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VEGF-C和 VEGFR-3在胃癌组织中的表达及临床意义
苏川妮 1 李 青 1 彭建中 1 魏建华 2

（湖南师范大学附属湘东医院：1消化科，2病理科 湖南长沙 412200）

摘要 目的：探讨胃癌患者血管内皮生长因子 C(vascular endothelial growth factor-C, VEGF-C及血管内皮生长因子受体 -3（vascular
endothelial growth factor receptor-3,VEGFR-3）在胃癌组织中的表达，从而确定胃癌预后的分子标志物。方法：搜集整理临床资料，
采用 Real-time PCR 及 ELISA 法检测 43 例胃癌组织 VEGF-C 和 VEGFR-3 的表达。结果：43 例胃癌组织中均有不同程度的
VEGF-C和 VEGFR-3的表达，Real-time PCR结果显示胃癌组织淋巴结转移组和非转移组 VEGF-C和 VEGFR-3的表达分别为
0.07±0.01和 0.12±0.01，0.03±0.01和 0.06±0.02，与正常对照组相比，差异有显著性（p<0.05）。ELISA检测显示，与正常胃组织
中 VEGF-C和 VEGFR-3的蛋白表达相比，胃癌无淋巴结转移组及胃癌并发淋巴结转移组中 VEGF-C和 VEGFR-3均明显增加。
结论：VEGF-C和 VEGFR-3的表达与胃癌淋巴结转移密切相关，提示胃癌标本 VEGF-C和 VEGFR-3的检测可作为胃癌预后的
分子标志物。
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ABSTRACT Objective: To investigate the expression of vascular endothelial growth factor C (VEGF-C) and Vascular endothelial

growth factor receptor -3 (VEGFR-3) in gastric cancer, so that to determine the molecular markers in prognosis of gastric cancer.
Methods: Collecting clinical data methods, Real-time PCR and ELISA were used to detect the expression of VEGF-C and VEGFR-3 in
43 cases of gastric cancer. Results: 43 cases of gastric cancer have different levels of VEGF-C and VEGFR-3. Real-time PCR results
showed the VEGF-C and VEGFR-3 expression were 0.07±0.01 and 0.12±0.01, 0.03±0.01 and 0.06±0.02 respectively in lymph node
metastasis group and non- metastasis group in gastric cancer., the difference was statistically significant when compared with the control
group (p <0.05). ELISA examination demonstrated that expressions of VEGF-C and VEGFR-3 protein in the gastric cancer group
without lymph node metastasis and the gastric cancer group complicated by lymph node metastasis were obviously increased when
compared with that in normal gastric tissue. Conclusions: VEGF-C and VEGFR-3 expression were closely related with lymph node
metastasis, indicating that VEGF-C and VEGFR-3 detection can be used as molecular markers in prognosis of gastric cancer.
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前言

胃癌是我国最常见的恶性肿瘤之一，胃癌的淋巴途径转移

是胃癌转移的一个重要途径,是判断患者预后和确定治疗方案
的重要依据。新近的研究发现血管内皮生长因子（vascular en-
dothelial growth factor-C, VEGF-C）可以通过与其受体 VEG-
FR-3的结合，促进实体瘤内淋巴管的新生，并促进肿瘤细胞的
淋巴结转移[1]，提示 VEGF-C /VEGFR-3系统参与了这个过程，
而且可能是胃癌预后的分子标志物。本研究通过检测胃癌组织
中 VEGF-C/ VEGFR-3的表达，并根据患者的临床分期，按照多
因素回归分析确定胃癌的预后标志物，为临床治疗胃癌提供新

的思路。

1 材料和方法

1.1 临床资料
收集我院 2009年 2月－2010 年 5 月手术切除胃癌标本

43例，其中男性患者 30例，女性患者 13例。年龄 25－71岁，
平均年龄 48岁。按 2003年 UICC胃癌 TNM分期标准，Ⅰ期 2
例，Ⅱ期 8例，Ⅲ期 20例，Ⅳ期 13例。其中淋巴结转移者 9例，
无淋巴结转移 34例。全部标本经 10％中性福尔马林固定，石
蜡包埋，4μm厚连续切片待测。
1.2 检测方法
1.2.1 Real-Time PCR 检测 VEGF-C 和 VEGFR-3 mRNA 表达
①采用一步法提取胃癌组织 RNA，用紫外分光光度仪检测其
纯度，电泳检测其完整性。②逆转录 cDNA逐一加入试剂盒提
供的试剂及 2μg总 RNA，反应体系 20μl，反应条件：37℃水
浴 60分钟，加热到 95℃维持 5 min。得 RT终溶液即为 cDNA
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溶液，置冰浴待用。③实时定量 PCR将经过梯度稀释的 DNA
模板及所有 cDNA样品分别加入反应试剂、上下游引物及 cD-
NA 1μl，反应体积为 25μl，反应条件：95℃变性 10sec,59℃退
火 15sec,72℃延伸 20sec,内参为 40个循环，目的基因为 45个

循环。内参、VEGF-C和 VEGFR-3分别于 85℃、81.5℃和 82℃
收集荧光。各基因引物序列如下图。④定量分析根据绘制的梯
度稀释 DNA标准曲线，将目的基因浓度除以内参浓度，即为胃
癌标本目的基因校正后的相对含量(表 1)。

Gene two-way primer sequence product length(bp)

β-actin F:5'CCTGTACGCCAACACAGTGC3' 211

R:5' ATACTCCTGCTTGCTGATCC3'

VEGF-C F:5'GCCCCAAACCAGTAACAATC3' 235

R:5'GTTGAGTCATCTCCAGCATCC3'

VEGFR-3 F:5'GCATCCCATCGGTCCACTA3' 190

R:5'AGCCACCACATCGGAACAC3'

表 1 Real-Time PCR各基因引物序列及产物长度
Table 1 Real-Time PCR primers and the gene product of the length

1.2.2 ELISA检测为胃组织匀浆中 VEGF-C和 VEGFR-3中的
表达

将各组胃组织设标准冰上匀浆，收集上清液，余下步骤按

ELISA试剂盒说明书操作。在酶标仪检测 492nm处的吸光值。
所有 OD 值都减除空白孔的吸光值再进行计算。以标准品
1000、500、250、125、62.5、31.25、15.62、0 pg/ml之 OD值在半对
数纸上作图，将浓度作为 X轴，OD值作为 Y轴，胃组织中
VEGF-C和 VEGFR-3浓度与 OD值成正比，可通过绘制标准
曲线求出样本中胃组织中 VEGF-C和 VEGFR-3浓度。
1.3 统计学处理
所有样本用 SPSS 13.0统计软件包进行统计学处理，数据
用均数±标准差(X±SD)表示，实验组间比较采用方差分析，概

率 P<0.05表示在统计学上差异显著。

2 结果

2.1 胃癌组织中 VEGF-C和 VEGFR-3的 mRNA表达
Real-Time PCR结果显示，胃癌组织 VEGF-C和 VEGFR-3

mRNA相对表达量明显升高，与正常对照组相比，有淋巴结转
移的胃癌组织 VEGF-C 和 VEGFR-3 mRNA 相对表达量由
0.0004±0.0004 和 0.006±0.0002 升至 0.07±0.01 和 0.12±
0.01，无淋巴结转移组也升至 0.03±0.01和 0.06±0.02，差异均
有明显差异（P<0.05）；淋巴结转移组与未转移组相比，差异也
有显著性（P<0.05）（图 1A，图 1B）。

图 1 VEGF-C和 VEGFR-3 mRNA的相对表达量

注：A VEGF-C mRNA的相对表达量；B VEGFR-3 mRNA的相对表达量
Fig.1 VEGF-C and VEGFR-3 mRNA relative expression

Note: A VEGF-C mRNA relative expression; B VEGFR-3 mRNA relative expression

2.2 胃组织匀浆中 VEGF-C和 VEGFR-3的蛋白表达
ELISA检测显示，与正常胃组织中 VEGF-C和 VEGFR-3

的蛋白表达相比，胃癌无淋巴结转移组及胃癌并发淋巴结转移

组中 VEGF-C和 VEGFR-3均明显增加（图 2A，2B）。

3 讨论

胃癌以淋巴道转移为主，对肿瘤淋巴管形成的研究远没有

对肿瘤血管形成的研究那样受到重视，其主要原因就在于没有

发现特异的鉴别新生淋巴管的标志物。尽管实验中常可观察到
在肿瘤周围基质中有淋巴管的扩大并经常穿入肿瘤实质的现

象发生，但人们一直不清楚这些扩大的淋巴管是肿瘤发生前局

部早已存在的淋巴管，还是肿瘤发生后新生成的淋巴管[2]。也有
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学者认为，肿瘤内缺少有功能的淋巴管，由于肿瘤内间质压力

较高的原因，肿瘤内淋巴管的结构与功能均不同于肿瘤周边组

织的淋巴管。近来的研究证明，肿瘤细胞可以通过表达淋巴管
生成的调控因子 VEGF-C和 VEGF-D等诱导淋巴管生成，并且

促进肿瘤细胞的淋巴道转移。这些发现使得淋巴管生成开始成
为研究肿瘤淋巴道转移这些发现使得淋巴管生成开始成为研

究肿瘤淋巴道转移的焦点，并有可能成为治疗肿瘤淋巴道转移

的靶点[3-5]。

图 2 VEGF-C和 VEGFR-3蛋白的表达

注：A：VEGF-C蛋白的表达，B：VEGFR-3蛋白的表达
Fig.2 VEGF-C and VEGFR-3 protein expression

Note: A: VEGF-C protein expression, B: VEGFR-3 protein expression

VEGF-C是 VEGF家族的成员，目前被认为是淋巴管内皮
细胞生长因子，它与血管内皮生长因子受体 -3（VEGFR-3）结
合，可促进淋巴管的新生,与 VEGFR-2结合，可促进血管的新
生。在正常成人组织中，VEGFR-3主要局限在淋巴管内皮细胞[6-8]。
现有的实验证据表明，VEGF-C可通过与其受体 VEGFR-3 的
结合，促进实体瘤内淋巴管的新生，并促进肿瘤细胞的淋巴结

转移，VEGF-C/D可作为膀胱癌的预后标志物[9-11]。本研究结果
显示，胃癌组织中 VEGF-C和 VEGFR-3蛋白及 mRNA表达显
著高于正常胃组织，且在癌组织边缘地带，有大量的新生淋巴

管，在有淋巴管转移的胃癌组织中 VEGF-C和 VEGFR-3的表
达显著高于无淋巴管转移的胃癌组织。表明 VEGF-C 和
VEGFR-3可促进胃癌组织淋巴管生成和转移。

VEGF-C和 VEGFR-3在胃癌淋巴结生成和转移过程中可
能的作用机制有：( 1)二者作用于 VEGFR-3诱导其酪氨酸激
酶磷酸化，引起淋巴管内皮细胞增生、从而使原有淋巴管增生、
扩张[12]。(2)作为一种特异的趋化因子，高表达 VEGF-C的胃癌
细胞与淋巴管内皮细胞具有亲和作用，可促使胃癌细胞向淋巴

管内皮细胞移动，同时淋巴管内皮细胞局部释放旁分泌因子影

响胃癌细胞侵袭性及与胞外基质的黏附性，有利于胃癌细胞向

淋巴管内渗透、转移。(3) VEGF-C还能使外周的淋巴管扩张和
淋巴管的通透性增加，使淋巴管周围的组织间隙内压力增加，

影响锚丝，牵拉内皮细胞,造成淋巴管腔增大，相互重叠的内皮
细胞间连接开放，致使肿瘤细胞和组织间液迅速进入淋巴管发

生转移。(4)胃癌细胞通过 VEGF-C与 VEGFR-3相互作用，可
调节自身生长，促进增殖、抑制凋亡，从而具有更高的增殖活性
及浸润性[13]。
综上所述，VEGF-C和 VEGFR-3可作为胃癌预后的分子

标志物，临床上可通过阻断血管内皮生长因子及其受体抑制胃

癌淋巴管的生成及转移，改善胃癌患者的生活质量并延长其寿命。
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