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摘要 目的：探讨周细胞在胃癌血管周围的覆盖率是否可以作为判断胃癌预后的一个指标。方法：利用免疫组织化学双染的方法

同时标记内皮细胞（抗 CD34抗体）和周细胞（抗 琢-SMA抗体），检测 48例胃癌石蜡标本当中微血管壁周细胞覆盖率 (microvessel
pericyte coverage index, MPI)，应用 SPSS11.5统计软件分析 MPI与胃癌患者性别、年龄、肿瘤大小、浸润深度、淋巴结转移、临床分
期、以及脉管内是否有癌栓等临床病理参数之间的关系。结果：MPI与胃癌的分化程度呈正相关（P=0.002），与脉管内是否有癌栓
呈负相关（P=0.002），而与患者年龄、性别、肿瘤大小、浸润深度、临床分期、淋巴结转移等无关（P均＞ 0.05）。结论：利用免疫组织化
学双染的方法可以清晰标记胃癌的微血管结构，血管的不成熟即周细胞覆盖率低成为胃癌患者预后差的重要因素。
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Analysis of the Relationships between Microvessel Pericyte
Coverage Index and Invasion in Gastric Cancer*

To investigate whether Microvessel pericyte coverage index whether can be used as an indicator to
determine the prognosis of gastric cancer. Forty-eight surgical specimens from our department were used. Double staining of
endothelial cells with anti-CD34 antibody and pericytes with anti-琢-smooth muscle actin antibody was performed. The microvessel
pericyte coverage index (MPI) as an index of microvessel maturation was evaluated. All statistical analyses were performed with SPSS11.
5, including MPI relations to the gender, age, size, the depth, lymph node metastasis, clinical stages and cancer embolus in the tube.

MPI had a positive correlation with the extent of cancer differentiation (P=0.002) and a negative correlation with vascular
invasion (P=0.002). But MPI had nothing to do with other characteristics of pathology, such as gender, age and lymph node metastasis.

To utilize double-staining with immunohistochemical technology can clearly mark the structure of the microvessels. The
immature microvessels, which means low MPI is an important factor to the poor prognosis of gastric cancer.

Gastric cancer; Tumor angiogenesis; Pericytes; Microvessel pericyte coverage index

前言

大量的基础及临床研究表明，肿瘤细胞通过新生血管提供

氧气及营养物质来促进自身的增殖并侵入血管实现远处转移，

既往对肿瘤微血管的研究主要集中于微血管的组成成分之一

--内皮细胞，而对另一组成成分 --周细胞的研究甚少。本研究

利用免疫组织化学双染的方法，清晰展示胃癌血管壁的内皮细

胞和周细胞，并分析周细胞覆盖率（MPI）与胃癌临床病理特征

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2014.28.012
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之间的关系。

1 材料与方法

1.1 材料
收集哈尔滨医科大学附属第四医院病理科 2008 年 1

月～ 2009年 6月病理诊断为胃癌的石蜡标本 48例，其中男性
39例，女性 9例；年龄 35～ 77 岁，中位年龄 59 岁；<2 cm者 8

例，2 cm臆肿瘤大小﹤5 cm者 24例，肿瘤大小逸5 cm者 16例；

按 1965年 Lauren 分型，肠型 32 例，弥漫型 16 例；WHO 2010

年分级标准，高分化和中分化者 25例，低分化和未分化 23例；

临床Ⅰ期 8例，Ⅱ期 9例，Ⅲ期 10例，Ⅳ期 21例；肿瘤浸润未

达浆膜者 14例，达浆膜者 34例；有淋巴结转移者 38例，无淋

巴结转移者 10例；脉管内见癌栓者 8例，未见癌栓者 40例。患

者术前未经过任何放化疗及其他辅助治疗。

1.2 主要试剂
DouSPTM免疫组化双染试剂盒，一抗分别为即用型鼠抗人

单克隆抗体 CD34（克隆号 QBEnd/10）标记内皮细胞，鼠抗人单

克隆抗体 琢-SMA（克隆号 1A4，1:100 稀释）标记周细胞，上述

试剂均购自福州迈新生物技术开发公司。

1.3 方法
所有组织标本均经 10%中性福尔马林固定，石蜡包埋，4

滋m厚连续切片，然后用免疫组织化学双染方法行内皮细胞和
周细胞染色。预处理均为柠檬酸（pH6.0）高温高压修复，琢-SMA

采用 BCIP/NBT显色，以胞浆中出现紫黑色颗粒为阳性，CD34

采用 AEC显色，以胞膜和胞浆呈现深红色为阳性，免疫组化操

作步骤严格按照试剂盒说明书进行。以 PBS代替一抗作阴性

对照，已知阳性切片作阳性对照。

1.4 结果判定

镜下观察，CD34标记的内皮细胞形成一独立管腔即为一

血管，与 CD34阳性标记的内皮细胞相连的 琢-SMA阳性的细

胞即为周细胞。于低倍镜下找到五个高血管区，高倍镜下计数

相应血管数及周细胞覆盖血管数，并求其平均值，统计 MPI。
1.5 统计学处理

采用 SPSS11.5统计软件进行统计分析。MPI以表示，应用

方差分析和 The Mann-Whitney U test来分析 MPI与临床病理

特征之间的关系，P<0.05为差异有统计学意义。

图 1 免疫组织化学双染 α -SMA（紫黑色）、CD34（深红色）。图 A、B 200倍放大，图 C、D 400倍放大。部分毛细血管周围内皮细胞外侧

有周细胞覆盖，而有些毛细血管仅见内皮细胞单独构成一独立管腔

Fig.1 Immunohistochemical double staining of 琢-SMA (purple), CD34 (dark red). Figure A, B were 200-fold magnification, Figure C,

D were 400-fold magnification. Pericytes closed to endothelial cells, and located in the lateral. Some capillaries only

were constituted separate lumen by endothelial cells alone
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表 1 MPI与临床病理特征之间的关系

Table1 The correlations between the MPI and clinicopathologic factors

Clinicopathological features n
MPI（%）

P
X± S

Gender

Male

Female

Age

＜50

≥ 50

Tumor size（cm）

＜2

2≤ tumor size＜5

≥ 5

Lauren classification

Intestinal type

Diffuse type

Histological grade

High-moderate

Low-undifferentiation

Depth of invasion

Not to serosa

To serosa

Lymph node metastasis

Negative

Positive

Cancer embolus

Positive

Negative

Clincal stage

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

Ⅳ

39

9

10

38

8

24

16

32

16

25

23

14

34

10

38

8

40

8

9

10

21

45.34± 23.33

46.35± 23.85

43.78± 25.80

45.99± 22.79

40.28± 17.47

48.97± 24.19

42.99± 24.55

48.44± 23.94

39.70± 21.06

54.97± 21.94

35.27± 20.28

49.63± 20.45

43.84± 24.29

37.37± 21.66

47.67± 23.35

56.76± 17.71

29.94± 18.30

42.86± 20.91

49.10± 23.44

34.60± 27.54

83.08± 28.22

0.868

0.463

0.612

0.280

0.002

0.437

0.215

0.002

0.420

2 结果

2.1 周细胞的识别(图 1)

胃癌石蜡标本经连续切片，脱水，应用抗 琢-SMA、CD34两

个第一抗体分别标记同一张切片上的周细胞与内皮细胞，其中

内皮细胞胞浆及胞膜染成深红色，周细胞胞浆出现紫黑色颗粒

沉积，有些血管的管壁只由一层内皮细胞覆盖，而无周细胞；而

有些血管有两层细胞：周细胞在内皮细胞外侧，紧贴内皮细胞。

2.2 MPI与胃癌临床病理参数的关系（表 1）
MPI在胃癌组织当中的表达为 5.66～ 86.84/100× HPF，中

位数 39/100× HPF，平均数为 43.28/100× HPF，MPI与胃癌的

分化程度呈正相关（P=0.002），与脉管内是否有癌栓呈负相关

（P=0.002），与患者的其他临床病理特征无关（P均＞ 0.05）。

3 讨论

胃癌是起源于胃粘膜上皮的最常见消化道恶性肿瘤之一，

转移是导致胃癌治疗失败以及引起患者死亡的关键环节。胃癌

的发生发展除了其本身的因素外，胃癌生长的微环境也对其产

生重要影响[1]，其中胃癌组织微血管生成成为决定胃癌发展、转

移的关键因素之一。微血管由内皮细胞和周细胞组成，周细胞
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与内皮细胞通过结构上的直接接触以及功能上的相互作用，形

成一稳定的微血管。然而，在肿瘤组织当中，新形成的肿瘤微血

管扭曲、扩张、动静脉短路以及渗透性增加，结构不完整[2,3]。什

么原因导致肿瘤微血管结构发生改变以及这种结构的改变与

不同的肿瘤临床病理特征之间有何相关性至今尚不清楚。

胃癌的血管生成是一个多因素、级联、整体、动态的过程。

过去对胃癌血管的研究主要偏重于毛细血管的数量以及其组

成成分之一 --内皮细胞，而对于血管的成熟度以及毛细血管壁

周细胞的研究却很少。本研究立足于微血管的两种组成成分：

内皮细胞和周细胞，清晰标记不同级别的胃癌标本当中血管的

结构，通过计数 MPI并运用统计软件分析其与临床病理特征

之间的联系。研究结果发现 MPI与胃癌的分化程度呈正相关

（P=0.002），这与 Kinouchi T [4]等人在肾癌中的研究结果相一

致，即高分化的胃癌组织血管成熟度较高，而低分化胃癌组织

血管的成熟度较低。血管的这一结构变化可能因为：随着胃癌

恶性程度的增加，胃癌细胞的生长增殖能力增强，所需营养物

质相对增加，那么就要求有足够的血管供应癌细胞生长所需的

养分，而新生血管首先是由内皮细胞出芽形成，此时形成的血

管较稚嫩，调节血管形成、稳定和功能的关键因素 --周细胞还
没有募集到内皮细胞外表面。另外，胃癌恶性程度的增加及

MPI的下降，也为胃癌细胞的血道转移提供了条件。所以，对于

肿瘤恶性程度的判定，MPI可能是个很好的预测指标。

通过电镜研究发现内皮细胞与周细胞之间的接触方式有

三种：①缝隙连接[5-7]；②紧密连接[5-7]；③ peg-socket盒[8]：一种突

触样连接，内皮细胞形成钉槽，包裹周细胞所形成的钉突。大量

实验证示两种细胞间存在五种信号传导通路：① TGF-茁信号通
路；②Angiopoietin-Tie2 信号通路；③ PDGF-B/ PDGFR-茁 信号
通路；④ S1P/Edg信号通路；⑤Notch信号通路。周细胞与内皮

细胞之间通过以上联系对血管的形成、稳定以及渗透性方面起

到了至关重要的作用，若失去其中任何一种成分对于血管的形

态以及稳定一定会产生影响。本研究结果表明 MPI与脉管内

是否有癌栓呈负相关（P=0.002），即脉管内有癌栓组 MPI较低，

而脉管内无癌栓组MPI较高。这与 K Wele[9]等通过对前列腺癌

的研究指出 MPI减少对于癌细胞侵入到血管内起到了重要的

作用相一致。原因可能是由于正常血管是由内皮细胞和周细胞

两种细胞成分组成，而缺少了周细胞的覆盖，一方面癌细胞只

需穿透一种细胞成分即内皮细胞就可侵入到血管内，另一方面

使周细胞和内皮细胞间的连接和信号传导通路遭到破坏，进而

影响血管的稳定性，从而为癌细胞的血道转移提供了有利条件。

对于肿瘤血管结构变化发生的机制，目前还不是很清楚。

Simon P. Robinson等[10]通过 MRI成像技术证实肿瘤源性的血
小板源性生长因子（platelet-derived growth factor, PDGF）在肿
瘤血管的形态以及功能上所起的作用。Bababeygy SR等通过研
究骨髓源性周细胞在脑肿瘤组织当中表型上的变化，发现在血

管形成初期，周细胞主要表达神经元胶质细胞抗原 2（neuro/gl-
ial cell 2 chondroitin sulfate proteoglycan, NG2）、血小板源性生

长因子受体 2（platelet-derived growth factor-茁, PDGFR-茁），而在
成熟血管，琢-SMA的阳性表达率增加[11]。Yvonne Reiss[12]等通过

运用鼠胸腺癌模型证明了血管生成素（angiopoietin-2）在血管

形态改变方面所起的作用。对于周细胞在内皮细胞外表面覆盖

的情况以及周细胞在癌症当中所起的作用学者们也做了研究，

如 Xiaojie Xian等[13]通过对转基因胰岛瘤模型 Rip1Tag2(RT)以
及 Pdgfbret/rety遗传小鼠的研究，表明 RT癌细胞通过对周细

胞的干扰，影响周细胞与内皮细胞之间的作用，从而引起癌细

胞的血道转移。Guo P [14] 等利用胶质瘤细胞系在体外证明

PDGF-B 通过血管内皮生长因子（vascular endothelial growth

factor, VEGF）诱导内皮细胞出芽以及周细胞的募集，从而促进

胶质瘤血管的形成。然而，以上研究者的研究只是片面的对某

一组织、某一因子的探讨，肿瘤血管结构的改变是一个多因素

参与、复杂的过程，所以前路漫漫，有待深入研究。

在本实验当中，应用 CD34标记内皮细胞，而不应用CD31，
因为 CD31在标记血管内皮的同时，亦标记淋巴管内皮。但在

血管计数时，一定要计数 CD34阳性标记微血管管腔记为血

管，而其他 CD34阳性部位不应计数在内，因为在一些非特异

性的免疫细胞以及炎性细胞，CD34也可能为阳性[15,16]。琢-SMA

为平滑肌肌动蛋白，主要表达于间质，其亦表达于周细胞[17,18]，

所以本实验应用抗 琢-SMA 抗体标记周细胞，计数时以与
CD34阳性标记的内皮细胞相连的 琢-SMA阳性的细胞计为周

细胞。国内有学者亦通过运用抗 琢-SMA抗体来研究乳腺癌中

的周细胞[19,20]。

本实验利用免疫组织化学双染的方法，成功标记了胃癌微

血管的组成成分 --内皮细胞和周细胞，清晰的呈现了胃癌血管

的形态结构。同时，通过探讨MPI与胃癌临床病理特征之间的

关系，证实 MPI的多少对胃癌的病情评估起到重要的作用，
MPI低可以作为胃癌患者预后差的重要因素。
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