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转录因子 Ｐｒｏｘ１对大肠癌中
淋巴管生成的作用

傅仲学　肖世尧　王春毅　张彦斌

　　【摘要】　目的　探讨大肠癌中转录因子Ｐｒｏｘ１的表达及对淋巴管生成、淋巴结转移的作用。方法　
采用ＲＴＰＣＲ检测大肠癌正常组织、癌交界组织、癌组织中Ｐｒｏｘ１的表达；用免疫组织化学 ＳＰ法测定淋巴
管密度（ｌｙｍｐｈａｔｉｃｖａｓｃｕｌａｒｄｅｎｓｉｔｙ，ＬＶＤ）。结果　大肠癌组织、癌交界组织中 Ｐｒｏｘ１的表达水平均显著高
于正常组织（Ｐ＜０．０５）。癌交界组织中Ｐｒｏｘ１的表达水平在ＤｕｋｅｓＡ＋Ｂ期和Ｃ＋Ｄ期、有无淋巴结转移
之间比较差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。正常组织与癌交界组织的 ＬＶＤ比较差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；癌交界组织中 ＬＶＤ在 ＤｕｋｅｓＡ＋Ｂ期和 Ｃ＋Ｄ期、有无淋巴结转移之间比较差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）。癌交界组织中 Ｐｒｏｘ１ｍＲＮＡ的表达水平与 ＬＶＤ呈正相关（ｒ＝０．５４，Ｐ＝００１８）。结论　
Ｐｒｏｘ１的过度表达诱导淋巴管内皮细胞的分化、生成；Ｐｒｏｘ１是预测肿瘤淋巴转移影响的有效因子之一，但
不是独立因子；在进行预测时应选用癌交界组织。
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　　肿瘤的侵袭和转移是影响患者预后的重要因
素。淋巴结转移是大肠癌常见的转移途径，伴有淋

巴结转移的大肠癌患者５年生存率远低于无淋巴结
转移者。多种因素影响大肠癌淋巴结转移，其中转

录因子Ｐｒｏｘ１是淋巴系统发育不可缺少的因子，在
淋巴管新生、发育中具有重要的作用［１－２］。本研究

旨在探讨 Ｐｒｏｘ１对大肠癌中淋巴管生长的作用及
其临床意义。

　　作者单位：４０００１６重庆医科大学附属第一医院普外科

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　临床标本：收集我科２００４年４月至２００４年
８月病理学诊断明确，术前未经过放疗、化疗的 ２５
例住院手术患者的大肠癌组织，癌交界组织和正常

大肠黏膜。２５例中男 １６例，女 ９例；平均年龄
４６４７岁（２７～８０岁）。直肠癌１４例，结肠癌１１例。
病理类型均为腺癌，高分化６例，中分化１４例，低分
化５例。ＤｕｋｅｓＡ＋Ｂ期１２例，Ｃ＋Ｄ期１３例。有
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淋巴结转移者１３例，无淋巴结转移者１２例；肝转移
者１例。
　　癌交界组织取自以手触摸肿瘤边缘为界向近端
０５ｃｍ×０５ｃｍ的组织，正常大肠黏膜取自距肿瘤
边缘１５ｃｍ处。每一病例标本均在手术切除后立即
采集两块，一块立即液氮速冻１ｈ以上，－８０℃冰箱
中保存备用；另一块用１０％甲醛溶液固定，常规脱
水，石蜡包埋，保存备用。所有病例均进行组织学诊

断，临床分期、分型，同时收集其临床资料。

１．１．２　试剂：Ｔｒｉｚｏｌ购自上海生物工程技术服务有
限公司；ＲＴＰＣＲ试剂盒购自 ＴａＫａＲａ；Ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ单
克隆抗体（鼠抗人）购自美国 Ａｎｇｉｏｂｉｏ公司；Ｈｉｓｔｏｓ
ｔａｉｎＴＭＰｌｕｓＫｉｔｓ及浓缩型ＤＡＢ试剂盒购自北京中杉
金桥生物技术有限公司；其余试剂均为国产分析纯。

１．１．３　引物：Ｐｒｏｘ１，上游：５′ＡＴＧＴＣＡＴＣＴＣＡＣＣＡ
ＣＣＴＧＡＧ３′，下游：５′ＡＴＧＴＣＡＴＣＴＣＡＣＣＡＣＣＴＧＡＧ３′，
引物长度 ３６５ｂｐ；βａｃｔｉｎ，上游：５′ＡＴＧＡＴＡＴＣＧＣ
ＣＧＣＧＣＴＣＧＴＣ３′，下游：５′ＣＧＣＴＣＧＧＴＧＡＧＧＡＴＣＴ
ＴＣＡ３′，引物长度５８０ｂｐ。
１．２　方法
１．２．１　ＲＴＰＣＲ法测定Ｐｒｏｘ１ｍＲＮＡ表达水平
１．２．１．１　标本组织总 ＲＮＡ的提取：采用 Ｔｒｉｚｏｌ法
提取细胞总ＲＮＡ。经紫外线分光光度计Ａ２６０ｎｍ、Ａ２８０ｎｍ
处测定ＲＮＡ纯度。ＤＥＰＣ水溶解ＲＮＡ，测Ａ值并计
算ＲＮＡ含量。
１．２．１．２　ＲＴＰＣＲ：操作按说明书进行。
１．２．１．３　扩增产物鉴定：取１０μｌ终产物，经１３％
琼脂糖凝胶电泳观察ＤＮＡ扩增带，可见扩增产物分
别为３６５ｂｐ和５８０ｂｐ，与所设计的扩增产物相符。
空白对照及阴性对照未见任何扩增带，说明为特异

性扩增产物。

１．２．１．４　Ｐｒｏｘ１基因的定量：将琼脂糖凝胶电泳结
果用美国ＵＶＰＧＤＳ８０００Ｓｙｓｔｅｍ凝胶图像分析系统
扫描并分析，凝胶数字扫描成像系统照相并测定目

的基因扩增条带和与之配对的内参照 βａｃｔｉｎ扩增
条带的绝对积分 ＩＯＤ值，结果以目的条带的绝对积
分ＩＯＤ值同与之配对的内参照 βａｃｔｉｎ扩增条带的
绝对积分ＩＯＤ值的比值（即βａｃｔｉｎ校正值）表示。
１．２．２　免疫组织化学染色淋巴管内皮细胞透明质
酸受体（ｌｙｍｐｈａｔｉｃｖｅｓｓｅｌｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｈｙａｌｕｒｏｎａｎｒｅ
ｃｅｐｔｏｒ１，ＬＹＶＥ１）测定淋巴管密度
１．２．２．１　免疫组织化学 ＳＰ法染色：根据 Ｈｉｓｔｏｓ
ｔａｉｎＴＭＰｌｕｓＫｉｔｓ和浓缩型ＤＡＢ试剂盒说明书进行。
　　将切片置于苏木精溶液中复染，盐酸酒精分化，

自来水冲洗；切片依次置于梯度酒精中逐级脱水后，

于６０℃烤箱中烘烤干燥，二甲苯透明，用中性树胶
封片，室温自然干固后镜检。

１．２．２．２　结果判定：用已知的阳性片作为阳性对
照，用ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照。
　　ＬＹＶＥ１特异性与透明质酸在淋巴管腔表面共
同表达，均匀分布于淋巴管内皮细胞的基底面和胞

腔面，在血管壁上完全不表达。在使用免疫组化 ＳＰ
法染色后，以棕色或棕黄色为阳性。在镜下可见组

织中被染成棕黄色的管状或条索状微淋巴管，而血

管完全不着色，并可见其中的红细胞。

　　微淋巴管密度判定：先在低倍镜（×４０）下扫描
整个视野，选择其中高淋巴管密度区，然后在高倍镜

（×２００）下计数被染成棕黄色的淋巴管数目。结果
用５个高倍镜视野下的淋巴管数目的平均数表示。
１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１２．０软件分别进行ｔ检验、χ２检验、
方差分析和Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析。

２　结果
２．１　Ｐｒｏｘ１ｍＲＮＡ的表达水平与临床病例特征的
关系

　　患者正常组织、癌交界组织、癌组织中 Ｐｒｏｘ１
ｍＲＮＡ表达水平（ＩＯＤ值）分别为：０５１±０４６、３１１±
２９９、３２８±３２１（图１～３），三者比较差异有统计学
意义（Ｐ＜００５）。而在不同的性别、年龄、浸润深度
及分化程度组其表达水平差异无统计学意义。癌交

界组织中Ｐｒｏｘ１ｍＲＮＡ表达水平在Ｄｕｋｅｓ分期、淋巴
结转移比较差异有统计学意义（Ｐ＜００５，表１）。

表１　不同部位Ｐｒｏｘ１ｍＲＮＡ的表达水平与
临床病理特征的关系（珋ｘ±ｓ）

正常组织 癌交界组织 癌组织
病理因素 例数

ＩＯＤ值 Ｐ ＩＯＤ值 Ｐ值 ＩＯＤ值 Ｐ值
Ｄｕｋｅｓ分期

　Ａ＋Ｂ １２ ０．５６±０．４９ １．６０±２．３１ ２．７１±２．２５

　Ｃ＋Ｄ １３ ０．４３±０．４７
０．５６

４．７３±３．０３
０．０３

３．９３±４．１５
０．４５

淋巴结转移

　有 １３ ０．４６±０．４６ ４．４６±０．９７ ３．７８±３．９４

　无 １２ ０．５６±０．４９
０．６６

１．６０±２．３１
０．０３

２．７１±２．２５
０．４８

２．２　不同部位的淋巴管密度（ｌｙｍｐｈａｔｉｃｖａｓｃｕｌａｒ
ｄｅｎｓｉｔｙ，ＬＶＤ）与肿瘤临床病理的关系
　　在正常组织和癌交界组织中被免疫组织化学
ＳＰ法染色为棕黄色的淋巴管清晰可见，而微血管不
着色，可以清楚分辨淋巴管与血管（图４，５）。在癌
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组织中，淋巴管扭曲、变形（图６），丧失淋巴管的生
理功能，所以对癌组织不测定ＬＶＤ。
　　正常组织的 ＬＶＤ为（６０５±２００）个／ｍｍ２，癌
交界组织为（１００４±３４０）个／ｍｍ２，两者比较差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。而在不同的性别、年
龄、浸润深度及分化程度其表达水平比较差异无统

计学意义；癌交界组织的 ＬＶＤ在 Ｄｕｋｅｓ分期、淋巴
结转移比较差异有统计学意义（Ｐ＜００５，表２）。

表２　不同部位ＬＶＤ与肿瘤临床病理特征的关系（珋ｘ±ｓ）

正常组织 癌交界组织
病理因素 例数

ＬＶＤ（个／ｍｍ２） Ｐ值 ＬＶＤ（个／ｍｍ２） Ｐ值
Ｄｕｋｅｓ分期

　Ａ＋Ｂ １２ ５．０２±１．３２ ８．３３±１．９１

　Ｃ＋Ｄ １３ ６．２６±２．５２
０．６５

１１．５８±３．７９
０．０３２

淋巴结转移

　有 １３ ６．２６±２．５２ １１．５８±３．７９

　无 １２ ５．０２±１．３２
０．６５

８．３３±１．９１
＜０．０３３

２．３　癌交界组织中 Ｐｒｏｘ１ｍＲＮＡ的表达水平与
ＬＶＤ的相关性分析
　　癌交界组织中 Ｐｒｏｘ１ｍＲＮＡ的表达水平与
ＬＶＤ呈正相关（ｒ＝０５４，Ｐ＝００１８，图７）。

３　讨论
　　Ｐｒｏｘ１是果蝇的同源异型盒基因 ｐｒｏｓｐｅｒｏ在哺
乳动物中的同源框基因转录因子。Ｗｉｌｔｉｎｇ等［３］采

用免疫荧光技术观察了 Ｐｒｏｘ１在人胚胎、成人正常
组织及病理组织中淋巴管内皮细胞上的表达，发现

１９周的人胚胎组织中 Ｐｒｏｘ１与 ＶＥＧＦＲ３共同表达
于淋巴干和毛细淋巴管的内皮细胞上。在成人血管

瘤和淋巴血管瘤组织的淋巴管内皮细胞上，Ｐｒｏｘ１
则与ＣＤ３１共同表达，证实了 Ｐｒｏｘ１是一种特异性高
于ＶＥＧＦＲ３的淋巴管内皮细胞标志物。Ｒｅｉｓ等［１］

和 Ｗｉｇｌｅ等［４］采用插入 β半乳糖基因敲除鼠
的Ｐｒｏｘ１基因，发现敲除Ｐｒｏｘ１基因后，静脉内皮

　　　 图１　正常组织中Ｐｒｏｘ１ｍＲＮＡ的表达 　　图２　癌交界组织中Ｐｒｏｘ１ｍＲＮＡ的表达 图３　癌组织中Ｐｒｏｘ１ｍＲＮＡ的表达

图４　正常组织淋巴管　（免疫组织化学染色　×１００）　　图５　癌交界组织淋巴管　（免疫组织化学染色　×１００）　　 图６　癌组织中

淋巴管　（免疫组织化学染色　×１００）
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图７　Ｐｒｏｘ１ｍＲＮＡ表达水平与淋巴管密度的关系

细胞无法向淋巴内皮细胞定向分化；胚胎发育时以

出芽方式自静脉内皮细胞生成淋巴管的过程受阻；

所有内皮细胞均不表达 ＶＥＧＦＲ３或 ＬＹＶＥ１等淋
巴管内皮细胞标志物，但并未影响血管形成过程。

这表明在内皮细胞分化中，Ｐｒｏｘ１表达将通过分裂、
增生、发芽而形成淋巴管的细胞亚群；或者说细胞表

达Ｐｒｏｘ１后，这些细胞向淋巴管内皮方向分化。
Ｈｏｎｇ等［５］采用基因转染实验证明，Ｐｒｏｘ１单一基因
即可促成血管内皮细胞定向分化为淋巴管内皮细胞

表型，是淋巴管生成调控机制中的关键因子，其后在

对卡波西肉瘤的研究中再次证实了 Ｐｒｏｘ１是淋巴
发育的主要调控因子［６］。Ｐｅｔｒｏｖａ等［７］在研究中发

现，即使是表型稳定的血管内皮细胞在过度表达的

Ｐｒｏｘ１的作用下也能被诱导生成淋巴管上皮细胞。
他们认为在淋巴管内皮细胞的生成中 Ｐｒｏｘ１起到
了淋巴内皮细胞增殖之诱导因素和决定性因子的作

用。Ｐｉｐｓａ和Ｐｅｔｒｏｖａ［８］认为 Ｐｒｏｘ１可以作为治疗的
靶基因。

　　Ｐｒｏｘ１在淋巴内皮细胞发育中的分布模式与
Ｓａｂｉｎ［９］的淋巴系统起源于静脉系统的学说正好吻
合。但目前引导 Ｐｒｏｘ１表达的信号以及 Ｐｒｏｘ１调
节内皮发芽的机制尚不清楚。Ｐｒｏｘ１可能调节淋巴
内皮细胞发芽、分支所需的某些细胞黏附分子或金

属蛋白酶的表达，或者调节维持淋巴管内皮细胞迁

移、发芽的某些引导信号的表达。本研究发现癌组

织和癌交界组织中Ｐｒｏｘ１基因的表达水平显著高

于正常组织（Ｐ＜００５）；且癌交界组织在 Ｄｕｋｅｓ
Ａ＋Ｂ期与Ｃ＋Ｄ期的比较差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；有淋巴结转移和无淋巴结转移的比较差异
有统计学意义（Ｐ＜００５）。在对 Ｐｒｏｘ１与 ＬＶＤ相
关的分析中发现Ｐｒｏｘ１与ＬＶＤ成线性正相关（ｒ＝
０５４，Ｐ＜００１８）。上述研究结果提示，Ｐｒｏｘ１在大
肠癌组织、癌交界组织中过度表达，与大肠癌淋巴管

新生有显著的相关性，可能促进淋巴管内皮细胞的

分化、生成；是预测淋巴转移影响的有效因子，但不

是独立因子；在对肿瘤淋巴转移预测中，选择癌交界

组织进行基因表达水平的检测具有临床意义。但

Ｐｒｏｘ１的具体作用机制尚不清楚，可作为下一步研
究的方向。
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