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Abstract
AIM: To explore the expression of VEGF-C, 
VEGFR-3, CD105, CD68 protein and their 
correlation with lymphatic and vascular metastasis 
in esophageal squamous cell carcinoma (ESCC). 

METHODS: Immunohistochemical SP method 
was used to detect the expression of VEGF-C, 
VEGFR-3, CD105 and CD68 protein in 50 cases 
of esophageal squamous cell carcinoma, 19 cases 
of adjacent atypical hyperplasia epithelium and 
50 cases of normal esophageal epithelium. Re-

lationship between expression of proteins and 
clinical biology of ESCC was investigated. 

RESULTS: The expression rates of VEGF-C, 
VEGFR-3, CD105 and CD68 protein decreased 
by turns in carcinoma, adjacent atypical hy-
perplasia epithelium and normal esophageal 
epithelium specimens (VEGF-C: 82.0%, 47.4%, 
26.0%; VEGFR-3: 72.0%, 36.8%, 18.0%; CD105: 
30.53 ± 7.42, 0, 0; CD68: 50.89 ± 10.36, 14.10 ± 3.59, 
11.30 ± 3.72). There was a significant statistic dif-
ference among the groups (P < 0.05). The expres-
sion of VEGF-C, CD105 and CD68 protein was 
closely correlated with the TNM grade, infiltra-
tive depth and lymphatic metastasis in esopha-
geal squamous cell carcinoma (all P < 0.05). The 
expression of VEGFR-3 protein was closely cor-
related with the lymphatic metastasis in esopha-
geal squamous cell carcinoma (all P < 0.05). 
The expression of VEGF-C protein had positive 
correlation with the expression of VEGFR-3 (P < 
0.01). There were statistically significant differ-
ences among positive and negative expression of 
VEGF-C and VEGFR-3 groups, and TAMs count 
and positive expression of CD105 blood vessel 
groups (P < 0.05). 

CONCLUSION: VEGF-C, VEGFR-3, CD105 
and CD68 protein play important roles in the 
infiltration, vascular metastasis and carcinogen-
esis in esophageal carcinoma. Joint detection of 
VEGF-C, VEGFR-3, CD105 and CD68 protein 
is expected to be one of molecular index in the 
early diagnosis, prognostic judgment and vas-
cular metastasis of esophageal squamous cell 
carcinoma, offering an objective and reliable pa-
rameter for the clinic immune therapy and anti-
lymphatic metastasis treatment. 

Key Words: Esophageal neoplasm; Squamous cell 
carcinoma; Vascular endothelial growth factor C; 
Vascular endothelial growth factor receptor-3; 
CD105; CD68; Infiltration; Metastasis; Immunohis-
tochemistry
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■背景资料
肿瘤相关的巨噬
细胞是一类与肿
瘤相关的有复杂
功能的单核一巨
噬细胞的总称. 肿
瘤局部浸润的巨
噬细胞可产生血
管内皮生长因子
(VEGF)、肿瘤坏
死因子(TNF)、基
础成纤维生长因
子(bFGF)、上皮
生长因子(EGF)干
扰素和胸昔磷酸
化酶(dThdPase)等
促进肿瘤的血管
生成. 

■同行评议者
王健生, 教授, 西
安交通大学医学
院第一附属医院
肿 瘤 外 科 ;  刘 占
举, 教授, 郑州大
学第二附属医院
消化内科
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摘要
目的: 探讨VEGF-C、VEGFR-3、CD105及
CD68蛋白在食管鳞状细胞癌(ESCC)组织中
的表达及其与血管和淋巴管转移的关系. 

方法: 应用免疫组化SP法检测50例ESCC、19
例癌旁不典型增生组织及50例正常食管黏膜
组织中VEGF-C、VEGFR-3、CD105和CD68
蛋白的表达. 分析这些蛋白表达与ESCC临床
生物学行为的关系.  

结果: ESCC、癌旁不典型增生组织及正常
粘膜组织中VEGF-C、VEGFR-3、CD105和
CD68蛋白的阳性表达率依次降低(VEGF-C: 
82.0%, 47.4%, 26.0%; VEGFR-3: 72.0%, 
36.8%, 18.0%; CD105: 30.53±7.42, 0, 0; 
CD68: 50.89±10.36, 14.10±3.59, 11.30±
3.72), 组间比较差异均有统计学意义(P <0.05); 
VEGF-C、CD105和CD68蛋白均与肿瘤的
T N M分期、浸润深度、淋巴结转移密切相
关(均P <0.05), VEGFR-3蛋白表达与肿瘤的
淋巴结转移密切相关(均P <0.05). ESCC组织
中VEGF-C蛋白表达与VEGFR-3呈正相关关
系(P <0.01), VEGF-C和VEGFR-3阳性表达及
阴性表达的病例分别与肿瘤相关的巨噬细胞
(tumor-associated macrophages, TAMs)计数和
CD105阳性表达血管数组间比较, 差异均有统
计学意义(P <0.05). 

结论: 联合检测VEGF-C、VEGFR-3、CD105
和CD68蛋白可望成为食管鳞癌早期诊断、判
断预后及预测淋巴管及血管转移的分子指标
之一, 为临床的免疫治疗和抗淋巴管及血管转
移治疗提供客观、科学、可靠的依据. 

关键词: 食管肿瘤; 鳞状细胞癌; 血管内皮细胞生

长因子-C; 血管内皮细胞生长因子受体-3; CD105; 

CD68;  浸润; 转移; 免疫组化
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0  引言

食管癌是人类常见的恶性肿瘤之一, 其生物学

行为具有高淋巴管侵袭性, 淋巴结转移能力极

强, 因此寻求有助于提示食管癌转移程度及预

后的生物学指标尤为重要 .  大多数研究表明

血管内皮细胞生长因子-C(vascular endothelial 
growth factor-C, VEGF-C)、VEGFR-3、CD105
和TAMs均参与淋巴管及血管的形成和新生. 由
此可见, 探讨以上四者与淋巴管及血管转移的

作用机制及关联性是非常必要的. 本研究应用

免疫组化技术, 联合检测VEGF-C、VEGFR-3、
CD105和CD68蛋白在ESCC中的表达水平及其

与临床生物学行为的关系, 将为ESCC的早期诊

断和阻断肿瘤细胞浸润、转移提供新的思路. 

1  材料和方法

1.1 材料 50例食管癌全部来自郑州大学第一附

属医院2004-05/2007-10手术切除标本, 其中男

27例, 女23例, 年龄36-71岁, 所有病例术前均无

化疗、放疗及免疫治疗史. 全部标本分别在无

坏死癌灶、癌旁3 cm以内及远端正常黏膜组织

处取材, 经40 g/L甲醛溶液固定, 常规脱水, 石
蜡包埋, 连续切片, 切片厚度4-6 μm, 分别用于

HE和免疫组织化学染色. 经HE染色病理组织学

证实, 癌灶组织均证实为ESCC. 按WHO分类标

准(1996)进行组织学分级: 高分化11例, 中分化

19例, 低分化20例. 所有病例根据国际抗癌联盟

(UICC)1997年修订的TNM分期标准进行分期. 
伴淋巴结转移者33例, 无淋巴结转移者17例. 癌
旁组织中19例是不典型增生. 远端正常黏膜组

织均为正常食管黏膜. 兔抗人VEGF-C多克隆抗

体, 由博士德公司提供, 稀释倍数1∶100. 兔抗

人VEGFR-3多克隆抗体购自美国Santa Cruz公
司, 稀释倍数分别为1∶150, 鼠抗人CD105 mAb
及鼠抗人CD68 mAb均由北京中杉金桥生物技

术开发公司提供工作液,  SP免疫组化试剂盒和

DAB显色剂购自福州迈新生物技术开发公司.  
1.2 方法 采用SP法, VEGF-C, VEGFR-3稀释倍

数分别为1∶100和1∶150, DAB显色, 苏木素复

染. 详细步骤严格按S-P试剂盒说明操作, 每批染

色均用试剂公司提供的VEGF-C、VEGFR-3、
CD105和CD68阳性切片作为阳性对照; 用PBS
代替一抗作为阴性对照. 高倍镜下随机选取5个
视野(每个视野观察细胞数不少于200个). (1)按
切片中VEGF-C和VEGFR-3着色深浅评分: 0分, 
细胞无显色; 1分, 浅黄色; 2分, 棕黄色; 3分, 棕
褐色. (2)按VEGF-C和VEGFR-3阳性细胞数占同

类细胞数的百分比, <30%为1分, 30%-70%为2
分, >70%为3分. 取(1)、(2)两项评分的乘积作为

总积分,  0-1分为阴性(-), ≥2分为阳性(+)[1]. 肿
瘤内微血管密度(micro vessel density, MVD)测

■相关报道
国 内 外 研 究 表
明 ,  V E G F - C 和
VEGFR-3基因表
达量与肿瘤的发
生、发展成呈正
相关, 且VEGF-C
和VEGFR-3基因
表达较高的患者
预后往往也明显
不如表达量低的
患者 .  C D 1 0 5和
CD68基因与肿瘤
的浸润转移的关
系非常为密切, 促
使肿瘤淋巴管及
血管的转移. 

■研发前沿
有 关 V E G F - C
和 V E G F R - 3 与
食 管 癌 浸 润 、

转 移 的 关 系 虽
有 部 分 文 献 报
道, 但VEGF-C、

V E G F R - 3 、

CD105和CD68表
达相关性的研究, 
迄今国内外均未
见报道. 关于淋巴
管及血管转移机
制的研究已成为
热点. 
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定[2]按Weidner et al报道的方法, 以任何一个棕黄

色的内皮细胞或细胞丛作为一个血管. 先在低

倍镜下观察切片全部视野, 找到肿瘤血管密度

最高区域, 这些区域通常位于肿瘤边缘区域的

纤维组织中. 然后在高倍镜下计数被CD105染色

的微血管数目, 计数5个高倍视野, 取其平均值

作为该例肿瘤的MVD. CD68巨噬细胞计数结果

判断方法: 在低倍镜选取视野中选取巨噬细胞

最密集区域, 在高倍镜下随机计数5个视野的巨

噬细胞, 求平均值进行统计分析. 
统计学处理  应用S P S S11.0统计学软件 , 

对VEGF-C和VEGFR-3的数据进行χ2检验, 对
CD105和CD68数据进行组间对照t检验及单因

素方差分析, 检验水准α = 0.05. 

2  结果

2.1 VEGF-C、VEGFR-3、CD105及CD68蛋白

在ESCC组织中的表达 VEGF-C蛋白阳性表达主

要位于肿瘤细胞的胞质及胞膜上, 呈浅黄色至

深黄色(图1A-B). VEGFR-3蛋白阳性表达主要

位于毛细淋巴管-血管内皮细胞呈棕褐色线状为

阳性, 呈浅黄色至深黄色(图1C-D). CD105蛋白

阳性表达主要位于ESCC微血管染成棕黄色, 大
血管着色不明显, 与其他组织分辨清晰(图1E-F). 
CD68蛋白呈棕黄色颗粒状主要位于巨噬细胞胞胞

质中, 巨噬细胞形态多样, 多弥散分布在癌巢周中, 巨噬细胞形态多样, 多弥散分布在癌巢周

围间质, 在癌巢中也有少量分布(图1G-H). 
2.2 VEGF-C、VEGFR-3、CD105及CD68蛋白

表达与ESCC临床生物学行为的关系 VEGF-C
蛋白在癌组织、癌旁不典型增生组织及正常黏

膜组织中的阳性表达率依次降低, 组间比较有

明显差异(P <0.05, 表1). VEGF-C蛋白表达均与

ESCC患者的TNM分级、浸润深度、淋巴结转

移有关(P <0.05, 表2). VEGFR-3蛋白在癌组织、

表  1  VEGF-C、VEGFR-3、CD105和CD68在在ESCC组织、非典型增生及正常黏膜组织中的表达

     
分组          	   n

                    VEGF-C	      VEGFR-3	            CD105		     CD68

	                	               阳性率(％)	    P         阳性率(％)	  P         MVD(mean±SD)         P	          阳性细胞数          P

正常黏膜上皮	 10            26.0       <0.05       18.0         <0.05	    0	         <0.05     11.30±3.72     <0.05

非典型增生	 19	 47.4	               36.8		     0		        14.10±3.59	

鳞癌		  50	 82.0	               72.0		   30.53±7.42	       50.89±10.36

表  2  VEGF-C、VEGFR-3、CD105和CD68蛋白表达与食管癌临床病理因素的关系

     
分组                n

                 VEGF-C	      VEGFR-3	                CD105		                   CD68

	                阳性率(％)	    P         阳性率(％)	     P         MVD(mean±SD)               P         TAMs(mean±SD)            P

性别									       

    男	     27	 81.5	 >0.05	 70.4	 >0.05	 29.66±6.48	 >0.05	 51.16±8.73           >0.05

    女	     23	 82.6		  73.9		  30.31±4.52		  50.36±7.92	

年龄(岁)									       

    ≥60	     29	 82.8	 >0.05	 69.0	 >0.05	 30.16±9.39	 >0.05	 50.29±6.29           >0.05

    ＜60	     21	 81.0		  66.7		  29.85±10.74		  49.83±8.09	

分化程度									       

    高	     11	 72.7		  54.5		  29.92±5.51		  51.35±5.97	

    中	     19	 84.2	 >0.05	 73.7	 >0.05	 30.27±3.46	 >0.05	 53.01±6.15           >0.05

    低	     20	 85.0		  80.0		  31.06±4.59		  51.23±7.53	

TNM分期									      

    Ⅰ-ⅡA	    19	 68.4	 <0.05	 63.2	 >0.05	 28.24±3.46	 <0.05	 49.27±9.64           <0.05

    ⅡB-Ⅳ     31	9 0.3		  77.4		  32.84±5.24		  52.92±7.59	

浸润深度									       

    T1-T2	     15	 46.7	 <0.05	 55.6	 >0.05	 29.08±5.22	 <0.05	 50.12±7.23           <0.05

    T3-T4	     35	9 7.1		  59.3		  33.79±4.25		  53.68±5.48	

淋巴结转移									       

    无	     33	 52.9	 <0.05	 41.2	 <0.05	 30.39±4.83	 <0.05	 49.86±7.64           <0.05

    有	     17	9 7.0		  87.9		  33.02±3.26		  53.09±5.24	

■创新盘点
本文首次采用免
疫组化SP法联合
检测V E G F - C、

V E G F R - 3 、

CD105和CD68在
50例食管鳞癌组
织、19例癌旁不
典型增生组织及
50例正常食管黏
膜组织的表达情
况, 探讨探讨以上
四者与淋巴管及
血管转移的作用
机制及关联性. 
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癌旁不典型增生组织及正常黏膜组织中的阳性

表达率依次降低, 组间比较有明显差异(P <0.05, 
表1). VEGFR-3蛋白表达与ESCC患者的淋巴结

转移有关(P <0.05, 表2). CD105蛋白在癌组织、

癌旁不典型增生组织及正常黏膜组织中的阳性

表达率依次降低, 组间比较有明显差异(P <0.05, 
表1). CD105蛋白表达均与ESCC患者的TNM分

级、浸润深度、淋巴结转移有关(P <0.05, 表2). 
CD68蛋白在癌组织、癌旁不典型增生组织及正

常黏膜组织中的阳性表达率依次降低, 组间比

较有明显差异(P <0.05, 表1). CD105蛋白表达均

与ESCC患者的TNM分级、浸润深度、淋巴结

转移有关(P <0.05, 表2). 
2.3 VEGF-C、VEGFR-3、CD105和CD68蛋白在

ESCC组织中的蛋白表达的相关性分析 VEGF-C
蛋白表达与VEGFR-3呈正相关关系(P <0.01), 
VEGF-C及VEGFR-3阳性表达及阴性表达的病

例分别与TAMs计数及与CD105阳性表达血管数

图  1  正常食管黏膜及癌组织中VEGF-C、VEGFR、CD105、CD68蛋白的表达(SP×200). A-B: VEGF-C; C-D: VEGFR-3; 

E-F: CD105; G-H: CD68.

A B

C D

E F

G H

■应用要点
联 合 检 测
V E G F - C 、

V E G F R - 3 、

CD105和CD68蛋
白可望成为食管
鳞癌早期诊断、

判断预后及预测
淋巴管及血管转
移的分子指标之
一 ,  为 临 床 的 免
疫治疗和抗淋巴
管及血管转移治
疗提供客观、科
学、可靠的依据.  
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组间比较, 差异均有统计学意义(P <0.05). 

3  讨论

VEGF-C是VEGF家族的新成员, 被称为淋巴管

生成因子. FLT-4血小板生成因子-4是VEGF-C
的主要受体, 即VEGFR-3[3]. VEGF-C是血管内

皮生长因子VEGF家族的新成员, 在多数肿瘤

细胞中表达[4], 具有促进血管内皮细胞增殖、

迁移、促进血管生成等作用, 对促进淋巴管新

生有独特作用. VEGFR-3是酪氨酸超家族的一

个新成员, 由Aprelikova et al [5]在1992年从人的

胚胎和白血病细胞cDNA文库中克隆得到, 其分分

子质量为180 kDa, 能与其配体VEGF-C特异性为180 kDa, 能与其配体VEGF-C特异性

结合, 是淋巴管特有的标志物. 本实验结果显示

在ESCC癌变过程中VEGF-C蛋白表达在癌组

织、癌旁不典型增生组织及正常黏膜组织中的

表达率依次降低, 组间比较有明显差异, 并且与

ESCC患者的TNM分级、浸润深度、淋巴结转

移有关, 而与性别、年龄和分化程度无关. 此结

果与Mylona et al [6]的研究结果基本一致. 提示

VEGF-C蛋白可能在ESCC的发生发展中起重要

作用, 可为ESCC的预后提供一定的辅助信息. 
本实验结果还显示VEGFR-3蛋白表达的阳性信

号主要位于ESCC组织中的淋巴管内皮细胞, 并
且在有淋巴结转移的ESCC组织中, 淋巴管密度

增加. 此结果类似于Kitadai et al [7]的研究结果. 
提示VEGFR-3蛋白是淋巴管特异性标志物. 而
与性别、年龄、分化程度、TNM分级和浸润深

度无关.  
CD105(endoglin)的编码基因位于人类9q34, 

是一种同型二聚体膜糖蛋白, 分子质量为180 
kDa,  他参与转化生长因子他参与转化生长因子参与转化生长因子β(TGF-β)受体的信

号转导以及血管生成[8]. 研究表明CD105在与

肿瘤有关的新生血管内皮中高表达, 是目前衡

量内皮增殖状态较准确的指标, 并且其表达与

肿瘤的生长、转移关系密切. 本研究结果显示, 
CD105蛋白在癌组织中的MVD高表达, 而在正

常食管组织中无表达,  这在一定程度上反映了

CD105蛋白作为一种血管内皮细胞标志物. 此
外, CD105蛋白的表达还与ESCC患者的性别、

年龄、分化程度无关, 而与TNM分期、浸润深

度、淋巴结转移有关, 此结果与柳德斌 et al [9]的

研究结果基本一致. 
CD68是一种分子质量为110 kDa的糖蛋白,分子质量为110 kDa的糖蛋白,为110 kDa的糖蛋白, 

可以作为标记用来检测人体组织中的巨噬细胞. 
研究发现肿瘤相关的巨噬细胞是肿瘤基质的主

要成分, 与肿瘤的发生发展有关. 很多研究己经

证实肿瘤组织中肿瘤相关的巨噬细胞浸润与血

管新生、癌浸润深度、病理分期和患者的预后

明显相关[10]. 本实验发现ESCC癌灶中心CD68蛋
白表达的巨噬细胞数显著低于癌灶边缘组织及

正常食管组织. 并且淋巴结有癌转移组的癌周

及癌巢间的间质内TAMs数均高于淋巴结无癌

转移组, 两者相比差异有显著性, 并且与TNM分

期、浸润深度有关, 而与ESCC患者的性别、年

龄、分化程度无关, 这与Soeda et al [10]的结果类

似. 推测TAMS在缺血、缺氧等局部微环境变化

的刺激下, 聚集、黏附缺血的肿瘤组织, 激活、黏附缺血的肿瘤组织, 激活、附缺血的肿瘤组织, 激活、

释放VEGF, 促进新的内皮细胞分化、增生, 形
成新的肿瘤血管和淋巴管, 加速淋巴管及血管

转移. 
本研究结果还显示V E G F-C蛋白表达与

VEGFR-3呈正相关; TAMs及CD105的表达分别

在VEGF-C及VEGFR-3的阳性组和阴性组之间

比较, 差异均具有统计学意义. 以上的结果提示: 
(1)VEGF-C蛋白过表达与肿瘤内的淋巴管和微

血管的生成有密切相关, 可作为判断预后的参

考指标. (2)VEGF-C蛋白过表达ESCC内的淋巴

管和微血管密度增加, 可作为肿瘤治疗的靶目

标. (3)肿瘤相关巨噬细胞参与了ESCC淋巴管及

血管的形成, 为临床的免疫治疗和抗淋巴管及

血管转移治疗提供客观、科学、可靠的依据.  
总之, 肿瘤的侵袭和转移是一个多因素参与的

复杂和多因素协同作用的过程. 本实验研究了

VEGF-C、VEGFR-3、CD105和CD68蛋白在

E S C C中的表达与淋巴管及血管转移的关系 , 
并探讨了四项指标之间的相关性 .  结果提示 , 
VEGF-C/VEGFR-3、肿瘤相关巨噬细胞、血

管、淋巴管生成与肿瘤侵袭、转移、密切相关. 
虽然其结果不能全面反映导致肿瘤区淋巴管、

血管形成的原因, 但是淋巴管、血管密度的对

比研究对解释肿瘤发展与转移机制有重要的参

考价值. 如果抑制肿瘤淋巴管及血管系统的形

成、分化、生长, 阻碍VEGF-C与VEGFR-3受体

的结合, 同时破坏肿瘤生长内环境的平衡, 将为

临床的免疫治疗和抗淋巴管及血管转移治疗开

辟新途径, 有着美好的应用前景. 
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■同行评价
本文采用免疫组
织化学方法, 联合
检测V E G F - C、

V E G F R - 3 、

CD105和CD68蛋
白在食管鳞状细
胞癌中的表达, 并
探讨他们与临床
生物学行为的关
系, 为早期诊断和
阻断食管癌细胞
浸润、转移提供
新的理论依据. 
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性肠病和消化内镜新技术临床应用演示)新技术新理论继续教育学习班. 学习班招收对象: 中西医结合、

中医或西医的消化专业医师、科研人员、研究生等. 参加学习班者授予国家级1类继续教育学分; 大会论

文报告者另授继续教育学分6分. 
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