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·临床研究·
肿瘤淋巴管入侵与无淋巴结转移膀胱癌复发及预后的相关性分析 *
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摘要 目的：分析肿瘤淋巴管入侵与无淋巴结转移膀胱癌复发和预后之间的关系。方法：选取临床资料完整的膀胱癌病例 72例，

分为淋巴结转移组(32例)和无淋巴结转移组(40例)。采用 Spearman相关分析探讨淋巴管入侵与膀胱癌复发和预后的相关性，应

用 Kaplan-Meier法描绘生存曲线，Cox比例危险度模型筛选影响膀胱癌患者预后的因素。结果：在 72例膀胱癌组织中，淋巴管入

侵的阳性率是 48.6 %(35/72)，淋巴管入侵的阳性率随肿瘤分期和分级增加而显著升高(P<0.05)；淋巴结转移组的淋巴管入侵阳性

率为 68.8 %(22/32)，显著高于无淋巴结转移的 32.5 %(13/40)。淋巴管入侵与膀胱癌的临床分期、分级、淋巴结转移以及无淋巴结

转移膀胱癌复发均显著相关(P<0.05)。淋巴管入侵阴性的患者的五年总体生存率显著高于淋巴管入侵阳性者，淋巴管入侵是无淋

巴结转移膀胱癌复发和预后不良的危险因素。结论：肿瘤淋巴管入侵与膀胱癌临床分期和淋巴结转移密切相关，并影响膀胱癌患

者的总体生存率，可作为无淋巴结转移膀胱癌复发和预后的预测因素。
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Correlative Analysis of Tumor Lymphatic Invasion with the Recurrence and
Prognosis of Bladder Cancer with Negative Lymph Nodes Metastasis*

To investigate the correlations of lymphatic vessel invasion with recurrence and prognosis of bladder cancer

with negative lymph node metastasis. Seventy-two paraffin embedded stored specimens from patients of bladder cancer with
pathological diagnosis were included in this study and divided into lymph node metastatic group (n=32) and non-metastatic group

(n=40). Spearman correlation analysis was used for statistical correlation analysis between lymphatic vessel invasion and recurrence as

well as prognosis of bladder cancer. The overall survival curve was formed by Kaplan-Meier analysis. Analysis of prognostic factors was

based on the Cox proportional hazards model. There were 35 cases showed positive lymphatic vessel invasion, prevalence of

lymphatic vessel invasion increased with higher clinical stage and grade. The positive rate was 68.8 %(22/32) in lymph node group and

32.5 % (13/40) in non-metastasis group respectively. The tumor lymphatic vessel invasion was related with the clinical stage, grade,
lymph node metastasis status and lymph node negative metastasis recurrence as well as prognosis of bladder cancer(P<0.05). The overall

survival with negative lymphatic vessel invasion was significantly higher than that with positive lymphatic vessel invasion by Kaplan-

Meier analysis. Tumor lymphatic vessel invasion was the indicator for the recurrence and prognosis of bladder cancer negative lymph

node metastasis by multivariate Cox regression analysis. Tumor lymphatic vessel invasion was correlated with the clinical

stage and lymph node metastasis in bladder cancer, and affected the overall survival of patients with bladder cancer, which could be con-

sidered as the predictive factor of recurrence and prognosis of bladder cancer.
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前言

肿瘤的侵袭和转移受多种复杂因素的影响。肿瘤的淋巴转

移是肿瘤发展过程中的早期事件及影响预后的关键因素[1,2]。肿

瘤淋巴管生成是肿瘤淋巴结转移的前提条件，血管内皮生长因

子家族在肿瘤淋巴管生成中起重要作用。很多动物实验及临床

854· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.15 NO.5 FEB.2015

病理实验中已经证实，肿瘤淋巴管的生成与肿瘤淋巴结转移呈

显著正相关[3-5]。15 %-30 %的膀胱癌患者在诊断确诊时已属于
肌层浸润型膀胱癌，膀胱癌根治术仍是其金标准治疗的 "金标

准方法 "[6]，但大约 40 %的患者术后发生局部复发，一旦发生转

移，膀胱癌根治术和术后系统化疗亦无法提高患者的生存率[7,8]。

研究已证实临床分期、淋巴结转移、肿瘤大小、血肌酸酐增

高和肿瘤血管入侵是膀胱癌复发的风险因素[9,10]，临床分期和

淋巴结转移是影响患者生存率的独立预后因素[11]。肿瘤淋巴管

入侵是指在肿瘤组织内观察到肿瘤细胞位于新生的淋巴管腔

内，是肿瘤细胞发生淋巴结转移的第一阶段。淋巴管入侵是否

是影响肿瘤进展、复发和生存率的风险因素尚存在争论。有研

究表明肿瘤淋巴管入侵是影响膀胱癌患者预后的风险因子[12,13]。

也有研究认为只有肿瘤血管入侵是判断膀胱癌复发和预后的

风险因子，而淋巴管入侵与膀胱癌复发和预后无关[10]。为明确

肿瘤淋巴管入侵与膀胱癌临床病理参数和预后之间的关系，本

研究应用免疫组化法观察肿瘤淋巴管的入侵情况，旨在分析淋

巴管入侵与膀胱癌复发和预后之间的关系，为临床膀胱癌术后

制定系统的化疗方案提供理论指导。

1 材料和方法

1.1 材料
标本取自哈尔滨医科大学附属医院确诊为膀胱癌患者的

存档蜡块 72例，临床病理资料见表 1。鼠抗人 D2-40抗体购自

博士德生物公司，PV-6001免疫组化试剂盒购自北京中杉金桥

生物技术有限公司。

1.2 免疫组化染色

取 4 滋m厚的组织切片，常规脱蜡至水，0.3 %过氧化氢孵
育 30 min，以阻断内源性过氧化物酶。0.01MPBS冲洗 5 min×

3次，高压抗原修复：将切片浸入 0.01 M柠檬酸盐抗原修复液
(pH6.0)，高压 2min，自然冷却至室温。0.01MPBS冲洗 5 min× 3

次，滴加一抗(D2-40的工作浓度是 1:200)，4 ℃孵育过夜。0.01

MPBS冲洗 5 min× 3次，滴加生物素标记的二抗，室温孵育 30

min。0.01MPBS冲洗 5 min× 3次，DAB显色，苏木素复染，中

性树胶封片，光镜观察。PBS代替一抗作为阴性对照。
1.3 图像分析

肿瘤淋巴管入侵的判断标准：在高倍镜下，寻找 D2-40标

记的肿瘤组织内淋巴管，D2-40阳性标记的淋巴管腔内有癌细
胞即可判断此病例发生肿瘤淋巴管入侵。

1.4 统计学分析

应用 SPSS 16.0软件对各组间计量资料采用等方差双样本

检验，相关性分析采用 Spearman相关分析。采用 Kaplan-Meier

法描绘生存曲线，对数秩检验(Log-Rank Test)比较其差别。Cox

比例危险度回归模型筛选影响膀胱癌患者预后的因素，以 P<0.

05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 肿瘤淋巴管入侵与膀胱癌淋巴结转移的相关性

肿瘤淋巴管入侵是指在肿瘤组织内的淋巴管腔内见到入

侵的肿瘤细胞。在 72例膀胱癌组织中，淋巴管入侵的阳性率为
48.6 %(35/72)。其中，淋巴结转移的 32例膀胱癌病例中，淋巴

管入侵的阳性率为 68.8 %(22/32)；无淋巴结转移的 40例标本

中，淋巴管入侵的阳性率 32.5 %(13/40)。淋巴结转移组和无淋

巴结转移组淋巴管入侵的阳性率比较具有显著差异(r=0.360，
P=0.002)，表明肿瘤淋巴管入侵与膀胱癌淋巴结转移显著相关
(图 1)。

图 1 膀胱癌组织内 D2-40的表达. A,B:淋巴结转移组内 D2-40的表达(A: × 200, B: × 400); C,D:无淋巴结转移组内 D2-40的表达(C: × 200, D: ×

400)

Fig.1 Detection of tumor lymphatic vessel invasions in bladder cancer by immunostaining with D2-40(arrow). A,B: Lymphatic vessel invasions in lymph

node metastatic group(A: × 200, B: × 400); Lymphatic vessel invasions in nonmetastatic group(C: × 200, D: × 400)

2.2 肿瘤淋巴管入侵与膀胱癌临床病理参数的相关性

淋巴管入侵的阳性率随膀胱癌临床分期和临床分级的进

展表现为增高的趋势(P<0.05)；有淋巴结转移的膀胱癌组织淋

巴管入侵的阳性率高于无淋巴结转移膀胱癌组织淋巴管入侵

的阳性率 ( 2=9.352，P=0.002)；淋巴管入侵的阳性率与患者年

龄、性别、肿瘤大小和复发均无关(表 1)。
2.3 淋巴管入侵与无淋巴结转移膀胱癌患者复发和预后的关

系

在 40例无淋巴结转移的膀胱癌病例中，淋巴管入侵阳性
13例，复发 12例，其中 8例淋巴管入侵阳性发生复发。统计结

果显示，淋巴管入侵与无淋巴结转移膀胱癌复发显著相关(r=0.

478，P=0.002)(表 2)。

应用 Kaplan-Meier法分析淋巴管入侵对无淋巴结转移膀

胱癌患者的五年总体生存率的影响。淋巴管入侵阴性患者的五

年总体生存时间是(47.658± 2.592)月，淋巴管入侵阳性患者的

五年总体生存时间是(37.625± 3.510)月，淋巴管入侵阴性患者

的五年总体生存时间明显长于淋巴管入侵阳性者(x2=7.384，
P=0.007)(图 2)。Cox比例危险度回归模型分析表明，淋巴管入

侵是无淋巴结转移膀胱癌患者预后的危险因素 (Hazard Ra-

tio=2.756，P=0.01)。

855· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.15 NO.5 FEB.2015

3 讨论

确定淋巴管入侵的标准方法是应用淋巴管内皮标记因子

确定组织内的淋巴管，被标记的淋巴管管腔内可观察到侵入淋

巴管的成簇的肿瘤细胞。在特异性淋巴管内皮标记物被发现之

前，检测淋巴管入侵多采用标记血管内皮和 HE染色方法，观察

淋巴管管腔内成簇的肿瘤细胞，综合判断淋巴管入侵的情况[14]，

但这样观察淋巴管入侵具有一定的局限性。首先，如果肿瘤细

胞完全充满淋巴管腔，而淋巴管内皮菲薄，就会很难与肿瘤间

质入侵区别。其次，在组织固定处理过程中会发生回缩现象，形

成人为造成的空间，也造成错误判定淋巴管入侵状态。本研究

应用淋巴管内皮特异标记物 D2-40标记肿瘤组织内的淋巴管，

利于正确判定淋巴管入侵的状态，增加实验结果的可靠性。

Widodo[15]和 Lee[16]在关于乳腺癌的研究中发现，肿瘤细胞淋巴

管入侵可以预测淋巴结转移，是乳腺癌淋巴结转移的预测因

子；同时，淋巴管入侵亦是无瘤生存率和总体生存率的预后因

素。关于恶性黑色素瘤、胃癌和结肠癌的研究也得到相同的结

论[17,18]。本研究观察了 72例膀胱癌组织内淋巴管入侵的情况，

其中 35例膀胱癌组织内观察到有淋巴管入侵，淋巴管入侵在

淋巴结转移组的发生率明显高于其在无淋巴结转移组的发生

率，表明淋巴管入侵与淋巴结转移之间具有显著的相关性，与

上述研究的结论一致。

参数

Parameter

例数

No.

淋巴管入侵阳性

Positive

淋巴管入侵阴性

Negative
x2 P

年龄 Age

≤ 58 31 16 15 0.196 0.658

>58 41 19 22

性别 Gender

男Male 50 23 27 0.447 0.504

女 Female 22 12 10

临床分期 Stage

T1-T2 45 17 28 5.638 0.018

T3-T4 27 18 9

分级 Grade

1 24 8 16 6.216 0.045

2 38 19 19

3 10 8 2

肿瘤大小 Size

≤ 3cm 38 17 21 0.484 0.487

>3cm 34 18 16

复发 Recurrence

无 No 44 24 20 1.595 0.207

有 Yes 28 11 17

淋巴结转移 Lymph node metastasis

无 No 40 13 27 9.352 0.002

有 Yes 32 22 10

表 1 淋巴管入侵与膀胱癌临床病理参数的相关性

Table 1 Correlation of lymphatic vessel invasion with the clinical characteristics of bladder cancer

表 2 淋巴管入侵与无淋巴结转移膀胱癌复发的关系

Table 2 Correlation of lymphatic vessel invasion with the recurrence of

bladder cancer with negative lymph node metastasis

淋巴管入侵

Lymphatic vessel

invasion

复发 Recurrence

r P
+ -

+ 8 5
0.478 0.002

- 4 23

图 2 肿瘤淋巴管入侵对无淋巴结转移膀胱癌患者总体生存率的影响

Fig.2 Effect of tumor lymphatic vessel invasion on the overall survival of

bladder cancer patients with negative lymph node metastasis
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在多种肿瘤中，淋巴结转移是影响肿瘤患者预后的重要因

素。然而，对肿瘤体积小、未发生淋巴结转移的肿瘤患者的预后

情况很难判断。因此，检测肿瘤早期发生淋巴结转移的预测因

子将非常有助于判断患者的预后和指导制定治疗方案。关于胃

癌、食管癌的研究证实有淋巴管入侵的患者发生淋巴结微转移

的检出率明显高于无淋巴管入侵者，表明淋巴管入侵与淋巴结

转移的最初始阶段有关，淋巴管的数量和淋巴管入侵的检测是

淋巴结转移预后预测的重要因素[19]。在恶性黑色素瘤、胃癌和

结肠癌的研究中亦得到相同的结论，肿瘤淋巴管入侵还能够预

测无淋巴结转移患者的预后[18]。Huguet[9]检测了膀胱癌根治术

后肿瘤淋巴管入侵的发生率，单因素分析表明淋巴管入侵与膀

胱癌的总体生存率有关，多因素分析表明淋巴管入侵是膀胱癌

患者的独立预后因子，而临床分期和淋巴结转移仅与患者的生

存率相关，并不是影响膀胱癌的独立预后因素。Ennis[7]对 85例
膀胱癌淋巴管入侵的研究证实，淋巴管入侵与膀胱癌的复发无

明显关系，Hara[11]的研究中得到与 Ennis相似的结论。Leisser[10]

的研究表明肿瘤血管入侵是膀胱癌复发的预测因子，而肿瘤淋

巴管入侵不能预测膀胱癌复发。本研究的结论与 Lotan[20]一致，

膀胱癌淋巴管入侵的状态与临床分期、分级和淋巴结转移相

关，并与无淋巴结转移膀胱癌的复发和预后有关，是判断无淋

巴结转移膀胱癌预后的因素。这些结论支持肿瘤淋巴管入侵发

生在淋巴结转移之前或与淋巴结转移同时发生，一旦肿瘤已经

发生淋巴结转移，淋巴管入侵可能不再是患者生存率和复发的

预测因素，而在无淋巴结转移膀胱患者术后或淋巴结清扫术

后，淋巴管入侵的状态是影响生存率和复发的重要预测因素。

有肿瘤淋巴管入侵的患者可能已经发生淋巴结微转移，这种微

转移在临床病理观察中不易被观察到，被认为是淋巴结转移阴

性患者。因此，存在肿瘤淋巴管入侵的患者复发的风险较大，术

后应给予系统的药物辅助治疗。

关于肿瘤淋巴管入侵的状态能否作为判断肿瘤复发的预

测因子和指导术后辅助化疗还需进一步研究。一些研究已经明

确了膀胱癌术后复发和转移的预测因素[20]，术前血 E-Cadherin、
Interleukin-6和 TGF-茁1是膀胱癌术后临床分期、淋巴结转移

和肿瘤淋巴管入侵的预测因子。因此，术前血中预测因子的检

测和术后肿瘤淋巴管入侵联合检测可能是制定术后辅助治疗

方案的有效预测因素。
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