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食管鳞状细胞癌组织中血管生成抑制蛋白 １和血管内皮生长因子
表达与预后的关系

郭晓峰，张　勇，李保田，李丹丹，刘　艳，李东方，刘高峰
（中国人民解放军第１５３中心医院胸外科，河南　郑州　４５００００）

摘要：　目的　探讨血管生成抑制蛋白１（ＶＡＳＨ１）和血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）在食管鳞状细胞癌（ＥＳＣＣ）组织
中的表达与预后的关系。方法　选取中国人民解放军第１５３中心医院病理科２００６年７月至２００７年１０月存档石蜡
包埋ＥＳＣＣ组织标本１２８例和正常食管组织标本４２例，用免疫组织化学（ＳＰ）法检测其ＶＡＳＨ１和ＶＥＧＦ的表达，并根
据随访资料进行单因素ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析和多因素Ｃｏｘ回归分析。结果　ＶＡＳＨ１、ＶＥＧＦ在ＥＳＣＣ组织中的阳性
表达率分别为５３．９％（６９／１２８）、５９．４％（７６／１２８），在正常组织中的阳性表达率分别为７．１％（３／４２）、１６．７％（７／４２），
ＶＡＳＨ１、ＶＥＧＦ在ＥＳＣＣ组织中的阳性表达率显著高于在正常组织中的阳性表达率（Ｐ＜０．０５）；ＶＡＳＨ１、ＶＥＧＦ在ＥＳＣＣ
组织中的表达与肿瘤浸润深度、ＴＮＭ分期及淋巴结转移显著相关（Ｐ＜０．０５）；ＥＳＣＣ组织中，ＶＥＧＦ与 ＶＡＳＨ１表达呈
显著正相关（ｒ＝０．５４３，χ２＝３７．８１０，Ｐ＜０．０５）；多因素Ｃｏｘ回归分析显示，浸润深度、淋巴结转移、ＶＡＳＨ１及 ＶＥＧＦ表
达水平可作为ＥＳＣＣ预后的独立危险因素（Ｐ＜０．０５）。结论　ＶＡＳＨ１和ＶＥＧＦ可能与ＥＳＣＣ的发展、浸润、转移有关，
且对预测ＥＳＣＣ的预后具有一定的意义。
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　　食管癌在我国是常见的恶性肿瘤之一，其死亡
的主要原因是恶性肿瘤细胞侵袭、转移，而肿瘤微血

管的生成是其生长、转移及浸润的基础［１］。与恶性

肿瘤微血管相对抗的血管生成抑制蛋白１（ｖａｓｏｈｉｂｉｎ
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１，ＶＡＳＨ１）是新近研究所发现的［２３］。ＶＡＳＨ１具有
负反馈调节血管生成功能，在恶性肿瘤血管生成的

调节中起重要作用［４］，如乳腺癌［５］、前列腺癌［６］、尿

路上皮癌［７］等。而血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎ
ｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）通过特异性地作用于
血管内皮细胞，进而促进肿瘤的血管新生，增加血管

通透性，促进恶性肿瘤细胞转移和播散。关于

ＶＡＳＨ１、ＶＥＧＦ在食管鳞状细胞癌（ｅｓｏｐｈａｇｅａｌｓｑｕａ
ｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＥＳＣＣ）组织中的关系国内外文
献报道较少，本实验采用免疫组织化学链霉亲和素

过氧化物酶（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎｐｅｒｏｓｉｄａｓｅ，ＳＰ）法检测 ＥＳ
ＣＣ组织中ＶＡＳＨ１、ＶＥＧＦ的表达，并探讨其表达与
临床病理特征及预后的关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取中国人民解放军第１５３中心
医院病理科２００６年７月至２００７年１０月存档石蜡
包埋ＥＳＣＣ组织标本１２８例和正常食管组织标本４２
例，均经病理苏木精伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染
色证实（图１）。１２８例 ＥＳＣＣ患者中男８４例，女４４
例；年龄４５～７６岁，平均（５８．３１±７．６２）岁；高分化
２７例，中分化６２例，低分化３９例；浸润深度：Ｔ１＋Ｔ２
４９例，Ｔ３６５例，Ｔ４１４例；有淋巴结转移者８６例，无
淋巴结转移者 ４２例；根据国际抗癌联盟（Ｉｎｔｅｒｎａ
ｔｉｏｎａｌＵｎｉｏｎＡｇａｉｎｓｔＣａｎｃｅｒ，ＵＩＣＣ）２００９版 ＴＮＭ病
理分期标准进行分期：Ⅰ期１８例，Ⅱ期３６例，Ⅲ期
５３例，Ⅳ期２１例。所有患者术前未经放射治疗、化
学治疗及生物治疗，均有完整的临床病理资料。随

访截止日期为 ２０１２年１０月，生存期的计算从手术
日期到随访截止日期，或因其他疾病、复发转移而死

亡的日期为止，截尾值为０。

Ａ：ＥＳＣＣ组织；Ｂ：正常食管组织。

图１　ＥＳＣＣ组织和正常食管组织病理结果（ＨＥ染色，×１００）
Ｆｉｇ．１　ＥＳＣＣｔｉｓｓｕｅａｎｄｎｏｒｍａｌｅｓｏｐｈａｇｅａｌｔｉｓｓｕｅ（ＨＥｓｔａｉ
ｎｉｎｇ，×１００）

１．２　主要试剂　兔抗人抗体 ＶＡＳＨ１（批号 ｂｓ
１５０５Ｒ）购于北京博奥森生物技术有限公司；兔抗人
ＶＥＧＦ抗体（批号 ＺＡ０５８０）购于北京中杉金桥生物
技术有限公司；ＳＰ试剂盒及二氨基联苯胺（ｄｉａｍｉｎｏ
ｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＤＡＢ）显色试剂盒购自北京中山试剂公司。
１．３　方法　将选取好的石蜡块在切片机上制成

４μｍ厚切片，按免疫组织化学 ＳＰ法检测 ＥＳＣＣ组
织标本和正常食管组织标本中 ＶＡＳＨ１和 ＶＥＧＦ的
表达，具体步骤：（１）烤片，二甲苯脱蜡，梯度乙醇逐
级水化；（２）热修复抗原；（３）消除内源性过氧化物
酶活性；（４）封闭；（５）孵一抗；（６）孵二抗；（７）加入
辣根过氧化物酶；（８）ＤＡＢ显色；（９）复染、脱水、透
明、封片。一抗均按１１００稀释。用已知阳性片作
对照，以磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，
ＰＢＳ）代替一抗作空白对照。
１．４　结果判定　结果判定采用双盲法，同时有２位
资深的病理科医师独立观察每张切片后做出判定，

判定标准采用半定量评分法，根据染色强度和阳性

细胞数来判定［８］：首先按染色强度计分：０分为无
色，１分为淡黄色，２分为棕黄色，３分为棕褐色；然
后按阳性细胞百分比计分，０分为阴性，１％ ～１０％
为１分，１１％ ～５０％为２分，５１％ ～７５％为３分，＞
７５％为４分。用染色强度得分和阳性细胞百分比得
分的乘积作为判断标准，若积分≥４分为阳性。
１．５　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１７．０软件对数据进行
统计学分析，计数资料采用χ２检验；相关性分析采用
Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关性分析；绘制 ＶＡＳＨ１和 ＶＥＧＦ的
生存曲线并采用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ、Ｌｏｇｒａｎｋ检验方法分
析；采用多因素Ｃｏｘ风险比例模型筛选ＥＳＣＣ预后的
影响因素；Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＶＡＳＨ１和 ＶＥＧＦ在 ＥＳＣＣ、正常食管组织中
的表达　结果见图２。ＶＡＳＨ１主要表达于细胞质和
（或）细胞膜，呈淡黄色至棕褐色颗粒；ＶＥＧＦ主要表
达于细胞质，呈棕褐色颗粒。

Ａ：ＥＳＣＣ组织中ＶＡＳＨ１表达；Ｂ：正常食管组织中ＶＡＳＨ１表达；
Ｃ：ＥＳＣＣ组织中ＶＥＧＦ表达；Ｄ：正常食管组织中ＶＥＧＦ表达。

图２　ＶＡＳＨ１和 ＶＥＧＦ在 ＥＳＣＣ、正常食管组织中的表达
（ＳＰ染色，×１００）
Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＡＳＨ１ａｎｄＶＥＧＦｉｎＥＳＣＣａｎｄｎｏｒ
ｍａｌｅｓｏｐｈａｇｅａｌｔｉｓｓｕｅｓ（ＳＰｓｔａｉｎｉｎｇ，×１００）
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２．２　ＶＡＳＨ１和 ＶＥＧＦ在 ＥＳＣＣ、正常食管组织中
的阳性表达率比较　ＶＡＳＨ１在 ＥＳＣＣ组织和正常
食管组织中的阳性表达率分别为５３．９１％（６９／１２８）
和７．１４％（３／４２），差异有统计学意义（χ２＝２８．３２４，
Ｐ＜０．０５）；ＶＥＧＦ在 ＥＳＣＣ组织和正常食管组织中
的阳性表达率分别为５９．３８％（７６／１２８）和１６．６７％
（７／４２），差异有统计学意义（χ２ ＝２３．０８５，Ｐ＜
００５）。
２．３　ＥＳＣＣ组织中 ＶＡＳＨ１、ＶＥＧＦ表达与临床病
理特征之间的关系　结果见表１。ＶＡＳＨ１和 ＶＥＧＦ
表达与患者的年龄、性别及分化程度无关（Ｐ＞
００５），与浸润深度、ＴＮＭ分期和淋巴结转移呈显著
相关性（Ｐ＜０．０５）。
表１　ＥＳＣＣ组织中ＶＡＳＨ１、ＶＥＧＦ表达与临床病理特征之
间的关系

Ｔａｂ．１　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＡＳＨ１，
ＶＥＧＦｉｎＥＳＣＣｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓ

病理指标 ｎ
ＶＡＳＨ１表达
阳性例数

χ２ Ｐ
ＶＥＧＦ表达
阳性例数

χ２ Ｐ

性别

　　男 ８４ ４５
０．０１１０．９１６

４９
０．１１００．７４０

　　女 ４４ ２４ ２７
年龄

　　＜６０岁 ７６ ４３
０．５３８０．４６３

４６
０．１０３０．７４８

　　≥６０岁 ５２ ２６ ３０
浸润深度

　　Ｔ１＋Ｔ２ ４９ １９ ２０
　　Ｔ３ ６５ ４２ ７．５７４０．０２３ ４５ １１．７５３０．００３
　　Ｔ４ １４ ８ １１
ＴＮＭ分期
　　Ⅰ＋Ⅱ ５４ ２３

４．８１２０．０２８
２５

６．６２４０．０１０
　　Ⅲ＋Ⅳ ７４ ４６ ５１
分化程度

　　高 ２７ １７ １８
　　中 ６２ ３４ １．８５６０．３９５ ３５ ０．８１７０．６６５
　　低 ３９ １８ ２３
淋巴结转移

　　有 ８６ ５３
６．２８９０．０１２

５７
５．１７９０．０２３

　　无 ４２ １６ １９

２．４　ＥＳＣＣ组织中 ＶＥＧＦ和 ＶＡＳＨ１表达相关性
　结果见表２。ＥＳＣＣ组织中ＶＡＳＨ１与ＶＥＧＦ表达

呈显著正相关（ｒ＝０．５４３，χ２＝３７．８１０，Ｐ＜０．０５）。
表２　ＥＳＣＣ组织中ＶＥＧＦ和ＶＡＳＨ１表达相关性
Ｔａｂ．２　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＥＧＦａｎｄ
ＶＡＳＨ１ｉｎＥＳＣＣｔｉｓｓｕｅ

ＶＥＧＦ表达
ＶＡＳＨ１表达
阳性 阴性

ｒ χ２ Ｐ

阳性 ５８ １８
阴性 １１ ４１

０．５４３ ３７．８１０ ０．０００

２．５　ＥＳＣＣ组织中 ＶＡＳＨ１、ＶＥＧＦ表达水平与患
者术后生存期的关系　结果见图 ３。通过查阅病
例、电话等对１２８例患者进行随访，失访１０例，失访
率为７．８％。ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存曲线行 ＬｏｇＲａｎｋ检
验分析表明：ＶＡＳＨ１阳性表达患者的中位生存时间
为２１个月，显著短于阴性表达组的３４个月，阴性表
达组的预后显著高于阳性表达组，差异有统计学意

义（χ２＝２１．４７７，Ｐ＜０．０５）；ＶＥＧＦ阳性表达组患者
的中位生存时间为２０个月，显著短于阴性表达组的
３６个月，阴性表达组的中位生存时间显著长于阳性
表达组，差异有统计学意义（χ２ ＝２３．５３０，Ｐ＜
００５）。

Ａ：ＶＡＳＨ１表达；Ｂ：ＶＥＧＦ表达。

图３　ＶＡＳＨ１和ＶＥＧＦ阳性表达组与阴性表达组生存曲线
比较

Ｆｉｇ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｕｒｖｉｖａｌｃｕｒｖｅｓｂｅｔｗｅｅｎＶＡＳＨ１ａｎｄ
ＶＥＧＦｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐｓａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｇｒｏｕｐｓ

２．６　影响 ＥＳＣＣ患者预后的因素　结果见表 ３。
将年龄、性别、浸润深度、ＴＮＭ分期、分化程度、淋巴
结转移、ＶＡＳＨ１及 ＶＥＧＦ表达水平进行多因素 Ｃｏｘ
回归分析，结果显示，浸润深度、淋巴结转移、ＶＡＳＨ１
及ＶＥＧＦ表达水平为影响ＥＳＣＣ患者的独立预后因
素（Ｐ＜０．０５）。

表３　多因素Ｃｏｘ比例风险模型分析结果
Ｔａｂ．３　ＭｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅＣｏｘｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎａｌｒｉｓｋｍｏｄｅｌａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓ

临床病理参数 Ｂ ＳＥ Ｗａｌｄχ２ Ｐ ＲＲ
９５％ ＣＩ

下限 上限

淋巴结转移 ０．６７６ ０．２２０ ９．４４２ ０．００２ １．９６６ １．２７７ ３．０２７

浸润深度 ０．４７１ ０．１６０ ８．６６６ ０．００３ １．６０２ １．１７１ ２．１９２

ＶＥＧＦ表达 ０．６１４ ０．２１３ ８．３２３ ０．００４ １．８１４ １．２１８ ２．８０６

ＶＡＳＨ１表达 ０．６６６ ０．２０３ １０．７５４ ０．００１ １．９４６ １．３０７ ２．８９７
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３　讨论

ＶＡＳＨ是从ＶＥＧＦ诱导基因中分离得到的一个
新基因［３］，具有抗血管生成的功能，其编码的蛋白

质被命名为血管生成抑制蛋白（ｖａｓｏｈｉｂｉｎ，ＶＡＳＨ）；
其基因位于１４ｑ２４．３染色体，包括８个外显子和７
个内含子［９］；Ｃ端是重要的抗血管生成区域［１０］。

ＫＩＭＵＲＡ等［１１］提取出与 ＶＡＳＨ同源的蛋白，称为
ＶＡＳＨ２，原来发现的 ＶＡＳＨ称为 ＶＡＳＨ１；但 ＶＡＳＨ１
和ＶＡＳＨ２的作用截然相反：ＶＡＳＨ１表达于血管内
皮细胞，在血管发芽之前终止血管生成；而 ＶＡＳＨ２
表达于出芽前的单核细胞浸润中，起着促进血管生

成作用。另外，ＶＡＳＨ１具有抑制淋巴结转移的功
能，实验表明，将含有淋巴结转移的癌细胞移植到小

鼠体内，然后将 ＶＡＳＨ１基因的腺病毒注入，结果显
示，肿瘤局部淋巴结和淋巴管转移得到抑制［１２］。

ＶＡＳＨ１在恶性肿瘤血管生成的调节中起重要作
用［４］，从而影响恶性肿瘤的发展、侵袭和转移。ＬＵ
等［１３］报道，在卵巢癌中，Ｚｅｓｔｅ基因增强子的人类同
源物（ｅｎｈａｎｃｅｒｏｆＺｅｓｔｅｈｏｍｏｌｏｇ２，ＥＺＨ２）经甲基化
使ＶＡＳＨ１失活，以致ＶＡＳＨ１的表达下调，从而增强
肿瘤血管生成。ＴＡＭＡＫＩ等［５］报道，ＶＡＳＨ１在乳腺
癌组织中的表达显著高于对照组；并且与临床分期

及微血管有显著相关性；ＶＡＳＨ１还可作为转移和预
后的指标之一。本研究发现，ＶＡＳＨ１在 ＥＳＣＣ组织
中高表达，而在正常食管组织中低表达，这与 ＺＨＡＯ
等［１４］在肾恶性肿瘤的研究观点相反，但与 ＹＯＳＨＩ
ＮＡＧＡ等［１５］在宫颈恶性肿瘤的研究观点相同，分析

原因可能与ＶＡＳＨ１在不同组织中的表达不同有关。
ＶＡＳＨ１在ＥＳＣＣ组织中随着肿瘤浸润深度越深，其
阳性表达率越高，这与 ＫＯＳＡＫＡ等［６］报道 ＶＡＳＨ１
在前列腺癌中的研究观点相似。另外，ＴＮＭ分期越
晚的ＥＳＣＣ组织中ＶＡＳＨ１的阳性表达率越高；有淋
巴结转移ＥＳＣＣ组织中 ＶＡＳＨ１表达较无淋巴结转
移组织中高，这说明ＶＡＳＨ１能对抗ＥＳＣＣ中血管及
淋巴管的形成。而 ＭＩＹＡＺＡＫＩ等［７］实验发现，

ＶＡＳＨ１在尿路上皮癌中表达与淋巴结转移差异无
统计学意义，但与肿瘤分期、浸润深度及微血管差异

有统计学意义。本研究生存分析结果显示，ＶＡＳＨ１
低表达组患者生存时间优于ＶＡＳＨ１高表达组患者，
这与预期的结果相反，可推测恶性肿瘤组织在促进

血管形成的同时，也诱导 ＶＡＳＨ１的表达，用来对抗
血管的生成，因此，ＶＡＳＨ１的表达在一定程度上能
间接反映肿瘤新生血管的形成。多因素Ｃｏｘ分析结
果显示，ＶＡＳＨ１可作为 ＥＳＣＣ预后的独立危险因
素，这与ＶＡＳＨ１在乳腺癌［５］、尿路上皮癌［７］和前列

腺癌［６］等多因素Ｃｏｘ分析结果一致。
ＶＥＧＦ基因位于染色体６ｐ２１．３，包含７个内含

子和 ８个外显子。ＶＥＧＦ家族中包括 ＶＥＧＦＡ、
ＶＥＧＦＢ、ＶＥＧＦＣ、ＶＥＧＦＤ、ＶＥＧＦＥ；ＶＥＧＦＡ具有
促进血管形成的作用，而 ＶＥＧＦＣ和 ＶＥＧＦＤ有促
进淋巴管生成的作用［１２，１６］。ＶＥＧＦ为恶性肿瘤的浸
润和转移提供新血管和淋巴管的生成。ＺＡＭＡＮ
等［１７］研究发现，在乳腺癌患者血清中，ＶＥＧＦ水平
明显升高，但肿瘤切除后其水平显著下降，这说明肿

瘤组织参与 ＶＥＧＦ的表达、产生和释放。贾如江
等［１８］报道，ＶＥＧＦ在胰腺癌中的表达与病理分期及
淋巴结转移显著相关，且 ＶＥＧＦ可作为胰腺癌的预
后指标。本研究结果显示，ＶＥＧＦ表达与ＥＳＣＣ组织
的浸润深度、ＴＮＭ分期及淋巴结转移等因素有相关
性，这可能与ＶＥＧＦ促进肿瘤的血管和淋巴管生成
有关，以致肿瘤细胞浸润和转移。另外，多因素 Ｃｏｘ
分析显示，ＶＥＧＦ可作为 ＥＳＣＣ预后的独立危险因
素，但这与ＬＵＯ等［１９］报道的ＶＥＧＦ在ＥＳＣＣ中表达
不足以判断预后的观点相反，其原因或许与本研究

样本量少有关。

ＳＨＩＭＩＺＵ等［９］研究发现，ＶＥＧＦ与 ＶＡＳＨ１密切
相关，ＶＥＧＦ或成纤维细胞生长因子作用于血管内
皮生长因子受体２以激活酪氨酸激酶丝裂原活化
蛋白激酶１细胞外调节蛋白激酶信号通路，从而激
活蛋白激酶 Ｃδ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣδ，ＰＫＣδ）信号通
路，诱导 ＶＡＳＨ１生成，这可以解释本研究结果
ＶＥＧＦ与ＶＡＳＨ１表达呈正相关性。也许有其他的
机制来解释ＶＥＧＦ和ＶＡＳＨ１之间的关系，这有待进
一步研究。

综上所述，ＶＡＳＨ１具有抑制肿瘤淋巴管和血管
的生成，而ＶＥＧＦ在恶性肿瘤的血管和淋巴管的形
成中起重要作用，因此，期望 ＶＡＳＨ１在 ＥＳＣＣ中能
够为抗血管形成及药物治疗提供新的靶点。
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