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Abstract
AIM: To investigate the correlation between ex-
pression of c-Met protein and  microvessel den-
sity (MVD) in colorectal carcinoma and to assess 
their clinical significance.

METHODS: Immunohistochemical SP method 
was used to detect the expression of c-Met pro-
tein and CD34 (for assessment of MVD) in 40 
cases of colorectal carcinoma, 40 cases of tumor-
adjacent neoplastic tissue and 40 cases of normal 
colorectal tissue.

RESULTS: The positive rate of c-Met expres-
sion in colorectal carcinoma was significantly 
higher than that in adenoma and normal tissue 
(χ2 = 29.39, P < 0.01). The MVD in colorectal car-
cinoma was also significantly higher than that in 
adenoma and normal tissue (H = 90.468, P < 0.01). 
C-Met expression and MVD had no correlation 
with tumor site and histological stage, but were 
closely related to Dukes stage, depth of invasion, 
lymph node metastasis and distant metastasis (all 
P < 0.05). The MVD in c-Met-positive rectal can-
cer was higher than that in c-Met-negative rectal 
cancer (t = 3.126, P < 0.01).

CONCLUSION: C-Met possibly plays an im-
portant role in the invasion and metastasis of 
colorectal carcinoma. Combined detection of 
c-Met expression and MVD may be helpful for 
judging prognosis in colorectal carcinoma. 

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 检测结直肠癌组织中c-Met蛋白表达情
况并计数其微血管密度(microvessel density, 
MVD)值, 探讨两者之间的相互关系, 评价其
与结直肠癌临床病理特征的关系. 

方法: 对我院病理科2009-2010年经手术切除
经病理证实的结直肠癌、癌旁组织及正常组
织标本各40例, 采用Western blot和SP法分别
检测3种组织中c-Met蛋白表达和CD34标记的
MVD. 

结果: c-M e t蛋白在结直肠癌组织中阳性表
达率明显高于结直肠癌旁组织与正常黏膜

■背景资料
c - m e t 基 因 是 国
外学者Cooper于
1984年发现的由
原癌基因c-met 编
码的具有酪氨酸
激酶活性的跨膜
分子, 具有调节细
胞生长、分化的
功能 .  c-met 广泛
存在于肿瘤细胞
和血管内皮细胞, 
但不存在于间质
细胞.

■同行评议者
肖秀英, 副主任医
师, 上海市徐汇区
中心医院肿瘤科
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组织(χ2 = 29.39, P≤0.01). 结直肠癌组织中
MVD明显高于结直肠癌旁组织和正常黏膜
组织(H = 90.468, P≤0.01). 结直肠癌组织
c-Met蛋白表达和MVD与浸润深度(P <0.05)、
Dukes分期(P <0.05)、淋巴结转移及远处转移
(P <0.05)密切相关, c-Met阳性表达的结直肠癌
组织中MVD显著高于c-Met阴性者(t = 3.126, 
P <0.01). 

结论: 结直肠癌患者的c-Met及MVD值高于癌
旁组织及正常黏膜组织, 且随着结直肠癌的不
断进展, 两者在结直肠癌的侵袭和转移中发挥
着重要作用, 联合检测c-Met的表达及MVD可
能有助于结直肠癌临床评价和预后判断. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

近年来, 我国结直肠癌发病率呈快速上升趋势, 
严重威胁着人们的身体健康. 目前虽然治疗手

段多样, 但效果及预后欠佳. 因此确定合理的治

疗靶点, 制定更为完善的治疗策略成为目前研

究的热点问题. 近年来, 对肿瘤组织微血管密

度(microvessel density, MVD)的定量研究表明, 
MVD与肿瘤的生长、转移和复发有着显著相关

性[1]. 原癌基因(c-met )编码的蛋白产物c-Met是
肝细胞生长因子(hepatocyte growth factor, HGF)
的一个酪氨酸激酶受体, HGF/met信号系统有多

种功能, 能促进肿瘤组织的微血管形成和肿瘤

细胞的增殖与分裂, c-Met蛋白的异常表达与肿

瘤的发生、发展有着密切关系[2]. 结直肠癌组织

中MVD与c-Met蛋白表达的相关性及其与临床

病理特征关系的研究文献较少, 本实验探讨了

结直肠癌组织中MVD值与c-Met蛋白表达的相

关性及与结直肠癌临床病理特征的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 随机选取2009-09/2010-10在承德医学

院附属医院手术切除的结直肠癌标本40例, 其
中男22例, 女18例, 年龄38-82岁, 中位年龄62岁. 
病理分期按Dukes分期A期11例, B期7例, C期12

例, D期10例. 按分化程度分为3组, 高分化腺癌

10例, 中分化腺癌14例, 低分化腺癌12例; 根据

浸润深度分为两组, 无周围软组织浸润17例, 有
周围软组织浸润23例; 根据有无淋巴结转移分

为两组, 无淋巴结转移19例, 有淋巴结转移21例. 
所有病例均经病理证实, 均无其他严重内科疾

病或伴发其他恶性肿瘤, 术前均未接受放疗或

化疗. 标本离体30 min内, 经40 g/L甲酫固定后, 
常规脱水, 石蜡包埋, 4 μm厚连续切片备用. 鼠
抗人CD34单克隆抗体, 浓缩型、SP免疫组织化

学试剂盒及多聚赖氨酸防脱片剂均购自北京中

山生物技术有限公司. c-Met一抗购自美国Santa 
Cruz公司, 使用时按1∶100稀释. 
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学检测: 按SP试剂盒说明书进

行免疫组织化学染色, 4 μm连续切片, 常规脱

蜡至水化, 3%H2O2室温孵育20 min, PBS浸泡

5 min, 枸橼酸盐缓冲液(0.01 mol/L, pH6.4)孵化

(100 ℃)20 min暴露抗原决定簇, 血清封闭, 滴加

一抗, 4 ℃过夜, 加二抗、三抗, DAB染色, 苏木

素复染, 脱水, 封片. 检测c-Met和CD34在各标本

中的表达情况, 以上实验同时设阴性和阳性对

照, 阴性对照采用PBS代替一抗. 
1.2.2 免疫组织化学结果判断: c-Met呈棕黄色, 
主要定位于细胞胞浆. 高倍镜下(400倍)至少选

择5个视野, 计数阳性细胞, 并计算阳性细胞百

分率. 阳性细胞数<25%为0分, 26%-50%为1分, 
51%-75%为2分, >75%为3分. 染色程度根据多数

细胞的呈色反应为准, 不着色为0分, 浅棕黄色

为1分, 棕黄色为2分, 黄褐色为3分. 根据c-Met染
色程度与阳性细胞数评分之和综合判断: 0分为

阴性(-), 1-2分为弱阳性(+), 3-4分为阳性(6), 5-6
分为强阳性(7). 

CD34: CD34的阳性表达位于血管内皮细胞, 
呈棕褐色, 深染, 形状不规则. 参照Weidner标准[3]

计数MVD. 以同一张切片3个选定区域(200倍光

镜视野)视野内微血管数的平均值表示所要测量

的微血管密度. 
1.2.3 Western-blot检测: 提取组织中的总蛋白, 
BCA法检测蛋白含量. SDS聚丙烯酰胺凝胶电

泳, 转膜, 5%脱脂奶粉封闭, TBST洗膜后一抗

孵育, 4 ℃过夜, TBST洗膜后二抗室温孵育2 h, 
DAB显色试剂盒进行显色, 拍照记录实验结果. 
用Gel Pro-Analyzer 3.1软件进行分析, 计算目的

蛋白与β-actin的光密度比值. 
统计学处理 所有数据采用SPSS11.5统计学

■研发前沿
研究表明, 在许多
恶性肿瘤中c-Met
的 表 达 量 上 升 , 
包括非小细胞肺
癌、胃癌、卵巢
癌、前列腺癌、
甲状腺癌、乳腺
癌、头颈部癌、
结肠癌和肾癌等.
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软件进行统计分析, 实验结果以mean±SD表示, 
两个独立样本组间均数比较用t检验, 多组的组

间比较用方差分析, P <0.05表示差异有显著性, 
P >0.05为差异无显著性. 

2  结果

2.1 c-Met蛋白表达 c-Met主要表达在结直肠癌

细胞的细胞浆中, 呈棕黄色. 在结直肠癌、结直

肠癌旁组织和正常黏膜组织中, c-Met的阳性表

达水平分别为0.82±0.21、2.53±0.47和4.12±
0.87. c-Met蛋白在结直肠癌组织中表达最高, 在
结直肠癌旁组织及正常黏膜组织中表达量依次

降低, 三者之间c-Met蛋白的表达情况差异有显

著性(P <0.01, 表1, 图1). 
2.2 MVD检测 CD34标记的微血管呈棕褐色. 结
直肠癌、结直肠癌旁组织以及正常黏膜组织

MVD分别为33.85±8.68、30.00±7.81、12.80
±4.09, 差异有统计学意义(H  = 90.468, P≤0.01, 
表2, 图2). 
2.3 结直肠癌组织c-Met蛋白表达与MVD的相关

性 我们对结直肠癌组织中c-Met蛋白的表达情

况与微血管密度值进行相关性研究, 经统计学

处理, 发现结直肠癌中c-Met蛋白的表达水平与

癌组织中微血管密度值有正相关性(R = 0.618, 
P <0.01). 提示在结直肠癌组织中, 随着c-Met蛋
白表达水平的升高, 微血管密度值也相应升高

(图3). 
2.4 c-Met和MVD与结直肠癌患者临床病理参数

的关系 结直肠癌组织中c-Met蛋白表达及MVD
的水平与肿瘤位置、分化程度、大小及患者的

性别、年龄无关, 但与肿瘤浸润深度、Dukes分
期、淋巴结转移及远处转移有关(表3). 

3  讨论

c-met基因是国外学者Cooper于1984年发现的由

原癌基因c-met编码的具有酪氨酸激酶活性的跨

膜分子[4], 具有调节细胞生长、分化功能. c-met
广泛存在于肿瘤细胞和血管内皮细胞, 但不存

在于间质细胞[5]. 在国内外关于肿瘤中c-met基因

表达的研究发现, 许多恶性肿瘤c-met表达增多, 
包括非小细胞肺癌、胃癌、卵巢癌、前列腺

癌、甲状腺癌、乳腺癌、头颈部癌、结肠癌和

肾癌等[6]. 本次研究结果显示: 随着结直肠癌分

■创新盘点
结直肠癌组织中
MVD与c-Met蛋
白表达的相关性
及其与临床病理
特征关系的研究
较 少 ,  本 实 验 探
讨了结直肠癌组
织 中 M V D 值 与
c-Met蛋白表达的
相关性及与结直
肠癌临床病理特
征的关系. 

表  1  c-Met在不同组织中表达 (mean±SD, n  = 40)

         c-Met    P值

正常黏膜 0.82±0.21  <0.01

癌旁组织 2.53±0.47

癌组织 4.12±0.87

表  2  MVD在不同组织中表达 (mean±SD, n  = 40)

      微血管密度   P值

正常黏膜 12.80±4.09 <0.01

癌旁组织 30.00±7.81

癌组织 33.85±8.68

1       2      3        4       5       6        7       8       9

图  1  用Western-blot检测不同组织中c-met的表达情况. 1, 

4, 7: 为肿瘤组织; 2, 5, 8: 癌旁组织; 3, 6, 9: 正常组织.

A

B

C

图  2  CD34标记的MVD在不同组织中表达(×200倍). A: 正

常黏膜组织; B: 结直肠癌旁组织; C: 结直肠癌.
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■同行评价
本文数据可靠, 结
果可信, 具有一定
指导意义.

化程度的降低、浸润层次的深入、淋巴转移的

发生和临床分期的进展, c-Met蛋白表达水平不

断升高, 提示了c-Met蛋白的高表达与结直肠癌

的发展、浸润、转移有关, 这可能是c-Met蛋白

高表达促使肿瘤细胞增殖、分化, 运动能力增

强, 增加了肿瘤组织的侵袭性. 国外学者Fazekas
等[7]研究也证实, 约50%的结肠癌c-Met蛋白表达

增加了5-10倍, 仅10%的结肠癌原发灶有c-met基
因扩增, 而转移灶则88%发生了基因扩增. 国内

学者吴子刚等[8]研究表明, c-met高表达组淋巴转

移多, 说明浸润转移机会大, 与本研究结果与国

内外学者研究结果一致. 所以, 监测c-Met蛋白的

表达水平有可能为评价结直肠癌生物学行为提

供较有价值的评价指标. 
近些年来关于有关研究发现肿瘤血管生成

是一个多步骤、多因素共同作用的复杂过程, 
涉及一系列生理病理及生物化学的改变. 促血

管生成因子与血管生成抑制因子之间的共同作

用, 决定着肿瘤血管生成表型. 肿瘤组织中的微

血管有两种来源: (1)肿瘤细胞产生的血管内皮

细胞生长因子, 如血管内皮生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)等, 诱导瘤体

生成微血管; (2)残存于瘤体内的宿主血管逐渐

变为肿瘤血管, 即宿主血管的肿瘤化[9]. 肿瘤微

血管生成反映恶性肿瘤生物学行为的重要参

数, 与多种肿瘤的预后相关[10], 常用特异性高的

CD31、CD34[11]荧光标记血管内皮细胞, 来反映

MVD的数值. CD34抗体对肿瘤内毛细血管、小

血管内皮细胞稳定性及敏感性都较强, 是一种

相对分子质量为115×103的糖基化跨膜糖蛋白. 
CD34抗体是目前检验微血管构筑的较好方法,
可重复性强. 本研究显示, MVD在结直肠癌组织

中较腺瘤组织和正常黏膜显著增加, 与肿瘤的

Dukes分期、浸润深度、淋巴结转移及远处转

移密切相关, Takebayashi等[12]研究结果同样也显

示, 结直肠癌的MVD与Dukes分期、浸润深度以

  100

10

1
1  3   5   7   9  11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39

MVD表达

c-Met表达

图  3  结直肠癌组织c-Met蛋白表达与MVD之间的相关性. 

表  3  c-Met和MVD与结直肠癌患者临床病理参数的关系 (mean±SD)

     临床病理特征  n     c-Met   P值 微血管密度    P 值

年龄(岁)

  ≥60

  ＜60

17 4.08±0.69 ＞0.05 34.88±8.45 ＞0.05

23 4.17±1.10 33.8 ±8.95

性别

  男

  女

22 4.13±0.81 ＞0.05 33.09±7.45 ＞0.05

18 4.12±0.97 34.44±10.46

肿瘤部位

  直肠

  结肠 

18 4.35±0.81 ＞0.05 30.83±8.25 ＞0.05

22 3.82±0.90 35.868.52

病理分级

  高分化

  中分化

  低分化

10 3.03±0.87 ＜0.05 35.10±9.68 ＞0.05

14 3.73±0.78 26.45±9.14

12 4.48±0.99 35.31±13.17

浸及深度

  未及浆膜 17 3.28±0.87 ＜0.05 28.41±7.00 ＜0.05

  浆膜以外 23 4.37±0.81 37.86±7.62

Dukes分级

  A+B

  C+D

18 3.44±0.54 ＜0.01 26.44±3.58 ＜0.01

22 4.69±0.68 40.36±5.44

淋巴结转移

  无

  有

19 3.41±0.55 ＜0.01 25.88±3.77 ＜0.01

21 4.68±0.66 40.36±5.44
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及淋巴结转移均有明显相关性. 与本组研究相

似. 但Bossi与White等[13]研究却认为结直肠癌的

MVD与肿瘤临床分期、淋巴结转移之间无显著

性相关. 考虑是否与所选取的实验对象的分期

与病理类型差异有关. 因此, 结直肠癌的MVD与

其浸润、转移的关系尚需进一步研究. 
因此我们认为肿瘤的微血管数量是肿瘤患

者的危险因素, 数量越多预后越差, 越容易发生

转移. 本实验通过联合检测c-Met、MVD, 结果

c-Met蛋白在癌组织中明显高于癌旁组织和正

常组织, 表明HGF/c-Met信号传导系统很可能参

与了结直肠癌的发生发展过程, 并与结直肠癌

微血管的生成有一定关系, 且对结直肠癌的浸

润、转移可能存在影响. 由于在HGF/c-Met信号

传导系统中参与的因子众多, 因此相互之间的

关系复杂, 仍然存在着很多问题, 有待于今后的

研究. 进一步的研究应对术后的患者进行长期

的随访以及复查, 评价c-Met蛋白的表达水平及

MVD值与预后生存率、生存时间等远期指标的

相关性, 以便更深入的认识结直肠癌的发生发

展机制, 为判断患者的预后引进新的指标, 也为

肿瘤的药物治疗提供新靶点和新思路. 
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