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胃癌组织中 Tenascin、MVD、Ki-67的表达及其临床意义 *
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摘要 目的：探讨胃癌组织中 Tenascin蛋白、微血管密度（microvascular density, MVD）、Ki-67的表达及其与临床病理特征的关系。
方法：采用免疫组化 Elivision法检测 70例胃癌组织和 20例癌旁正常组织中 Tenascin、CD34和 Ki-67的表达。结果：①正常胃黏
膜上皮 Tenascin阴性，胃癌中的 Tenascin主要表达于肿瘤相关纤维母细胞的胞质中，且与胃癌的 Lauren分型、分化程度、临床分
期、淋巴结转移显著相关（P＜0.05）；②胃癌中MVD和 Ki-67-LI（标记指数）均高于正常胃黏膜（P＜0.001），且均与胃癌的临床分
期、浸润深度、淋巴结转移显著相关（P＜0.05）；结论：胃癌组织中 Tenascin可抑制胃癌的演进，MVD及 Ki-67可作为胃癌患者预
后的预测指标，联合检测胃癌组织 Tenascin、MVD、Ki-67的表达情况，对于进一步了解胃癌的生物学行为和判断预后具有一定的
临床价值与意义。
关键词：胃癌；Tenascin；微血管密度；Ki-67；免疫组织化学
中图分类号：R735.2 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2011）19-3767-04

Expression of Tenascin, MVD, Ki-67 in Gastric Adenocarcinoma and Their
Clinical Significance*

HANWei1, LIU Yang2, QI Lei1, SHAN Li-hui1, CHAI Cui-cui1, WANG Li-feng1△

(1 Department of Pathology, the First Hospital of Harbin Medical University, 150001, Harbin, China;
2 Department of Pathology, Daqing People's Hospital, 163000, Daqing, China)

ABSTRACT Objective: To investgate the expression of Tenascin, microvascular density (MVD), Ki-67 in gastric carcinoma and
their relationship with clinicopathologic features. Methods: The expression of Tenascin, CD34 and Ki-67 in 70 cases of gastric carcino-
ma and 20 cases of normal gastric tissue was detected by immunohistochemistry. Results:① Tenascin was mainly expressed in tumor as-
sociated fibroblasts and the level of its expression was associated with Lauren classification, differentiation degree, TNM tumour stage
and lymph node metastases (P＜0.05);② The expression of MVD and Ki-67-LI was significantly higher in gastric cancer than in normal
gastric tissue (P＜0.001), both of them were respectively correlated with the TNM tumour stage, the depth of tumour invasion and lymph
node metastases (P＜0.05). Conclusions: Tenascin may inhibit the development of gastric cancer. Quantitation of MVD and Ki-67 were
useful prognostic marker for gastric cancer patients. Therefore, the detection of tenascin, MVD and Ki-67 may be valuable to evaluate
biological behavior for patients with gastric cancer during clinical treatment.
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前言

胃癌是消化系统常见的恶性肿瘤，具有转移早、预后差、复
发率高等特点。近年来，人们发现细胞外基质（extracellular
matrix, ECM）与肿瘤生长转移的关系密切。Tenascin（TN）是
ECM中一种具有独特六臂体结构的高分子糖蛋白，实验证实
TN可表达于人类多种恶性肿瘤中，且与肿瘤细胞增殖和血管
生成关系密切[1,2]。CD34是目前公认的血管标记物，计数MVD
能够较准确的反映出肿瘤组织中微血管的增生情况。Ki-67是
一种与细胞周期相关的增殖细胞核蛋白，是检测细胞增殖的标

记物之一。目前 CD34和 Ki-67已广泛用于常规病理研究，但

TN在胃癌中的研究仍鲜见报道。因此，本研究运用免疫组化联
合检测 TN、CD34和 Ki-67在胃癌中的表达及其临床意义，进
一步探讨它们与胃癌侵袭转移的关系。

1 材料与方法

1.1 研究对象
收集哈尔滨医科大学第一临床医学院病理科 2007年 8月

~2008年 6月病理诊断为胃癌的石蜡标本 70例，其中男性 56
例，女性 14例，年龄 28~86岁，中位年龄 58岁。按 1965年
Lauren 分型，肠型 39 例，弥漫型 31 例；按 WHO（2000 年）标
准，组织学分级高、中分化者 40例，低分化和未分化者 30例；
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临床分期Ⅰ~Ⅱ期 32例，Ⅲ~Ⅳ期 38例；无淋巴结转移者 29
例，有淋巴结转移者 41例。同时收集 20例相应的癌旁正常胃
黏膜组织（距肿瘤切缘＞5cm）作为对照组。所有病例术前均未
进行放疗和化疗。
1.2 试剂与方法
浓缩型鼠抗人 TN单克隆抗体（克隆号：BC-24）购自武汉
博士德生物工程有限公司，工作浓度为 1：200。即用型鼠抗人
CD34 单克隆抗体（克隆号：QBEnd/10）、鼠抗人 Ki-67 单克隆
抗体（克隆号：SP6）及 Elivision试剂盒均购自福州迈新公司。
所有组织标本均经 10%甲醛固定，石蜡包埋，4μm厚连续切片
及 HE和 Elivision染色法。免疫组化步骤严格按照试剂盒说明
书进行。预处理：TN采用胰蛋白酶消化法，CD34与 Ki-67采用
枸橼酸盐缓冲液（0.01 mol/L，pH6.0）高温高压修复法。DAB显
色，苏木精复染，盐酸酒精分化，氨水返蓝，脱水，透明，封片。以
PBS代替一抗作阴性对照，已知阳性切片作阳性对照。
1.3 结果判定
所有指标的结果均由 2位病理主治医师经双盲法独立评

估。当癌细胞周围的间质无 TN阳性染色时属阴性表达，若出
现线状、带状或网格状分布的棕褐色染色为 TN阳性。阳性定
位在细胞的胞浆，呈强度不等的棕色或棕黄色。染色强度判断
方法：ECM中 TN无表达为 0分，局部断线状表达为 1分，连
续线状表达为 2分，网格状表达为 3分。细胞阳性表达计分方
法为：每张切片随机观察 5个不同的高倍视野，无阳性细胞记
为 0 分，阳性细胞率 1％～25％为 1 分，26%～50%为 2 分，
51%以上为 3分。染色强度与阳性细胞率之和：≤2分为 TN低
表达，＞2分为高表达。

MVD按照 Goddard等人[3]的评判标准，计数肿瘤内着色的

毛细血管和微小血管。即每个染成棕黄色的，可与周围血管、肿
瘤细胞和其他结缔组织区分开的内皮细胞或内皮细胞簇，不论

管腔和红细胞出现与否，均作为一个单一的、可计数的微血管。
先于低倍(×40)下观察切片，选择微血管分布最高密度区即 "
热点 "，然后在高倍(×400，每个视野面积为 0.37mm2)下计数 5
个视野的微血管数，取其平均值为该例的 MVD值。分辨不清
或染色模糊的细胞、管腔面积＞8个红细胞直径、有较厚肌层
的微血管不计数在内。

Ki-67阳性染色为瘤细胞的胞核呈棕黄色颗粒。随机选择
5个高倍视野，计数 100个肿瘤细胞中阳性细胞所占百分比数
为 Ki-67-LI（标记指数）。坏死区、血管内皮细胞不计算在内。
1.4 统计方法
采用 SPSS11.5统计软件进行统计分析。MVD以表示，计
数资料采用 x2检验，计量资料采用 t检验。检验水准α=0.05，
P≤0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 TN、CD34、Ki-67在正常胃黏膜及胃癌组织中的表达情况
在癌旁正常的胃黏膜中，TN蛋白只分布于黏膜肌层、固有
肌层及血管壁，基底膜区域呈一条细线状分布，其余部位均呈

阴性；而在胃癌组织中，ECM尤其紧邻癌巢的间质细胞，可见
明显的条索状或网格状棕褐色染色区（如图 1、2）。分析后得
出：TN蛋白在癌旁正常的胃黏膜中均呈阴性表达，在胃癌中阳
性率为 57.1%（40/70）。

CD34主要定位于血管内皮细胞的胞膜，在正常胃黏膜组
织中的表达较少，MVD的平均值为 27.56±8.39。在胃癌组织
间质和癌巢中均可见到明显增多的微血管，尤其是肿瘤浸润的

边缘最为密集（如图 4），MVD的平均值为 38.65±14.38，二者
的差异较显著 (t=6.453，P＜0.001)。

Ki-67定位于肿瘤细胞的细胞核，呈棕黄色或棕黑色（如图
3），在癌细胞向间质浸润的部位其表达明显增强。胃癌细胞中
Ki-67为 23.79±11.02，癌旁正常胃黏膜中的 Ki-67为 6.20±
3.68，二者的差异有统计学意义（t＝13.357，P＜0.001）。
2.2 TN、MVD、Ki-67与胃癌临床病理特征的关系（表 1）

TN的高表达与胃癌的 Lauren分型、分化程度、临床分期、
淋巴结转移相关（P均＜0.05），而与患者的性别、年龄和浸润深
度无关（P均＞0.05）。即 TN在肠型胃癌的表达强度显著高于
弥漫型胃癌，且胃癌组织的分化程度越高、临床病理分期越早、
淋巴结还未出现转移时，TN的表达越强。

MVD与 Ki-67均与胃癌的临床分期、浸润深度、淋巴结转
移相关（P均＜0.05），而与患者的年龄、性别、分化程度、Lauren
分型无关（P均＞0.05）。即胃癌组织的临床分期越晚、浸润越
深、淋巴结出现转移时，MVD与 Ki-67值显著增加。

图 1 弥漫型胃癌，TN呈断线状分布于 ECM中的成纤维细胞 Elivision法 200×；

图 2 肠型胃癌，TN呈网格状分布于 ECM中 Elivision法 200×；

图 3 Ki-67在胃癌癌细胞的细胞核中阳性表达 Elivision法 400×；

图 4 胃癌间质中 CD34的表达 EliVision法 400×

Fig. 1 Diffuse type ,TN was mainly distributed in the fibroblasts like broken string EliVision 200×;

Fig.2 Intestinal type, TN was distributed in ECM like grid EliVision 200×;

Fig.3 The positive expression of Ki-67 was in the cell nucleus of gastric adenocarcinoma cells EliVision 400×;

Fig.4 The expression of CD34 in gastric adenocacinoma EliVision 400×
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3 讨论

肿瘤的浸润转移是一个多步骤、多因素参与的复杂的生物
学过程，肿瘤间质在这一过程中的作用与地位已经得到人们的

广泛重视。TN作为 ECM重要的组成部分之一，在肿瘤中的作
用亦成为研究热点之一。

TN是一种广泛分布于 ECM中具有独特的六臂体结构的
寡聚糖蛋白。目前已经报道的 TN亚型有 5种，即 TNC、TNR、
TNW、TNX和 TNY[4]。目前研究较为深入的是 TNC。在胚胎时
期，TN表达于多种组织中，随着机体的发育与成熟，TN的表达
逐渐减少甚至消失。但在创伤的修复、炎症及瘤样增生等生理
过程中，TN的表达可明显增强。但 TN在肿瘤中的作用目前尚
未定论。有研究表明 TN的产生可形成一层致密的屏障包绕癌
细胞，从而阻止癌细胞的侵袭[5]。通过研究我们发现：处于临床
分期早期的胃癌患者，其间质中 TN表达强度显著高于临床分
期较晚的患者，这一结论与Wiksten等人在胃癌中的研究结果
一致[6]。表明间质中 TN表达增强对于瘤细胞的侵袭与转移具
有抑制效应。而镜下见到癌巢周边与间质交界的部分染色强度
明显增强，也提示我们覆盖于间质中 TN的聚集是抑制瘤细胞
转移的重要防御因素，这一结论已经在宫颈癌、结直肠癌、前列
腺癌等多种恶性肿瘤的研究中得到证实[7，8]。
然而近年来，随着对 TN研究的不断深入，人们发现在肺
癌、恶性黑色素瘤、肝细胞癌、乳腺癌、食管癌、膀胱癌等多种恶

性肿瘤组织的间质中，TN的表达对于肿瘤组织的侵袭转移能
力还具有促进作用[9]。Nagaharu K等人研究发现 TNC可能通过
SRC诱导 FAK(focal adhesion kinase)磷酸化，进而诱导上皮向
间质转化(epithelial-mesenchymal transition ,EMT)，促进乳腺癌
细胞的迁移，这一过程可与转化生长因子 -β(transforming
growth factor-β,TGF-β) 协同完成，但不依赖 TGF-β [10]。
Sivasankaran B 等 人 指 出 在 胶 质 瘤 中 TNC 可 通 过
Noth2/RBPJκ/TNC这一信号通路促进瘤细胞的迁移[11]。这些
作用与 TN独特的结构特征是分不开的。TN具有呈放射状排
列的六臂体结构，每条臂都包括四个功能结构域：疏水的氨基

末端，表皮生长因子(Epidermal growth factor, EGF)的重复片
段，Ⅲ型纤维连结蛋白的重复片段，以及一个类似纤维蛋白结

构的羧基末端 [12]。其中 EGF重复片段可通过激活邻近细胞的
EGF受体，诱导上皮细胞与内皮细胞的增殖从而达到促进肿瘤
组织生长并转移的目的。此外，TN还是整合素(Integrin)的重要
配体，可协助 Integrin促肿瘤细胞通过 ECM向间质浸润。
此外，TN的功能可能与其来源不同有关。TN广泛分布于

肿瘤的间质，主要表达于肿瘤相关纤维母细胞，但也可表达于

肿瘤细胞。将致癌基因 Ha-Ras转染到小鼠乳腺上皮细胞系
(EPH4)所形成的癌细胞，其胞浆 TN过表达。当发生 EMT时，
这些胞浆呈 TN阳性的癌细胞则会分泌大量的 TN进入培养基
中[13]。说明 TN也可由癌细胞生成并分泌。另外，Martina等人采
用免疫荧光双染的方法证实 TN可表达于血管周围，且 TNC

表 1 TN、CD34及 Ki67的表达与 70例胃癌临床病理特征的关系
Table 1 The expression of TN, CD34 and Ki-67 in 70 cases of gastric carcinoma and their relationship with clinicopathologic features

Clinicopathological

features
n

TN

P
MVD

(x±s )
P Ki-67-LI(%) PLow

expression

High

expression

Age

＜50 19 11 8 0.121 35.22±11.00 0.226 22.37±11.47 0.515

≥50 51 19 32 39.93±15.36 24.31±10.91

Gender

Man 56 23 33 0.546 38.64±14.39 0.988 23.84±10.53 0.936

Female 14 7 7 38.71±14.92 23.57±13.21

Lauren classification

Intestinal type 39 6 33 P＜0.001 38.28±14.38 0.810 23.08±10.36 0.550

Diffuse type 31 24 7 39.12±14.48 24.68±11.90

Histological grade

High-moderate 40 6 34 P＜0.001 38.25±14.68 0.788 23.50±10.57 0.804

Low-undifferentiation 30 24 6 39.19±14.22 24.17±11.75

clincal stage

Ⅰ-Ⅱ 32 9 23 0.022 33.59±12.72 0.006 20.16±11.03 0.010

Ⅲ-Ⅳ 38 21 17 42.92±14.47 26.84±10.16

Depth of invasion

Not to serosa 21 8 13 0.598 32.03±13.28 0.011 18.81±11.17 0.012

To serosa 49 22 27 41.49±14.02 25.92±10.34

Lymph node metastasis

Negative 29 7 22 0.008 34.32±13.21 0.033 20.34±10.93 0.027

positive 41 23 18 41.72±14.54 26.22±10.53
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的分布与周细胞较密切，TNW则与内皮细胞较密切，这就表明
这两种蛋白的来源不同：TNC由周细胞分泌，而 TNW由内皮
细胞分泌[14]。不同表达部位的 TN发挥着不同的功能：表达于间
质的 TN，根据周围环境的不同，通过抗粘附效应来抑制或促进
肿瘤细胞的侵袭和转移；由肿瘤细胞分泌到肿瘤周围的 TN可
促进细胞的生长；而位于血管周围 TN，可促进内皮细胞的增殖
或血管生成[15]。但亦有学者指出，肿瘤新生血管周围 TN高表达
的原因和意义尚不清楚，究竟 TN高表达是直接促进了新生血
管的形成，还只是肿瘤新生血管的一种表现，尚有待进一步研

究[16]。由上所述，我们推测由于 TN结构的特殊性以及表达部位
的不特异性，可能是导致 TN作用多样化的重要原因。因此不
论是从临床还是科研的角度，都需要我们结合多方面的因素进

行综合分析。
高增殖的肿瘤细胞生长需要血管为其提供所需的营养、氧
等，若没有足够的血管供应，则肿瘤生长超不过 1-2mm3。肿瘤
诱导的血管生成是一个复杂的多步骤过程，这一过程受许多促

血管生成和抑制血管生成因子的调节。血管生成与肿瘤细胞的
增殖活动是肿瘤组织生长与转移的基础，MVD及 Ki-67-LI不
仅可以反映肿瘤自身的营养状态，还能够反映肿瘤组织浸润和

转移的能力。研究表明，MVD及 Ki-67-LI与皮肤恶性黑色素
瘤、乳腺癌、卵巢癌、结直肠癌等大部分肿瘤组织的的发展、转
移显著相关，是临床预测患者预后的重要指标[17]。这在本次的
实验结果中也有一定的体现：胃癌中 MVD和 Ki-67-LI均高于
正常胃黏膜，且均与胃癌的临床分期、浸润深度、淋巴结转移呈
显著正相关。表明MVD和 Ki-67可以作为临床预测胃癌预后
很好的指标。最近有研究表明 TN在肿瘤细胞的增殖、血管生
成等方面也具有重要作用。关于 TN在肿瘤血管新生及细胞增
殖方面的作用机理可能包括：①TN作为一种 ECM蛋白直接
参与肿瘤血管的生成；②通过对肿瘤血管内皮细胞和平滑肌细
胞的调节而影响血管生成 [18]；③通过调节肿瘤细胞生长和分
化，协同其他细胞因子发挥作用。但肿瘤 -间质间的相互作用
是一个复杂的有机整体，血管生成亦受许多因素的调节，虽然

有研究表明 TN有促血管生成的功能，但证据仍不充分，尤其
在胃癌中的作用更是不确定，仍需要深入的研究。
综上所述，TN、MVD、Ki-67-LI在胃癌的发生、发展以及转

移中都具有重要作用。随着对肿瘤细胞增殖及血管生成研究的
逐渐深入，我们有望将 TN与 MVD及 Ki-67LI的指标结合起
来，对胃癌术后的评估或转移提供帮助。同时，通过进一步探讨
TN、MVD、Ki-67-LI在胃癌生长转移中的作用机制，可为肿瘤
的治疗提供新的思路，通过阻断肿瘤血管新生或抑制肿瘤细胞

的恶行增殖，达到阻止肿瘤生长转移的治疗目的。
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