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Abstract
BACKGROUND
Angiopoietin like protein 4 (ANGPTL4) is a secreted 
glycoprotein of the angiopoietin like protein family. 
Upregulation of ANGPTL4 expression can promote 
tumor angiogenesis. Contrast-enhanced ultrasound 
(CEUS) can objectively reflect tumor microcirculation 
perfusion and provide the hemodynamic information.

AIM
To investigate the correlation between ANGPTL4 
expression and the perfusion parameters of CEUS in 
hepatocellular carcinoma (HCC). 

METHODS
Eighty-four HCC patients (84 tumors) who underwent 
surgical resection at Zhejiang Xiaoshan Hospital were 
selected as study subjects. According to the ANGPTL4 
expression status, the patients were divided into either 
an ANGPTL4 positive expression group (48 cases) or 
an ANGPTL4 negative expression group (36 cases). All 
patients underwent CEUS within 3 d before operation. 
The perfusion parameters were analyzed, including 
enhancement intensity (EI) and peak to time (TTP). 
Serum vascular endothelial growth factor (VEGF), 
ANGPTL4 expression, and microvessel density (MVD) 
were measured. The correlation between the perfusion 
parameters of CEUS and the ANGPTL4 expression was 
analyzed. 

RESULTS
The EI in the ANGPTL4 positive expression group was 

肝细胞癌超声造影灌注参数与ANGPTL4表达水平相关性
的初步研究
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significantly higher than that in the ANGPTL4 negative 
expression group (P < 0.05). The TTP in the ANGPTL4 
positive expression group was significantly shorter than 
that in the ANGPTL4 negative expression group (P < 
0.05). The MVD and VEGF in the ANGPTL4 positive 
expression group were significantly higher than those in 
the ANGPTL4 negative expression group (P < 0.05) There 
was a positive correlation between EI and ANGPTL4 
expression in HCC (r = 0.753, P < 0.05), and a negative 
correlation between TTP and ANGPTL4 expression (r = 
-0.730, P < 0.05). 

CONCLUSION
There is a certain correlation between the perfusion 
parameters of CEUS and ANGPTL4 expression in HCC. 
Thus, the perfusion parameters of CEUS can reflect the 
ANGPTL4 expression level in HCC in vivo and indirectly 
evaluate its angiogenesis.

© The Author(s) 2020. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Contrast-enhanced 
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摘要
背景
血管生成素样蛋白4(angiopoietin like 4, ANGPTL4)
是一种血管生成素样蛋白家族中的分泌型糖蛋白, 
其表达上调可促进肿瘤微小血管新生. 超声造影
(contrast-enhanced ultrasound, CEUS)能客观地反映
肿瘤微循环血流灌注状态, 为临床提供血流动力学
信息. 

目的
探讨原发性肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)
的CEUS灌注参数与ANGPTL4表达水平的相关性. 

方法
选取在浙江萧山医院行手术切除的84例H C C患
者作为研究对象(共84个肿瘤). 根据A N G P T L4
表达结果分为: A N G P T L4阳性表达组(48例)和
ANGPTL4阴性表达组(36例). 所有患者术前3 d内
行CEUS检查, 分析病灶的血流灌注参数: 增强强度
(enhancement intensity, EI)和达峰时间(peak to time, 
TTP), 同期测定患者血清血管内皮生长因子(vascular 

endothelial growth factor, VEGF)水平, 术后测定组织
标本ANGPTL4表达水平及微血管密度(microvessel 
density, MVD). 分析CEUS灌注参数与ANGPTL4表达
水平的相关性. 

结果
ANGPTL4阳性表达组病灶的EI明显高于ANGPTL4
阴性表达组, 差异有统计学意义(P<0.05); ANGPTL4
阳性表达组病灶的TTP明显短于ANGPTL4阴性表
达组, 差异有统计学意义(P <0.05); ANGPTL4阳性
表达组的MVD和VEGF水平明显高于ANGPTL4阴
性表达组, 差异有统计学意义(P <0.05); HCC的EI与
ANGPTL4表达水平呈正相关(r  = 0.753, P<0.05), TTP
与ANGPTL4表达水平呈负相关(r  = -0.730, P<0.05). 

结论
HCC的CEUS灌注参数与ANGPTL4表达水平具有一
定相关性, 能无创性反映活体HCC的ANGPTL4表达
水平, 间接评估其血管新生状态.

© The Author(s) 2020. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.

关键词: 原发性肝细胞癌; 超声造影; 时间-强度曲线; 血

管生成素样蛋白4; 微血管密度

核心提要: 深入研究肿瘤微血管生成状态及其影响因素, 
有着重要临床意义. 超声造影作为一种有效监测微循环

血流灌注的影像学手段, 可为临床诊治提供客观的血流

动力学信息. 

文献来源: 吴林德, 蒿业红, 徐珊珊, 方苑仲. 肝细胞癌超声造影灌注参

数与ANGPTL4表达水平相关性的初步研究. 世界华人消化杂志 2020; 

28(10): 378-383  

URL: https://www.wjgnet.com/1009-3079/full/v28/i10/378.htm  
DOI: https://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v28.i10.378

0  引言

原发性肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是一种

发病率较高的肝脏恶性肿瘤[1]. HCC恶性生物学行为与

其微血管新生状态密切相关, 深入研究其微血管生成

有着重要临床意义[2]. 血管生成素样蛋白4(angiopoietin 
like 4, ANGPTL4)作为一种血管生成素样蛋白家族中

的分泌型糖蛋白, 其在促进肿瘤血管生成、转移及复

发中发挥着重要作用[3], 而目前其评估方法需采用具有

创伤性的病理学检查. 本研究运用超声造影(contrast-
enhanced ultrasound, CEUS)定量分析HCC的血流灌注

参数, 探讨其与ANGPTL4表达水平的相关性, 旨在探

讨CEUS在评估活体HCC组织的ANGPTL4表达水平及
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血管生成中的价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择2018-09/2019-12期间, 在浙江萧山医院行

手术切除的84例HCC患者作为研究对象. 纳入标准: (1)
均病理证实为HCC; (2)术前均未曾行任何形式放化疗

及药物治疗; (3)无合并其它恶性肿瘤; (4)患者能配合

CEUS检查. 其中男68例, 女16例, 年龄29-70岁, 平均年

龄50.83岁±11.02岁. 病灶共计84个, 直径1.87-6.19 cm, 
平均直径4.23 cm±1.10 cm. 根据ANGPTL4表达结果分

为: ANGPTL4阳性表达组, 48例, 男38例, 女10例, 年龄

29-70岁, 平均年龄51.53岁±10.47岁, 直径2.11-6.19 cm, 
平均直径4.29 cm±1.09 cm, 其中高分化12例、中分化

10例、低分化26例; ANGPTL4阴性表达组, 36例, 男30
例, 女6例, 年龄32-67岁, 平均49.90岁±11.80岁, 直径

1.87-5.53 cm, 平均4.15 cm±1.12 cm, 其中高分化9例、

中分化8例、低分化19例. 两组间年龄(t  = 0.666, P  = 
0.507)、性别(χ 2 = 0.232, P  = 0.630)、直径(t  = 0.568, P = 
0.571), 病理分级(χ 2 = 0.026 , P  = 0.987)比较无明显统计

学差异(P>0.05). 
1.2 方法

1.2.1 CEUS检查: CEUS采用Acuson S2000超声诊断仪, 
配有4C1探头(频率4.0 MHz), 随机配备对比脉冲系列成

像技术. 造影剂采用声诺维(sono Vue), 按照说明书配备

成混悬液. CEUS由一名高年资且经验丰富的超声医师

进行操作分析. 首先对病灶进行常规超声检查, 明确肿

瘤位置、大小、内部回声、边界、血供等情况. 启动

CEUS, 经肘部浅静脉推注造影剂2.4 mL, 同步计时, 观察

并存储造影全过程. 选取病灶区域作为感兴趣区, 绘制

时间-强度曲线, 获得病灶的增强强度、达峰时间(图1).
1.2.2 血管内皮生长因子水平、ANGPTL4、微血管密

度测定: ANGPTL4表达测定: 术后组织标本采用兔抗人 
ANGPTL4 多克隆抗体(美国Sigma公司), 滴度为1:200, 
按照SABC法常规步骤行免疫组化. 随机选取每张切中

的5个视野, 根据视野中阳性细胞百分比评分: 0分, 阳性

细胞<5%; 1分, 5%-25%; 2分, 25%-50%; 3分, ≥50%. 染
色强弱评分: 仅细胞核染蓝色为阴性; 胞核、胞浆以及

胞膜染成棕黄色为阳性. 0分, 阴性; 1分, 弱阳性; 2分, 阳
性; 3分, 强阳性. ANGPTL4 表达结果判定: 两项之和≤3
分判定为阴性表达; >3分判定为阳性表达. 

微血管密度(microvessel density, MVD)测定: 术后

组织标本经甲醛固定, 石蜡包埋切片, 采用ElivisionTM两

步法免疫组化染色. 参照Weidner等[4]的校正方法测定

MVD. 
血清血管内皮生长因子(vascular endothelial growth 

factor, VEGF)水平测定: 清晨, 空腹状态, 采集患者5 mL
肘部静脉血, 3000 r/min离心15 min分离血清, -20 ℃冰箱

存储. 按照酶联免疫吸附试验进行操作, 测定血清VEGF
水平. 

统计学处理 应用SPSS 20.0软件统计数据. 计量资

料以mean±SD表示, 两组间比较采用独立样本t检验, 
多组间比较采用方差分析; 计数资料以(%)表示, 组间比

较采用χ 2
检验. 相关性采用Pearson相关分析. P<0.05为

差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 两组间C E U S参数比较 ANGPTL4阳性表达组

病灶的增强强度(enhancement intensity, EI)明显高于

ANGPTL4阴性表达组, 差异有统计学意义(P <0.05); 
ANGPTL4阳性表达组病灶的达峰时间(peak to time, 
TTP)明显短于ANGPTL4阴性表达组, 差异有统计学意

义(P<0.05)(表1). 高分化HCC的EI低于中分化HCC及低

分化HCC, 差异有统计学意义(P <0.05); 中分化HCC的
EI低于低分化HCC, 差异有统计学意义(P<0.05); 高分化

HCC的TTP长于中分化HCC及低分化HCC, 差异有统计

学意义(P<0.05); 中分化HCC的TTP长于低分化HCC, 差
异有统计学意义(P<0.05)(表2). 
2.2 两组间A N G P T L4、V E G F、M V D水平比较 
ANGPTL4阳性表达组的ANGPTL4、MVD及VEGF水
平明显高于ANGPTL4阴性表达组, 差异有统计学意义

(P<0.05)(表3). 高分化HCC的ANGPTL4、MVD及VEGF
水平低于中分化HCC及低分化HCC, 差异有统计学意义

(P<0.05); 中分化HCC的ANGPTL4、MVD及VEGF水平

低于低分化HCC, 差异有统计学意义(P<0.05)(表4). 
2.3 CEUS参数与ANGPTL4表达水平的相关性 HCC的
EI与ANGPTL4表达水平呈正相关(r  = 0.753, R 2 = 567, 
P<0.05), HCC的TTP与ANGPTL4表达水平呈负相关(r  = 
-0.730, R 2 = 0.532, P<0.05)(图2). 

3  讨论

HCC为富血供肝脏恶性肿瘤, 其发生发展、转移复发与

血管新生密切相关[5]. 血管新生是一系列在多因子调控

作用下发生的有序而复杂的生物过程. 因此, 全面了解

HCC血管新生状态对于临床制定治疗方案, 评估预后有

着重要意义. 
ANGPTL4作为一种血管生成素样蛋白家族中的

分泌型糖蛋白, 不仅参与葡萄糖代谢以及脂质代谢, 而
且在缺氧诱导因子作用下表达上调, 促进肿瘤血管新

生、转移复发以及细胞分化[6]. MVD常被应用于评估

肿瘤的微小血管增殖状态, 是目前临床评估肿瘤血管生
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成的“金标准”, 在恶性肿瘤中MVD数值越高, 肿瘤侵

袭能力越强、预后越差[7]. VEGF 即是目前所知的特异

性最高、作用最强的肿瘤血管生成正向调节因子. 本研

究结果中, ANGPTL4阳性表达组的ANGPTL4、MVD及

VEGF水平明显高于ANGPTL4阴性表达组(P<0.05). 证实

了随着HCC组织中ANGPTL4表达上调, VEGF合成分泌

增加, HCC微小血管生成能力增强, 促使HCC内微血管

大量增殖, 为其提供生长发展所需的血供及营养物质. 
目前, 临床评估ANGPTL4表达率以及表达强度需

通过获取组织标本行病理学检查实现. 该方法存在创

伤性、准确取材依赖性等缺点, 应用受到一定限制. 随
着超声技术的不断发展, CEUS为肿瘤微循环血流灌注

检测开辟了一条全新途径. CEUS时所采用的新型造

影剂Sono Vue不会渗透至细胞间隙, 具有血池示踪剂

的药代动力学特性[8]. CEUS能通过时间-强度曲线定量

分析目标组织的血流动力学状态变化. 本研究结果中, 
ANGPTL4阳性表达组病灶的EI显高于ANGPTL4阴性

表达组(P <0.05); 而ANGPTL4阳性表达组的TTP明显

短于ANGPTL4阴性表达组. 说明ANGPTL4阳性表达

的HCC组织能在更短的时间内获得更充足的血流灌注

     

表  4  不同病理分级肝细胞癌间血管内皮生长因子、ANGPTL4、微血管密度水平比较

组别 ANGPTL4(分) VEGF (pg/mL) MVD(条/200倍视野)

高分化 2.00±1.18 71.52±16.35 36.60±6.16

中分化 3.33±1.24a 367.58±209.98a 50.99±14.72a

低分化 4.89±1.25ab 564.38±227.92ab 68.74±14.64ab

F /P值 41.419/0.000 46.628/0.000 45.527/0.000

与高分化比较, aP<0.05; 与中分化比较, bP<0.05. ANGPTL4: 血管生成素样蛋白4; VEGF: 血管内皮生长因子; MVD: 微血管密度.

     

表  3  两组间血管内皮生长因子、ANGPTL4、微血管密度水平比较

组别 ANGPTL4(分) VEGF (pg/mL) MVD(条/200倍视野)

阳性表达组    5.17±0.75 621.27±137.24 70.88±11.22

阴性表达组    1.97±0.77     70.82±12.49  38.30±6.87

t /P值 19.009/0.000      23.955/0.000 15.382/0.000

ANGPTL4: 血管生成素样蛋白4; VEGF: 血管内皮生长因子; MVD: 微血管密度.

     

表  2  不同病理分级肝细胞癌超声造影参数比较

组别 例 EI (dB) TTP (s)

高分化 21   17.73±2.01 33.61±5.98
中分化 18  22.30±2.89a 23.88±6.73a

低分化 45 24.91±4.84ab 19.30±4.33ab

F /P值    23.862/.000    51.376/.000

与高分化比较, aP<0.05; 与中分化比较, bP<0.05. EI: 增强强度; TTP: 达峰时间.

     

表  1  两组间超声造影参数比较

组别 例 EI (dB) TTP (s)

阳性表达组 48 25.25±4.08  19.19±3.37

阴性表达组 36 18.77±3.46  34.31±5.17

t /P值    7.675/.000 -16.206/.000

EI: 增强强度; TTP: 达峰时间.
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量. 原因可能是[9,10]: ANGPTL4阳性表达HCC组织通过

ANGPTL4、VEGF的表达上调及分泌, 诱导组织生成

大量微小血管, 使单位体积内微小血管数量增多, 血流

灌注量增大, 增强强度增大. 同时, 由于ANGPTL4阳性

表达HCC组织内存在的大量新生微小血管具有基底膜

发育不全, 血管平滑肌缺失、动静脉短路等特点, 使微

小血管阻力进一步下降, 血流灌注速度增加, 达峰时间

缩短. 本研究结果中, HCC的EI与ANGPTL4表达水平呈

正相关(r  = 0.753, P<0.05), 而TTP与ANGPTL4表达水平

呈负相关(r  = -0.730, P<0.05). 提示CEUS可在一定程度

上反映ANGPTL4表达水平状态, 即EI越大或TTP越短, 
ANGPTL4表达水平越高. 

本研究结果显示, 高分化HCC的EI、ANGPTL4、
MVD及VEGF水平低于中分化HCC及低分化HCC, 且
中分化HCC的EI、ANGPTL4、MVD及VEGF水平低于

低分化HCC(P<0.05), 而高分化HCC的TTP长于中分化

HCC及低分化HCC, 且中分化HCC的TTP长于低分化

HCC, (P<0.05). 提示随着HCC恶性程度增加, 其微小血

管生成状态越旺盛, 其EI、ANGPTL4、MVD及VEGF
水平呈上升趋势, 而TTP呈下降趋势. 证实了HCC恶性

程度与其血管新生状态密切相关. 
总之, HCC的CEUS灌注参数与ANGPTL4表达水

平具有一定相关性, 能无创性评估活体HCC组织的

ANGPTL4表达水平情况, 间接反映其血管新生状态. 

文章亮点

实验背景

准确评估肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)组织

的血管生成素样蛋白4(angiopoietin like 4, ANGPTL4)表
达水平, 有助于临床诊治及预后评估. 

实验动机

运用超声造影(contrast-enhanced ultrasound, CEUS)定量

分析HCC的血流灌注参数, 探讨其与ANGPTL4表达水

平的相关性, 以期为临床评估活体HCC血管新生状态提

供参考. 

图  1  肝细胞癌的时间-强度曲线示意图.

图  2  散点图. A: 增强强度与ANGPTL4表达水平; B: 达峰时间与ANGPTL4表达水平. ANGPTL4: 血管生成素样蛋白4; EI: 增强强度; TTP: 

达峰时间.

 文章亮点
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实验目标

本篇论文研究的主要目标是探讨HCC的血流灌注参

数与ANGPTL4表达水平的相关性. 结果显示CEUS
能客观反映HCC微循环特点, 其血流参数增强强度

(enhancement intensity, EI)和达峰时间(peak to time, TTP)
与ANGPTL4表达水平具有较好相关性, 可间接反映

HCC血管新生状态. 

实验方法

本篇论文为了达到目标运用CEUS观察HCC微循环血

供特征. CEUS能实时显示肿瘤组织的微循环血流灌注

状态, 从而间接反映其血管新生情况.

实验结果

本篇论文研究达到了实验目标 ,  研究结果显示

ANGPTL4阳性表达组病灶的EI、MVD、VEGF水
平明显高于ANGPTL4阴性表达组, 而TTP明显短于

ANGPTL4阴性表达组(P<0.05); HCC的EI与ANGPTL4
表达水平呈正相关, 而TTP与ANGPTL4表达水平呈负

相关. 本研究结果说明CEUS能敏感反映HCC血流灌注

状态, 间接反映ANGPTL4表达情况, 有助于临床评估活

体HCC的血管新生情况. 

实验结论

HCC的微循环血流状态与ANGPTL4、MVD及VEGF
水平密切相关. CEUS作为一种无创性的微循环血流监

测手段, 不仅有助于肿瘤良恶性质的鉴别诊断, 而且能

动态观察以及定量分析肿瘤的微循环灌注特征, 间接

反映肿瘤血管新生情况. 本研究运用CEUS分析HCC
微循环灌注特征, 探讨其与ANGPTL4表达水平的相关

性,以期间接反映HCC血管新生情况. 本研究通过实验

发现, HCC的EI、TTP均与ANGPTL4表达水平具有良

好相关性. 证实了CEUS可用于无创性评估活体HCC的
ANGPTL4表达水平, 进而间接评估活体HCC血管新生

情况. 

展望前景

HCC病灶位置较深时, 不利于CEUS分析评估, 而HCC
病灶靠近膈顶或靠近胃肠道时, 易受气体干扰而影响

CEUS评估. 未来研究的方向为CEUS在HCC抗血管生

成治疗中的临床应用价值, 最佳方法是运用动态三维

CEUS分析HCC的微循环血流状态. 
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