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轴突诱导因子４Ｄ和血管内皮生长因子在胰腺癌组织中的表达

贾如江，侯丽艳，尹清臣，任利兵，杨庚武

（邯郸市中心医院普外一科，河北　邯郸　０５６１０２）

摘要：　目的　探讨轴突诱导因子４Ｄ（Ｓｅｍａ４Ｄ）和血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）在胰腺癌组织中的表达及其临床
意义。方法　采用免疫组织化学法检测４３例胰腺癌组织和１０例癌旁组织中Ｓｅｍａ４Ｄ和ＶＥＧＦ的表达，分析Ｓｅｍａ４Ｄ
和ＶＥＧＦ在胰腺癌组织中表达的相关性，以及胰腺癌组织中Ｓｅｍａ４Ｄ和ＶＥＧＦ的表达与临床病理特征、患者预后的关
系。结果　Ｓｅｍａ４Ｄ和ＶＥＧＦ在胰腺癌组织中的阳性表达率分别为５１．２％（２２／４３）和４６．５％（２０／４３），在癌旁组织中
的阳性表达率分别为１０．０％（１／１０）和２０．０％（２／１０），Ｓｅｍａ４Ｄ和ＶＥＧＦ在胰腺癌组织中的阳性表达率均显著高于癌
旁组织（Ｐ＜０．０１）。胰腺癌组织中Ｓｅｍａ４Ｄ和ＶＥＧＦ的表达呈正相关（ｒ＝０．４４５，Ｐ＜０．０５）。Ｓｅｍａ４Ｄ和 ＶＥＧＦ的阳
性表达均与肿瘤分期、淋巴结转移、脉管内瘤栓有关（Ｐ＜０．０５），与患者的性别、年龄、分化程度、肿瘤直径无关（Ｐ＞
００５）。ＶＥＧＦ表达阳性者中位生存时间低于 ＶＥＧＦ表达阴性者（Ｐ＜０．０５）。Ｓｅｍａ４Ｄ表达阳性者中位生存时间与
Ｓｅｍａ４Ｄ表达阴性者差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　Ｓｅｍａ４Ｄ和 ＶＥＧＦ在胰腺癌组织中异常表达可能与胰腺
癌的发生发展有一定关系，且二者可能对诱导血管新生具有协同效应；ＶＥＧＦ的表达与胰腺癌预后有关。
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　　轴突诱导因子４Ｄ（ｓｅｍａｐｈｏｒｉｎ４Ｄ，Ｓｅｍａ４Ｄ）是
具有 ｓｅｍａ区域为共同特征的蛋白 Ｓｅｍａｐｈｏｒｉｎ超家
族成员受体亚群之一，可以诱导轴突生长锥的定向

生长。有研究证明，Ｓｅｍａ４Ｄ在许多肿瘤中高表

达［１］，并且还能通过其受体神经丛素Ｂ１诱导血管

生成［２］。而实体瘤的生长和转移依赖新生血管形

成，因此，抑制新血管生成是近年来治疗肿瘤的新策

略［３］。同时，血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＧＥＧ）及其受体在肿瘤血管生成中具
有重要作用，已成为抗肿瘤生物治疗的一个重要靶

点。肿瘤介导血管生成的信号传导涉及多个信号通

路，针对这些通路而进行的一些靶向治疗也取得了

振奋人心的效果。本研究以免疫组织化学方法检测

胰腺癌中 Ｓｅｍａ４Ｄ和 ＶＥＧＦ的表达，分析其临床意
义及二者表达的相关性，旨在为临床治疗胰腺癌提

供新的思路。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２０１１年１月至２０１５年１２月

邯郸市中心医院收治的４３例胰腺癌患者的手术切
除组织标本，全部病例均经手术和病理检查证实，术

前未经化学治疗和放射治疗，具有完整的病历资料；

其中男 ２９例，女 １４例；年龄 ４０～７１岁，平均
（５５．１±４．９）岁；组织学分化程度：高分化腺癌 ３
例，中分化腺癌 １８例，中低分化及低分化腺癌 ２２
例；肿瘤直径：≤２ｃｍ者１例，２～４ｃｍ者２２例，＞
４ｃｍ者２０例；肿瘤分期：Ⅰ期５例，Ⅱ期１６例，Ⅲ
期２２例；淋巴结转移阳性者１８例；脉管内瘤栓２０
例。随机抽取其中１０例手术时切除的癌旁胰腺组
织标本作为对照，其中男７例，女３例，年龄４６～６７
岁，平均（５３．１±２．２）岁。二者性别、年龄比较差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５），具有可比性。
１．２　主要试剂和仪器　Ｓｅｍａ４Ｄ鼠抗人单克隆抗
体购自美国ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司，ＶＥＧＦ鼠抗人单克
隆抗体购自武汉博士德生物工程有限公司，免疫组织

化学二步法检测试剂盒购自北京中杉金桥生物技术

有限公司，辣根过氧化物酶标记的ＩｇＧ抗体（二抗）、
生物素化过氧化酶、苏木精染液购自武汉艾美捷生物

技术有限公司，化学发光超敏显色试剂盒购自美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；冰冻切片机、倒置相差显微镜及图像
分析仪购自德国ＬＥＩＣＡ公司。
１．３　免疫组织化学法检测胰腺癌组织及胰腺癌癌

旁组织中Ｓｅｍａ４Ｄ和 ＶＥＧＦ蛋白的表达　采用链
霉菌抗生物素蛋白过氧化物酶连结法（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ
ｐｅｒｏｓｉｄａｓｅ，ＳＰ）进行免疫组织化学染色，对胰腺癌组
织及胰腺癌癌旁组织中Ｓｅｍａ４Ｄ和ＶＥＧＦ蛋白的表
达进行检测。严格依据试剂盒说明步骤进行操作。

常规石蜡包埋，４μｍ切片，脱蜡并予乙醇水化，体积

分数３％Ｈ２Ｏ２室温避光孵育２０ｍｉｎ以阻断内源性过

氧化物酶活性；１００ｍＬ·Ｌ－１正常非免疫动物血清室

温封闭３０ｍｉｎ；弃去血清，枸橼酸盐缓冲液修复抗原，

加入５０ｍｇ·Ｌ－１山羊血清孵育３０ｍｉｎ后再分别加入

一抗（Ｓｅｍａ４Ｄ工作液浓度均为１１００，ＶＥＧＦ工作
液浓度为１５０）４℃过夜，再分别加二抗和生物素化
过氧化酶孵育３０ｍｉｎ，滴加新鲜配制的３，３二氨基联
苯胺显色液，镜下控制显色，苏木精轻度复染，二甲苯

透明，中性树脂封片，倒置显微镜观察拍照。阳性对

照采用已知阳性片为标准，阴性对照采用磷酸盐缓冲

液代替一抗为标准，其余步骤相同。

１．４　免疫组织化学染色结果的判定　Ｓｅｍａ４Ｄ蛋白
表达主要定位于肿瘤细胞的细胞质，少量着色于细胞

膜，呈棕黄色颗粒状。ＶＥＧＦ蛋白主要着色细胞质，
呈棕黄色颗粒。级别判断：染色结果根据染色细胞所

占细胞总数比例来判断，染色细胞积分采用细胞阳性

染色百分数，分为３级：＜２５％细胞染色为阴性（－），
２５％～５０％细胞染色为弱阳性（＋），＞５０％细胞染色
为强阳性（＋＋）；阳性＝弱阳性＋强阳性。
１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０软件进行分析，
计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用非独立
样本ｔ检验，多组计量资料采用方差分析，Ｓｅｍａ４Ｄ
和ＶＥＧＦ的表达相关性采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ双变量相关
分析，生存率分析采用Ｋａｐｌａｎｍｅｉｅｒ法，生存率比较
采用Ｌｏｇｒａｎｋ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｓｅｍａ４Ｄ和ＶＥＧＦ在胰腺癌组织中的表达　

４３例原发性胰腺癌组织中有 ２２例（５１．２％）Ｓｅｍａ
４Ｄ蛋白表达阳性，１０例癌旁组织中仅 １例
（１００％）Ｓｅｍａ４Ｄ呈弱阳性表达，胰腺癌组织 Ｓｅｍａ
４Ｄ蛋白表达阳性率显著高于癌旁组织（Ｐ＜００１），
差异有统计学意义（图１）。４３例原发性胰腺癌组
织中有２０例（４６．５％）ＶＥＧＦ蛋白表达阳性，１０例
癌旁组织中仅２例（２０．０％）ＶＥＧＦ呈弱阳性表达，
胰腺癌组织ＶＥＧＦ蛋白表达阳性率显著高于癌旁组
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织（Ｐ＜０．０１），差异有统计学意义（图２）。

Ａ：胰腺癌癌旁组织；Ｂ：胰腺癌组织。

图１　Ｓｅｍａ４Ｄ在胰腺癌癌旁组织和胰腺癌组织中的表达

Ｆｉｇ．１　Ｓｅｍａ４Ｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓａｎｄ

ａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ

Ａ：胰腺癌癌旁组织；Ｂ：胰腺癌组织。

图２　ＶＥＧＦ在胰腺癌癌旁组织和胰腺癌组织中的表达

Ｆｉｇ．２　ＶＥＧＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓａｎｄ

ａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ

２．２　Ｓｅｍａ４Ｄ和ＶＥＧＦ在胰腺癌组织中表达的相
关性　结果见表１。相关分析显示，Ｓｅｍａ４Ｄ和ＶＥＧＦ

在胰腺癌组织中的表达呈正相关（ｒ＝０．４４５，Ｐ＜
００５）。
表１　Ｓｅｍａ４Ｄ和ＶＥＧＦ胰腺癌表达的相关性分析

Ｔａｂ．１　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｅｍａ４Ｄ

ａｎｄＶＥＧＦｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａ

Ｓｅｍａ４Ｄ
ＶＥＧＦ

阳性／例 阴性／例
合计 ｒ Ｐ

阳性／例 １５ ７ ２２
０．４４５ ０．００３

阴性／例 ５ １６ ２１
合计 ２０ ２３ ４３

２．３　胰腺癌组织 Ｓｅｍａ４Ｄ和 ＶＥＧＦ的表达与临
床病理特征及患者预后的关系　结果见表２。Ｓｅ
ｍａ４Ｄ和 ＶＥＧＦ的阳性表达均与胰腺癌分期、淋巴
结转移、脉管内瘤栓有关（Ｐ＜０．０５），与患者的性
别、年龄、分化程度、肿瘤直径无关（Ｐ＞０．０５）。
ＶＥＧＦ表达阳性者中位生存时间为 １２．２３个月，
ＶＥＧＦ表达阴性者中位生存时间 １５．７０个月，
ＶＥＧＦ表达阳性者中位生存时间低于 ＶＥＧＦ表达
阴性者，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。Ｓｅｍａ４Ｄ
表达阳性者中位生存时间（１３．５４个月）与 Ｓｅｍａ
４Ｄ表达阴性者中位生存时间（１４．６３个月）比较差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

表２　胰腺癌组织中Ｓｅｍａ４Ｄ和ＶＥＧＦ表达与临床病理指标的关系

Ｔａｂ．２　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＳｅｍａ４ＤｏｒＶＥＧＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｔｈｅｃｌｉｎｉｃａｌｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

临床病理特征 ｎ
Ｓｅｍａ４Ｄ

阳性／例 阴性／例 χ２ Ｐ
ＶＥＧＦ

阳性／例 阴性／例 χ２ Ｐ

性别

　　男 ２９ １５ １４
０．０１１ ０．９１６

１２ １７
０．９４３ ０．３３１　　女 １４ ７ ７ ８ ６

年龄

　　＞６０岁 ３２ １６ １６
０．７９５ ０．０６８

１５ １７
０．００７ ０．９３５　　≤６０岁 １１ ６ ５ ５ ６

分化程度

　　高／中分化 ２１ １０ １１
０．２０６ ０．６５０

９ １２
０．２２０ ０．６３９　　中低／低分化 ２２ １２ １０ １１ １１

肿瘤直径

　　≤４ｃｍ ２３ １４ ９
１．８６５ ０．１７２

１２ １１
０．６３７ ０．４２５　　＞４ｃｍ ２０ ８ １２ ８ １２

肿瘤分期

　　Ⅰ／Ⅱ ２１ ５ １６
１２．２９１ ０．０００

６ １５
５．３１０ ０．０２１　　Ⅲ ２２ １７ ５ １４ ８

淋巴结转移

　　有 １８ １５ ３
１２．８２４ ０．０００

１４ ４
１２．１６５ ０．０００　　无 ２５ ７ １８ ６ １９

脉管内瘤栓

　　有 ２０ １４ ６
５．３１０ ０．０２１

１４ ６
８．２９２ ０．００４　　无 ２３ ８ １５ ６ １７

３　讨论

胰腺癌起病隐匿，发展较快，易发生转移，手术

切除率低，预后极差，已成为危害人类健康的“癌中

之王”。胰腺癌的发生、发展是一个极其复杂的过

程，当前针对胰腺癌的治疗不断发展和进步，但总体

疗效仍较差，需要进一步深入了解其发生、发展的机

制，从而施行靶向治疗。
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近来，有研究认为，Ｓｅｍａ４Ｄ和其受体与肿瘤发
生、发展关系密切，多种肿瘤细胞如头颈鳞状细胞

癌、乳腺癌、前列腺癌和结肠癌等均可表达 Ｓｅｍａ
４Ｄ［４］。本研究表明，在胰腺癌中Ｓｅｍａ４Ｄ也有一定
程度的阳性表达，而癌旁组织则没有类似的强阳性

表达。最近有文献报道，Ｓｅｍａ４Ｄ与神经丛素Ｂ１结
合后，激活小分子三磷酸鸟苷（ｇｕａｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅ，ＧＴＰ）酶结合蛋白癌基因（Ｒａｔｓａｒｃｏｍａ，Ｒａｓ）的
同源基因家族 ＡＲａｓ，导致有丝分裂原活化蛋白激
酶和丝氨酸苏氨酸蛋白激酶（ｐｒｏｔｅｉｎｓｅｒｉｎｅｔｈｒｅｏｎｉｎｅ
ｋｉｎａｓ，Ａｋｔ）的磷酸化，从而增强胰腺癌细胞的侵袭
力［５］。但是，目前少有关于胰腺癌组织中 Ｓｅｍａ４Ｄ
表达的报道，其与胰腺癌的关系和机制需要进一步

探讨和研究。也有研究报道，Ｓｅｍａ４Ｄ的表达与肿
瘤内皮细胞迁移和肿瘤血管形成有关［６７］，而血管生

成在肿瘤发展、侵袭及转移过程中的作用举足轻

重［８］。肿瘤生长所需的氧气和营养都需要靠血管

生成来维持相应的血液循环和物质交换。目前，已

有文献证实，ＶＥＧＦ在胰腺癌中高表达，而在癌旁组
织中则并非如此［９］，这与本研究结果基本一致，而

表达强度和比例的差异则可能与种族、地区差异或

抽样误差有关，需要进一步大样本证实。ＶＥＧＦ在
肿瘤新生血管生成中起重要作用［１０］，它能刺激血管

内皮细胞生长迁徙至肿瘤组织形成新的血管。多项

研究已证实，ＶＥＧＦ已成为抗肿瘤治疗的一个重要
靶点［９１１］。

本组研究结果显示，胰腺癌组织中 Ｓｅｍａ４Ｄ
和 ＶＥＧＦ阳性表达的比例明显高于癌旁组织。并
且，Ｓｅｍａ４Ｄ和 ＶＥＧＦ的阳性表达均与胰腺癌分
期、淋巴结转移、脉管内瘤栓相关，这与既往研究

的结果基本一致［９１５］。另外，本研究发现 Ｓｅｍａ４Ｄ
和 ＶＥＧＦ在胰腺癌中的表达具有明显相关性，
ＶＥＧＦ表达阳性者中位生存时间低于 ＶＥＧＦ表达
阴性者，因此推测在胰腺癌中，Ｓｅｍａ４Ｄ和 ＶＥＧＦ
在诱导血管新生应答方面可能具有协同作用，Ｓｅ
ｍａ４Ｄ可能通过 ＶＥＧＦ影响肿瘤血管生成。

综上所述，Ｓｅｍａ４Ｄ和 ＶＥＧＦ在胰腺癌组织中
异常阳性表达，且与胰腺癌的发生、发展有一定关

系，二者的表达具有相关性，提示在胰腺癌进展机

制中，Ｓｅｍａ４Ｄ和 ＶＥＧＦ可能对诱导血管新生具有
协同效应，进而影响肿瘤进展，但具体机制需要进

一步研究。另外，本研究例数较少，且为单中心研

究结果，因此，需要进一步扩大样本量以及后续行

多中心联合分析来证实研究结果。
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