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·基础研究·

Ａｎｇ１、Ａｎｇ２在鼻咽癌中的表达与
鼻咽癌淋巴管密度的相关性研究

吴　平，胡可锦，何　剑，米日喀米力，王苏甫，廖玲凤，赵素萍，唐瑶云

（中南大学湘雅医院 耳鼻咽喉头颈外科，耳鼻咽喉科重大疾病研究湖南省重点实验室，湖南 长沙　４１０００８）

　　摘　要：　目的　研究 Ａｎｇ１、Ａｎｇ２在鼻咽癌组织中的表达情况与鼻咽癌淋巴管密度的相关性。
方法　用免疫组化法检测 Ａｎｇ１、Ａｎｇ２在鼻咽癌组织及鼻咽部慢性炎症中的表达情况，用单克隆抗体
Ｄ２４０标记鼻咽癌瘤内及瘤周微淋巴管。分析 Ａｎｇ１、Ａｎｇ２与鼻咽癌临床病理参数与微淋巴管密度之
间的关系。结果　Ａｎｇ１、Ａｎｇ２在鼻咽癌组织中阳性表达率分别为 ４６．１５％（２４／５２）、６３．５％（３３／
５２），明显高于鼻咽部炎性组织 ２５．０％（３／１２）、３３．３％（４／１２）（Ｐ＜０．０５）。Ａｎｇ１在鼻咽癌组织中
的表达与性别、年龄、Ｔ分级及临床分期、有无淋巴结转移等因素均无明显差异；Ａｎｇ２在鼻咽癌组织中
的表达与性别、年龄、Ｔ分级及临床分期等因素无明显差异，但在淋巴结转移组中的表达率 ８３．９％（２６／
３１）明显高于无淋巴结转移组 ３３．３％（７／２１）（Ｐ＜０．０１）。Ｄ２４０标记鼻咽癌微淋巴管阳性表达率达
９２．３１％（４８／５２），并且在淋巴结转移组中瘤内及瘤周微淋巴管密度均高于无淋巴结转移组（Ｐ＜
０．０５）。联合 Ａｎｇ１、Ａｎｇ２在鼻咽癌组织中的表达与瘤内及瘤周微淋巴管密度均成正相关。结论　
Ａｎｇ２与鼻咽癌淋巴结转移密切相关，微淋巴管密度可作为判断淋巴结有无转移的重要指标之一。
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　　鼻咽癌（ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍ，ＮＰＣ）是一
类常见淋巴结转移的恶性肿瘤。血管生成素

（ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ，Ａｎｇ）被认为是一类较为重要的淋
巴管生成因子，其中以 Ａｎｇ１、Ａｎｇ２尤为关
键，两者均已在动物肿瘤模型及多种恶性肿瘤

中证实与淋巴结的转移率成正相关［１４］，但与

ＮＰＣ淋巴结转移的关系未见报道。Ｄ２４０是一
种新的、敏感度和特异性都较高的淋巴管标记

物，目前已广泛用于各种恶性肿瘤的研究，研

究发现肿瘤微淋巴管在胃癌、大肠癌、乳腺癌、

ＮＰＣ等淋巴转移显著的恶性肿瘤的发生、发展
中起 重 要 作 用［５７］。 本 研 究 检 测 鼻 咽 癌 中

Ａｎｇ１、Ａｎｇ２的表达及标记显示微淋巴管，以
研究Ａｎｇ１、Ａｎｇ２与鼻咽癌淋巴结转移及淋巴
管密度的关系。

１　材料和方法

１．１　实验材料
收集 ２００８年 ７月 ～２００８年 １２月中南大

学湘雅医院耳鼻咽喉头颈外科门诊鼻咽癌患

者活检组织 ５２例，经病理证实均为低分化鳞
癌，另外收集疑鼻咽癌患者鼻咽部活检组织

１２例作为对照，切片经病理证实为慢性炎性组
织，以上患者的临床病理资料均完善。其中男

３１例，女２１例；年龄３３～７６岁，平均年龄
３８岁 。对 照 组１２例 ，男８例 ，女４例 ；年 龄
２２～５２岁，平均年龄４０岁。根据２００２年第
６版美国癌症联合委员会（ＡＪＣＣ）肿瘤分级方
案进行临床分级，详细临床资料见表 １。
１．２　实验方法
１．２．１　免疫组化　先将石蜡切片脱蜡、水化，
ＰＢＳ洗 ２次每次 ５ｍｉｎ，用蒸馏水或 ＰＢＳ配置新
鲜的 ３％ Ｈ２Ｏ２，室温封闭 ５～１０ｍｉｎ，蒸馏水洗
３次，行抗原修复，ＰＢＳ洗 ５ｍｉｎ，滴加正常山羊
血清封闭液，室温 ２０ｍｉｎ。甩去多余液体，滴
加Ⅰ抗，４℃过夜或者 ３７℃ １ｈ（４℃过夜后在

３７℃复温 ４５ｍｉｎ），ＰＢＳ洗 ３次每次 ２ｍｉｎ，滴
加生物素化二抗，２０℃ ～３７℃ ２０ｍｉｎ，ＰＢＣ洗
３次每次 ２ｍｉｎ，滴加试剂 ＳＡＢＣ，２０℃ ～３７℃
２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗 ４次每次 ５ｍｉｎ，ＤＡＢ显色试剂
盒显色（镜下掌握显色程度），蒸馏水洗。苏木

素复染 ２ｍｉｎ、盐酸酒精分化，最后脱水、透明、
封片、镜检。

１．２．２　Ａｎｇ１、Ａｎｇ２阳性结果判定　先在低
倍镜下（×１００）选择具有代表性区域，转至高
倍镜下（×４００）观察 ５个视野，每个视野计算
１００个细胞，使用评分法进行半定量评估，阳
性分级：①以阳性细胞所占百分比分为四级计
分：阳性细胞率≤５％以下为 ０分；阳性细胞率
６％ ～２５％为 １分；阳性细胞率 ２６％ ～５０％为
２分；阳性细胞率≥５１％为 ３分。②按着色细
胞染色强弱分：不着色 ０分，黄色 １分，棕黄色
２分，黄褐色 ３分。两种评分相加，０～１分为
阴性，２分为弱阳性，３～４分为阳性，５～６分
为强阳性，其中 ２分以上者均视为阳性表达。
１．２．３　淋巴管密度（ＬＭＶＤ）的计算方法　先
在低倍镜（×１００）观察瘤周、瘤内及相应远端
正常切缘，选择淋巴管高密度区即 “热点”

（ｈｏｔｓｐｏｔｓ）作为测量区域，然后在高倍镜下
（×４００）随机取 １０个视野计数，单个内皮细
胞明显着色也作为一个计数单位，分辨不清或

染色模糊的细胞不计入计数结果，结果以均数

表示。

１．３　统计学分析
采 用 ＳＰＳＳ１７．０统 计 软 件 进 行 分 析 。

Ａｎｇ１、Ａｎｇ２与临床病例参数之间的比较采用
χ２检验及 Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法检验，两个独立样
本之间均数的比较采用 ｔ检验，ＬＭＶＤ与临床
资料参数之间的比较采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检验，
联合 Ａｎｇ１、Ａｎｇ２与 ＬＭＶＤ的相关分析采用
ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓＨ检验（两两比较采用 Ｎｅｍｅｎｙｉ
法）。Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

·２２４·

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国耳鼻咽喉颅底外科杂志　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第１８卷



２　结果

２．１　Ａｎｇ１、Ａｎｇ２阳性表达及其与临床病理
参数之间的关系

Ａｎｇ１、Ａｎｇ２在鼻咽癌组织中的主要表达
于胞浆（图 １ａ，ｂ）。Ａｎｇ１、Ａｎｇ２阳性表达率
分别为 ４６．１５％（２４／５２）、６３．５％（３３／５２），
明显高于在鼻咽部炎性组织中的表达 ２５．０％
（３／１２）、３３．３％（４／１２）（Ｐ ＜０．０５）。Ａｎｇ１
在鼻咽癌组织中的表达与性别、年龄、Ｔ分级
及临床分期、有无淋巴结转移等因素均无明显

差异；而 Ａｎｇ２在鼻咽癌组织中的表达虽与性
别、年龄、Ｔ分级及临床分期等因素无明显差
异，但在淋巴结转移组中的表达率 ８３．９％
（２６／３１）明显高于无淋巴结转移组 ３３．３％
（７／２１）（Ｐ ＜０．０１），见表 １。进一步两两比
较发现，Ａｎｇ１、Ａｎｇ２在鼻咽癌组织中均呈阳
性表达时发生淋巴结转移率最高，单纯 Ａｎｇ２
阳性次之，单纯 Ａｎｇ１阳性或两者均为阴性时
则无明显差别，见表 ２。
２．２　Ｄ２４０标记的微淋巴管与临床资料参数

之间的关系

Ｄ２４０成功地用于标记 ＮＰＣ瘤内及瘤周微
淋巴管，阳性表达率高达 ９２．３１％（４８／５２），
表现为淋巴管内皮细胞胞浆棕黄色染色，可清

晰判断淋巴管的形态和管腔个数，由于血管内

皮细胞不被染色，可排除微血管干扰造成的假

阳性，见图１ｃ，ｄ。进一步比较发现在淋巴结转
移组中瘤内及瘤周微 ＬＭＶＤ均高于无淋巴结转
移组（Ｐ＜０．０５），见表 ３。
２．３　Ａｎｇ１、Ａｎｇ２在 ＮＰＣ组织中的表达与
ＬＭＶＤ之间的关系

联合 Ａｎｇ１、Ａｎｇ２在 ＮＰＣ组织中的阳性表
达与 ＬＭＶＤ的分析说明，两者的不同表达状态
与 ＬＭＶＤ存在差异，两两比较采用 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌ
ｌｉｓＨ检验显示，两者同时呈阳性表达时 Ａｎｇ１
（＋）／Ａｎｇ２（＋），ＬＭＶＤ 明 显 高 于 Ａｎｇ１
（＋）／Ａｎｇ２（－）、Ａｎｇ１（－）／Ａｎｇ２（＋）及
Ａｎｇ１（－）／Ａｎｇ２（－）组 （Ｐ ＜０．０５）；而
Ａｎｇ１（－）／Ａｎｇ２（＋）的 ＬＭＶＤ也高于 Ａｎｇ１
（＋）／Ａｎｇ２（－）及 Ａｎｇ１（－）／Ａｎｇ２（－）组
（Ｐ＜０．０５），见表 ４。

　　图 １　Ａｎｇ１、Ａｎｇ２在 ＮＰＣ组织与 Ｄ２４０标记瘤内及瘤周淋巴管中的表达（免疫组化 ×４００）ａ：Ａｎｇ１在
ＮＰＣ组织中的表达；ｂ：Ａｎｇ２在 ＮＰＣ组织中的表达；ｃ：Ｄ２４０标记瘤内微淋巴管；ｄ：Ｄ２４０标记瘤周微淋巴管

表 １　Ａｎｇ１、Ａｎｇ２蛋白在 ＮＰＣ组织中表达与患者临床资料之间的关系

因素 例数
Ａｎｇ１

（＋） （－） Ｐ

Ａｎｇ２

（＋） （－） Ｐ

性别

　男 ３１ １４ １７
０．８６２

１９ １２
０．６９３

　女 ２１ １０ １１ １４ ７

年龄

　≥５０岁 ３０ １４ １６
０．９３１

１７ １３
０．２３５

　＜５０岁 ２２ １０ １２ １６ ６

Ｔ分级

　Ｔ１、２ ４６ １８ ２８
０．０５

２６ １８
０．２８２

　Ｔ３、４ ６ ６ ０ ５ １

·３２４·
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续上表

因素 例数
Ａｎｇ１

（＋） （－） Ｐ

Ａｎｇ２

（＋） （－） Ｐ

Ｎ分级

　Ｎ０ ２１ ５ １６
０．０８

７ １４
＜０．００１

　Ｎ１３ ３１ １９ １２ ２６ ５

临床分期

　Ⅰ、Ⅱ ４１ ２９ １２
０．１７

３０ １１
０．０５３

　Ⅲ、Ⅳ １１ １０ １ １１ ０

表 ２　联合 Ａｎｇ１、Ａｎｇ２在 ＮＰＣ组织中的表达与淋巴结转移之间的关系

Ｎ分级 例数 Ａｎｇ１（＋）／Ａｎｇ２（＋） Ａｎｇ１（＋）／Ａｎｇ２（－） Ａｎｇ１（－）／Ａｎｇ２（＋） Ａｎｇ１（－）／Ａｎｇ２（－）

Ｎ０ ２１ ３ ４ ６ ８

Ｎ１３ ３１ １５ ３ １１ ２

表 ３　Ｄ２４０标记的瘤内微淋巴管密度（ｉＬＭＶＤ）、瘤周微淋巴管密度（ｐＬＭＶＤ）与患者临床资料之间关系
（珋ｘ±ｓ）

因素 例数 ｉＬＭＶＤ Ｐ ｐＬＭＶＤ Ｐ Ｐ

性别

　男 ３１ ５．２±１．８
０．７４６

９．９±３．１
０．８３２

＜０．０１▲

　女 ２１ ５．５±２．５ １０．７±３．６ ０．０１▲

年龄

　＜５０岁 ３０ ５．０±１．６
０．０２３

９．５±２．５
０．７６９

＜０．０１▲

　≥５０岁 ２２ ５．８±２．１ １１．３±４．０ ０．０２▲

Ｔ分级

　Ｔ１、２ ４６ ５．１±１．９
０．０１６

９．９±２．８
０．０１１

＜０．０１▲

　Ｔ３、４ ６ ７．１±４．３ １４．３±４．３ ０．０６５

Ｎ分级

　Ｎ０ ２１ ４．４±１．３
０．０３

８．４±１．９
＜０．０１

＜０．０１▲

　Ｎ１３ ３１ ６．０±２．１ １１．６±３．４ ＜０．０１▲

临床分期

　Ⅰ、Ⅱ ４１ ５．０±１．６
０．０４６

９．６±２．３
０．８５９

＜０．０１▲

　Ⅲ、Ⅳ １１ ６．７±２．３ １３．１±５．０ ０．２７

　　注：：ｉＬＭＶＤ或ｐＬＭＶＤ组内分析，采用两个独立样本的秩和检验，Ｐ＜０．０５；▲：ｉＬＭＶＤ和ｐＬＭＶＤ组间分析，采用配对秩和检验，Ｐ＜０．０５

表 ４　联合 Ａｎｇ１、Ａｎｇ２表达分别分析与瘤内微淋巴管密度（ｉＬＭＶＤ）及瘤周微淋巴管密度（ｐＬＭＶＤ）之间的关系
（珋ｘ±ｓ）

因素 例数 ｉＬＭＶＤ ｐＬＭＶＤ

Ａｎｇ１（＋）／Ａｎｇ２（＋） １７ ６．９±２．６ １３．１±３．３

Ａｎｇ１（＋）／Ａｎｇ２（－） ７ ４．３±１．３ ８．１±１．８

Ａｎｇ１（－）／Ａｎｇ２（＋） １６ ４．７±１．７ ９．４±２．９

Ａｎｇ１（－）／Ａｎｇ２（－） １２ ４．５±０．９ ８．７±１．０

　　注：Ａｎｇ１（＋）／Ａｎｇ２（＋）时ＬＭＶＤ明显高于其他三组，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义

·４２４·
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３　讨论

　　颈淋巴结转移及潜在的远处转移风险严
重影响 ＮＰＣ患者的预后。关于淋巴转移机制
的研究一直是 ＮＰＣ基础研究的重点。众多研
究者一直希望了解肿瘤新生淋巴管与 ＮＰＣ发
生淋巴结（道）转移到底有何联系，不过由于缺

乏理想的淋巴管标记物，这方面的研究还

较少。

血管生成素（ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ，Ａｎｇ）是一类与淋
巴管生 成 具 有 密 切 关 系 的 细 胞 因 子，包 括

Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３和 Ａｎｇ４，与其共同受体酪
氨酸激酶 Ｔｉｅ２结合可以引起生理性或病理性
的血管生成，但以 Ａｎｇ１和 Ａｎｇ２相对重要。
之前最受关注的是它们在肿瘤血管生成中的

作用，而在淋巴管生成方面还未引起特别注

意。Ａｎｇ２表达与肿瘤淋巴结转移及生存时间
相关，研究发现高表达 Ａｎｇ２患者多出现淋巴
结转移、生存时间缩短，已在胃癌［８９］、乳 腺

癌［１０］、结直肠癌［１１］、神经母细胞瘤［１２］、非小细

胞肺癌［１３］和膀胱癌［１４］中得到证实。而 Ａｎｇ１
与淋巴结转移之间的关系还不明确。本研究

中我们发现 Ａｎｇ１和（或）Ａｎｇ２阳性表达均与
ＮＰＣ淋巴结转移成正相关，进一步比较发现，
Ａｎｇ１、Ａｎｇ２均呈阳性表达时发生淋巴结转移
率最高，单纯 Ａｎｇ２阳性次之，Ａｎｇ１阳性或两
者均为阴性时则无明显差别，提示 Ａｎｇ２在促
使淋巴结转移可能起到更大的作用。在进行

了 Ａｎｇ１、Ａｎｇ２与 ＬＭＶＤ的相关性分析后，提
示两者可能是通过参与淋巴管的生成进而影

响 ＮＰＣ发生淋巴转移的。
Ａｎｇ１、Ａｎｇ２在淋巴管生成中的作用和机

制尚不明了。有学者等［１５］发现剔除 Ａｎｇ２基
因的小鼠发生淋巴管发育缺陷，出现乳糜腹

水，说明 Ａｎｇ／Ｔｉｅ２系统对淋巴管的发育和生长
有重要影响。而由 Ａｎｇ２缺陷所致的淋巴系统
表型可以被 Ａｎｇｌ所改善，揭示了两者在淋巴
系统发育方面的作用。最新研究发现 Ａｎｇｌ和
Ａｎｇ２均可使牛肠系膜 ＬＥＣｓ的 Ｔｉｅ２受体磷酸
化，引起淋巴管内皮细胞（ＬＥＣｓ）的增殖和淋巴
管增生，其中 Ａｎｇ２促增殖作用较 Ａｎｇｌ明显
，而 Ａｎｇｌ促 进 ＬＥＣｓ迁 移 作 用 较 Ａｎｇ２显
著［１６］。这些研究结果至少说明 Ａｎｇ１、Ａｎｇ２

淋巴管形成过程中具有缺一不可的作用。肿

瘤细胞和间质细胞均能分泌淋巴管生长因子，

是肿瘤细胞和宿主细胞相互作用的结果，因此

局部微环境能显著影响上述因子的表达［１７］。

Ｄ２４０目前已成功用于标记各类恶性肿瘤
的新生淋巴管，并且表现出良好的敏感度和特

异性［１８１９］。国 内 学 者 王 胜 资 等［２０］首 次 使 用

Ｄ２４０标记 ＮＰＣ组织标本（１４０例）中的微淋
巴 管，阳性率达到１００％，笔者也成功地对
４８例（９２．３１％）组织标本的肿瘤微淋巴管进
行了标记和计数。结果提示肿瘤 ＬＭＶＤ与早期
发生淋巴结转移的风险成正相关，并且发现

ｐＬＭＶＤ显著高于 ｉＬＭＶＤ，提示 ｐＬＭＶＤ在早期淋
巴转移可能起到更重要的作用。上述结果与

王等人的研究相近。

通过本研究发现 Ａｎｇ２与鼻咽癌淋巴结转
移密切相关，Ａｎｇ１、Ａｎｇ２可能在鼻咽癌淋巴
管生成中起到了重要作用，微淋巴管密度可作

为判断淋巴结有无转移的重要指标之一。
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