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肝素酶、碱性成纤维细胞生长因子在非小细胞
肺癌中的表达及与预后的关系 *
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摘要 ：目的   研究非小细胞肺癌（NSCLC）组织中肝素酶、碱性成纤维细胞生长因子（bFGF）的表达

情况，分析其与肺癌转移和预后的关系。方法   选取 2012 年 6 月—2014 年 6 月河南省人民医院收治的 48 例

NSCLC 患者作为研究对象，所有患者均行手术治疗，术中取肺癌组织样本作为观察组，取癌旁组织样本作为

对照组。观察肝素酶、bFGF 在两组样本中的表达情况，分析肝素酶、bFGF 表达与临床病理因素的关系。采用

Logistic 回归方程进行计算，探究 NSCLC 患者肝素酶、bFGF 表达与转移和生存的关系。结果  观察组中肝素酶

阳性例数 38 例（79.17%），bFGF 阳性例数 37 例（77.08%）。对照组中肝素酶、bFGF 均为阴性表达，观察组肝素

酶、bFGF 阳性表达率与对照组比较差异有统计学意义（P <0.05）。肝素酶表达与 NSCLC 患者病理分期、血管

浸润以及淋巴结转移有关 ；而 bFGF 表达则与 NSCLC 患者病理分期、分化程度、血管浸润及淋巴结转移有关。

随访 NSCLC 患者 3 年，生存患者 26 例，生存率 54.17%。死亡患者 22 例，病死率 45.83%。NSCLC 生存和死亡

患者在分化程度、血管浸润、淋巴结转移及 bFGF 表达上差异有统计学意义（P <0.05）。将上述有差异因素带入

Logistic 回归方程分析发现，分化程度、血管浸润、淋巴结转移及 bFGF 表达均是 NSCLC 患者预后的影响因素。

结论  肝素酶、bFGF 与 NSCLC 的转移、血管浸润等密切相关，与 NSCLC 的预后也有明显关系。
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Expressions of heparinase and bFGF in NSCLC tissues and their 
correlations with lung cancer metastasis and prognosis*
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Zhengzhou, Henan 450003, China)

Abstract: Objective  To analyze the clinical expressions of heparinase and basic fibroblast growth factor 
(bFGF) in the non-small cell lung cancer (NSCLC) tissues and their correlations with the lung cancer metastasis and 
prognosis.  Methods  Forty-eight NSCLC patients treated in Henan Provincial People’s Hospital from June 2012 
to June 2014 were selected. During operation, the samples of lung cancer tissues were collected as the observation 
group, the samples of para-cancerous tissues were collected as the control group. The expressions of heparinase and 
bFGF were observed, their correlations with the clinical pathological characteristics were analyzed. Using logistic 
regression equation, the correlations of heparinase and bFGF expressions with the cancer metastasis and survival rate 
were analyzed.  Results  In the observation group, there were 38 heparinase-positive cases (79.17%) and 37 bFGF-
positive cases (77.08%); in the control group, the heparinase and bFGF were negatively expressed, the differences 
were statistically significant between the two groups (P < 0.05). The heparinase expression was correlated with the 
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随着对恶性肿瘤的不断研究，人们发现恶性肿

瘤转移需要两个关键的步骤，突破基底膜（basement 

membrane, BM） 和 细 胞 外 基 质（extracellular matrix, 

ECM）构成的屏障以及有新的血管生成 [1-2]。经研究

发现 [3]，肝素酶对 BM、ECM 中的主要物质硫酸乙酰

肝 素 蛋 白 多 糖（heparan sulfate proteoglycans, HSPG）

具有降解作用，还能协同碱性成纤维细胞生长因子

（basic fibroblast growth factor, bFGF）等多种生物因子，

促进肿瘤的转移以及新生血管的生成。本文对非小细

胞肺癌（nonsmall-cell lung cancer, NSCLC）患者进行

研究，分析肝素酶、bFGF 在 NSCLC 患者中癌细胞转

移和预后的关系，现报道如下。

1    资料与方法

1.1    一般资料

选取河南省人民医院 2012 年 6 月—2014 年 6 月

收治的 48 例 NSCLC 患者作为研究对象。肺癌诊断标

准按中国抗癌协会编著的《新编常见恶性肿瘤诊治规

范》进行判断。纳入标准 ：①经病理学检查和诊断符

合 NSCLC 诊断标准 [4] 的患者；②均行手术治疗的患者；

③年龄 40 ～ 80 岁的患者。排除标准 ：①合并其他肺

部疾病的患者 ；②年龄在 40 岁以下的患者 ；③临床

资料不全，中途随访丢失的患者。术中取患者肺癌组

织样本作为观察组，取癌旁组织样本作为对照组。患

者中男性 31 例，女性 17 例 ；年龄 42 ～ 76 岁，平均

年龄（58.2±4.6）岁。TNM 分期按国际抗癌联盟（UICC）

2009 年制定的第七版肺癌 P-TNM 分期标准进行判断：

Ⅰ期患者 13 例，Ⅱ期患者 11 例，Ⅲ期患者 23 例，Ⅳ

期患者 1 例。肺癌分型 ：其中鳞癌 35 例，腺癌 13 例。

分化程度 ：低分化患者 21 例，中分化患者 18 例，高

分化患者 9 例。

1.2    标本的制备

取 4% 多 聚 甲 醛 - 0.1 mol/L 磷 酸 盐 缓 冲 液

（phosphate buffer saline, PBS）固定组织，原位杂交组

织固定时加入 1 ∶ 1 000 DEPC，常规石蜡包埋切片，

切片厚度 4μm。

1.3    试剂与免疫组织化学染色

以色列 Insight 公司生产的小鼠抗人肝素酶单克

隆抗体 HP-130，福州迈新生物技术开发公司生产的

兔抗人 bFGF 多克隆抗体、Plus 广谱试剂盒以及鼠抗

人 CD34 单克隆抗体。免疫组织化学染色方法和步骤

严格按照相关试剂盒说明书进行操作。常规脱蜡至水，

采用 0.01 mol/L 柠檬酸盐缓冲液高温高压 2 min 抗原

修复，4℃过夜，DBA 显色，苏木精复染，中性树脂封片。

以 PBS 代替一抗作为阴性对照。

1.4    Western blot

肝素酶浓缩型抗体与免疫组织化学染色所用一

致。采用华美生物工程公司生产的羊抗鼠 IgG 二抗（碱

性磷酸酶标记）及 NBT/BCIP 试剂盒。选用 Invitrogen

公司生产的梯度蛋白标准。取癌旁组织剪碎，加入裂

解缓冲液并搅匀，离心机低温 4℃离心，13 000 r/min

离心 30 min，提取上清液作为细胞总蛋白。10% SDS-

PAGE 凝胶电泳、转印，5% 牛血清封闭，1 ∶ 500 稀

释一抗 4℃过夜孵育，1 ∶ 1 000 稀释二抗室温孵育

1 h，NBT/BCIP 显色 30 min。

1.5    原位杂交

采用武汉博士德生物工程有限公司生产的肝素

酶原位杂交试剂盒（MK2156）进行原位杂交。肝

素 酶 靶 基 因 mRNA 正 向 引 物 ：5'-CCAAGCTAA 

GATCAGCTCAGTTC-3'，反向引物：5'-CATCTAAGCGC 

AACTTTGGAG-3'。石蜡切片的制备和杂交均严格按

照试剂盒使用说明书进行操作。从杂交液中去除探针

为阴性对照。

1.6    观察指标

观察两组标本中肝素酶和 bFGF 的表达情况，分

析肺癌组织中肝素酶和 bFGF 的表达与肺癌临床病理

因素的关系。随访患者 3 年，分析影响 NSCLC 患者预

NSCLC pathological staging, vascular invasion and lymphatic metastasis; the bFGF expression was correlated with 
the pathological staging, differentiation degree, vascular invasion and lymphatic metastasis. After 3 y of follow-up, 
26 cases survived (54.17%) and 22 cases died (45.83%). The differentiation degree, vascular invasion, lymphatic 
metastasis and bFGF expression were significantly different between the survived cases and the dead cases (P < 0.05). 
The influencing factors of the prognosis included the differentiation degree, vascular invasion, lymphatic metastasis 
and bFGF expression.  Conclusions  The expressions of heparinase and bFGF are closely correlated with cancer 
metastasis and vascular invasion as well as the prognosis of NSCLC patients.

Keywords:  lung neoplasms; heparinase; fibroblast growth factors; neoplasm metastasis; prognosis
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后的危险因素。观察根据阳性判断标准，以细胞膜和

细胞质中出现棕黄色颗粒为阳性，染色强度为阳性细

胞比例评定标准。在光镜下随机抽取 10 个高倍视野，

按每个视野 100 个细胞进行计数。染色强度分级 [5] ：0

级，胞质或包膜无染色 ；Ⅰ级，胞质或包膜呈淡棕黄

色 ；Ⅱ级，胞质和包膜呈棕黄色或更深。阳性细胞数

分级 [6] ：0 级，阳性细胞所占比例≤ 50% ；Ⅰ级，阳性

细胞所占比例为 51% ～ 75% ；Ⅱ级，阳性细胞所占

比例 >75%。两项目结果相加大于Ⅱ级为阳性病例。

Westem blot 结果判定 [7]，阳性：转印膜出现蓝紫色条带。

原位杂交以细胞群中淡棕黄色和棕黄色染色超过 10%

为阳性表达。

1.7    统计学方法

数据分析采用 SPSS 18.0 统计软件，计量资料以

均数 ± 标准差（x±s）表示，比较采用 t 检验，计

数资料以率（%）表示，比较采用 χ2 检验，采用

Logistic 回归方程进行计算，以患者生存情况作为因

变量，以肺癌病理因素作为自变量，逐步筛选 α 入 = 

0.05，α 出 =0.10，P <0.05 为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    两组肝素酶、bFGF 表达情况

观察组肝素酶阳性例数 38 例（79.17%），bFGF

阳性例数 37 例（77.08%）。对照组肝素酶、bFGF 均为

阴性表达，观察组肝素酶、bFGF 阳性表达率高于对照

组（χ2=11.163 和 12.424，P =0.001 和 0.000）。

2.2    肺癌组织中肝素酶、bFGF 表达与病理因素
的关系

肝素酶表达与 NSCLC 患者病理分期、血管浸润

及淋巴结转移有关 ；而 bFGF 表达则与 NSCLC 患者

病理分期、分化程度、血管浸润及淋巴结转移有关。

见表 1。

表 1    肺癌组织中肝素酶、bFGF 表达与病理因素的关系    （n =48，例）

指标 <60 岁 ≥ 60 岁 男 / 女 Ⅰ、Ⅱ期 Ⅲ、Ⅳ期 鳞癌 腺癌 低分化 中分化 高分化
血管浸润 淋巴结转移

有 无 有 无

肝素酶表达

 阳性 13 25 26/12 16 22 29 9 17 15 6 26 12 23 15

 阴性 5 5 5/5 8 2 6 4 4 3 3 2 8 2 8

 χ2 值 0.842 1.175 4.547 1.067 8.267 7.637 5.210

 P 值 0.359 0.279 0.033 0.302 0.582 0.006 0.023

bFGF 表达

 阳性 13 24 25 12 14 23 28 9 19 14 4 25 12 23 14

 阴性 5 6 6 5 10 1 7 4 2 4 5 3 8 2 9

 χ2 值 0.385 0.629 9.553 0.622 5.860 5.664 6.572

 P 值 0.535 0.428 0.002 0.430 0.023 0.017 0.010

2.3    NSCLC 患者随访情况

随访 NSCLC 患者 3 年，生存患者 26 例，生存率

54.17%（26/48）。死亡患者 22 例，病死率 45.83%（22/48）。

2.4    NSCLC 生存和死亡患者病理资料比较

NSCLC 生存和死亡患者在分化程度、血管浸润、

淋巴结转移、肝素酶及 bFGF 表达上差异有统计学意

义（P <0.05）。见表 2。

2.5    NSCLC 患者预后影响因素分析

将上述有差异因素带入 Logistic 回归方程分析发

现，分化程度、血管浸润、淋巴结转移、肝素酶及

bFGF 表达均是 NSCLC 患者预后的影响因素。赋值说

明见表 3、4。

朱敏，等 ：肝素酶、碱性成纤维细胞生长因子在非小细胞肺癌中的表达及与预后的关系
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3    讨论

肺癌是恶性肿瘤中发病率最高的疾病之一，占人

类癌症死亡的首位，严重威胁患者生命健康。据数据

显示 [8]，80% 以上的肺癌为 NSCLC，虽然治疗技术和

医疗水平不断提升，但患者预后仍然差，生存率较低。

肺癌的转移和侵袭是影响患者生存的主要原因，因此

研究肺癌转移、侵袭的因素成为人们关注的重点。

肝素酶是一种葡萄糖苷内切酶，可裂解细胞 BM、

ECM 中的 HSPG，从而破坏 BM 和 ECM 的完整性，使

肿瘤更容易发生转移和侵袭，引起人们的注意 [9]。随

后研究显示，正常情况下肝素酶仅表达于免疫器官、

免疫细胞、内皮细胞等 [10]。但在病理状态下，肝素酶

在多种恶性肿瘤中均有表达，与肿瘤细胞的转移具有

密切关系 [11]。本文对 NSCLC 患者进行研究，分析肝

素酶与肺癌患者病理因素的关系，结果显示，肝素酶

的表达水平与肺癌的病理分期、血管浸润及淋巴结转

移具有密切关系。在苏树伟等 [12] 研究中发现，肝素酶

表达水平与恶性肿瘤的转移情况呈正相关，根据肝素

酶水平有助于预测恶性肿瘤的转移情况。在随访患者

3 年后分析预后情况发现，肝素酶是 NSCLC 患者预后

的影响因素。这是由于肝素酶表达水平越高，患者越

容易发生恶性肿瘤，病理分期越高，越容易发生血管

浸润和淋巴结转移，导致患者生存率较低。

bFGF 是一种强力促血管生成因子，具有促进

新生血管生长的效果 [13]。在对 bFGF 的研究中发现，

bFGF 在肿瘤组织中表达水平明显升高，且与淋巴结

转移、肿瘤患者预后具有密切关系 [14]。在临床研究中

发现，bFGF 是多种恶性肿瘤预后不良的独立危险因

素 [15]。本研究中表明，bFGF 与 NSCLC 患者的病理分期、

分化程度、血管浸润及淋巴结转移有关。而观察患者

生存情况则发现，bFGF 阳性表达率越高，患者生存率

越低。这可能是由于 bFGF 表达水平越高，NSCLC 患

者越容易出现淋巴结转移和血管浸润，病理分期越高，

分化程度低，促进新生血管的生成，从而降低患者生

存率 [16]。本研究发现 bFGF 与肝素酶具有较多共性，

可能对 NSCLC 患者的预后造成共同影响，具体影响

表 2    NSCLC 生存和死亡患者病理资料比较    （n =48，例）

指标 <60 岁 ≥ 60 岁 男 / 女 Ⅰ、Ⅱ期 Ⅲ、Ⅳ期 鳞癌 腺癌 低分化 中分化 高分化

生存 9 17 18/8 12 14 20 6 3 14 9

死亡 9 13 13/9 12 10 15 7 18 4 0

χ2 值 0.201 0.536 0.336 0.461 8.937

P 值 0.654 0.464 0.562 0.497 0.000

指标
血管浸润 淋巴结转移 肝素酶 bFGF

有 无 有 无 阳性 阴性 阳性 阴性

生存 10 16 7 19 17 9 17 9

死亡 18 4 18 4 21 1 20 2

χ2 值 9.216 14.389 6.533 4.395

P 值 0.002 0.000 0.011 0.036

表 3    NSCLC 患者 Logistic 分析赋值说明

影响因素 变量名 赋值说明

分化程度 X1 低分化 =0，中分化 =1，高分化 =2

血管浸润 X2 有 =1，无 =0

淋巴结转移 X3 有 =1，无 =0

肝素酶 X4 阳性 =1，阴性 =0

bFGF X5 阳性 =1，阴性 =0

结局 Y 生存 =1，死亡 =0

表 4    NSCLC 患者预后影响因素分析

影响因素 b Sb P 值
95% CI

下限 上限

分化程度 3.257 1.112 0.003 2.938 229.391

血管浸润 2.956 1.491 0.047 2.378 118.966

淋巴结转移 2.836 1.294 0.028 1.878 109.741

肝素酶 2.722 1.259 0.031 2.006 101.776

bFGF 3.243 1.278 0.039 2.803 233.478
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还需要进一步进行深入研究。

综上所述，肝素酶和 bFGF 在肺癌组织中表达水

平均较高，对肺癌患者的预后造成较大影响，可能与

肝素酶和 bFGF 能促进肿瘤细胞的侵袭和转移以及促

进新生血管生成有关。而随着肝素酶、bFGF 水平的

升高，NSCLC 患者预后不良，生存率较低。
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