降、腹水形

成。它病情快速进展常和血管生成有关，但是血管
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生成在肝癌进展中的机制还不清楚。血管内皮生

长因子（ＶＥＧＦ）及受体系统在血管生成中起着重要

作用。而血管的成熟和稳定又主要靠血管生成素

（Ａｎｇｉｏｐｉｏｅｔｉｎ，Ａｎｇ）及 其 受 体 Ｔｉｅ２维 持。目 前 认

为，这两条信号途径是最直接参与新血管生成的血

管内皮细胞的特异途径。本研究应用逆转录聚合

酶链反应（ＲＴＰＣＲ）及免疫组化方法检测肝细胞癌

组织中 Ａｎｇｉｏｐｉｏｅｔｉｎ１（Ａｎｇ１），Ａｎｇｉｏｐｉｏｅｔｉｎ２（Ａｎｇ

２），Ｔｉｅ２，ＶＥＧＦ，ＣＤ３４的表达，探讨这些血管生长
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因子在肝细胞癌生长和肿瘤血管形成中的作用。

１　材料与方法

１．１　标本及来源
１．１．１　ＨＣＣ组　中山大学附属第一医院肝胆外
科从 ２００４年 ３月 ～２００４年 ９月手术切除的 ＨＣＣ
标本 ２８例，男 ２５例，女 ３例；中位年龄 ４５．３岁。
分别于切除后即时取肿瘤部位和相应的癌旁组织

（距癌边缘 ＜１ｃｍ）及远离癌组织 （距癌边缘 ＞
１０ｃｍ或取至另一肝段）［１］。各 ２份，１份液氮固
定，再置 －８０℃冰箱保存备 ＲＴＰＣＲ检查；另 １份将
肿瘤及无癌肝组织用 ４％甲醛固定，２４ｈ内常规石
蜡包埋，４μｍ厚连续切片。病理证实均为 ＨＣＣ，直
径均 ＞３ｃｍ，均为梁索型，Ｅｄｍｏｎｄｓｏｎ分级 ＩＩ～ＩＩＩ级
２０例，ＩＶ级 ８例；肿瘤包膜完整 １０例，包膜侵犯
１８例；合并门静脉癌栓 ６例（左支癌栓 ３例、右支
癌栓 ２例、主干癌栓 １例），无门静脉癌栓 ２２例；合
并胆管癌栓 １例，肝外淋巴结转移 １例；合并肝硬
化 ２５例，无肝硬化 ３例。
１．１．２　肝炎后肝硬化组　标本 １０例。男 ８例，女
２例；中位年龄 ４５．８岁。全部病理诊断为门脉性
肝硬化。

１．１．３　肝脏良性疾病组　为肝血管瘤旁或肝胆
管结石无病变的肝组织 １０例。男 ３例，女 ７例；中
位年龄 ４５．９岁。其中肝血管瘤 ７例，病理证实为
肝海绵状血管瘤，肝内胆管结石 ３例。
１．２　检测项目及方法
１．２．１　Ａｎｇ１，Ａｎｇ２，Ｔｉｅ２，ＶＥＧＦ的检测　

（１）ＲＴＰＣＲ技术　总 ＲＮＡ提取和 ＲＴＰＣＲ扩
增分别按 Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｉｇｅｎ公司）和 Ｔａｋａｒａ公
司试剂盒说明进行。Ａｎｇ２，Ａｎｇ１，Ｔｉｅ２，ＶＥＧＦ的
ＰＣＲ引物序列（上海博亚生物公司合成）如下：Ａｎｇ
２引物为 ５′ＡＴＣＧＣＴＡＣＧＴＧＣＴＧＡＡＧ３′，５′ＣＴＧＧＴＴＧ
ＧＣＴＧＡＴＧＣＴＡＣ３′；Ａｎｇ１引 物 为 ５′ＡＣＣＡＧＣＣＴＣＴＴ
ＧＴＣＴＣＡＧ３′，５′ＴＧＴＣＧＴＴＡＴＣＡＧＣＧＴＣＣ３′；ＶＥＧＦ引物
为 ５′ ＧＣＴＴＴＡＣＴＧＣＴＧＴＡＣＣＴＣＣＡＣ３′， ５′ ＡＡＡＴ
ＧＣＴＴＴＣＴＣＣＧＣＴＣＴＧ３′；Ｔｉｅ２引物为 ５′ＡＡＧＡＡＴＧＣ
ＣＡＣＣＡＴＣＡＣＴＣ３′，５′ＣＡＴＡＡＴＣＡＧＡＡＡＣＧＣＣＡＡＴＡＧ３′；
ＣＴＣＴＧＣＡＣＣＧＡＧＴＣＡＴＣＧＴＡ３；内对照 βａｃｔｉｎ为 ５′ＧＴ
ＧＧＧＧＣＧＣＣＣＣＡＧＧＣＡ３′， ５′ ＣＴＣＣＴＴＡＡＴＴＧＴＣＡＣＧ
ＣＡＣＧＡＴＴＣ３′。ＲＴＰＣＲ反应条件为 ７０℃５ｍｉｎ，冰
浴 １０ｍｉｎ，４２℃ ６０ｍｉｎ，９５℃ ５ｍｉｎ，冰 浴，以 ９４℃
３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ的顺序循环 ３０个周期，

最后 ７２℃延伸 １０ｍｉｎ。将产物在 １％的琼脂糖凝胶
上行电泳，每次上样量均为 ６μＬ，在紫外灯上观察
电泳结果，用 Ｓｙｎｇｅｎｅ凝胶成像分析系统分析。计
算所得产物的积分吸光度与各自内参照积分吸光

度的比值，观察该基因ｍＲＮＡ的表达水平。
（２）免疫组化染色　兔抗人 ＶＥＧＦ，Ａｎｇ２，Ａｎｇ

１，Ｔｉｅ２多 克 隆 抗 体，浓 缩 型，工 作 浓 度 １∶５０；
ＳＡＢＣ（ＳｔｒｅｐｔＡｖｉｄｉｎＢｉｏｔｉｎＣｏｍｐｌｅｘ）免疫组化染色试
剂盒，ＤＡＢ显色试剂盒，均为武汉博士德公司产品。
步骤操作按说明书进行。用 ＰＢＳ替代一抗做阴性
对照。结果判断：Ａｎｇ２，ＶＥＧＦ阳性染色为胞浆棕
黄色颗粒沉着，根据胞浆的染色细胞百分比评分。

染色程度：基本不着色为 ０分；着色淡者为 １分；着
色适中者为 ２分；着色深者为 ３分。染色细胞百分
比：着色细胞占计数细胞 ＜５％为 ０分；６％ ～２５％
为 １分；２６％ ～５０％为 ２分；＞５１％为 ３分。将每
张切片着色程度和着色细胞百分比相乘，最后得分

０～３分为阴性，＞４分者为阳性表达。
１．２．２　微血管密度（ＭＶＤ）的检测　参照文献［２］

方法进行。兔抗人 ＣＤ３４单克隆抗体，即用型，为
福建迈新公司产品。ＣＤ３４阳性染色定位于血管内
皮细胞，呈棕黄色，癌组织内孤立的棕黄色血管内

皮细胞或细胞簇，代表一条单独的微血管。在 １０
×物镜下挑选微血管分布最高的区域，然后在 ４０
×物镜下（０．１９６ｍｍ２／每视野）计数 ５个视野中被
ＣＤ３４染成棕黄色的血管数目，取其平均值作为微
血管密度。分辨不清或染色模糊的细胞不计入。

１．３　统计学处理
所有数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，应用

ＳＰＳＳ１１统 计 处 理 软 件 进 行，分 别 进 行 方 差 分 析
（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ检验）、卡方检验（率的检验）、ｔ
检验和相关分析。两两多重比较采用 ＳｔｕｄｅｎｔＮｅｗ
ｍａｎＫｅｕｌｓ（ＳＮＫ）方法，检验水准 α＝０．０５。

２　结　果

２．１血管生成素，Ｔｉｅ２，ＶＥＧＦｍＲＮＡ
Ａｎｇ１ｍＲＮＡ在肝细胞癌、肝硬化、良性肝脏疾

病正常肝组织中的表达各组间差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）；Ａｎｇ２，Ｔｉｅ２，ＶＥＧＦｍＲＮＡ在肝细胞
癌、邻近癌旁组织、较远离癌旁、肝硬化及肝脏良性

疾病正常肝组织增高，各组间有差异；其中 Ａｎｇ２
和 ＶＥＧＦｍＲＮＡ在癌组织较邻近癌旁组织表达增高
（Ｐ＜０．０５）（表 １，图 １）。

７３４
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表 １　血管生成素及受体、ＶＥＧＦ在肝细胞癌、癌旁、肝硬化及正常肝组织中的表达

　　分组 Ａｎｇ１ｍＲＮＡ 　Ａｎｇ２ｍＲＮＡ 　　Ｔｉｅ２ 　ＶＥＧＦｍＲＮＡ

　　ＨＣＣ ０．９４２９±０．０１５８４ ４．４９２２±０．２８７５ ３．０３７５±０．３６２４ ４．７２６１±０．２５３３

　　癌旁组织 ０．９３３２±０．０１８６７ ３．１４３２±０．２６３１１） ３．０２６４±０．３４６９１） ３．１５６５±０．５９０３１）

　　远离癌组织 ０．９３５０±０．０２２８５ ２．２２００±０．２６１５１），２） １．３５８９±０．２１），２） ２．３５２５±０．２４９３１），２）

　　肝硬化组 ０．９３２０±０．０１６１９ ２．０９００±０．１３９８１），２） １．５７２０±０．２２２６１），２） ２．１８００±０．０６５１５１），２）

　　良性肝脏疾病组 ０．９４００±０．０２１６０ ２．１８４０±０．０９９４７１），２） １．５２５０±０．３１３６１），２） １．３４４０±０．０５８９２１），２）

　　Ｆ １．２１６ 　　３７６．４ 　　１６７．９２８ 　　２４７．８６４

　　Ｐ ０．３０９ 　　＜０．０００１ 　　＜０．０００１ 　　＜０．０００１

　　　　注：１）与ＨＣＣ组比较Ｐ＜０．０５；２）与癌旁组织组比较Ｐ＜０．０５

　　Ｍ：ＤＮＡｍａｋｅｒ；１：ＨＣＣ组织；２：癌旁组织；３：癌周组织；４：肝

硬化组织；５：正常肝组织

图 １　Ａｎｇ２ｍＲＮＡ的表达水平

２．２　Ａｎｇ１，Ａｎｇ２，Ｔｉｅ２，ＶＥＧＦ免疫组织化学染
色在肝癌、肝硬化及正常肝组织中的表达

Ａｎｇ１在各组均 １００％阳性表达，无差异（Ｐ ＞
０．０５）；Ａｎｇ２，Ｔｉｅ２，ＶＥＧＦ在 ＨＣＣ及癌旁组织表达
较其余组阳性率高，组间有差异（Ｐ ＜０．０５）；Ａｎｇ
２阳性的良性疾病肝组织染色程度明显较 ＨＣＣ组
织淡（表 ２）（图 ２，３）。
２．３　ＣＤ３４的表达

ＣＤ３４免疫组织化学染色显示，肿瘤血管主要位
于肿瘤梁索之间，排列紊乱，变形，扭曲；癌旁肝组

织血管主要在汇管区，结构较完整（图 ４）。ＭＶＤ水
平在 ＨＣＣ明 显 高 于 癌 旁 及 远 癌 肝 组 织 （分 别 为
７３．３２１４±５．６７０３，２１．８９２９±４．３６６０，２０．８３２６±
４．２８８１，Ｐ＜０．０１）。

表 ２　血管生成素／Ｔｉｅ２、ＶＥＧＦ在肝癌、肝硬化、正常肝组织的免疫组化（％）

　　组织分组 Ａｎｇ１ 　　Ａｎｇ２ 　　ＶＥＧＦ 　　Ｔｉｅ２

　　肿瘤组织 １００（２８／２８） ８５．７（２４／２８） ８２．１（２３／２８） ６４．３（１８／２８）

　　癌旁组织 １００（２８／２８） ５０（１４／２８）１） ８２．１（２３／２８） ４２．９（１２／２８）１）

　　远离癌组织 １００（２８／２８） ２１．４（６／２８）１），２） ３５．７（１０／２８）１），２） １０．７（３／２８）１），２）

　　肝硬化组织 １００（１０／１０） ２０．０（２／１０）１），２） ４０．０（４／１０）１），２） ２０．０（２／１０）１），２）

　　良性肝脏疾病组织 １００（１０／１０） ２０．０（２／１０）１），２） ４０．０（４／１０）１），２），３） １０．０（１／１０）１），２）

　　　　注：１）与ＨＣＣ组比较，Ｐ＜０．０５；２）与癌旁组织组比较，Ｐ＜０．０５

图 ２　 Ａｎｇ２在 ＨＣＣ中表达（×２００） 图 ３　 ＶＥＧＦ在 ＨＣＣ中表达（×２００）

８３４
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ａ：ＨＣＣ组织 ｂ：远离癌组织

图 ４　 ＨＣＣ及远离癌周组织中 ＣＤ３４免疫组织化学染色（×４００）

２．４　 Ａｎｇ２／Ａｎｇ１ｍＲＮＡ 比 值、ＶＥＧＦｍＲＮＡ 与

ＭＶＤ的相关性

由于 Ｔｉｅ２的信号是由 Ａｎｇ２和 Ａｎｇ１之间的

平衡决定的，用 Ａｎｇ２／Ａｎｇ１ｍＲＮＡ的比值来评估

其在 ＨＣＣ中与 ＭＶＤ的相关性，在 ＨＣＣ，Ａｎｇ２／Ａｎｇ

１比值与 ＭＶＤ明显相关（相关系数 ｒ＝０．７２０，Ｐ＜

０．０１）；ＶＥＧＦｍＲＮＡ也与 ＭＶＤ明显相关（相关系数

ｒ＝０．６６０，Ｐ＜０．０１）。

２．５　Ａｎｇ２／Ａｎｇ１ｍＲＮＡ比值及 ＶＥＧＦ和临床病

理的关系

ＨＣＣ＞５ｃｍ者与 ＜５ｃｍ者、有血管侵犯与无血

管侵犯的 Ａｎｇ２／Ａｎｇ１ｍＲＮＡ比值差异有统计学意

义，对肿瘤有无包膜、不同分期的 Ａｎｇ２／Ａｎｇ１ｍＲ

ＮＡ比值差异无统计学意义；ＶＥＧＦ在肿瘤不同分期

之间相对半定量值比较无统计学差异，而在肿瘤大

小、有无血管侵犯、有无肿瘤包膜之间比较，有统计

学差异（表 ３）。

表 ３　Ａｎｇ２／Ａｎｇ１ｍＲＮＡ比值、ＶＥＧＦ和临床病理的关系

　临床病理 ｎ Ａｎｇ２／Ａｎｇ１ｍＲＮＡｒａｔｉｏ Ｐ值 ＶＥＧＦｍＲＮＡ Ｐ值

　　肿瘤包膜

　　　有

　　　无

１０

１８

４．７６００±０．２８０２

４．６９８９±０．２６０７
＞０．０５

４．５１９０±０．１４５３

４．９２５８±０．２３４２
＜０．０１

　　肿瘤大小

　　　≤５ｃｍ

　　　＞５ｃｍ

９

１９

４．５２３３±０．１３８６

４．８３５８±０．２４７３
０．００２

４．８１１６±０．２３７０

５．５４５６±０．１９１０
０．００７

　　血管侵犯

　　　有

　　　无

８

２０

５．０４５０±０．２４９６

４．６２７６±０．１５４５
＜０．０１

５．００５０±０．１４６４

４．６１４５±０．１４６４
＜０．０１

　　分期

　　　ＩＩ～ＩＩＩ

　　　ＩＶ

２０

８

４．７１００±０．２１７２

４．７９２５±０．３７５６
＞０．０５

４．７１２５±０．２０８６

４．７６００±０．３５７１
＞０．０５

３　讨　论

肿瘤的生长依赖适当的血供，肿瘤分泌的血管

内皮生长因子，可以刺激血管生成和支持肿瘤扩

张转移。肿瘤血管生成是评价 ＨＣＣ患者预后的独

立因子［３］。目前认为，ＶＥＧＦ和 Ａｎｇ家族是仅对内

皮细胞有作用的特异性的已知生长因子，研究表

明，它 们 在 肿 瘤 血 管 生 成 中 起 最 重 要 作 用。对

９３４
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ＶＥＧＦ和肝细胞 癌的关 系 已 有 大 量 报 道，结 果 各

异。而另一血管内皮细胞特异性酪氨酸激酶受体

Ｔｉｅ２及其配体 Ａｎｇ１和 Ａｎｇ２是最近发现的血管

生长因子，研究认为［４］，它们可能在肝癌的转移中

起作用。

本文研究了 ＶＥＧＦ和 Ａｎｇ在 ＨＣＣ中的表达，并

探讨在 ＨＣＣ进展中血管生成的调节机制。本研究

表明，ＶＥＧＦ，Ａｎｇ２，Ｔｉｅ２ｍＲＮＡ及蛋白水平在 ＨＣＣ

及癌旁表达较远癌组织、肝硬化和正常肝组织明

显增高，差异有统计学意义。免疫组化 ＣＤ３４染色

内皮细胞发现，所有肝癌标本都有大量新生血管

存在，在肿瘤组织中 ＭＶＤ比癌旁及远癌组织明显

增高。新生血管表现为扭曲、扩张、粗细不均等混

乱状态。提示血管生成可能在 ＨＣＣ发生和转移中

起重要作用，ＶＥＧＦ和 Ａｎｇ／Ｔｉｅ２两条信号传导通路

都参与了肿瘤血管的生成。而新生血管的混乱状

态可能是由于血管生长因子表达不平衡引起。如

ＶＥＧＦ，Ａｎｇ２表 达 上 调，Ａｎｇ１相 对 下 调。Ａｎｇ１

通过促进内皮细胞与周围细胞之间的黏附和相互

作用，保持和稳定成熟血管。而 Ａｎｇ２可能作为

一个 Ａｎｇ１信号的自然拮抗者，竞争性与 Ｔｉｅ２结

合，阻断了 Ａｎｇ１稳定血管活性的作用。离断血

管内皮细胞和外周血管支持细胞、细胞外基质的

黏附。这样就产生两个结果，一方面，Ａｎｇ２表达

增强，Ａｎｇ１表达下降，血管内皮细胞凋亡，原有的

血管衰退，从而降低了血管的稳定性；同时，也由

于 Ａｎｇ２高表达，血管内皮细胞处于高度不稳定

状态，如此就为新生血管提供了生存空间［５］。在

ＶＥＧＦ存在情况下，进一步促进了血管内皮细胞增

生，结果导致大量有缺陷的血管形成，有利于肿瘤

浸润及转移。在其他肿瘤如胃癌、乳腺癌、卵巢

癌、脑神 经 胶 质 瘤、肺 癌 等，这 一 结 果 也 得 到 证

实［６，７］。但两个分子在时间上和空间上如何协同

作用的机制还不清楚。ＶＥＧＦ，Ａｎｇ２免疫组化显

示肿瘤细胞浆内有表达，提示可能是 ＨＣＣ生长过

程中，肿瘤细胞通过旁分泌方式产生血管生长因

子，促进肿瘤血管生成。

本研究也分析了 Ａｎｇ，ＶＥＧＦ与 ＨＣＣ恶性生物

学行为的关系，ＶＥＧＦｍＲＮＡ，Ａｎｇ２／Ａｎｇ１比值与

ＭＶＤ相关，ＶＥＧＦｍＲＮＡ和 Ａｎｇ２／Ａｎｇ１ｍＲＮＡ比值

在肿瘤大于 ５ｃｍ、有血管浸润的病例中明显升高，

而与 肿 瘤 分 级 无 关。ＶＥＧＦｍＲＮＡ还 在 无 包 膜 的

ＨＣＣ病例中升高。有研究［８］认为 ＣＤ３４抗体染色

的血管是真正的新生肿瘤血管，说明 Ａｎｇ和 ＶＥＧＦ

与 ＨＣＣ肿瘤血管生成有关，与 ＨＣＣ的恶性生物学

行为密 切 相 关。总 之，ＶＥＧＦ和 Ａｎｇ信 号 通 路 在

ＨＣＣ浸润转移中起着独立而又协同的作用，在抗

ＨＣＣ转移的治疗中，是否需要同时针对这两个靶

点有待今后进一步研究。
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