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　　【摘要】　目的　研究血管内皮生长因子Ｃ（ＶＥＧＦＣ）及其受体Ｆｌｔ４在乳腺癌中的

表达及其表达程度与肿瘤临床病理特征及预后的关系。方法　收集手术切除后行石蜡

包埋的乳腺癌标本６０例，制作成４μｍ厚的连续切片，经免疫组织化学染色后观察乳腺

癌组织中ＶＥＧＦＣ、Ｆｌｔ４的表达情况。结果　（１）乳腺癌细胞 ＶＥＧＦＣ与其受体 Ｆｌｔ４表

达呈正相关（Ｐ＜０．０１）；（２）ＶＥＧＦＣ与 ＰＣＮＡ表达显著相关（Ｐ＜０．０１）；（３）Ｆｌｔ４与增

殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）表达显著相关（Ｐ＜０．０１）；（４）淋巴结转移组乳腺癌细胞 ＶＥＧＦ
Ｃ／Ｆｌｔ４阳性指数明显高于未转移组（Ｐ＜０．０５）；（５）ＶＥＧＦＣ与患者年龄、肿瘤大小、组

织学分级、ＥＲ、ＰＲ及病理类型无统计学关系（均 Ｐ＞０．０５）；（６）ＶＥＧＦＣ与预后无统计

学关系。结论　ＶＥＧＦＣ／Ｆｌｔ４调控系统在乳腺癌细胞增殖中起一定的促进作用；ＶＥＧＦ
Ｃ／Ｆｌｔ４可能通过某种机制促进淋巴结转移；ＶＥＧＦＣ不能作为判断乳腺癌预后的独立

指标。
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　　乳腺癌是世界范围内的严重危害女性健康的恶性肿瘤［１］。研究乳腺癌淋
巴转移的机制、早期检测和控制已成为乳腺癌防治的一个重要环节。血管内
皮生长因子Ｃ（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＣ，ＶＥＧＦＣ）是１９９６年 Ｊｏｕｋｏｖ
等［２］从人类前列腺肿瘤细胞中分离、纯化出来的，可通过自分泌或旁分泌的形
式，与其受体ＫＤＲ（ＶＥＧＦＲ２）和Ｆｌｔ４（ＶＥＧＦＲ３）结合而发挥作用。当ＶＥＧＦＣ
与受体结合后，可激活酪氨酸激酶信号转导通路，诱导血管和淋巴管的生成。

体外实验证明：ＶＥＧＦＣ可刺激血管和淋巴管内皮细胞分裂、增殖、游走、管腔
形成、诱导细胞骨架重构和增强内皮细胞的通透［３－４］；ＶＥＧＦＣ可与 ＶＥＧＦ形
成异源二聚体，增强 ＶＥＧＦ的促血管增殖作用［５］；在部分肿瘤中，其表达强度
与淋巴结转移密切相关。这表明肿瘤细胞可能通过 ＶＥＧＦＣ的分泌作用，上
调其受体Ｆｌｔ４表达，进而促进肿瘤细胞增殖和肿瘤血管及淋巴管生成，促进肿
瘤转移。ＶＥＧＦＣ及其受体Ｆｌｔ４是目前为止发现的唯一一组调节胚胎组织淋
巴管生成和成熟个体淋巴管生理功能的调节因子［６］。本研究采用免疫组织化
学的方法，观察ＶＥＧＦＣ／Ｆｌｔ４在人类乳腺癌组织中的表达情况，以及其表达与
乳腺癌淋巴结转移的关系，探讨 ＶＥＧＦＣ／Ｆｌｔ４调控系统在人类乳腺癌增殖及
转移中的作用和意义。

１　材料与方法
１．１　标本选择

本组６０例标本选自１９９９～２００３年天津医科大学附属肿瘤医院经病理检查
证实且有随访和预后资料的女性乳腺癌患者的肿瘤组织。所有病例在诊断时无
远处转移证据并给予手术治疗及化学治疗。患者均为女性，年龄３３～７２岁，中
位年龄４８．２岁。根据１９８９年中国乳腺癌诊断标准进行病理分型，６０例中浸润
性非特殊型５８例，浸润性特殊型２例。其中单纯癌３６例，髓样癌９例，浸润性
导管癌８例，其他类型７例。组织学分级Ⅰ级：３例；Ⅱ级：３２例；Ⅲ级：２５例。６０例
病例中３１例５年之内出现复发或转移，其中已死亡病例为１７例。
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１．２　治疗情况
６０例患者均在天津医科大学附属肿瘤医院行手术治疗。手术方式为：改良

根治Ⅰ式术１５例，行全乳切除，保留胸大肌、胸小肌，加腋窝淋巴结清扫；改良根

治Ⅱ式术１０例，行全乳切除，保留胸大肌，切除胸小肌，加腋窝淋巴结清扫；根治

术３５例，行全乳切除，切除胸大肌、胸小肌，加腋窝淋巴结清扫。检出淋巴结数

目为８～４７枚，平均２４．９枚。化疗采用含蒽环的常规辅助化疗方案，其中含紫杉

类药物化疗９例。术后接受放射治疗者４２例。内分泌治疗：除雌激素受体
（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＲ）和孕激素受体（ｐｒｏｇｅｓｔｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＲ）均阴性的患者

外，均服用他莫昔芬１０ｍｇ，每日２次。
１．３　石蜡标本的制备

将切取的组织经４％甲醛固定，洗去多余固定液后，用乙醇脱水：从７０％
的乙醇开始，依次到纯乙醇结束，使组织内水分被乙醇替代。再用二甲苯除去

组织标本中的乙醇。最后将组织标本置于熔化的石蜡中浸蜡。浸蜡后的组织

标本经冷却即形成蜡块，用于制作切片。

１．４　组化试剂
ＥＲ的一抗为鼠抗人单克隆抗体，克隆系为１Ｄ５，Ｉｇ分类为 ＩｇＧ１；ＰＲ的一

抗为兔抗人单克隆抗体，克隆系为ＳＰ２，Ｉｇ分类为兔ＩｇＧ；ＶＥＧＦＣ一抗为兔抗

人ＶＥＧＦＣ（Ｈ１９０）多克隆抗体；Ｆｌｔ４一抗为兔抗人Ｆｌｔ４（ｓｃ１２０）多克隆抗体；

增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）一抗为鼠抗人ＰＣＮＡ
（ＭＡＢ０１４５）；二抗为生物素标记的羊抗鼠的通用型抗体 ＩｇＧ，三抗为第２代

辣根酶标记链霉卵白素工作液。以上试剂均购自北京中山生物技术有限

公司。

１．５　染色步骤
１．５．１　ＨＥ染色：切片常规用二甲苯脱蜡，经各级乙醇至水洗涤：二甲苯（Ｉ）５ｍｉｎ
→二甲苯（Ⅱ）５ｍｉｎ→１００％乙醇２ｍｉｎ→９５％的乙醇１ｍｉｎ→８０％乙醇１ｍｉｎ
→７５％乙醇１ｍｉｎ→蒸馏水洗涤２ｍｉｎ。苏木素染色５ｍｉｎ，自来水冲洗。盐酸

乙醇分化３０ｓ（提插数次）。自来水浸泡１５ｍｉｎ或温水（约５０℃）５ｍｉｎ。置入

伊红液中２ｍｉｎ。常规脱水，透明，封片：９５％乙醇（Ｉ）１ｍｉｎ→９５％乙醇（Ⅱ）１ｍｉｎ→
１００％乙醇（Ｉ）１ｍｉｎ→１００％乙醇（Ⅱ）１ｍｉｎ→二甲苯石炭酸（３∶１）１ｍｉｎ→二甲

苯（Ｉ）１ｍｉｎ→二甲苯（Ⅱ）１ｍｉｎ→中性树脂封固。

１．５．２　免疫组织化学：石蜡切片在６０℃恒温箱中烘烤２０ｍｉｎ。二甲苯脱蜡

至纯乙醇，３％过氧化氢浸泡１０ｍｉｎ；梯度乙醇脱水；ＰＢＳ缓冲液冲洗２次，每次
５ｍｉｎ；酶消化：０．４％胃蛋白酶液浸泡置于３７℃温箱，时间为３０ｍｉｎ；ＰＢＳ缓冲

液冲洗３次；抗原热修复：ＥＤＴＡ（ｐＨ＝８．０）工作液浸泡切片，置于医用微波炉
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高火加热１０ｍｉｎ后，中火维持１０ｍｉｎ，自然彻底冷却。滴加一抗５０μｌ，３７℃温室静置
１．５ｈ，ＰＢＳ缓冲液冲洗３次，每次５ｍｉｎ。滴加生物素标记二抗工作液５０μｌ，３７℃室温
静置３０ｍｉｎ，ＰＢＳ缓冲液冲洗３次。滴加第２代辣根酶标记链霉卵白素工作液５０μｌ，
３７℃室温静置３０ｍｉｎ，ＰＢＳ缓冲液冲洗３次。ＤＢＡ显色，水洗，复染，脱水，透明，封固。

ＥＲ、ＰＲ、ＶＥＧＦＣ、Ｆｌｔ４及ＰＣＮＡ的免疫组织化学过程相同，只是一抗不同
（一抗在组化试剂中已详述）。
１．６　评定标准

由免疫组织化学室的病理医师在不知任何临床和病理资料的情况下对免疫组织
化学染色结果进行评估（在低倍镜下选取ＶＥＧＦＣ阳性的癌细胞最密集区，然后在
１００倍视野下计数５个视野中的１０００个肿瘤细胞），根据肿瘤细胞质染色程度以及阳
性细胞所占百分比进行综合评分（图１，２）。

图１　ＶＥＧＦ免疫组织化学染色阳性结果（ＨＥ×１００）

图２　ＶＥＧＦ免疫组织化学染色阴性结果（ＨＥ×１００）

ＶＥＧＦＣ阳性细胞比例和染色强度的分级方法如下：（１）按阳性细胞比例

分为０级，无棕黄色颗粒出现或染色范围＜１％；１级，染色范围１％～２５％；２级，染
色范围２６％～５０％；３级，染色范围５１％ ～７５％；４级，染色范围 ＞７５％。（２）
按染色强度分为 ０级，无棕黄色颗粒出现；１级，可辨认的淡黄色；２级，亮黄

色；３级，棕黄色。（３）将每张切片的染色强度和阳性范围的分级相加分为
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（－）０或１；（＋）２或３；（）４或５；（）６或７。
１．７　统计学处理

用ＳＰＳＳ（Ｖｅｒ１２．０）统计软件进行统计分析。采用χ２检验进行数据差异性

分析，采用多元逐步回归及 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归方法进行多因素分析计算。Ｋａｐｌａｎ
Ｍｅｉｅｒ法描述无病生存曲线，ｌｏｇｒａｎｋ法进行组间显著性检验。

２　结果
２．１　乳腺癌组织中ＶＥＧＦＣ、Ｆｌｔ４的表达及相关性

６０例乳腺癌组织中，ＶＥＧＦＣ阳性者５３例（８８．３％），Ｆｌｔ４阳性者４９例
（８１．７％），Ｆｌｔ４阳性细胞ＶＥＧＦＣ均为阳性，两者表达呈正相关（ｒ＝０．７２６，Ｐ＜０．０１，
表１）。
２．２　ＶＥＧＦＣ与ＰＣＮＡ的相关性

随着ＶＥＧＦＣ表达强度的增加，肿瘤细胞增殖活性也不断增强，ＶＥＧＦＣ与
ＰＣＮＡ表达呈正相关（ｒ＝０．７１５，Ｐ＜０．０１，表１）。

表１　ＶＥＧＦＣ与Ｆｌｔ４、ＰＣＮＡ的相关性分析

因素 ＶＥＧＦＣ（＋）（例） ＶＥＧＦＣ（－）（例） Ｐ值

Ｆｌｔ４（＋） ４９ ０
Ｆｌｔ４（－） ４ ７ Ｐ＜０．０１
ＰＣＮＡ（＋） ４２ ２
ＰＣＮＡ（－） １１ ５ Ｐ＜０．０１

ＶＥＧＦＣ：血管内皮生长因子Ｃ；ＰＣＮＡ：增殖细胞核抗原；Ｆｌｔ４：血管内皮生长因子受体３

２．３　Ｆｌｔ４与ＰＣＮＡ的相关性

随着Ｆｌｔ４表达的增强，肿瘤细胞的增殖活性也不断增强，Ｆｌｔ４与ＰＣＮＡ的表

达呈正相关（ｒ＝０．７３１，Ｐ＜０．０１，表２）。

表２　Ｆｌｔ４与ＰＣＮＡ的相关性分析

因素 Ｆｌｔ４（＋）（例） Ｆｌｔ４（－）（例） Ｐ值

ＰＣＮＡ（＋） ４０ ４
ＰＣＮＡ（－） ９ ７ Ｐ＜０．０１

Ｆｌｔ４：血管内皮生长因子受体３；ＰＣＮＡ：增殖细胞核抗原

２．４　ＶＥＧＦＣ的表达和淋巴结转移的关系
ＶＥＧＦＣ阳性指数在乳腺癌淋巴结转移组明显高于未转移组，差异有统计

学意义（表３）。

表３　乳腺癌细胞ＶＥＧＦＣ阳性指数与淋巴结转移的关系

组别 例数 阳性指数（珋ｘ±ｓ）
　　有淋巴结转移 ３８ ３８．３２±２３．３２ａ

　　无淋巴结转移 ２２ ９．２７±１５．９０
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ａ：Ｐ＜０．０５，与无淋巴结转移组比较；ＶＥＧＦＣ：血管内皮生长因子Ｃ

２．５　ＶＥＧＦＣ的表达强度与临床病理特征的关系
ＶＥＧＦＣ的表达强度与患者年龄、肿瘤大小、组织学分级、ＥＲ、ＰＲ、病理类

型等临床病理指标无统计学关系（Ｐ＞０．０５，表４）。
２．６　ＶＥＧＦＣ与无瘤生存时间的关系

ＶＥＧＦＣ与乳腺癌无病生存时间无关（Ｐ＝０．１１８，图３）。

表４　乳腺癌ＶＥＧＦＣ表达强度与临床病理特征的比较

ＶＥＧＦＣ Ｐ值
临床病理特征 ｎ　　　　

－ ＋  
年龄（岁）

≤３５ ３ １ ２ ０ ０
３５～５５ ４７ ５ ２２ ８ １２ ０．８６３
＞５５ １０ １ ２ ４ ３

肿瘤大小（ｃｍ）
≤２ １２ ２ ７ ２ １
２～５ ３０ ２ １３ ８ ７ ０．３７２
＞５ １８ ３ ６ ２ ７

组织学分级

Ⅰ ３ ０ ２ １ ０
Ⅱ ３２ ４ １７ ６ ５ ０．６７３
Ⅲ ２５ ３ ７ ５ １０
ＥＲ、ＰＲ
＋／＋ １８ ３ １２ １ ２
＋／－ １ ０ ０ １ ０ ０．４４３
－／＋ ０ ０ ０ ０ ０
－／－ ４１ ４ １４ １０ １３

组织学类型

浸润性非特殊型 ５８ ８ ２４ １２ １４ ０．９３６
浸润性特殊型 ２ ０ １ ０ １

ＶＥＧＦＣ：血管内皮生长因子Ｃ

图３　ＶＥＧＦＣ与无病生存时间的关系

３　讨论
３．１　ＶＥＧＦＣ及其受体Ｆｌｔ４在乳腺癌中表达的意义

乳腺癌早期主要经淋巴道转移，淋巴结受累程度是一个关键的预后指标。
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很多学者对乳腺癌组织中的淋巴管及其与预后的关系进行了大量的研究，发现

大量新的通过淋巴管内皮发挥作用的生长因子、受体、细胞表面蛋白及转录因

子，如ＶＥＧＦＣ、ＶＥＧＦＤ、ＶＥＧＦＲ３、ＬＹＶＥ１、ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ和Ｐｒｏｘ１［７］，为观察组

织内淋巴管的情况提供了工具。ＶＥＧＦＣ是内皮细胞特异性增殖因子，当其与

受体Ｆｌｔ４结合后，可使相关黏附局灶酪氨酸激酶（ｒｅｌａｔｅｄａｄｈｅｓｉｏｎｆｏｃａｌｔｙｒｏｓｉｎｅ
ｋｉｎａｓｅ，ＲＡＦＴＫ）酪氨酸酶磷酸化，活化细胞骨架蛋白ｐａｘｉｌｌｉｎ，促进内皮细胞的迁

移，同时还可激活 Ｒａｓ／ＭＡＰＫ信号转导通路或 ｃｊｕｎ氨基末端激酶（ｃｊｕｎＮ
ｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）通路，诱导淋巴管内皮细胞肌动蛋白重组，刺激其增殖、迁

徙，并形成淋巴窦［８］。ＶＥＧＦＣ在许多正常组织都有表达，包括心肌、骨骼肌、

肺脏、肾脏［９］。故近年来对淋巴管的研究日渐增多，发现肿瘤组织中存在淋巴

管生成。ＶＥＧＦＣ与肿瘤组织中淋巴管生成之间的关系在各种研究中的结果

趋向一致，但ＶＥＧＦＣ与肿瘤预后关系的结论并不完全统一。淋巴结转移是

乳腺癌的主要的扩散方式，是导致乳腺癌患者预后差的主要因素。ＶＥＧＦＣ
作为乳腺癌淋巴管生成与转移之间的分子联系如果被证实，可通过阻断
ＶＥＧＦＣ与其受体的相互作用而抑制乳腺癌细胞的生长和转移，此效应在于

通过抑制新生淋巴管内皮细胞增殖、阻断肿瘤淋巴管形成来实现。这种抗淋

巴管生成疗法的策略与抗血管生成疗法的策略一样比化疗具有诸多优点：

（１）克服了以肿瘤细胞为靶的化疗药物不易进入肿瘤组织或肿瘤细胞发挥有

效杀伤作用的缺点；（２）毒副作用低，重复应用不易产生耐药性；（３）具有应用

的广泛性［１０］。一种抗肿瘤淋巴管形成的阻断剂可应用于多种肿瘤的治疗。

如果将抗肿瘤血管形成的单克隆抗体与抗肿瘤淋巴管形成的单克隆抗体，再

与直接杀伤肿瘤细胞的化疗药物联合应用，将会显著地提高治疗肿瘤和防止

其转移的疗效。已有研究表明，阻断 ＶＥＧＦＣ和 ＶＥＧＦＲ３的结合可抑制
ＶＥＧＦＣ促进肿瘤细胞通过淋巴管转移的作用［１１］。

本实验研究ＶＥＧＦＣ及其受体Ｆｌｔ４在肿瘤间质血管内皮细胞中表达的情

况时，发现乳腺癌细胞也有 ＶＥＧＦＣ／Ｆｌｔ４的表达。免疫组织化学检测结果表

明，ＶＥＧＦＣ表达于乳腺癌细胞，主要为胞质着色，在正常乳腺组织及基质成

分则不表达。６０例乳腺癌组织中有５３例 （８８．３％）癌细胞表达 ＶＥＧＦＣ蛋

白，４９例（８１．７％）癌细胞同时表达 Ｆｌｔ４蛋白。统计分析表明乳腺癌细胞
ＶＥＧＦＣ与其受体Ｆｌｔ４表达呈正相关（Ｐ＜０．０１），结果与在非小细胞肺癌［１２］、

胃癌［１３］、食道癌［１４］中ＶＥＧＦＣｍＲＮＡ与Ｆｌｔ４ｍＲＮＡ检测结果相同。肿瘤细胞

增殖活性检测表明，随着乳腺癌细胞ＶＥＧＦＣ表达强度增加，肿瘤细胞的增殖

活性明显增强。相关分析表明，ＶＥＧＦＣ与 ＰＣＮＡ表达显著相关（Ｐ＜０．０１），
提示ＶＥＧＦＣ／Ｆｌｔ４调控系统在乳腺癌细胞增殖中起一定的促进作用。乳腺癌
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细胞过度增殖可导致癌巢中央张力增大，使肿瘤细胞易侵入肿瘤间质血管，发

生远处转移。本研究结果显示，淋巴结转移组乳腺癌细胞 ＶＥＧＦＣ阳性指数

明显高于未转移组（Ｐ＜０．０５），这和相关文献的报道相似［１５］，提示ＶＥＧＦＣ／Ｆｌｔ４的
表达与淋巴结转移呈正性相关。ＶＥＧＦＣ与患者年龄、肿瘤大小、组织学分

级、病理类型、ＥＲ及ＰＲ无统计学相关。Ｉｏｖｉｎｏ等［１６］的研究也获得相似结果。

３．２　预后不良因素

本实验所选６０例病例均为病理证实且有随访和预后资料的女性乳腺癌

患者。所有病例在诊断时无远处转移证据并给予手术治疗及化学治疗。国际

上公认的肿瘤大小、淋巴结转移数目、ＥＲ、ＰＲ和组织学分级均可作为乳腺癌

的独立预后因素。本研究结果提示ＶＥＧＦＣ不能作为一个独立的预测乳腺癌

预后的指标（Ｐ＞０．０５），但其和淋巴结转移密切相关（Ｐ＜０．０５），而淋巴结转

移却是预测乳腺癌预后的明确指标，所以ＶＥＧＦＣ可以作为间接预测乳腺癌预

后的一个指标。

总之，ＶＥＧＦＣ通过介导淋巴管内皮细胞及淋巴管增殖促进乳腺癌淋巴

转移的发生［１７］，ＶＥＧＦＣ检测可间接作为预测乳腺癌淋巴道转移及预后判断

的指标之一。但是，肿瘤淋巴转移的发生是一个多因素参与的复杂过程和多

因素协同作用的结果。本研究仅从乳腺癌 ＶＥＧＦＣ及其受体 Ｆｌｔ４观察，其结

果不能完全反映导致肿瘤淋巴转移的原因。且不同的肿瘤可能有不同的淋巴

转移机理，准确机理的阐明仍需进一步的临床及基础实验的证实。
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