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摘要 目的：探究非小细胞肺癌组织中血管内皮生长因子(VEGF)、磷酸化乙酰辅酶 A羟化酶(P-ACC)、肝激酶 B1(LKB1)表达及其

与肿瘤血管生成的关系。方法：将我院收治的 83例非小细胞肺癌(NSCLC)患者作为研究对象，取其 NSCLC病理组织样本进行研

究，同时取其远离肿瘤的外周正常肺组织作为对照。采用免疫组化法测定其 NSCLC病理组织样本和正常组织样本 VEGF、

P-ACC、LKB1的表达情况，分析比较 NSCLC病理组织的 VEGF、P-ACC、LKB1表达情况与其病理特征及肿瘤血管生成的关系。

结果：NSCLC组织样本的 VEGF阳性表达率为 72.29%，明显高于癌旁正常组织样本(22.89%)(P<0.05)；同时，其 P-ACC、LKB1阳

性表达率分别为 31.33%、61.45%，明显低于癌旁正常组织样本(分别为 75.90%、90.36%)(P<0.05)。NSCLC组织 VEGF阳性表达与

N分期、临床分期以及肿瘤微血管密度(MVD)有关，P-ACC阳性表达与 T分期、临床分期以及 MVD有关，LKB1阳性表达与 N

分期、临床分期、分化程度以及MVD有关(P<0.05)。在样本中，VEGF阳性 NSCLC组织的MVD水平明显高于 VEGF阴性样本，

而 P-ACC、LKB1阳性 NSCLC组织的MVD水平明显低于阴性样本 (P<0.05)。结论：非小细胞肺癌组织中 VEGF在呈高表达，

P-ACC、LKB1呈现低表达。VEGF、P-ACC、LKB1的表达与 NSCLC临床病理特征及肿瘤血管生成均存在密切联系，对于预测

NSCLC癌细胞的生长、浸润和转移具有重要意义。
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Expression and Significance of VEGF, P-ACC and LKB1 in Non-small cell
Lung Cancer*

To research the relationship between expression of vascular endothelial growth factor (VEGF), phosphory-

lated acetyl coenzyme A carboxylase (P-ACC), liver kinase B1 (LKB1) and angiogenesis in non-small cell lung cancer. 83 pa-

tients with nonsmall-cell lung cancer (NSCLC) who treated in our hospital were enrolled in this research. Took the pathological samples

of NSCLC for the research, and took the peripheral normal lung tissues away from the tumor as the control. The expressions of VEGF,

P-ACC and LKB1 in NSCLC pathological samples and normal tissue samples were measured by immunohistochemistry. Analyzed and

compared the expressions of VEGF, P-ACC and LKB1 in NSCLC pathological tissue with their pathological features and tumor angio-

genesis. The positive rate of VEGF expression in NSCLC tissue samples was 72.29%, which was significantly higher than that in

normal samples of adjacent tissues (22.89%). At the same time, the positive rates of P-ACC and LKB1 were 31.33% and 61.45% respec-

tively, which were significantly lower than those of normal tissues beside the cancer (75.90% and 90.36%, respectively), and the differ-

ences were statistically significant (P<0.05). The positive expression of VEGF in NSCLC pathological tissue samples was related to N

stage, clinical stage and tumor microvessel density (MVD), the positive expression of P-ACC was related to T stage, clinical stage and

MVD, the positive expression of LKB1 was related to N stage, clinical stage, differentiation degree and MVD, and the differences were

statistically significant (P<0.05). In NSCLC pathological samples, the MVD levels of VEGF positive samples were significantly higher

than those of negative samples, and the MVD levels of P-ACC and LKB1 positive samples were significantly lower than those of nega-

tive samples, and the differences were statistically significant (P<0.05). In non small cell lung cancer tissues, VEGF showed
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high expression and P-ACC and LKB1 showed low expression. The expression of VEGF, P-ACC and LKB1 is closely related to the clin-

icopathological features and angiogenesis of NSCLC, and have great significance for predicting the growth, invasion and metastasis of

NSCLC cancer cells.

Nonsmall-cell lung cancer; Vascular endothelial growth factor; Phosphorylated acetyl coenzyme A carboxylase; Liver

kinase B1; Tumor microvessel density

前言

肺癌是临床上最常见和病死率最高的恶性肿瘤。据报道，

约有 85%以上的肺癌为非小细胞肺癌(NSCLC)[1,2]，其发生、发

展是多基因、多步骤、多阶段的复杂过程。肝激酶 B1(LKB1)是

目前发现的唯一具有抑癌作用的蛋白激酶，LKB1失活往往会

导致细胞无节制生长以及促进肿瘤新生血管的形成[3-5]。血管内

皮生长因子(VEGF)是肿瘤血管生成的主要刺激因子，能够促

进肿瘤血管的生成、浸润和转移，与肿瘤的生长和转移也存在

密切联系[6]。腺苷活化蛋白激酶(AMPK)作为细胞能量代谢的调

节器，其失活往往会促进炎症及 NSCLC病情的进一步发展，而

磷酸化乙酰辅酶 A羟化酶(P-ACC)作为 AMPK的下游直接靶

蛋白[7]，是反映 AMPK是否被激活的最佳指标。VEGF、P-ACC

以及 LKB1的异常表达能够从不同角度体现出 NSCLC肿瘤细

胞的病理性改变[8]。本研究采用免疫组化法对 NSCLC患者病

理组织样本中 VEGF、P-ACC以及 LKB1的表达情况以及肿瘤

微血管密度(MVD)进行检测，以探讨 VEGF、P-ACC、LKB1 与

NSCLC临床病理特征及其肿瘤血管生成的关系。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选择 2011年 2月 ~2016年 9月在我院胸外科进行手术治

疗的 83例 NSCLC患者作为研究对象，所有患者均经病理学明

确诊断为非小细胞肺癌，符合WHO制定的关于 NSCLC的相

关分型标准[4]。在 83例 NSCLC患者中，男性患者 55例，女性

患者 28例，患者年龄在 35~72岁之间，平均年龄为 54.79±

8.13岁。病理分型：鳞癌 46例，腺癌 37例。按照美国癌症联合

会(AJCC)和国际抗癌联盟(UICC)第七版肺癌分期手册[5]进行临

床分期，其中Ⅰ期 22例，Ⅱ期 21例，Ⅲ期 40例。同时排除：(1)

术前有放疗、化疗或生物治疗等抗肿瘤治疗史；(2)合并有肺癌

以外的其他类型肿瘤。本研究经我院伦理委员会审核批准后，

所有患者或家属均在知情同意书上签字，取其 NSCLC病理组

织样本进行研究，同时取其外周正常肺组织作为对照，所有样

本均经 10%的福尔马林溶液进行固定，并采用石蜡包埋。

1.2 方法

1.2.1 检测试剂 免疫组化试剂盒、DAB 显色剂、鼠抗人

VEGF单克隆抗体、鼠抗人 CD34单克隆抗体均由北京中杉金

桥生物技术有限公司提供，P-ACC 试剂由美国 Cell Signaling

Technology公司提供，鼠抗人 LKB1单克隆抗体由美国 Abcam

公司提供。

1.2.2 检测方法 选择 83例 NSCLC患者的病理组织样本蜡

块及其癌旁正常组织样本蜡块，行 4 滋m厚连续切片，每个组织

样本切片 5张。采用免疫组织化学法(SP法)对其 NSCLC病理

组织样本以及癌旁正常组织样本的 VEGF、P-ACC和 LKB1表

达情况进行检测，同时对 NSCLC病理组织样本的 CD34表达

情况进行检测，根据 CD34 计数计算其肿瘤微血管密度

(MVD)，所有操作均严格按照试剂盒说明书进行。以磷酸盐缓

冲液(PBS)代替一抗作为阴性对照，以已知阳性切片作为阳性

对照。

1.3 观察指标

由我院经验丰富的两名病理学进行检测结果进行双盲评

判。VEGF以胞膜、胞浆以及少数细胞间质染色成黄色、棕黄色

或黄褐色为阳性表达，阳性细胞主要在肿瘤边缘与正常组织交

界处；P-ACC以细胞质、细胞核部位被染色为黄色、棕黄色或黄

褐色为阳性表达；LKB1 以细胞质及少数细胞核被染色为黄

色、棕黄色或黄褐色为阳性表达。

阳性表达以细胞染色强度和细胞阳性百分率得分之和进

行判定[9-11]，随机选择 5个高倍镜视野(400× )进行判断：无染色

计 0分，浅黄色计 1分，棕黄色计 2分，黄褐色计 3分；细胞阳

性率＜5%计 0分，细胞阳性率在 5~25%计 1分，26%~50%计 2

分，51~75%计 3分，＞75%为 4分。将上述两项进行相加，以 0

分为阴性，1~2分为弱阳性，3~4分为阳性，5~6分为强阳性。

MVD计数采用WEIDENER法进行：每个样本在低倍镜

下(40× )寻找微血管分布均匀的区域，排除肿瘤出血区域以及

边缘反应区，之后再在 200倍视野下对被 CD34染成棕色的微

血管数目进行计数，取 5个视野下的血管数平均值作为MVD值。

1.4 统计学分析

本研究选择 SPSS19.0进行统计学分析，数据类型包括计

量资料和计数资料，分别采用均值± 标准差和百分数的形式表

示，数据比较则分别采用双侧 t检验和卡方检验进行，以 P<0.

05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 NSCLC和癌旁正常肺组织 VEGF、P-ACC和 LKB1的表达

比较

NSCLC组织中 VEGF阳性表达率为 72.29%，明显高于癌

旁正常肺组织(22.89%，P<0.05)；而 P-ACC、LKB1阳性表达率

分别为 31.33%、61.45%，与癌旁正常组织样本(分别为 75.90%、

90.36%)比较均明显降低(P<0.05)，见表 1。

2.2 VEGF、P-ACC和 LKB1的表达与 NSCLC患者病理学特征

的关系

NSCLC病理组织样本中的 VEGF阳性表达与 N分期、临

床分期以及MVD显著相关(P<0.05)，见表 2。NSCLC病理组织

样本中 P-ACC阳性表达与 T分期、临床分期以及MVD显著
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相关(P<0.05)，见表 3。NSCLC病理组织样本中 LKB1阳性表达

与 N分期、临床分期、分化程度以及 MVD显著相关(P<0.05)，

见表 4。

表 1 NSCLC和癌旁正常肺组织 VEGF、P-ACC和 LKB1的表达比较[例(%)]

Table 1 Comparison of the positive expression rates of VEGF, P-ACC and LKB1 between NSCLC and paracancerous normal lung tissue[n(%)]

Type of organization Cases VEGF P-ACC LKB1

NSCLC pathological tissue 83 60(72.29) 26(31.33) 51(61.45)

Paracancerous normal tissue 83 19(22.89) 63(75.90) 75(90.36)

P value 0.0000 0.0000 0.0000

表 2 VEGF表达与 NSCLC患者病理学特征的关系[例(%)]

Table 2 Correlation of the VEGF expression with the pathological features of NSCLC patients [n(%)]

Pathological features Cases Positive Negative P value

Age
≤ 60 45 15(33.33) 30(66.67)

0.6678
＞60 38 11(28.95) 27(71.05)

T staging
T1~T2 44 19(43.18) 25(56.82)

0.0134
T3~T4 39 7(17.95) 32(82.05)

N staging
N0 38 13(34.21) 25(65.79)

0.6025
N1~N3 45 13(28.89) 32(71.11)

Pathological type
Squamous cell carcinoma 46 16(34.78) 30(65.22)

0.4489
Adenocarcinoma 37 10(27.03) 27(72.97)

Clinical stages
Ⅰ,Ⅱ 43 19(44.19) 24(55.81)

0.0088
Ⅲ 40 7(17.50) 33(82.50)

Degree of

differentiation

Poorly differentiation 19 7(36.84) 12(63.16)

0.7335Middle differentiation 55 17(30.91) 38(69.09)

High differentiation 9 2(22.22) 7(77.78)

MVD
≤ 30 44 20(45.45) 24(54.55)

0.0032
＞30 39 6(15.38) 33(84.62)

表 3 P-ACC表达与 NSCLC患者病理学特征的关系[例(%)]

Table 3 Correlation of the P-ACC expression with the pathological features of NSCLC patients [n(%)]

Pathological features Cases Positive Negative P value

Age
≤ 60 45 33(73.33) 12(26.67)

0.8171
＞60 38 27(71.05) 11(28.95)

T staging
T1~T2 44 31(70.45) 13(29.55)

0.1678
T3~T4 39 29(74.36) 10(25.64)

N staging
N0 38 23(60.53) 15(39.47)

0.0278
N1~N3 45 37(82.22) 8(17.78)

Pathological type
Squamous cell carcinoma 46 34(73.91) 12(26.09)

0.7125
Adenocarcinoma 37 26(70.27) 11(29.73)

Clinical stages
Ⅰ,Ⅱ 43 25(58.14) 18(41.86)

0.0028
Ⅲ 40 35(87.50) 5(12.50)

Degree of

differentiation

Poorly differentiation 19 13(68.42) 6(31.58)

0.8683Middle differentiation 55 40(72.73) 15(27.27)

High differentiation 9 7(77.78) 2(22.22)

MVD
≤ 30 44 27(61.36) 17(38.64)

0.0182
＞30 39 33(84.62) 6(15.38)
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3 讨论

非小细胞肺癌(NSCLC)的早期诊断较为困难，临床上约有

40%的患者在确诊时已出现远处转移，同时远期生存率较低，

其 5年生存率仅有 15%[12-15]。借助肿瘤组织学类型检查以及传

统的临床表现分期难以对其预后做出准确判断，同时对其临床

治疗的指导意义也有限。伴随着基因、表现遗传学的发展，从分

子生物学角度研究 NSCLC逐渐深入，有利于从本质上了解肿

瘤的发病机制[16]，从而实现早期诊断和个性化治疗。

非小细胞肺癌在整个发展过程中需要依赖充足的血供，肿

瘤血管的形成是恶性肿瘤生长的关键一环，也是导致恶性肿瘤

细胞浸润、转移的关键步骤[17,18]。血管内皮生长因子(VEGF)作为

促进肿瘤血管形成的重要刺激因子，其表达多位于肿瘤周边以

及肿瘤将要浸润的周围区域。VEGF在与其受体 -2(VEGFR-2)

结合后，能够对血管内皮细胞的增殖、浸润、迁移以及通透性变

化进行调节[19]，有助于肿瘤细胞的增殖和凋亡。本研究结果显

示 NSCLC组织中的 VEGF阳性表达率为 72.29%，明显高于癌

旁正常组织样本(22.89%)。同时，其阳性表达与与淋巴转移、临

床分期有关，且 VEGF的阳性表达与肿瘤微血管密度呈现正相

关，提示VEGF表达与肿瘤血管的生成密切相关，VEGF可能通过

促进肿瘤血管生成从而对肿瘤细胞的浸润和转移造成影响[20,21]。

肿瘤细胞的存活离不开能量的供应，腺苷活化蛋白激酶

(AMPK)作为细胞能量代谢的调节器，其活性表达与炎症因子

的表达水平存在密切关系 [22-25]，AMPK激活后能够显著减轻机

体炎症介质的表达，从而减少组织的炎症损伤，AMPK的失活

往往会促进炎症的进一步发展[26]。而 P-ACC作为乙酰辅酶 A

羟化酶(ACC)的磷酸化形式，是 AMPK 的下游直接靶蛋白，

也是反映 AMPK是否被激活的最佳指标[27]。本研究结果显示

NSCLC组织样本的 P-ACC1阳性表达率为 31.33%，明显低于

癌旁正常组织样本(75.90%)，且 P-ACC表达与其肿瘤大小、临

床分期呈现负相关。同时，P-ACC阳性样本的MVD水平也明

显低于阴性样本。可见，在 NSCLC组织中 AMPK的活性较低，

Pathological features Cases Positive Negative P value

Age
≤ 60 45 28(62.22) 17(37.78)

0.8743
＞60 38 23(60.53) 15(39.47)

T staging
T1~T2 44 28(63.64) 16(36.36)

0.6632
T3~T4 39 23(58.97) 16(41.03)

N staging
N0 38 29(76.32) 9(23.68)

0.0105
N1~N3 45 22(48.89) 23(51.11)

Pathological type
Squamous cell carcinoma 46 29(63.04) 17(36.96)

0.7388
Adenocarcinoma 37 22(59.46) 15(40.54)

Clinical stages
Ⅰ,Ⅱ 43 33(76.74) 10(23.26)

0.0030
Ⅲ 40 18(45.00) 22(55.00)

Degree of

differentiation

poorly differentiation 19 16(84.21) 3(15.79)

0.0246Middle differentiation 55 32(58.18) 23(41.82)

High differentiation 9 3(33.33) 6(66.67)

MVD
≤ 30 44 34(77.27) 10(22.73)

0.0017
＞30 39 17(43.59) 22(56.41)

表 4 LKB1表达与 NSCLC患者病理学特征的关系[例(%)]

Table 4 Correlation of the LKB1 expression with the pathological features of NSCLC patients[n(%)]

2.3 VEGF、P-ACC和 LKB1阳性、阴性样本的MVD水平比较

NSCLC组织中，VEGF阳性样本的MVD水平明显高于阴

性样本，P-ACC、LKB1阳性样本的MVD水平明显低于阴性样

本，差异比较有统计学意义(P<0.05)，见表 5。

表 5 VEGF、P-ACC和 LKB1阳性、阴性样本的MVD水平比较(x± s)

Table 5 Comparison of the MVD levels between VEGF, P-ACC and LKB1 positive and negative samples(x± s)

Expression Cases MVD P value

VEGF positive 60 32.46± 4.28
0.0001

VEGF negative 23 28.13± 3.74

P-ACC positive 26 27.66± 3.49
0.0000

P-ACC negative 57 33.25± 4.13

LKB1 positive 51 28.02± 4.23
0.0000

LKB1 negative 32 32.86± 4.56
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在促进炎症发展的同时，也在一定程度上促进了 NSCLC肿瘤

细胞的生长、浸润和转移。

肿瘤的发生、发展是一个多因素、多阶段和多步骤的生物

学变化过程，抑癌基因的失活是其中的重要阶段[28,29]。抑癌基因

的失活往往会导致细胞生长、分化调节的失控，造成细胞持续

分裂进而发生癌变。LKB1作为一种保守的抑癌基因，通过与靶

蛋白的结合从而对细胞生长、凋亡等主要生命活动进行调控[30]。

LKB1失活往往会导致细胞无节制生长以及促进肿瘤新生血

管的形成。本研究结果显示 NSCLC组织样本的 LKB1阳性表达

率为 61.45%，明显低于癌旁正常组织样本(90.36%)，且 LKB1

低表达与淋巴转移、临床肿瘤分期、肿瘤分化程度密切相关，同

时 LKB1 阳性样本的 MVD 水平也显著低于其阴性样本，

LKB1的低表达在一定程度上提示 NSCLC患者的预后较差。

综上，VEGF在非小细胞肺癌组织中呈现高表达，P-ACC、

LKB1呈现低表达。VEGF、P-ACC、LKB1的表达与 NSCLC临

床病理特征及肿瘤血管生成均存在密切联系，对于预测NSCLC

癌细胞的生长、浸润和转移具有重要意义。鉴于 NSCLC发病的

复杂性，其具体的作用机制需要进一步研究证实。
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