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摘要 目的：研究食管鳞状细胞癌中肝癌衍生生长因子(HDGF)、血管内皮生长因子(VEGF)的表达及其与微血管形成的关系。方
法：通过免疫组化 SABC法检测和比较 68例食管鳞癌、20例切缘正常组织中 HDGF、VEGF的表达和 CD34标记的微血管密度
(MVD)，分析 HDGF和 VEGF表达之间的关系及其与食管鳞癌患者临床病理因素和食管癌组织 MVD值的关系。结果：食管鳞癌
组织中 HDGF(63.2％ )和 VEGF(72.1％ )的阳性表达率均明显高于切缘正常粘膜组织(15.0％、20.0％ )(P<0.05)，食管鳞癌组织和切

缘正常粘膜组织中的 MVD值分别为 35.48± 5.75和 13.50± 2.1(P<0.05)。食管鳞癌组织 HDGF的阳性表达率仅与其临床分期明
显相关(P<0.05)，而 VEGF的阳性表达率与其淋巴结转移、临床分期均显著相关(P<0.05)，二者在食管鳞癌组织中的表达呈显著正
相关(P<0.05)。食管鳞癌组织中 HDGF、VEGF阳性表达组 MVD值均明显高于 HDGF、VEGF阴性表达组(P<0.05)。结论：HDGF可

能通过诱导 VEGF的产生，从而促进血管生成，参与食管鳞癌的发生、发展及转移。
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Relationship between the Expression of HDGF, VEGF and the
Angiogenesis of Esophageal Squamous Cell Carcinoma*

To investigate the expression of hepatoma-derived growth factor (HDGF) and vascular endothelial growth

factor(VEGF) and their correlation with microangiogenesis in esophageal squamous cell carcinoma(SCC). Specimens from 68

cases of esophageal SCC tissues and 20 cases of the adjacent nomal esophageal tissues were examined by immunohistochemical

technique (SABC staining). The microvessel density (MVD) of tumor was evaluated using CD34 antibody as an endothelial marker with

the same technique. The relationship between the expression of HDGF and VEGF was analyzed, and their correlations with

clinicopathological characteristics and MVD values in patients with esophageal squamous cell carcinoma were discussed. The

positive expression rates of HDGF (63.2%) and VEGF (72.1%) were significantly higher in esophageal SCC tissues than those in the

adjacent nomal esophageal tissues (15.0%) and (20.0%) respectively (P<0.05), and so did the MVD which was (35.48± 5.75) in

esophageal SCC and (13.50± 2.1) in the adjacent nomal esophageal tissues(P<0.05). The expression of HDGF was only correlated with

the clinical stage of esophageal SCC(P<0.05). The expression of VEGF had significant correlation with the clinical stage and lymph node

metastasis of esophageal SCC(P<0.05). The expression of HDGF were positively corelated with the expressions of VEGF(P<0.05). The

value of MVD in cases with positive expression of HDGF and VEGF were significantly higher than those cases with negative expression

of HDGF and VEGF (P<0.05). HDGF could promote the tumor angiogenesis through inducing the production of VEGF,

which was closely related to the occurrence, development and metastasis of esophageal SCC.

Esophageal squamous cell carcinoma; Hepatoma derived growth factor; Vascular endothelial growth factor; Microvessel

density; Immunohistochemical method
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前言

食管癌是我国常见的消化道恶性肿瘤之一，其发病率位居

恶性肿瘤的第 4位。阐明食管癌的生物学行为，对了解其发病

机制，开发高效特异的诊断和治疗方法及提高患者的五年生存

率具有重要的意义。肝癌衍生生长因子 (hepatoma-derived
growth factor，HDGF) 是从人肝癌细胞株 Huh-7中提取出来的
一种肝素结合蛋白[1]，高表达于胎儿组织，转录到细胞核后可以

刺激细胞增殖，促进细胞有丝分裂。有研究表明，HDGF参与肿
瘤细胞的恶性生物学行为如增殖、侵袭和转移等，其高表达与

肿瘤患者的预后密切相关。血管生成是肿瘤发生发展过程中的

关键事件。血管内皮生长因子 (vascular endothelial growth fac-
tor，VEGF)，又称血管通透因子 (vascular permeability factor，
VPF)，是促进内皮细胞的迁移、增殖和分化最重要的分子之一，
在体外具有促细胞分裂的作用，在体内具有促血管生成的作

用，与骨肉瘤、胃癌、宫颈癌和肺癌等的预后密切相关，降低其

表达可以抑制肿瘤组织的血管生成，诱导肿瘤细胞凋亡，从而

起到治疗肿瘤的作用。

本研究应用免疫组化 SABC 法检测了食管鳞癌组织中
HDGF、VEGF蛋白的表达，并分析了二者表达的相关性及其与
MVD的关系，旨在探讨二者的表达与食管鳞癌患者性别、年

龄、临床分期、淋巴结转移和组织学分级等的关系，为食管鳞癌

的诊断和治疗提供帮助。

1 材料与方法

1.1 临床资料
选取中南大学湘雅二医院 2011 年 3月至 2013年 3月期

间初次住院的 68例食管鳞癌病例。受检者均行手术治疗，术前

均未接受其它治疗，术后标本均经病检确诊。年龄 42～ 73岁，
平均 60.4岁，年龄≥ 55岁者 51例，＜ 55岁者 17例；男 49例，
女 19例；伴淋巴结转移者 40例；组织学分级按 WHO标准：高
中分化癌 44例，低分化癌 24例；TNM临床分期：I-II期 43例，
III-IV期 25例。同时选取 20例切缘正常粘膜组织作为对照组。

1.2方法
采用免疫组化链霉菌 - 抗生物素蛋白 - 过氧化物酶法

(SABC 法)，选择已知阳性切片作阳性对照，用 PBS溶液替代
一抗作阴性对照。HDGF兔抗人多克隆抗体工作液浓度 1：100。
鼠抗人 VEGF及 CD34单克隆抗体为工作液。具体操作如下：

石蜡切片烤片 24小时，二甲苯脱蜡，水化，蒸馏水洗，3％H2O2

处理 15分钟，蒸馏水洗。抗原高压修复，室温冷却，PBS洗。正

常山羊血清封闭 15分钟，去血清后滴加一抗，4℃过夜，PBS

洗，滴加生物素标记二抗，37℃ 30分钟，PBS洗，滴加 SABC，
37℃ 15分钟，PBS洗，DAB显色，自来水洗，苏木素复染，盐酸

酒精分化，流水返蓝，脱水，二甲苯透明，封片。

1.3 结果判定标准
临床和病理双盲阅片。HDGF阳性为胞质和胞核均呈现浅

黄色至棕黄色，VEGF阳性为胞质呈现黄色，高倍镜下随机取 10

个视野，各记数 100个细胞，计算其阳性率，将平均阳性率 >20%

的归为阳性，≤ 20%的归为阴性；用抗体 CD34标记新生血管，计

数着色的毛细血管和微小血管，凡着色的单个内皮细胞或内皮

细胞簇，带或不带管腔均作为 1个微血管计数(microvessel den-
sity，MVD)，每张染色切片选择 3个血管最多的间质区，在 200

倍视野下计数，每例标本分别计数 5个视野，取其平均值。
1.4 统计学方法

采用 SPSS19.0版，计数资料率的比较及相关性分析采用
x2检验，计量资料平均值的比较采用 t检验，以 P<0.05时认为
差异有统计学意义。

2 结果

2.1 食管鳞癌及切缘正常粘膜组织中的 HDGF、VEGF表达及
MVD值的比较
食管鳞癌及切缘正常粘膜组织中 HDGF、VEGF的阳性表

达率分别为 63.2%和 15.0%，72.1%和 20.0%，食管鳞癌组织均
显著高于切缘正常粘膜组织(P<0.05)。食管鳞癌组织 MVD值
为 35.48± 5.75，显著高于切缘正常粘膜组织，二者有显著差异
(P<0.05)。见表 1。

表 1 食管鳞癌及切缘正常粘膜组织中的 HDGF、VEGF表达及MVD值的比较

Table 1 Comparison of the expression of HDGF and VEGF and MVD between esophageal squamous cell carcinoma tissue and adjacent nomal

esophageal tissue

Histological type Case
Positive HDGF expression Positive VEGF expression

MVD(x ± s)
(%) (%)

Esophageal squamous cell carcinoma

Adjacent nomal

esophageal tissue

X2

t

P

68

20

43(63.2)

3(15.0)

14.413

0.000

49 (72.1)

4(20.0)

17.485

0.000

35.48± 5.75

13.50± 2.1

8.452

0.000

2.2 HDGF和 VEGF表达与食管鳞癌临床病理因素的关系

临床分期晚的食管鳞癌组织中 HDGF的阳性表达率显著

高于临床分期早的食管鳞癌组织(P<0.05)；临床分期晚、有淋巴

结转移的食管鳞癌组织中 VEGF的阳性表达率明显高于临床
分期早、无淋巴结转移的食管鳞癌组织(P<0.05)，见表 2。

2.3 食管鳞癌组织中 HDGF和 VEGF表达的相关性

在 43例 HDGF阳性的食管鳞癌中，VEGF阳性者 38例，
25例 HDGF阴性食管鳞癌中，VEGF阴性者 14例，经 Pearson关

联性检验分析，二者表达呈显著正相关(酌=0.477，P<0.05)，见表3。
2.4 食管鳞癌组织中 HDGF和 VEGF表达与MVD的关系
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食管鳞癌组织中 HDGF阳性组 MVD值为 (43.26± 6.11)，

明显高于阴性组 (18.55± 3.61)，(P<0.05)；VEGF 阳性组 MVD
值为(46.90± 7.07)，亦明显高于阴性组(16.79± 2.13)，差异具有

统计学意义(P<0.05)，见表 4。

表 2 HDGF和 VEGF表达与食管鳞癌临床病理因素的关系

Table 2 The relationship between HDGF and VEGF expression and clinicopathologic factors of esophageal squamous cell carcinoma

Group Case
HDGF expression VEGF expression

Positive(%) x2 P Positive(%) x2 P

Sex

Male

Female

49

19

30(61.2)

13(68.4)

0.305 >0.05 36(73.5)

13(68.4)

0.173 >0.05

Years

≥ 55

＜55

51

17

32(62.7)

11(64.7)

0.021 >0.05 37(72.5)

12(70.6)

0.024 >0.05

Clinical Stage

I-II

III-IV

43

25

22(51.2)

21(84.0)

7.332 <0.05 26(60.5)

23(85.2)

4.826 <0.05

Lymphnode

Metastasis

N0

N1

28

40

16(57.1)

27(67.5)

0.760 >0.05
15(53.6)

34(85.0)

8.080 <0.05

Histological

Grade

G1-G2

G3

44

24

27(61.4)

16(66.7)

0.188 >0.05
34(77.3)

15(62.5)

1.683 >0.05

表 3 食管鳞癌组织中 HDGF和 VEGF表达的相关性

Table 3 The relationship between expression of HDGF and VEGF in esophageal squamous cell carcinoma

VEGF
HDGF

Total
Negative Positive

Negative

Positive

total

14

11

25

5

38

43

19

49

68

注：Pearson相关系数 酌 =0.477，P=0.000。

Note: Pearson correlation factor 酌=0.477, P=0.000.

表 4 食管鳞癌组织中 HDGF和 VEGF表达与MVD的关系

Table 4 The relationship between expression of HDGF, VEGF and MVD in esophageal squamous cell carcinoma

Group
HDGF expression VEGF expression

Positive Negative Positive Negative

MVD 43.26± 6.11 18.55± 3.61 46.90± 7.07 16.79± 2.13

t

P

5.022

0.000

7.360

0.000

3 讨论

肝癌衍生生长因子(HDGF)是从人肝癌细胞株中提纯而来

的一种酸性肝素结合蛋白，具有细胞增殖活性。作为肝素结合

生长因子家族的成员之一，HDGF具有广泛的生物学功能，包

括促有丝分裂和促血管生成，抑制细胞凋亡，参与创伤修复等

活性。HDGF mRNA在多种组织器官中均有表达，主要出现于

胎儿组织中，随着细胞的分化成熟，其表达水平会渐渐降低。研

究表明，HDGF在动物模型及多种癌细胞中呈高表达，而在癌

旁组织中呈低表达，其过度表达与肿瘤的复发及一些不良的临

床病理特征显著相关，如肿瘤的大小、分化程度、浸润深度、淋

巴结转移及脉管浸润等 [2-8]。本研究结果表明食管鳞癌组织中

HDGF蛋白表达显著上调，且与患者的性别、年龄、有无淋巴结

转移及肿瘤细胞分化程度均无关，而与其临床分期显著相关，

表明 HDGF的高表达可能与食管鳞癌的发展有关[9]。

血管内皮生长因子(VEGF)是非常重要的血管生成刺激因
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子，可在体内诱导新生血管的形成。VEGF是高度保守的同源

二聚体糖蛋白，由于 mRNA剪切方式的不同，可以产生出至少
5种蛋白形式，能直接作用于血管内皮细胞，促进其有丝分裂

并增殖，增加血管通透性。VEGF与实体瘤细胞的生长、转移、

组织学分级和预后密切相关[10-15]。肿瘤的生长和转移都需要依

赖于新生血管的生成，来提供足够的氧气和营养物质，维持肿

瘤组织的快速生长。抑制肿瘤的血管生成可抑制其生长和转

移，是一种有效的抗肿瘤治疗，抑制 VEGF的表达因而成为潜

在的抗癌治疗策略[16]。人源化抗 VEGF单克隆抗体(Avastin)能
中和 VEGF的生理作用，已被美国批准用于治疗多种肿瘤[17]。

本研究发现食管鳞癌组织中 VEGF蛋白表达明显上调，且与患

者的临床分期和有无临床结转移显著相关，但与患者的性别、

年龄及肿瘤细胞分化程度均无关，表明 VEGF的高表达可能促

进了食管鳞癌的进展，其促血管生成作用可能有助于食管癌细

胞侵入淋巴管，在淋巴结形成转移灶。

通过测定肿瘤组织中微血管密度可以反映肿瘤血管的生

成情况[18]。本研究结果显示食管鳞癌组织中MVD值显著高于

切缘正常粘膜组织，表明食管癌组织中血管生成增加；而HDGF、
VEGF阳性表达组的 MVD值明显高于阴性表达组，提示HDGF

和 VEGF可能共同参与了食管鳞癌新生血管的生成[19,20]。此外，

HDGF表达与 VEGF表达呈显著正相关，我们推测 HDGF可

能通过诱导 VEGF的产生，提高食管鳞癌新生血管生成，进而

促进食管癌的发生和发展。

综上所述，HDGF和 VEGF在食管鳞癌中的高表达可能通

过促进血管生成，参与食管鳞癌的发生、发展及转移，通过抑制

HDGF和 VEGF的过度表达可能为食管癌提供了新的有效的

治疗靶点。
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