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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

EB病毒感染与血管生成在胃癌组织芯片中的关系

何影娟, 白光辉, 郭云娣

®

■背景资料
EBV属于疱疹病
毒科γ疱疹病毒亚
科, 广泛分布于世
界各地, 是最早发
现的与人类肿瘤
存在明显病因关
系的病毒. 近年来
有学者报道EBV
感染与胃癌之间
有一定的关系, 并
在胃腺癌组织中
检测到EBV基因
组 的 存 在 ,  因 此
EBV感染与胃癌
的发生发展存在
某种相关性, 而肿
瘤血管生成在胃
癌发生、发展过
程中所起的作用
研究尚少.
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Abstract
AIM: To evaluate the characteristics of Epstein-
Barr virus (EBV)-associated gastric cancer and 
to explore the correlation between EBV infection 
and tumor angiogenesis in patients with gastric 
carcinoma.   

METHODS: EBV infection was examined by 
localizing EBV-encoded small RNAs (EBERs) 
using in situ hybridization. Tumor angiogenesis 
was evaluated by examining the expression of 
VEGF protein using immunohistochemistry and 
tissue microarray technique. The association of 
EBV infection with clinicopathological param-
eters, including age, gender, tumor type, lymph 
node metastasis, and tumor stage, was analyzed. 
The correlation of VEGF expression with lymph 

node metastasis and Lauren’s classification was 
also analyzed.  

RESULTS: Among 486 patients, 18 showed nu-
clear expression of EBV. EBV staining was seen 
only in tumor cells. 14 of 18 patients with EBV-
associated gastric cancer had regional lymph 
node metastasis. Of note, metastatic tumor cells 
in all of the involved lymph nodes contained 
EBV. EBER-positive gastric carcinomas tended to 
have lymphoid stroma (17/18) and were mostly 
poorly differentiated type (P<0.05). There was 
no significant difference in TNM stage between 
EBV-positive and -negative carcinomas (P>0.05). 
The positive rate of VEGF protein expression 
was 28.2% (137/486). Angiogenesis was signifi-
cantly associated with lymph node metastasis 
and TNM stage (both P<0.05). EBV infection was 
closely correlated with angiogenesis (r = 0.119, P 
= 0.009).  

CONCLUSION: EBV is present exclusively in 
gastric cancer cells and tumor cells in all of the 
lymph nodes involved. EBV-positive gastric can-
cer has distinct clinicopathological features. An-
giogenesis may be a good predictor of metastasis 
and prognosis of gastric carcinoma in patients 
with EBV-associated gastric cancer. 
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摘要 
目的: 探讨EB病毒(Epstein-Barr virus, EBV)感
染相关胃癌的构成比, 其淋巴结转移癌的感染
状况、临床病理特征及与血管生成的关系.

方法: 用原位杂交法检测胃癌组织中EBV编
码的小RNA(EBERs), 分析EB病毒相关胃癌
的病理形态、患者年龄、性别、淋巴结转移
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■研发前沿
一项纳入15 952
例 胃 癌 患 者 的
荟 萃 分 析 显 示 , 
“ E B 病 毒 阳 性
胃癌可能具独特
意义”. VEGF在
EBV相关性胃癌
的血管微环境中
起着非常重要的
作用, 而EBV相关
性胃癌的发病机
制尚未研究清楚.

状况等临床特征; 用免疫组织化学EnVision法
检测血管生成(即血管内皮生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)蛋白的表达水
平, 分析EBV和血管生成在胃癌的表达与患者
淋巴结转移状态、Lauren's分型等的关系及其
相互关系. 

结果: 486例胃癌患者中检测出感染EB病毒者
(n  = 18, 3.7%). 该病毒位于肿瘤细胞核内; 14
例EB病毒相关胃癌患者中(77.8%)伴淋巴结
转移癌, 其中所有癌细胞均表达EBERs; 与非
EB病毒感染胃癌相比, EB病毒相关胃癌分化
程度低(P <0.05), 而临床TNM分期无明显差
别(P >0.05); 血管生成在胃癌组织中的表达率
(28.2%, 137/486); 血管生成与患者淋巴结转
移状态, TNM分期相关(P <0.05); 同时, 血管
生成与EBV感染胃癌二者之间呈正相关(r  = 
0.088, P  = 0.001).

结论: EB病毒独立存在于胃癌及其淋巴结转
移癌细胞核中; EB病毒相关胃癌具有独特的
临床病理特征; 胃癌组织中的血管生成对判
断EBV感染胃癌的恶性程度和估计预后有一
定意义.

关键词: EB病毒; 胃癌; 血管生成; 血管内皮生长因

子; 淋巴结转移
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0  引言

Epstein. Barr Virus(EBV)属于疱疹病毒科γ疱疹

病毒亚科成员, 广泛分布于世界各地, 是最早发

现的与人类肿瘤存在明显病因关系的病毒. 近
年来有学者报道EBV感染与胃癌之间有一定的

关系[1-4], 并发现大多数淋巴上皮瘤样胃癌和少

部分胃腺癌组织中均检测到EBV基因组的存在, 
因此EBV感染与胃癌的发生发展存在某种相关

性[4,5]. 肿瘤血管生成在恶性肿瘤的发生、发展

过程中起重要作用. 迄今为止学者们已描述了

多种促血管生成及抗血管生成因子, 其中最重

要的是血管内皮生长因子(vascular endothelial 
growth factor, VEGF)[6,7], 此种糖蛋白能刺激内

皮细胞增殖、阻止新生血管退化、增加微血管

通透性. Shi等[8]研究发现, 胃癌组织中VEGF的
表达预示增高的肿瘤转移风险和差的预后, 而
EBV感染胃癌即EBV相关胃癌组织中VEGF蛋

白的表达及其相关功能报道较少. 我们通过检

测486例胃癌组织中EBV和VEGF的表达探讨其

相互关系及临床意义.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2000/01/01-2010/12/31住院患者手

术切除胃癌标本(n  = 486), 患者男性(n  = 357), 女
性(n  = 129); 年龄22-85(中位年龄63)岁. 所有标

本均经2位病理专家进行组织病理证实, 患者术

前均未进行放疗和化疗. EBERs原位杂交检测

试剂盒购于福建泰普生物科学有限公司. VEGF
一抗及二抗均购自福州迈新公司. 常规石蜡包

埋、切片, 采用Envision免疫组织化学法进行染

色, 以PBS液代替一抗作为阴性对照, 以试剂公

司提供的阳性对照片作为阳性对照.
1.2 方法  
1.2.1组织芯片的构建: 组织标本经4%的甲醛固

定、常规石蜡包埋制片, HE染色后, 在显微镜下

定位、对应找出蜡块上相应部位并做标记, 选
取无坏死的肿瘤组织. 自制10×16(6个蜡块, 每
个蜡块75例x2点)和10×9(1个蜡块, 40例x2点)
的组织阵列蜡块(每例组织块取2个组织芯, 其直

径为1.6 mm), 其中1列的特定部位为已知EB病
毒阳性的鼻咽癌组织1-2例及正常胃组织1-2例
作为芯片的自身对照. 共收集肿瘤组织(n  = 489), 
其中未取到肿瘤组织(n  = 3), 予以剔除, 胃癌芯

片有效组织(n  = 486).
1.2.2 结果判定: EBV原位杂交染色结果判断

标准: 仅细胞核着棕褐色为阳性; 细胞质和细

胞膜在核分裂时可以有阳性着色, 但视为阴性. 
VEGF阳性表达于肿瘤细胞质, 呈现棕黄色颗粒

为阳性信号. 结果判定方法按照Fromovitz[9]方

法: 表达强度由染色深度(A)及阳性细胞百分比

(B)共同评分. A: 阳性细胞染色深度按无着色、

淡黄色、棕黄色、棕褐色分别计0、1、2、3分; 
B: 阳性细胞所占百分比按:阳性细胞数≤5%、

5%-25%、25%-50%、50%-75%、>75%分别计

0、1、2、3、4分. A+B即为免疫组化评分, 评分

≥4者为阳性, <4者为阴性.
统计学处理 所有实验数据均采用SPSS13.0

软件分析. 组间差异比较采用χ2检验, 采用Spear-
man等级相关分析胃癌组织中EBV和VEGF表达

的相互关系. P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 EBERs在胃癌及淋巴结转移癌中的表达 原
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■相关报道
Kang等研究发现, 
VEGF在EBV相关
性胃癌的血管微
环境中起着非常
重要的作用.

表  1  VEGF和EBV表达与胃癌临床病理特征的关系

     
临床病理参数     n

VEGF阳性 EBV阳性

   n   χ2值    P值   n χ2值   P值

年龄(岁)

    <65 267   82 12

    ≥65 219   55 1.862 0.172   6   1.039 0.308

性别

    男 357 104 16

    女 129   33 0.590 0.442   2   2.283 0.131  

分化程度

    高、中分化 255   74   1

    低分化 231   63 0.183 0.669 17 16.496 0.000

淋巴结转移

    无 354   28   4

    有 132 109 4.358 0.037 14   0.230 0.631    

浸润深度

    肌层   87   23   3

    浆膜及外 399 114 0.161 0.688 15   0.019 0.889

Lauren's分型

    肠型 255   75   2     

    弥漫及混合型 231   62 0.396 0.529 16 12.820 0.000

TNM分期 

    Ⅰ/Ⅱ期 167   37   5

    Ⅲ/Ⅳ期 319 100 4.576 0.032 13   0.359 0,549

位杂交EBERs染色的棕褐色颗粒只显示在肿瘤

细胞核中, 正常胃黏膜、肠上皮化生腺体及间

质细胞或淋巴滤泡等炎细胞均未见阳性细胞核

染色. 胃癌患者(n  = 486)中, EB病毒阳性表达者

(n  = 18), 占所有胃癌的3.7%, 包括进展期胃癌

(n  = 17), 早期胃癌(n  = 1); 年龄34-84(中位年龄

58.5)岁. 大体病理特征: 肿瘤位于贲门(n  = 6)、
胃体(n  = 7)、胃窦(n  = 5); 肿瘤大体类型: 溃疡

性(n  = 14)、蕈伞型(n  = 2)、浸润型(n  = 2); 肿瘤

直径2-9 cm; 肿瘤局部淋巴结有转移者数目为

2-14枚不等. 按Lauren分型: 弥漫及混合型(n  = 
16)、肠型(n  = 2); 本组同时检测了EB病毒感染

胃癌患者(n  = 14)的淋巴结转移癌情况, 发现所

有淋巴结转移癌细胞核均表达EBERs, 而作为对

照的随机抽取的10例淋巴结转移癌患者中未检

测到EBERs表达(图1).
2.2 VEGF在胃癌中的表达 486例胃癌中VEGF的
阳性表达率为28.2%(图1).
2.3 胃癌组织中EBV、VEGF与临床病理特征

的关系 486例胃癌中, EBV和VEGF与患者的

年龄、性别、肿瘤浸润深度阳性表达均无关

(P >0.05), EBV感染胃癌与Lauren分型、肿瘤分

化程度相关(P <0.05); VEGF的表达与肿瘤淋巴

结转移、TNM分期密切相关(P <0.05, 表1).
2.4 胃癌组织中EBV和VEGF的分析 Spearman
等级相关分析结果显示, 18例EBV阳性胃癌中

VEGF全部阳性, EBV和VEGF在胃癌中的表达

呈正相关(r  = 0.119, P  = 0.009).

3  讨论

EBV是一种全球分布、人群感染率很高的γ疱疹

病毒(属DNA病毒). 20岁以上超过95%的人群存

在EB病毒感染, 并常终身潜伏[2]; 原发性感染多

发生在儿童期, 常表现为隐性感染; 若原发性感

染发生在成年人, 可导致传染性单核细胞增多

症[3]. 同时, EBV也涉及许多良、恶性肿瘤的发

病机制, 如鼻咽癌、Hodgkin淋巴瘤、Burkitt淋
巴瘤等. 1990年, Burke首次报道用PCR技术在胃

癌组织中检测出EBV, 其病理形态是一类伴有淋

巴样间质的特殊胃癌类型.
原位杂交方法被公认为是在石蜡包埋组织

切片中检测EB病毒的金标准[4,10-12]. 本组实验用

此方法在已构建好的486例原发胃癌组织芯片

中检测出棕褐色的EBERs颗粒, 该阳性颗粒只

存在于胃癌细胞核中, 正常胃黏膜上皮、肠上

皮化生腺体及间质均呈阴性表达. 18例EBV感
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■应用要点
EBV表达阳性的
胃癌可能具有独
特的临床意义,为
以后病因治疗提
供依据.

染胃癌所有癌细胞核及其转移的淋巴结癌细胞

核中也均呈阳性表达, 提示EB病毒与肿瘤细胞

复制同时存在[13]. 这种在恶性肿瘤细胞中EBERs
呈全或无的表达支持EB病毒感染可能是EB病

毒相关胃癌发生、发展及转移的早期事件[4,14]. 
EBV感染胃癌占胃癌的3.6%, 而韩静等[15]的研

究显示, 中国广州地区的鼻咽癌高发区EB病毒

相关胃癌的构成比是6.4%, 而苏州地区的非鼻

咽癌高发区其EB病毒感染胃癌的发病率也很

低, 由此推测EB病毒感染有一定的地域性[12].
本研究证明, 与非EB病毒感染性胃癌相比, 

EBV感染胃癌的组织学类型以弥漫型为主、分

化程度低. 显微镜下观察HE染色切片, 将其大致

分为4种组织结构, 包括: 淋巴上皮样型, 表现为

肿瘤细胞巢缺乏腺体结构, 细胞呈片状排列, 间
质可见大量淋巴细胞样细胞或淋巴滤泡结构, 
肿瘤周围正常黏膜中也可见淋巴细胞和淋巴滤

泡; 条带或网状型, 表现为肿瘤细胞呈连续的线

状、条带或网状排列; 小细胞巢状、未分化型

以及腺样结构型, 即腺体相互吻合. 进一步的观

察显示: 肿瘤细胞中等大小或呈小细胞状, 细胞

质红染或几乎无胞质, 细胞核淡染, 核膜清楚, 
核染色质呈细颗粒状, 偶见多个核仁; 小细胞的

细胞核深染, 核分裂少见.
目前研究发现, VEGF在正常人多种组织中

不表达或少量表达, 而在恶性肿瘤组织中常过

量表达, 并以自分泌或旁分泌作用于肿瘤细胞,
与多种肿瘤的转移、预后及复发相关[16]. 本实

验中VEGF阳性表达率为28.2%, 与胃癌临床分

期呈正相关, 同时与淋巴结转移相关, 进一步验

证了VEGF是促癌因子这一假设. 18例EBV感染

胃癌患者中VEGF全部阳性, EBV和VEGF在胃

癌中的表达呈正相关, 这就提示了VEGF可能作

为胃癌肿瘤侵袭性的一个有用的生物指标, 包
括EBV感染胃癌. 这一结果与Kang[17]的研究结

果相一致. VEGF免疫组化在EBV感染胃癌细胞

及间质血管内皮细胞弥漫阳性, 提示EBV感染

胃癌中有增多的血管供应并反映了增高的转移

能力. 肿瘤形成血管前, 肿瘤细胞很少进入全身

血液循环, 新生的肿瘤血管有增加的长度、直

径和不完整的内皮细胞层和基底膜, 其形状不

规则, 且易于出血和/或血栓形成, 进而使肿瘤细

胞进入循环系统. 所谓的血管生成开关依赖于

肿瘤正阳性和负性血管生成物质的静平衡, 而
EBV感染胃癌患者几乎全为VEGF阳性, 其中

VEGF在EBV感染胃癌中有可能发挥着关键的

正性调节作用.
总之, EB病毒感染胃癌具有独特的临床病

理特征; VEGF是血管生成中的很重要的环节, 
对判断胃癌包括EBV感染胃癌的恶性程度和估

计预后有一定意义. 但目前还需要更多的前瞻

性研究去确认VEGF在胃癌, 特别是在EBV感染

胃癌中所起的作用.
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