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　　摘　要：　目的　研究ＣＤ３４和ＣＤ１０５标记的微血管密度在喉咽鳞状细胞癌中的表达差异，分析其与肿瘤临床
特性的关系。方法　采用免疫组化ＰＶ９０００二步法，分别对６８例喉咽鳞状细胞癌组织及３２例正常喉咽黏膜组织
进行ＣＤ３４和ＣＤ１０５标记染色，并对其微血管密度进行检测和对比。结果　ＣＤ３４和ＣＤ１０５标记的微血管密度在喉
咽鳞癌组织中显著高于正常组织（Ｐ＝０．００２），ＣＤ１０５标记的微血管密度与喉咽鳞癌的临床特征具有相关性，且
ＭＶＤＣＤ３４与ＭＶＤＣＤ１０５具有差异性。结论　喉咽鳞癌组织中，ＣＤ１０５标记的微血管密度较之 ＣＤ３４更具敏感性
和准确性，可以较好地作为肿瘤新生血管的标记物，对基础和临床研究具有重要意义。
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　　喉咽癌作为耳鼻咽喉头颈外科中一种较为常见
的恶性肿瘤，肿瘤生长部位隐蔽，早期多无特异性症

状，临床就诊常较晚，手术及修复难度较大，预后不

甚理想，给患者及家属带来巨大痛苦和损失，早期诊

断、早期治疗是目前针对该疾病研究的一个重要方

向。微血管密度（ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＭＶＤ）作为肿
瘤新生血管计量描述的金标准，与肿瘤发生、发展及

预后密切相关。而作为喉咽鳞癌新生血管研究系列

实验的一部分，我们将ＣＤ３４和ＣＤ１０５标记的微血管
密度进行对比，从而明确两者在喉咽鳞癌组织中的

差异性，比较两者的特异性和可靠性，以便在进一步

研究中寻找针对喉咽鳞癌较为理想的新生血管标记

物。

１　资料与方法

１．１　研究对象
收集２００１年１月～２０１３年１２月川北医学院附
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属医院和福建医科大学第二附属医院喉咽鳞状细胞

癌（图 １）的手术标本 ６８例（术前均未采取放、化
疗），其中男６３例，女５例；年龄４５～７８岁，平均年
龄５５．６岁。按肿瘤原发部位可分为：梨状窝区
４９例，下咽后壁区１１例，环后区８例；临床分期参
照国际抗癌协会（ＵＩＣＣ，２００２年）ＴＮＭ分级标准：Ｔ１
５例，Ｔ２２１例，Ｔ３３２例，Ｔ４１０例；肿瘤组织学分化
程度：低分化鳞癌７例、中分化鳞癌４３例、高分化鳞
癌１８例；颈部淋巴结转移情况：颈淋巴结转移阴性
者１１例，颈淋巴结转移阳性者５７例。

同期选取喉全切除术患者的梨状窝、环后区

（超过肿瘤切缘２～３ｃｍ以上）正常黏膜或者癌旁
组织标本３２例作为对照组，均在显微镜下观察无癌
细胞生长。所有患者及正常对照均签署知情同意书

并经本院伦理委员会论证批准。

１．２　主要试剂
鼠抗人单克隆抗体 ＣＤ３４（浓缩型，ＺＭ００４６）；

鼠抗人单克隆抗体ＣＤ１０５（即用型，ＺＭ０２９７）；免疫
组化（ＰＶ９０００二步法）专用试剂盒、ＤＡＢ显色试剂
盒等均购自北京中杉金桥生物技术有限公司。

１．３　试验方法
取相邻的两张连续切片作为实验组，分别以

ＣＤ３４和ＣＤ１０５作为一抗进行实验，按照（ＰＶ９０００）
免疫组化二步法进行免疫组化染色。阳性对照采用

血管肉瘤组织，阴性对照采用ＰＢＳ代替一抗进行。
１．４　结果判定标准

ＣＤ３４阳性表达呈棕黄色，主要位于血管内皮细
胞质；ＣＤ１０５阳性表达呈棕黄色，主要在血管内皮细
胞质。微血管密度参照Ｗｅｉｄｎｅｒ等［１］的计数标准进

行计算，取着色的单个内皮细胞或内皮细胞群作为

一个计数，须满足其与周围组织有明显界限这一要

求，先用低倍镜下（×４０）选择５个 ＭＶＤ最高区（热
点），然后换高倍镜下（×４００）计数，取５个视野的
微血管数平均值作为ＭＶＤ，结果以 珋ｘ±ｓ表示。
１．５　统计学分析

ＣＤ３４和ＣＤ１０５标记的ＭＶＤ计数组间比较采用
ｔ检验，两者与临床特征之间的关系采用 ｔ检验。
Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＭＶＤＣＤ３４、ＭＶＤＣＤ１０５在喉咽鳞癌及正常
喉咽黏膜中的表达情况

ＣＤ３４蛋白表达阳性信号主要定位于血管内皮
细胞细胞质，呈棕黄色粒状，ＣＤ１０５蛋白表达阳性信
号主要定位于血管内皮细胞细胞质，呈棕黄色粒状

（图１～３），利用 ＣＤ３４、ＣＤ１０５分别标记的 ＭＶＤ计
数在喉咽鳞癌组织中平均为３５．２３±７．３７和１９．０３
±４．１３，而在正常下咽黏膜组织中 ＭＶＤ计数平均
为８．７０±３．３４和６．１０±２．８５，实验组 ＭＶＤＣＤ３４、
ＭＶＤＣＤ１０５均高于对照组，差异比较具有统计学意
义（ｔ值分别为３．４２７和２．９１３，Ｐ均 ＜０．０５），具体
结果见表 １。表明下咽鳞癌组织中 ＭＶＤＣＤ３４、
ＭＶＤＣＤ１０５计数明显高于正常下咽黏膜组织。喉
咽鳞癌组织中，ＭＶＤＣＤ３４计数显著高于 ＭＶＤＣＤ
１０５计数，两者比较差异具有统计学意义（ｔ＝２．３４３，
Ｐ＜０．０５）。

图１　喉咽鳞癌（ＨＥ×４０）　　图２　喉咽鳞癌组织中ＭＶＤＣＤ３４的阳性表达（ＰＶ９０００二步法 ×２０）　　图３　喉咽鳞癌组
织中ＭＶＤＣＤ１０５的阳性表达（ＰＶ９０００二步法 ×２０）

２．２　喉咽鳞癌组织中 ＭＶＤＣＤ３４与临床病理学指
标的关系

ＭＶＤＣＤ３４在喉咽鳞癌组织中的表达与癌组织
的临床分期、组织学分级及淋巴结转移无相关性，表

达差异无统计学意义（Ｐ均 ＞０．０５）；年龄、性别、吸
烟史及肿瘤原发部位不同的组别，ＭＶＤＣＤ３４计数
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），具体结果见
表 １。
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２．３　喉咽鳞癌组织中ＭＶＤＣＤ１０５与临床病理学指
标的关系

ＣＤ１０５在喉咽鳞癌组织中标记的微血管密度计
数与癌组织的临床指标具有相关性，表达差异具有

统计学意义（Ｐ均 ＜０．０５）。表现为：喉咽鳞癌组织
中，ＭＶＤＣＤ１０５计数在伴淋巴结转移组显著高于无
淋巴结转移组，高分化组显著低于中、低分化组，

Ｔ３、Ｔ４组显著高于 Ｔ１、Ｔ２组（Ｐ均 ＜０．０５）。年龄、
性别、吸烟史及肿瘤原发部位不同的组别中，患者

ＭＶＤＣＤ１０５计数差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），
具体结果见表１。

表１　ＭＶＤＣＤ３４和ＭＶＤＣＤ１０５在喉咽鳞癌中的表达

与临床病理特征的关系　（珋ｘ±ｓ）

临床特征 例数
ＣＤ３４

ＭＶＤ值 ｔ（Ｆ）
ＣＤ１０５

ＭＶＤ值 ｔ（Ｆ）
年龄（岁）

　≥５８ ２１ ３４．０５±８．１２
０．７５７

１８．２３±３．９９
０．７２９

　＜５８ ４７ ３５．２５±６．４８ １９．３７±４．１２
性别

　男 ６３ ３６．９５±８．０２
１．１１７

１９．２１±５．０２
１．３０８

　女 ５ ３４．３３±７．７２ １７．５８±４．７２
吸烟史

　有 ５７ ３６．８１±６．７０
０．８４５

１８．８１±５．７０
０．９３５

　无 １１ ３３．６４±７．５２ １９．６４±４．９２
ＴＮＭ分级
　Ｔ１、Ｔ２ ２８ ３４．２０±６．４６

１．６８４
１６．２０±５．４６

２．７８１
　Ｔ３、Ｔ４ ４０ ３５．６１±７．１３ ２１．０３±４．１３
淋巴转移

　阳性 ５８ ３６．１４±６．８７
１．０１２

２０．６９±３．８７
２．００２

　阴性 １０ ３４．３７±７．２３ １５．９７±５．２３
原发部位

　梨状窝区 ４９ ３５．７６±７．６７ １８．７６±４．６７
　下咽后壁区 １１ ３４．９３±６．８２（２．１３）１９．３７±５．２３（２．５１）
　环后区 ８ ３６．４８±７．３８ １７．８３９±４．８７
组织学分级

　高分化 ２０ ３５．１３±７．０５
０．９８１

１９．８３±５．０５
３．１０９

　中、低分化 ４８ ３４．７４±７．２４ １５．２７±４．２４

　　注：：根据肿瘤原发部位不同进行分组，不同组间的 ＭＶＤＣＤ

３４和ＭＶＤＣＤ１０５表达水平差异采用 Ｆ检验，按 α＝０．０５水准，Ｐ均

!

０．０５。

３　讨论

微血管密度代表了血管生成途径的最终效应

器，ＭＶＤ被认为是能反映肿瘤血管生成程度的金指
标。当前，评价肿瘤血管最常用的直接方法是运用

免疫组化法染色测定 ＭＶＤ，研究表明，实体肿瘤中
ＭＶＤ越高，肿瘤侵袭性越大［２］。有研究表明头颈肿

瘤中ＭＶＤ的增加明显缩短患者的生存，与淋巴结
转移及临床分期相关［３］。

ＣＤ３４分子是钙黏蛋白家族成员，是相对分子量
为１１５０００～１２００００的单体表面蛋白，碳链的主架
相对分子量一般仅４００００，与目前所知的其他蛋白
没有序列同源性［４］。ＣＤ３４主要由胞外段、胞浆段及
跨膜段组成，其中胞外段发挥主要生理作用。ＣＤ３４
在组织学工程中具有不小的贡献，其不仅参与造血

干细胞的识别、转运，还通过趋化作用，促使炎症细

胞聚集、穿越血管内皮，向病灶部位移行。另外，ＣＤ
３４分子被蛋白激酶 Ｃ磷酸化后，可与 Ｌ选择素作
用，促进淋巴细胞的归巢活动，参与淋巴循环［５］。

本实验发现，喉咽鳞癌组织中 ＣＤ３４标记的微
血管密度明显高于正常喉咽黏膜组织，提示 ＣＤ３４，
可以作为喉咽部良恶性疾病的鉴别指标之一；而阅

片可见，ＣＤ３４大量表达在新生血管及较小非新生血
管内皮细胞中，且 ＣＤ３４与临床分期、组织学分级和
淋巴转移等相关特征无明显相关性（Ｐ＞０．０５），提
示ＣＤ３４标记的微血管密度不宜作为喉咽鳞癌转移
及预后的独立判断指标，与国内其他学者结论一

致［６］。

１９８５年，Ｑｕａｃｋｅｎｂｕｓｈ等［７］应用杂交瘤技术获

得的Ｍａｂ在急性淋巴细胞性白血病细胞系 ＨＯＯＮ
表面上发现了３９组完全不同的膜抗原。其中第Ⅳ
组膜抗原是由Ｍａｂ４４Ｇ４检测出，且主要定位于各组
织的血管 ＥＣ上，即 ＣＤ１０５，又名 Ｅｎｄｏｇｌｉｎ。ＣＤ１０５
是血管内皮细胞上可以结合转化生长因子 β（ＴＧＦ
β）的受体蛋白，是由２个相对分子质量约为９．５万
的单体聚合而成。ＣＤ１０５整个细胞外部分含有
１６个半胱氨酸残基，而胞浆内部分则只含有一个半
胱氨酸残基。这些半胱氨酸中的一部分形成了 ＣＤ
１０５的双肽链结构。经过大量实验表明，ＣＤ１０５是一
种构成胞膜整体所必需的蛋白质，主要表达于人类

的内皮细胞表面和足月胎盘的合体滋养层细胞表

面。研究表明，ＣＤ１０５的主要功能：①对 ＴＧＦβ的
调节作用［８］；②内皮细胞增殖及新生血管形成的标
志；③参与血管生成。研究表明，它在肿瘤边缘及新
生组织的血管内皮细胞中表达增高，对新生血管，尤

其是肿瘤特异血管具有较高特异性。

本实验研究表明，喉咽鳞癌组织中 ＣＤ３４标记
的微血管密度明显高于正常喉咽黏膜组织。ＣＤ３４
与临床分期、组织学分级和淋巴转移等相关特征无

明显相关性（Ｐ＞０．０５），提示ＣＤ３４标记的微血管密
（下转第１２３页）
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