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Abstract
AIM: To investigate the relationship of the expression of
platelet-derived endothelial cell growth factor/thymidine
phosphorylase (PD-ECGF/TP) and Cox-2 to angiogenesis
and apoptosis in gastric carcinoma.

METHODS: The expression of PD-ECGF and Cox-2 and
the microvascular density (MVD) level were examined by
immunohistochemical staining, and apoptotic index (AI)
was examined by flow cytometry in 67 cases of gastric
carcinoma.

RESULTS: There was a close correlation between PD-ECGF
expression and several clinicopathological factors includ-
ing lymph node metastasis (P <0.05), histology (P <0.05)
and histological type (P <0.05). The expression of Cox-2
was closely related to lymph node metastasis (P <0.05); The
expression of PD-ECGF or Cox-2 in gastric cancer tissues
was positively correlated with MVD (P <0.01) and nega-
tively correlated with AI (P <0.01). Combined analysis of
PD-ECGF and Cox-2 showed that tumors with positive ex-
pression of both factors had a significantly lower AI and a

significantly higher MVD than tumors with negative ex-
pression of both factors (P <0.01).

CONCLUSION: Up-regulation of PD-ECGF and Cox-2 may
facilitate tumor angiogenesis and inhibit apoptosis in gas-
tric carcinoma, indicating cooperation between PD-ECGF
and Cox-2 in gastric cancer, and therefore promote tumor
growth and metastasis.
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摘要

目的: 探讨血小板衍化内皮细胞生长因子(platelet-derived

endothelial cell growth factor PD-ECGF)和环氧化酶2

(Cox-2)在胃癌组织中的表达及与血管生成和细胞凋亡的

关系.

方法: 应用免疫组化技术对67例胃癌组织进行PD-ECGF

Cox-2 及肿瘤组织微血管密度(microvascular density

MVD)检测 流式细胞术检测胃癌细胞凋亡指数(apoptosis

index AI).

结果: PD-ECGF的表达与胃癌淋巴结转移(P <0.05) 分

化程度(P <0.05)及组织分型(P <0.05)显著相关 Cox-2的

表达与胃癌淋巴结转移(P <0.01)显著相关; 二者与MVD

(P <0.01)显著正相关 与AI (P <0.01)显著负相关 二者

共同表达阳性者MVD显著高于共同表达阴性者(P  <0.01)

二者共同表达阳性者AI显著低于共同表达阴性者(P  <0.01).

结论: 胃癌组织中PD-ECGF和Cox-2可促进血管生成

抑制胃癌细胞凋亡 二者起协同作用 促进胃癌的增生与

转移.
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0   引言

胃癌的发生 发展是多因素 多基因作用的过程. 而

肿瘤的增生与凋亡是其基本过程. 胃癌在其增生及转移

过程中 肿瘤血管的形成起着重要作用 为肿瘤的生长

和播散提供了途径. Folkman et al [1]指出如果没有血管生



成 原发肿瘤的生长不会超过1-2 mm3. 血小板衍化内

皮细胞生长因子(platelet-derived endothelial cell growth

factor PD-ECGF)是血管生成研究领域相对较新的一

个血管生长因子; 环氧化酶-2(cyclooxygenase-2, COX-2)

促进肿瘤增生 抑制凋亡发生. 二者在胃癌组织中的关

系目前国内外未见报道. 本文用免疫组化法和流式细胞

术研究胃癌组织中PD-ECGF与COX-2的表达与二者

相互之间的关系 以及二者对胃癌血管密度(MVD)的影

响和细胞凋亡指数(AI)的关系.

1   材料与方法

1.1 材料  67 份胃癌组织标本取自我院2001-03/2002-

09 手术切除者 均经病理证实. 全部病例术前均未接

受放疗和化疗. 67 例患者中 男性49例 女性18例.

年龄31-78岁 中位年龄61.0岁. 其中早期胃癌5例

进展期胃癌62例 进展期胃癌按Borrmann 肉眼分型

为 型. 按组织分化程度 Lauren分型及

是否合并淋巴结转移分组. 免疫组化SP试剂盒购自福州

迈新公司. 特异性一抗分别为即用型鼠抗人PD-ECGF

单克隆抗体(P-GF.44C Neomarker公司); 兔抗人COX-

2单克隆抗体(武汉博士德公司) 按1:80稀释; 鼠抗人
因子多克隆抗体(Z002, Neomarker 公司) 按 1 100

稀释. 流式细胞DNA细胞周期分析试剂盒(Cycle Test

DNA Reagent Kit)购自美国BD公司.

1.2 方法

1.2.1 免疫组化法  所有标本均经 10 甲醛固定 石

蜡包埋 5 µm厚连续切片. 免疫组化采用SP法 DAB
染色. 加一抗前行微波抗原修复. 每次染色前均采用

PBS缓冲液代替一抗作为阴性对照 光镜下观察. 结果

判断: PD-ECGF采用半定量积分法[2] 着色细胞比例

1/3以下为1分 1/3-2/3为 2分 2/3以上为3分.着色

程度: 无着色为0分 浅黄色1分 棕黄色为2分.根

据二者之和判断阳性等级 0-3 分为阴性 4 分以上

为阳性. 因子计数参照Weidner[3]法 计算5个光镜

视野最高微血管染色区域微血管密度(microvascular

density MVD)平均数.

1.2.2 流式细胞术  癌灶部位多点取材 剪碎 搓揉组

织 生理盐水冲洗 300目尼龙滤网过滤成单细胞悬液

离心 取细胞沉淀 离心 用PBS液洗涤 离心两遍.

调整细胞数 悬液在显微镜下细胞计数2×106/mL 个

加入DNA分析试剂(破膜剂 PI染料 RNA酶等) 避

光 4 冰箱中孵育30 min 上机检测 观察细胞凋

亡峰 计算凋亡指数AI.

      统计学处理  PD-ECGF cox-2 MVD AI 和临

床病理因素之间的关系采用χ2检验 t检验和Spearman
相关检验 SPSS11.5 统计软件分析.

2   结果

2.1 PD-ECGF和COX-2的表达及MVD和AI测定  PD-

ECGF 阳性表达多位于肿瘤细胞的胞质内和间质细胞

中 为棕黄色颗粒(图 1). COX-2主要在胃癌细胞胞质

中表达(图2) 因子染色显示MVD(图 3). 胃癌细胞凋

亡检测显示凋亡峰及凋亡百分率(图4) AI范围在本组

中为0.16-6.10,平均1.69±1.35.

图1  PD-ECGF在胃癌细胞胞质内表达(×400).

图 2  COX-2在胃癌细胞胞质内表达(×100).

图 3  胃癌细胞  因子染色阳性(×100).

图 4  胃癌细胞凋亡(AI).
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2.2 PD-ECGF Cox-2的表达和MVD AI与临床病

理因素的关系  PD-ECGF表达与胃癌的Lauren 分型

组织分化程度和淋巴结转移均密切相关(P <0.05). Cox-

2的表达与胃癌组织分型(P <0.01)显著相关. MVD与胃

癌淋巴结转移显著正相关(P <0.01) AI 值与胃癌淋巴

结转移显著负相关(P <0.05). (表 1).

2.3 PD-ECGF和Cox-2 的表达与MVD AI 的关系

PD-ECGF COX-2表达阳性的胃癌组织MVD显著高

于阴性者(P <0.01); PD-ECGF COX-2表达阳性的胃癌

组织AI显著低于阴性者(P <0.05). PD-ECGF COX-2

共同表达阳性的胃癌组织MVD显著高于只有其中一种

因子表达阳性者(P <0.05)和二者均阴性者(P <0.01) 其

AI值显著低于只有其中一种因子表达阳性者(P  <0.05)

和二者均阴性者(P <0.01). 胃癌组织中PD-ECGF和

COX-2表达呈显著相关(P <0.05) 提示PD-ECGF与

COX-2可能起协同作用. 见(表 2-4).

表2  胃癌组织中PD-ECGF和COX-2表达与MVD及AI 的关系1

           PD-ECGF                                   COX-2
    P    P

     阳性             阴性                      阳性            阴性

MVD 43.37±11.39   36.19±6.53   0.003   45.30±8.96   32.00±4.85    0.004

AI   1.23±0.83      2.18±1.6     0.003     1.55±1.1      1.89±1.63    0.017

表3  胃癌组织中PD-ECGF和COX-2表达与MVD及AI 的关系2

PD-ECGF和COX-2表达       比例 MVD AI

共同表达阳性         (25/67)          48.12±9.93          1.18±0.69

二者之一表达阳性         (25/67)          36.96±5.78a         1.84±1.35a

 二者均阴性者         (17/67)          32.29±5.80b         2.19±1.82b

aP <0.05 与共同表达阳性组比较 bP<0.01 与共同表达阳性组比较.

表4  胃癌组织中PD-ECGF和COX-2相互之间的关系

PD-ECGF
分组

阳性 n( ) 阴性 n( )

COX-2

阳性(n) 25(37.31%) 15(22.39%)

阴性(n) 10(14.93%) 17(25.37%)

3   讨论

PD-ECGF是一类较新发现的促血管生长因子 体外可

趋化内皮细胞 体内有诱导血管生成的作用[4]. 胸苷酶

解产物胸腺嘧啶和2-脱氧核糖-1-磷酸本身也有趋化

内皮细胞和促血管生成作用[5-6]. PD-ECGF在结肠癌

肺癌 肝癌 乳腺癌等肿瘤中的表达显著增高[ 7-11 ] .

Yoshikawa et al [12]用ELISA法发现PD-ECGF与胃癌肉

眼分型及组织分化程度显著相关 与淋巴结转移无关.

而我们的研究发现PD-ECGF的表达与Lauren分型 组

织分化程度及淋巴结转移密切相关 而与肉眼分型的

关系无显著性. 这种差异可能与选择病例的比例 测定

方法 计数差异等不同有关. Matsushita et al将PD-

ECGF转入大鼠KB细胞(即KB-TP)后发现其平均微血

管密度显著增高[13] 我们的研究证实PD-ECGF可诱

导血管生成 促进胃癌的生长和转移.我们认为 PD-

ECGF促进肿瘤微血管生成的机制一方面在于他的酶活

性 可降低抑制内皮细胞活性的胸苷水平而促进血管

生成 其反应产物胸腺嘧啶 2- 脱氧核糖 -1- 磷酸

和2-脱氧-D-核糖均有趋化内皮细胞和促血管生成作

用; 另一方面可能与多种促血管因子起协同作用相关. 肿

瘤的发生不仅依赖于细胞的增生 也依赖于细胞凋亡

的发生. 我们的研究同时证实凋亡减少与淋巴结转移呈

正相关 有助于进一步判断预后 这与Osaki et al [14]

表1  PD-ECGF Cox-2 的表达和MVD AI 与临床病理因素的关系

         PD-ECGF            COX-2
临床病理因素          P值      P值     MVD P值      AI      P值

阳性(n)          阴性(n)   阳性(n)        阴性(n)

Borrmann 分型

       18 10         0.092       20   8     0.484 40.82±7.97 0.982 1.95±1.44    0.07

       15 19       23 11 40.76±11.26 1.37±1.03

组织分化程度

    低分化 未分化    13 20         0.033a       22 11     0.535 39.62±10.35 0.791 1.57±1.19    0.482

    中分化 高分化    22 12       22 12 40.27±9.77 1.80±1.51

Lauren分型

    肠型    23 11         0.010b       25   9     0.132 42.03±10.10 0.083 1.75±1.47    0.677

    弥漫型    12 21       19 14 37.79±9.56 1.62±1.22

淋巴结转移

    有    25 14         0.020a       31   8     0.005c 42.82±10.11 0.005d 1.39±0.92     0.031e

    无    10 18       13 15 35.93±8.48 2.10±1.72

aP <0.05, bP <0.01, cP <0.01, dP <0.01, eP <0.05.
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的结论相似 其机制可能为(1)胸苷产物的减少 细胞

周期DNA的复制或修复障碍. (2)PD-ECGF产物2-脱

氧-D-核糖抑制Caspase 3 活性 下调Bcl-2和 Bcl-x

(L)水平 抑制凋亡发生[15-16]. (3)影响细胞内信号传导(4)

高的肿瘤微血管环境和逃避凋亡机制等. 研究表明

PD-ECGF过度表达的胃癌细胞对5-FU和 5 -DFUR

敏感性显著增高[17] 提示PD-ECGF表达对于化疗药

物的选择及疗效有重要意义.

       近年来众多研究表明COX-2参与了癌症的发生

进展[18-20]. 一般认为COX-2高表达是癌症发生的早期事

件[21]. COX-2 表达与胃癌的类型 分级 分化和淋巴

结转移的关系许多学者作了相关研究 结论也有相当

的差异. Yamagata et al [22]研究发现COX-2 在肠型胃癌中

的表达显著高于弥漫型胃癌.Murata et al [23] 则发现COX-

2 表达促进胃癌淋巴管侵犯和淋巴结转移 而与胃癌

大小 组织病理类型 静脉侵犯等因素无关.我们的

研究与前者有差异而与后者相似 提示COX-2的过表

达与胃癌的侵袭和转移能力密切相关 其机制尚不明

确.Fosslien et al [24]研究发现新生血管在COX-2表达的区

域显著增生 而COX-2抑制剂可显著抑制血管生成 提

示COX-2在血管生成中起重要作用. COX-2的过表达

在肿瘤局部产生过多PGs 可促进新生血管的生成 可

能是肿瘤组织生长 侵袭和转移的基础. 我们的研究同

时显示胃癌组织中COX-2的表达与AI呈负相关 这一

结果与大多数研究相一致[25-28]. COX-2诱导细胞凋亡的

机制可能为: (1)COX-2可增加细胞黏附于细胞外基质的

能力 抑制凋亡. (2)致肿瘤细胞CyclinD1表达下降, G1

期延长而抑制凋亡. (3)COX-2 催化产物与核内受体

PPARs结合 下调TNFα 抑制NF-κB的活性而抑制
细胞凋亡. (4)促进 bcl-2 bcl-xl bax survivin 等基

因的表达. (5)可能通过蛋白激酶C(PCK)依赖途径抑制凋

亡发生. 为COX-2抑制剂防治肿瘤提供了依据[29-32].

        PD-ECGF 与COX-2在肿瘤组织中的关系目前资料

甚少. Fujiwaki et al [33]发现子宫内膜癌患者PD-ECGF与

COX-2共同表达者微血管密度显著增高 并认为低氧

多种细胞因子等因素可上调PD-ECGF与COX-2的表

达[34-37] 促进肿瘤的增生和血管生成. 我们进一步研究

了PD-ECGF 与 COX-2 在胃癌组织中的关系以及与

MVD和AI 的关系 结果表明,PD-ECGF COX-2表达

阳性者MVD显著高于阴性者 AI显著低于阴性者 且

二者共同表达阳性的胃癌组织MVD显著高于只有其中

一种因子表达阳性者(P <0.05)和二者均阴性者(P<0.01)

AI显著低于只有其中一种因子表达阳性者(P<0.05)和二

者均阴性者(P<0.01). 这一结果提示PD-ECGF COX-

2在胃癌血管生成和细胞凋亡过程中起协同作用. 研究

表明 表皮生长因子(EGF)主要通过酪氨酸蛋白激酶

(PKC)途径激活COX-2基因[38]; 胰岛素样生长因子(IGF)

通过磷脂酰肌醇-3激酶上调COX-2的表达[39] 各种

激酶并不直接促进COX-2的转录 而是通过激活其下

游的转录因子而促进COX-2基因的转录的 我们推测

PD-ECGF 与 COX-2 之间可能也存在某种中间途径

最终相互激活 促进转录和翻译过程 但究竟经过哪

种中间途径 尚需进一步研究. PD-ECGF具胸苷磷酸

化酶活性 可降低抑制内皮细胞的胸苷水平而促进血

管生成 其代谢产物也有趋化内皮细胞和促血管生成

作用 COX-2可能通过PGs表达途径促血管生成 二

者对胃癌微血管生成有协同作用 他们自身及其代谢

产物之间有怎样的关系 或是通过中间环节相互作用

以及他们对胃癌细胞凋亡的相互作用机制 还需要我

们在以后的研究中进一步探讨.
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