
[文章编号】1000—2200(2009)02-0100-03

』旦曼翌吐坚坠型g竺!!：坠!坐兰翌兰QQ竺!∑竺!：!兰!堕2：兰

非小细胞肺癌外周血癌胚抗原mRNA表达与

肿瘤微血管密度的相关性
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[摘要]目的：探讨非小细胞肺癌(NSCLC)外周血癌胚抗原(CEA)mRNA的表达与肿瘤微血管密度(MVD)之问的相关性。方

法：采用逆转录巢式聚合酶链反应(nested RT．PCR)和微流控芯片(micro-fluid chip)技术检测57例NSCLC患者术前外周血

CEA mRNA；选择单克隆抗体CD3l和CD34，采用免疫组化对肿瘤组织进行MVD计数。结杲：57例NSCLC患者外周血CEA

mRNA阳性表达率为61．4％；CD31和CD34显示的MVD结果分别为(29．7±12．1)条和(38．2±12．7)条。范嗣分别是10—6l

条和19～76条。CEA mRNA阳性表达率和MVD计数呈正相关关系(P<0．05)。结论：在NSCLC患者，其肿瘤MVD较高的

则更容易发生外周血微转移。
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Relationship between expression of carcinoembryonic antigen mRNA in

peripheral blood and microvessel density of tumor in non—small cell lung cancer
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[Abstract]Objective：To investigate the relationship between microvessel density(MVD)of the tumor and carcjnoembryonic antigen

(CEA)mRNA expression of peripheral blood(PB)in patients with non—small cell lung cancer(NSCLC)．Methods：Nested reverse

transcription polymerase chain reaction(nested RT—PCR)and micro．fluid chip were used to detect CEA mRNA from PB；Elivision⋯

plus immunohistochemieal technique was used to investigate the expression of CD31 and CD34．Results：In the 57 eases of NSCLC，the

positive rate of CEA mRNA was 61．4％and the MVDs shown by CD31 and CD34 were 29．7±12．1 and 38．2±12．7,4"espectively．

within a range of 10—61 and 19—76．The expression of CEA mRNA was positively related to MVD(P<0．05)．Conclusiom：For

patients with NSCLC，high MVD may increase the chances of micrometastasis．
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在恶性肿瘤的发生、发展和转移过程中，血管的

生成起到十分重要的作用。当瘤体直径>2 mm时，

其进一步生长依赖于新生血管提供血供，同时因为

新生血管的管壁通透性大，也成为瘤细胞通过血循

环进行转移的重要途径⋯。本文以癌胚抗原

(CEA)mRNA为肿瘤标记物，对非小细胞肺癌

(NSCLC)患者外周血的微转移灶进行检测，同时采

用免疫组化法，对相应瘤体组织的微血管密度

(MVD)进行计数，并将两者结果作相关性分析，判

断两者之间的相关性。

1资料与方法

1．1 一般资料收集2006年l一10月我科NSCLC

患者57例术前外周血及其相对应的病理科存档的
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石蜡组织标本。其中，男47例，女10例；年龄38—

77岁。腺癌17例，鳞癌34例，其它6例。I期

24例，Ⅱ期10例，Ⅲ期21例，Ⅳ期2例。57例术前

均未行放疗和化疗。对照组选用已明确有远处转移

的NSCLC患者8例及肺癌细胞系A549梯度稀释后

作为微转移检测的阳性对照和灵敏度检测。以

18例肺部良性疾病患者术前外周血为微转移检测

的阴性对照。每次用已知CD3l和CD34阳性标本

切片作为MVD计数阳性对照，用PBS代替一抗作

为阴性对照。

1．2主要试剂和设备Trizol(加拿大BBI公司)；

人淋巴细胞分离液(天津灏洋生物制品科技有限责

任公司)；MMLV第一链eDNA合成试剂盒和即用

PCR扩增试剂盒(上海生工生物工程有限公司)；

Cliper 1000微流芯片检测试剂盒(上海浩源生物科

技有限公司)；鼠抗人CD31单克隆抗体(MAB003l，

克隆系JC／70A)、鼠抗人CD34单克隆抗体

(MAB0034，克隆系QBEnd／10)和ElivisionⅢplus

 



Polyer HRP(Mouse／Rabbit)IHC Kit(福州迈新生物

技术开发有限公司)；OPTICON荧光定量PCR仪

(东盛创新科技有限公司)；Caliper 1000微流控芯

片分析仪和Caliper 1000 DNA芯片(上海浩源生物

科技有限公司)。

1．3引物设计和PCR反应条件CEA及甘油醛三

磷酸脱氢酶(GAPDH)引物按照参考文献一Jo设计，

由上海生工生物工程有限公司合成；一步法提取总

RNA，参考MMLV第一链cDNA合成试剂盒说明书，

逆转录合成cDNA；按照即用PCR扩增试剂盒说明

书进行加样，按照参考文献。21进行反应参数设置。

1．4染色方法 参照Elivision⋯plus Polyer HRP

(Mouse／Rabbit)IHC Kit所提供的方法，采用高温

抗原修复ElivisionⅢplus免疫组化染色方法进行

CD3l和CD34标记。

1．5鉴定分析

1．5．1总RNA鉴定分析取5斗l溶解后RNA进

行琼脂糖凝胶电泳，18 s和28 s条带清晰则所提

RNA良好(见图1)，或核酸蛋白测定仪显示

OD：彬：舯在1．8—2．0，提示RNA纯度良好。
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图1总RNA检测

1．5．2 PCR产物鉴定分析将终产物稀释50倍

后，取0．5斗l目的基因和0．5斗l内参加样，按照

Caliper 1000微流控芯片检测试剂盒操作说明书进

行微流控芯片电泳，分析结果：目的基因峰高≥0．5

且内参基因峰高I>0．5为阳性；目的基因峰高<0．5

且内参基因峰高>10．5为阴性；内参基因峰高<0．5

则放弃标本，波峰及电泳曲线见图2。
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图2反应终产物检测

1．6 MVD计数方法与结果判定 CD3l和CD34

阳性反应物为浅棕色至深棕色颗粒，分布在血管内

皮细胞。微血管计数方法参考Weidner标准一J：首

先在低倍镜(×10)下扫描，寻找肿瘤内清楚的血管

染色，且微血管密度最多的区域(热点)，然后在400

倍镜下计数肿瘤内、肿瘤与正常组织交界处的毛细

血管和小静脉的数目(管腔内径小于8个红细胞直
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径)，邻近正常的肺组织不做计数对象，只做内对照

评价免疫组化染色。任何呈棕黄色的内皮细胞和内

皮细胞簇且与邻近血管、肿瘤细胞和其它结缔组织

成分清楚分开即为一个能够计数的微血管。每位医

生每张切片选取4个热点，平均计数作为最终结果。

1．7统计学方法采用直线相关分析。

2结果

2．1 各组外周血CEA mRNA表达18例肺部良性

疾病患者外周血CEA mRNA不表达；8例确诊有远

处转移的NSCLC患者化疗前外周血及肺癌细胞系

A549细胞≥10／ml梯度CEA mRNA检测全部为阳

性，说明检测方法可靠(见图3)。

L：Marker；l一5分别为lO吐l叶|Ill梯度：6：对照

图3微流控芯片灵敏度检测

2．2 免疫组化染色 CD31和CD34单克隆抗体免疫

组化染色能清晰地显示血管内皮细胞(见图4、5)。

|=车j 4肺鳞螂CD31(免疫组化法×400)

图5肺鳞癌CD34(免疫组化法×400)
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2．3 CEA mRNA阳性表达与MVD计数 CEA

mRNA阳性表达率为61．4％(35／57)；CD3l和

CD34显示的MVD结果分别为(29．7±12．1)条和

(38．2±12．7)条，范围分别是lO一6l条和19～76

条。Spearman相关性分析显示：CEA mRNA阳性率

与CD31染色MVD计数呈正相关关系(r=0．836，

P<0．05)；CEA mRNA阳性率与CD34染色MVD

计数呈正相关关系(r=0．827，P<0．05)。

3讨论

1971年，Flokman"1提出了肿瘤依赖于血管生

成的假说。肿瘤的血管生成是指从宿主现存血管内

皮建立新生血管的过程，血管的生成不但为肿瘤细

胞生长提供条件，也使癌细胞通过不成熟的血管进

入血流而导致远处转移。因此，血管生成在肿瘤的

发生、发展和转移过程中起到了十分重要的作用。

本实验采用nested—RT—PCR和微流控芯片技术

对NSCLC患者外周血CEA mRNA进行检测，以此

判断外周血的微转移，同时对同一组患者术后的肿

瘤组织MVD进行计数。本实验所采用的微流控芯

片技术，与传统的琼脂糖凝胶电泳相比，具有更高的

灵敏度，使得微转移的检测结果更加精确。而对于

MVD染色试剂的选择上，不同学者的研究结果存在

着较大的差异：Giatromanolaki等一。对CD31和FⅧ

进行了对比研究，认为CD31染色效果比FVII好，比

其更敏感。熊正文等"1研究认为，CD34比CD31更

敏感，能突出显示较小的、不成熟的微血管或单一的

内皮细胞，但两者之间差异无统计学意义。本实验

选用两者单克隆抗体对肿瘤组织的MVD进行计

数，以尽量减少因试剂可能造成的误差。

本研究结果显示，NSCLC患者外周血CEA

mRNA的表达与瘤体MVD计数呈正相关关系，即瘤

体组织微血管越多则越容易发生血行微转移。这是

因为新生的微血管为肿瘤的进一步生长提供了充足

的供血供氧，同时由于这些微血管管擘通透性较大，

使得肿瘤细胞易于进入管腔并进而循血液循环发生

转移。本研究结果是对传统血管生成与微转移之间

相关性理论的证实，也提示肿瘤，抑制血管生成治疗

的重要性。目前抑制血管生成的治疗药物主要包

括：血管内皮生长因子抑制剂(VEGF)、阻断内皮细

胞增殖的药物及基质金属蛋白酶抑制剂(MMPI)

等。其中，重组单克隆抗体bevacizumab(rhuMAb—

VEGF，Avastin)在最近一项大样本多中心Ⅲ期临床

试验结果显示，其比对照组具有更高的缓解率和更

长的中位生存时间。8]。而另一项结果显示，酪氨酸

激酶抑制剂KDR(VEGFR-2)能够减缓肿瘤进展时

间。9 J。虽然针对血管生成的药物还未普遍应用于

临床，但在肿瘤的综合治疗中将会起到越来越重要

的作用。
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