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Abstract
AIM: To detect the expression of Ki-67 and 
vascular endothelial growth factor (VEGF) in 
esophageal adenocarcinoma (EA), and to reveal 
their roles in EA occurrence and development as 
well as their influences on EA prognosis.

METHODS: The expression levels of Ki-67 and 
VEGF protein were investigated in normal 
esophageal squamous epithelium (n = 50) and 
EA specimens (n = 50) using immunohisto-
chemical staining respectively. The differences 
between groups was compared and correlation 
analysis was performed. 

RESULTS: Ki-67 was hardly expressed in nor-
mal esophageal squamous epithelium, but was 
strongly expressed in the cell nucleus of EA 

specimens. There was a significant difference 
in Ki-67 staining (χ2 = 85.463, P < 0.01) between 
them. Moreover, there were significant correla-
tions between the expression of Ki-67 and cell 
differentiation or pathologic stages of EA (χ2 = 
13.11, 17.78, both P < 0.01). Similarly, there was a 
significant difference in VEGF staining between 
normal esophageal squamous epithelium and 
EA specimens (χ2 = 80.60, P < 0.01), and VEGF 
expression was correlated with tumor differen-
tiation degree, invasion depth and pathologic 
stages (χ2 = 16.378, 15.50, 15.882; all P < 0.05); 
VEGF was strongly expressed in the cytoplasm 
of EA specimens. Ki-67 and VEGF expression 
were up-regulated synergically in EA (χ2 = 
74.678, P = 0.00). 

CONCLUSION: Up-regulation of Ki-67 and 
VEGF may play an important role in the devel-
opment of in EA progression. 

Key Words: Esophageal adenocarcinoma; Ki-67; 
Vascular endothelial growth factor; Immunohisto-
chemistry
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摘要
目的: 通过对人食管腺癌(esophageal adenocar-
cinoma, EA)标本进行Ki-67和血管内皮生长因
子(vascular endothelial growth factor, VEGF)的
检测, 揭示上述两者在EA发生发展中的作用
及对预后的影响. 

方法: 经病理确诊的EA患者50例, 取其术后
切除标本作为EA组, 另取正常食管鳞状上皮
50例作为正常对照组. 采用免疫组化染色法检
测EA标本中Ki-67蛋白和VEGF蛋白的表达情
况, 并进行组间比较和相关性分析.  

结果: Ki-67蛋白在正常鳞状上皮中几乎不表
达, 而在EA中呈中强阳性表达, 广泛表达于腺
癌细胞胞核, 与正常食管鳞状上皮比较, 差异
均有显著性(χ2 = 85.463, P <0.01), 且癌细胞分
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■背景资料
食管腺癌是近期
发病率上升最快
的恶性肿瘤之一, 
东西方国家皆然.  
其恶性程度高、

病 变 进 展 快 .  因
而, 临床需要有更
多更好的检测手
段来评价预后、

指导治疗. 

■同行评议者
王健生 ,  副教授 , 
西安交通大学医
学院第一附属医
院肿瘤外科



化程度和肿瘤病理学分期与Ki-67蛋白表达相
关(χ2 = 13.11, χ2 = 17.78, 均P <0.01); VEGF蛋
白在正常鳞状上皮中不表达, 在EA细胞胞质
中呈强表达, 与正常食管比较, 差异均有显著
性(χ2 = 80.60, P <0.01). 且癌细胞分化程度、

肿瘤的浸润程度及肿瘤病理学分期与VEGF
蛋白表达相关(χ2 = 16.378, χ2 = 15.50, χ2 = 
15.882, 均P <0.05). Ki-67和VEGF在EA中表达
升高, 呈正协同关系(χ2 = 74.678, P  = 0.00).

结论: Ki-67和VEGF在EA中表达均升高, 说
明两者的表达上调在EA的增殖及转移中起了
重要作用, 对肿瘤的预后起较好的高效能预测
作用.

关键词: 食管腺癌; Ki-67; 血管内皮生长因子; 免疫

组化
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0  引言

流行病学和临床研究结果表明 ,  食管腺癌

(esophageal adenocarcinoma, EA)是近期发病率上

升最快的恶性肿瘤之一, 自20世纪70年代以来, 
EA的发病率在西方国家上升了350%以上[1-2]. 在
我国, EA的发病率也呈上升趋势. 大体上, 恶性

肿瘤的形成及发展可以分两个阶段, 即肿瘤细

胞的克隆性增殖阶段和肿瘤的血管形成阶段[3]. 
细胞核增殖抗原Ki-67是一种与细胞增殖密切

相关的核内蛋白, 因其只表达于增殖细胞各期

中, 静止期细胞阴性, 而被作为评价细胞生长分

数的自效指标, 广泛应用于临床及基础研究[4-8]. 
血管内皮生长因子(vascular endothelial growth 
factor, VEGF)是一种特异的血管生成因子, 与人

类多种肿瘤生长和转移有关[3]. 本文采用免疫组

织化学法检测了50例EA组织中Ki-67、VEGF蛋
白的表达, 并分析了两者的相互关系, 以探讨两

者在EA发生发展及浸润、转移中的意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 共收集2005-07/2007-07在中国人民解

放军南京军区福州总医院诊治的EA患者50例为

EA组, 其中男42例, 女8例, 男女比例为5.25∶1, 
年龄35-85(平均60.93±12.31)岁. 所有病例术前

均无化疗、放疗及免疫治疗史. 均经病理组织

学证实为EA, 其中EA平均病变长度为5 cm, 中
位发病年龄为61.5岁. 发现时多为Ⅱ期、Ⅲ期患
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者, 无Ⅰ期患者, 其中Ⅱ期16例, 占32%, Ⅲ期28
例, 占56%, Ⅳ期6例, 占12%; 淋巴结转移多见, 
占72%, 其中高分化8例, 占16%, 中分化8例, 占
16%, 低分化例34例, 占68%. 未发现仅侵及黏膜

层及黏膜下层的病例, 侵及肌层、浆膜下者10
例, 占20%; 穿透浆膜层者34例, 占68%; 远处转

移者6例, 占12%. 另取食管正常的非肿瘤患者距

胃食管连接处约5 cm处的食管黏膜50例作为对

照组, 其中男42例, 女8例, 男女比例为5.25∶1, 
年龄33-86(平均61.21±10.28)岁. 

EA诊断标准: 根据Siewert[9]分类方法, 如果

肿瘤中心或超过66%的肿瘤组织位于解剖学上

的食管胃连接处之上超过1 cm, 为Ⅰ型, 食管腺

癌; 如果肿瘤中心或肿块位于解剖学上的胃食

管连接部口侧1 cm内至远端2 cm内, 为Ⅱ型胃食

管连接部腺癌; 如果肿瘤中心或超过66%的肿瘤

组织位于解剖学上的胃食管连接部远端2 cm以

外, 则为Ⅲ型胃食管连接部腺癌. 2000年这种分

类有些细微改变, 肿瘤中心位于解剖上贲门近

端至远端5 cm内被定为胃食管连接部腺癌. 这包

括Ⅰ型腺癌, 可能从上浸润胃食管连接部; Ⅱ型, 
起源于胃食管连接部; Ⅲ型腺癌或贲门下癌, 从
下向上浸润胃食管连接部. 本文仍以Ⅰ型腺癌

作为取材标准. 肿瘤病理分期参照食管癌TNM
分期第6版(2002版).
1.2 方法 
1.2.1 H E染色及免疫组化检测 :  常规固定、

包埋、切片、H E染色. 应用免疫组化二步法

(ElivisionTM plus)参照说明书对各组标本进行染

色. 均滴加即用型一抗(鼠抗人Ki-67单抗, 鼠抗

人VEGF单抗, 均为美国Santa Cruze公司生产), 
室温孵育3 h, DAB显色. 阳性对照以公司提供的

阳性片作对照, 阴性对照以PBS代替一抗. 
1.2.2 病理结果的判定标准: Ki-67表达于胞核, 
VEGF表达于胞质, 呈现棕黄色颗粒为阳性, 每
个高倍视野下观察并计算阳性的腺上皮细胞/总
的腺上皮细胞的百分率, 每例随机观察20个高

倍视野, 求出平均值. 参照Kawasaki et al [10]半定

量积分法判断结果. 
统计学处理 应用SPSS13.0软件进行等级资

料的秩和检验及相关分析.

2  结果

2.1 Ki-67的蛋白表达检测结果

2.1.1 Ki-67的蛋白表达: Ki-67表达的细胞定位为

细胞核, 棕黄色颗粒为阳性染色. Ki-67在正常鳞

www.wjgnet.com

■相关报道
近年关于Ki-67及
V E G F 的 研 究 很
多, 广泛涉及机体
各 不 同 系 统 ,  例
如在肺、皮肤、

胃与食管 、前列
腺、肾脏及卵巢
等诸多疾病领域
的应用. 上述文章
分别探讨了这两
个指标在肿瘤组
织中的表达及其
与生物学表现的
关系, 为肿瘤的临
床分期、预后判
断及综合治疗提
供了实验依据.
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状上皮组染色为阴性(图1A), 而在EA细胞均呈

弥漫强阳性表达(图2A). 两组之间比较, 差异均

有统计学意义(χ2 = 85.463, P <0.01, 表1). 
2.1.2 Ki-67的蛋白表达与临床病理因素的关系: 
从表2可见, 不同分化程度EA Ki-67蛋白的表达

不同(χ2 = 13.11, P  = 0.001), 且随着分化程度降

低, Ki-67的表达升高; 不同的病理学分期, EA 
Ki-67蛋白的表达不同(χ2 = 17.78, P  = 0.007); 而
是否有淋巴结转移、不同的浸润程度及是否有

远处转移与Ki-67蛋白表达的强弱无关(表2). 
2.1.3 VEGF的蛋白表达检测结果: VEGF表达

的细胞定位于胞质 ,  棕黄色颗粒为阳性染色 . 
VEGF在正常鳞状上皮组染色为阴性(图1B), 而
在EA细胞均呈弥漫强阳性表达(图2B). 两组之

间比较, 差异均有统计学意义(χ2 = 80.60, P  = 

0.000, 表1). 
2.1.4 VEGF的蛋白表达与临床病理因素的关系: 
从表2可见不同分化程度EA VEGF蛋白的表达不

同(χ2 = 16.378, P  = 0.012), 且随着分化程度降低, 
VEGF的表达升高; 不同的浸润程度, EA VEGF蛋
白的表达不同(χ2 = 15.50, P  = 0.017); 不同的病理

学分期, EA VEGF蛋白的表达不同(χ2 = 15.882, P  
= 0.014), 而是否有淋巴结转移及是否有远处转

移与VEGF蛋白表达的强弱无关(表2). 
2.1.5 EA中Ki-67蛋白与VEGF蛋白表达的相关

性: EA中Ki-67蛋白与VEGF蛋白表达呈正相关

(χ2 = 74.678, P  = 0.00, 表3).

3  讨论

EA尽管临床表现与食管鳞癌类似, 但与食管鳞

癌相比, 具有转移早、恶性程度高、可向胸部

淋巴结及腹部淋巴结转移等生物学特性. 目前

国内对EA的研究报道的较少. Ki-67是目前临

床上反映肿瘤增殖水平的最好指标之一[3,11-14]. 
本研究发现, 在EA中, Ki-67蛋白呈高表达, 与
常英、Kerkhot、Jin et al的研究一致[11,15-16]. 且
Ki-67蛋白表达与癌细胞的分化程度及病理学分

期相关, 即随着分化程度降低, Ki-67的表达升

高; 随病理分期越晚, 则Ki-67蛋白表达越高. 说
明Ki-67蛋白在EA的表达与肿瘤的生物学行为

■应用要点
本文着重研究这
两个指标在食管
腺癌中的表达, 结
果显示, 二者在食
管腺癌的生长及
转移过程中起了
重要作用, 联合检
测可用于评价食
管腺癌的预后、

指导治疗.

表  1  食管正常鳞状上皮、EA上皮中Ki-67和VEGF表达
的比较 (n  = 50)

     
蛋白	 分组	  -          +	      ++     +++     平均等级

Ki-67     对照组b       48        2         0        0         26.78

              EA组             2      12       12      24         74.22

VEGF     对照组b        46        3         1        0          27.02

              EA组             2        6       14      28         73.98

bP<0.01 vs  EA组.

A B

图  1  食管鳞状上皮免疫组化染色(×400). A: Ki-67; B: VEGF.

A B

图  2  EA的免疫组化染色. A: Ki-67(×200); B: VEGF(×400).
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密切相关. 
实体肿瘤的生长和代谢需要持续的血管生

长, 如果肿瘤没有新生的血管供应, 在其直径

达到1-2 mm时即停止生长. VEGF属于PDGF家
族, 是血管生成的主要调控因子, 与人类多种肿

瘤生长和转移有关, 不仅可促进内皮细胞移动, 
有利于血管生成, 诱导血管通透性增加, 而且有

利于肿瘤细胞脱落进入血管, 诱导肿瘤血管形

成, 从而促进肿瘤的生长和繁殖, 或向邻近纤维

蛋白和结缔组织基质扩散, 为肿瘤的浸润转移

创造条件[17-19]. 本研究发现, 在EA中, VEGF蛋白

呈高表达, 并与癌细胞的分化程度、肿瘤的浸

润程度及病理学分期相关, 即随着分化程度降

低、浸润程度加深、病理学分期越晚, VEGF蛋
白表达越高. 说明VEGF蛋白在EA的表达, 促进

了肿瘤的浸润生长及转移. VEGF和Ki-67从血管

生成和增殖活性两个不同的侧面反映了肿瘤细

胞的生长能力. 
本组研究结果显示, Ki-67随着VEGF增高而

增高, 即两者呈正相关性. 说明肿瘤血管的生长

越丰富, 肿瘤细胞的增殖能力越强, 呈现正协同

作用. 两者在EA的生长及转移过程中起了重要

作用. 联合检测两者的表达对EA的预后可起较

好的预测作用. 
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表  3  EA中Ki-67蛋白表达与VEGF蛋白表达的关系

     
分组

	                                             VEGF

                                  -       +       ++       +++         平均等级

Ki-67     -              2       0	 0      14.83            1.50

              +                0       5	 5      23.42          14.83

              ++            0       1	 6      33.88          23.42

              +++          0       0	 3        1.50          33.88

表  2  EA中Ki-67和VEGF表达与临床病理因素的关系

     
分组

                                                                                   Ki-67	                                                               VEGF

                                                          -          +         ++         +++         平均等级           -         +        ++        +++          平均等级

分化程度	       高分化	     2         4          2	         0	          9.75	            1	       3	  2          2	             15.25

	       中分化	     0         2          2	         4	        26.50	            1	       2	  3          2              16.50

	       低分化	     0         6          8	       20	        28.97	            0	       1	  9        24	             30.03

淋巴结转移    有	                     2         8        10	       16	        24.78            2	       4       10        20	              25.28

	       无	                     0         4          2	         8	        27.36	            0	       2	  4          8 	             26.07

浸润程度	       黏膜及黏膜下	     0         0          0	         0               0.00              0        0          0          0	               0.00

	       肌层、浆膜下	     0         2          4	         4	        25.30	            1	       2	  5          2              16.30

	       穿透浆膜层	     2         8          6	       18	        26.09	            0	       3	  6        25              30.06

	       侵及邻近处	     0         2          2	         2	        22.50	            1	       1	  3          1              15.00

病理分期	      Ⅰ期	                     0         0          0	         0	          0.00	            0	       0	  0          0                0.00

	      Ⅱ期	                     2         8          4	         2	        14.38	            1	       3	  9          3              16.69

	      Ⅲ期	                     0         4          6	       18	        30.36	            1	       2	  3        22              30.79

	      Ⅳ期	                     0         0          2	         4	        32.50	            0	       1	  2          3              24.33

远处转移       有	                     0         2          2	         2	        22.50	            1	       3       10        22              27.11

	      无	                     2       10        10	       22	        25.91	            1	       3	  4          6              21.36
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