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人胰腺癌组织中 PFKFB3表达及其与MVD相关性的研究 *
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摘要 目的：检测人胰腺癌组织 6磷酸果糖激酶 2/果糖双磷酸酶 2同工酶 3(PFKFB3)的表达及微血管密度(MVD)，并探讨二者临

床意义和相关性。方法：采用免疫组化 SP法检测 41例胰腺癌组织和 11例癌旁组织石蜡块中 PFKFB3的表达情况，并对 CD34标

记阳性的血管进行微血管密度计数，分析 PFKFB3、MVD与胰腺癌临床病理特征的相关性及二者之间的相关性。结果：胰腺癌组

织和癌旁组织中 PFKFB3的阳性表达率分别为 63.41%和 9.09%，胰腺癌组织显著高于癌旁组织(P<0.01)；PFKFB3呈阳性和阴性

表达的胰腺癌组织 MVD值分别为(49.12± 12.04)、(35.40± 8.12)，两者比较差异有统计学意义(P<0.01)。PFKFB3表达与胰腺癌的
分化程度显著相关(P=0.035)，MVD与胰腺癌 TNM分期及淋巴结转移显著相关(P<0.05)。Spearman等级相关分析显示:胰腺癌
PFKFB3表达与MVD值呈显著正相关(r=0.551，P<0.01)。结论：胰腺癌组织中 PFKFB3呈高表达，可能通过促进血管生成，在胰腺

癌的发生发展、转移过程中发挥重要作用，并可能作为胰腺癌预防、治疗和预后评估的参考指标。

关键词：胰腺癌；PFKFB3；微血管密度；血管生成

中图分类号：R735.9 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2015）01-72-04

Study on the PFKFB3 Expression in Pancreatic Cancer and the Correlation
with Microvessel Density*

To detect the expression of PFKFB3 and microvessel density (MVD) in human pancreatic cancer tissues

and investigate the clinical significance and correlation of PFKFB3 with MVD. The expressions of PFKFB3 in 41 cases of pan-

creatic cancer and 11 cases of para-carcinoma tissues were detected by immunohistochemical SP method and CD34 positive vessels con-

sidered as MVD in those tissues were counted. Then relationships between expression of PFKFB3 and MVD, correlation of PFKFB3

with clinical characteristics, MVD with clinical characteristics were analyzed respectively. The positive expression rate of

PFKFB3 in pancreatic tissue and para-carcinoma tissue were 63.41% and 9.09%, which was significantly higher in the pancreatic tissue
(P<0.01); the MVD of pancreatic tissue with positive and negative PFKFB3 expression were (49.12± 12.04), (35.40± 8.12) respectively

(P<0.01). The expression of PFKFB3 was significantly related to the differentiation degree of pancreatic tissue (P=0.035), MVD was re-

lated to both TNM stage and lymph node metastasis of pancreatic tissue (P<0.05). Spearman correlation analysis showed that the expres-

sion of PFKFB3 was positively correlated with MVD(r=0.551, P<0.01). The up-regulation of PFKFB3 expression may play

an important role in the tumor genesis and development of pancreatic cancer through promoting the angiogenesis.PFKFB3 could be used
as a reference index of the prevention, treatment and prognostic prediction of pancreatic cancer tissue.
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前言

胰腺癌是一种发病隐匿，进展迅速，预后很差的消化道恶

性肿瘤，发病率呈逐年上升趋势[1-3]。虽然,目前的外科手术及辅

助治疗水平都显著提高，但胰腺癌的预后仍不容乐观，其 5年

生存率低于 5%[4]。新生血管形成在胰腺癌的生长、侵袭和转移

过程中发挥重要作用。在血管内皮细胞出芽过程中，PFKFB3

基因过表达能够使柄细胞表型向尖端细胞表型转化，从而促进

血管出芽、分支与形成；敲除该基因后导致尖端细胞活性减弱，

血管内皮细胞出芽及形成明显减少[5,6]。但国内文献尚未见报道

PFKFB3在胰腺癌中表达情况及其与血管形成的关系。本研究

拟通过免疫组织化学的方法检测 PFKFB3在胰腺癌中的表达，

并分析其与肿瘤微血管密度(MVD)之间的关系，以期为胰腺癌

的预防和治疗提供更多的线索。

1 资料与方法
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图 2 CD34在胰腺癌(图左)和癌旁组织中的表达(图右)( × 400)

Fig. 2 CD34 expression in human pancreatic cancer tissue (left) and

para-carcinoma tissue (right) (400× )

1.1 临床资料

胰腺癌标本来源于 2010年 11月至 2013年 5月在中南大
学湘雅医院行胰腺癌切除的患者，其中男性 28例，女性 13例；

年龄 35-77岁，中位年龄 54.4岁。所有患者术前均未接受任何
针对肿瘤的治疗(包括放化疗、免疫治疗等)。所有标本术后均病

理证实为胰腺腺癌，高分化 8例，中分化 18 例，低分化 15例。

按照 2002版国际抗癌联盟(UICC)TNM 分期标准：Ⅰ -Ⅱ期 29

例，Ⅲ -Ⅳ期 12例。另取胰腺癌旁组织 11例，病理学检查证实

无癌细胞。

1.2 试剂与方法

兔抗人 PFKFB3多克隆抗体、鼠抗人 CD34单克隆抗体分

别购自武汉 Proteintech生物技术公司产品、北京中杉生物技术

有限公司。抗体工作浓度分别为 1:200，1:100。所有胰腺癌组织

和对照组胰腺组织标本均经 10%甲醛溶液固定，常规石蜡包

埋，4 滋m厚切片，免疫组化 SP法具体步骤详见说明书。PBS代
替一抗作阴性对照，以试剂盒所附阳性切片作阳性对照。

1.3 结果判断标准

以胞质或胞核出现棕黄色颗粒为 PFKFB3阳性反应，阴性

对照为淡兰染。高倍镜下(× 400)随机观察 5个视野，染色结果

采用半定量积分法[7]，根据阳性细胞比率：阳性细胞数≤ 5%为 0

分，6%～ 25%为 1分，26%～ 50%为 2分，51%～ 75%为 3分，＞

75%为 4分。根据染色强度：基本不着色或与背景着色一致为 0

分；浅棕黄色为 1分，棕黄色为 2分，棕褐色为 3分。阳性细胞

百分比与染色强度之积，阴性表达为 0～ 3分，记作 "-"，阳性表

达为 4～ 12分，记作 "+"；参照Weidner等[8]的报道以 CD34染
色判定MVD计数。每一个染成棕色与周围组织区分开的内皮

细胞或内皮细胞簇作为一个血管。在 100倍视野下全面观察切
片以确定瘤内血管分布最高密度区。然后在 400倍视野下选取

最高血管密度区，记录 5个视野内的微血管数，取平均数作为

该病例 MVD值。阅片采用双盲法，每张切片均由 2名病理医

师观察，分别记录。

1.4 统计学处理
数据采用 SPSS19.0进行统计分析。两组计量资料的均数

比较采用 t检验，计数资料比较采用 x2检验或 Fisher精确概率

法，两变量的相关性分析采用 Spearman等级相关分析，以 P<0.

05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 PFKFB3、MVD在胰腺癌组织及癌旁组织中的表达
PFKFB3主要表达于肿瘤的胞浆，部分定位于胞核。在 41

例胰腺癌标本中，PFKFB3 蛋白的阳性表达率为 63.41%
(26/41)；而在癌旁组织中，PFKFB3阳性表达率仅 9.09%(1/11)，

显著低于胰腺癌组织(P<0.01)，见表 1、图 1。同时，胰腺癌组织

及癌旁组织中 MVD 值分别为 44.10± 12.59、23.90± 10.37，胰

腺癌组织显著高于癌旁组织中，见表 1、图 2。

表 1 胰腺癌组织及癌旁组织中 PFKFB3的表达及MVD值比较

Table 1 Comparison of the PFKFB3 expression and MVD between human pancreatic cancer tissue and para-carcinoma tissue

Group
n PFKFB3 Positive ratio

MVD (x± s)
- + %

Pancreatic cancer 41 15 26 63.41 44.10± 12.59

Para-carcinoma tissue 11 10 1 9.09 23.90± 10.37

图 1 PFKFB3在胰腺癌 (图左)和癌旁组织中的表达(图右)(× 400)

Fig. 1 PFKFB3 expression in human pancreatic cancer tissue (left) and

para-carcinoma tissue (right)（× 400）

2.2 PFKFB3表达及 MVD与胰腺癌临床病理特征的关系
PFKFB3表达与胰腺癌分化级别显著相关(P=0.035)，低分

化胰腺癌组织中 PFKFB3的阳性表达率最高；MVD 与胰腺癌
TNM 分期及淋巴结转移显著相关 (P<0.05)，PFKFB3 表达及
MVD与胰腺癌患者的性别、年龄、肿瘤大小均无明显相关性，

见表 2。
2.3 胰腺癌组织 PFKFB3表达与MVD的相关性

为了探讨胰腺癌组织 PFKFB3表达与 MVD的相关性，我

们进一步分析了上述两种蛋白的免疫组化的实验结果。

PFKFB3呈阳性表达的胰腺癌组织 MVD值显著高于PFKFB3

呈阴性表达的胰腺癌组织(P<0.01)，见表 3；采用 Spearman 等

级相关分析，结果显示胰腺癌组织 PFKFB3表达与 MVD呈显

著正相关(r=0.551, P<0.01)。

3 讨论

PFKFB 家族 ( PFK-2/FBPase-2) 有四种同工酶，分别是
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PFKFB1-4，虽然都具有高度同源性核心序列催化区域(＞ 85)，

但每一种同工酶因围绕活性催化部位的 N端和 C端调节区域
和残基高度不同而存在不同的调节和动力学性质[9,10]。PFKFB

是一种双功能酶，其中 PFKFB3几乎没有磷酸酶活性而只有激

酶活性(激酶磷酸酶比 740:1)。糖代谢途径的第二步关建酶 6磷

酸果糖激酶 1(PFK-1)受到变构激活剂 2，6二磷酸果糖的控制
(F2,6BP)，而 PFKFB3催化 6磷酸果糖(F6P)导致 2，6二磷酸果
糖、乳酸等生成增多[10]。Yalcin等[11]研究了 HCT116等细胞系，

发现 PFKFB3也存在于细胞核中，其异位表达增加多种细胞周

期蛋白的表达，包括 Cdk-1、Cdc25C、cyclinD3，能够减少细胞周

期促进肿瘤细胞增殖。

既往研究发现 PFKFB3在肺癌、肾癌、胃癌、前列腺癌、结

肠癌、乳腺癌等实体肿瘤中呈明显髙表达[12,13]。体外实验显示

PFKFB3基因沉默后能降低血管内皮细胞迁移和增殖，并在血

管内皮细胞球体实验中损害血管出芽。PFKFB3基因敲除的新
生小鼠视网膜血管内皮细胞血管出芽、分支和生长抑制[5]，而嵌

合体马赛克小鼠 PFKFB3基因敲除的血管内皮细胞与野生型

血管内皮细胞相比不能形成新生血管[15]。PFKFB3抑制剂 3PO

(3-(3-吡啶基)-1 -(4-吡啶基 -2-丙烯 -1-酮)通过抑制内皮细胞

增殖和迁移，可抑制内皮细胞球状体、斑马鱼胚胎、新生小鼠视

网膜出芽性血管生成，并可减少 Notch或 VEGFR1阻滞所诱导
的血管过度分支，同时放大 VEGF阻滞的抗血管生成作用[16]。

此外，PFKFB3也可以通过其他机制影响血管生成，如糖酵解

终产物乳酸通过激活 HIF-1琢 及 VEGFR2 上调 [17,18] 或通过

PHD2(脯氨酸羟化酶)的抑制激活促血管生成的 NF- kB/IL-8途

径，进而刺激血管生成[19]。

本研究通过免疫组化方法发现胰腺癌组织 PFKFB3 蛋白

的阳性表达率为 63.41%(26/41)，显著高于癌旁组织(9.09%)，且

与胰腺癌患者的性别、年龄及肿瘤大小无关，而与胰腺癌的分

化程度显著相关，分化程度低胰腺癌组织 PFKFB3的表达水平

显著高于高分化的胰腺癌组织。这些结果提示 PFKFB3的高表
达与胰腺癌的侵袭性和转移性有关，并可能作为判断胰腺癌生

长、浸润及转移能力的重要指标，这与既往 PFKFB3在神经胶

质细胞瘤中的研究结果是一致的[14]。此外，胰腺癌组织 PFKFB3

表达与MVD值显著相关，而胰腺癌组织MVD值亦明显高于

癌旁组织，与其 TNM分期及淋巴结转移显著相关。由此可见，
PFKFB3高表达可能具有促进胰腺癌血管生成的作用，进而介

导胰腺癌的发生发展。

Clinical pathological

characteristics

n PFKFB3 MVD (x± s)

- + x2 P Counts P

Gender

Male 28 9 19 43.29± 11.74

Female 13 6 7 0.751 0.386 45.85± 14.60 0.551

Age

≤ 60 years 26 11 15 43.96± 11.59

＞60 years 15 4 11 1.120 0.290 43.33± 14.58 0.929

Tumor size

≤ 4cm 15 6 9 40.07± 9.2

＞4cm 26 9 17 0.119 0.730 46.42± 13.78 0.121

Degree of differentiation

High differentiation 8 6 2 39.87± 6.66

Low and moderate

differentiation
33 9 24 4.432 0.035 45.12± 13.52 0.296

Clinical stage

Ⅰ+Ⅱ stage 29 11 18 40.59± 9.46

Ⅲ+Ⅳ stage 12 4 8 1.495 0.221 52.58± 15.40 0.039

Lymph node metastasis

No 23 11 12 37.78± 9.01

Yes 18 4 14 1.856 0.173 52.17± 12.03 ＜0.01

表 2胰腺癌组织中 PFKFB3表达、MVD与临床病理特征的关系

Table 2 Relationship between expression of PFKFB3, MVD and clinical pathological characteristics of pancreatic cancer

表 3 不同 PFKFB3表达强度的胰腺癌组织MVD值的比较

Table 3 Comparison of the MVD between positive and negative PFKFB3 expression of pancreatic cancer

Group Number MVD (x± s) P value

PFKFB3

Positive 26 49.12± 12.04 ＜0.01

Negative 15 35.40± 8.12
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综上所述，PFKFB3高表达可能通过促进血管生成在胰腺

癌的发生发展、转移过程中发挥重要作用，并与胰腺癌的恶性

程度及预后不良有关，可能作为胰腺癌预防、治疗和预后评估

的参考指标，但 PFKFB3高表达对胰腺癌血管生成的作用及其
具体机制尚有待于进一步研究。
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