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Abstract
AIM: To investigate the distribution patterns 
and proliferative activity of lymphatic vessels 
in gastric cancer and their relationship with 
lymphatic metastasis and clinicopathological 
features.

METHODS: Lymphatic microvessel density 
(LMVD) in tumorous areas of 56 cases of gastric 
cancer and non-tumorous areas of 12 corre-
sponding normal tissues were immunohisto-
chemically evaluated using a monoclonal anti-
body for podoplanin. Ki-67 protein expression 
of the lymphatic lining cells was simultaneously 
detected by double-labeling immunohistochem-
istry. The distribution patterns and the relation-
ship between LMVD and clinicopathological 
features were analyzed.

RESULTS: Intratumoral lymphatic vessels, 
which were not often seen, had ill-defined lu-
mina, while peritumoral lymphatic vessels had 

large and open lumina. LMVD at peritumoral 
regions were significantly more prevalent than 
at intratumoral areas and normal gastric sub-
mucosa (11.89 ± 3.95 vs 5.83 ± 3.26, 6.93 ± 1.32, P 
< 0.01, P < 0.05). The Ki-67 labeling index of the 
lymphatic lining cells at peritumoral regions was 
significantly higher than that in normal gastric 
submucosa and intratumoral regions (0.04 ± 0.02 
vs 0, 0, both P < 0.05). LMVD protein expression 
significantly correlated with the differentiation 
of gastric cancer, lymphatic involvement by 
tumor cells, and lymph nodes metastasis (P < 
0.05). The peritumoral Ki-67 labeling index of 
lymphatic lining cells was only significantly cor-
related with lymphatic involvement of tumor 
cells (P < 0.05).

CONCLUSION: Newly formed lymphatic ves-
sels are found in gastric cancer, especially in 
peritumoral regions. Peritumoral lymphatic 
microvessels are the main route for lymphatic 
metastasis. 
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摘要
目的: 探讨胃癌组织中微淋巴管的生成特点
及与临床病理特征之间的关系. 

方法: 对胃癌56例及相应正常胃组织12例进
行双重免疫组织化学染色, 采用微淋巴管特
异标记物Podoplanin标记微淋巴管, 同时采用
Ki-67来检测微淋巴管内皮细胞的增殖活性, 
并观察微淋巴管分布特点, 分析其与临床病理
特征之间的关系. 

结果: 胃癌组织中存在微淋巴管, 但分布不一
致. 癌内微淋巴管数目少, 并且多呈闭锁条索
状, 癌周微淋巴管数目多且多扩张, 呈管腔样, 
有时可在其中发现癌栓. 胃癌癌周微淋巴管密
度(11.89±3.95)与癌内微淋巴管密度(5.83±
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■背景资料
肿瘤淋巴管生成
( 微淋巴管 ) 与恶
性肿瘤的转移关
系密切, 并成为肿
瘤研究的热点. 随
着淋巴管内皮细
胞特异性标记物
Podoplanin的发现
和应用, 为肿瘤淋
巴管生成的研究
提供了较为可靠
的手段. 然而, 胃
癌中淋巴管生成
的特点和作用却
鲜有报道.



3.26)相比较, 差别有显著统计学意义(P <0.01), 
与相应正常组织微淋巴管密度(6.93±1.32)相
比较, 差别亦有统计学意义(P <0.05). 胃癌癌
周微淋巴管内皮细胞Ki-67指数(0.04±0.02)分
别与癌内微淋巴管内皮细胞Ki-67指数(0)及
相应正常胃组织微淋巴管内皮细胞Ki-67指数
(0)相比较, 差别均有统计学意义(P <0.05). 胃
癌癌周微淋巴管密度与肿瘤的分化程度、淋
巴结转移以及淋巴管受累相关(P <0.05). 胃癌
癌周微淋巴管内皮细胞Ki-67指数仅与淋巴管
受累相关(P <0.05).

结论: 胃癌组织中存在新生淋巴管, 且主要存
在于癌周, 癌周淋巴管是发生淋巴结转移的主
要途径.

关键词: 胃癌; 微淋巴管密度; 淋巴管生成; 微淋巴

管特异标记物
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0  引言

淋巴道转移是胃癌最常见和最重要的转移途

径, 也是影响患者生存的重要因素之一. 然而长

期以来, 由于缺乏淋巴管特异性标记物, 对肿瘤

淋巴管生成、分布及其与肿瘤转移播散之间关

系的研究一直较为薄弱. 肿瘤内新生淋巴管存

在与否, 以及肿瘤细胞是通过原有淋巴管还是

新生淋巴管进行转移等问题一直存在争议. 胃
癌局部淋巴结转移十分常见, 但其淋巴管的生

成、分布及与淋巴道转移之间的关系目前仍不

清楚. 为此, 我们采用新近发现的淋巴管特异性

标记物Podoplanin来标记胃癌组织的微淋巴管, 
同时用检测细胞增殖状态的抗体Ki-67来显示微

淋巴管内皮细胞的增殖状态, 即通过免疫组织

化学双重标记法, 对56例胃癌及12例相应正常

胃组织同时显示微淋巴管及处于增殖状态的微

淋巴管内皮细胞, 从而探讨胃癌微淋巴管的生

成特点以及与相关临床病理特征之间的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 选取青岛大学医学院附属医院病理科

2005-01/12手术切除的胃癌存档蜡块56例及相应

正常胃组织蜡块12例, 其中每1例胃癌蜡块均包

含取自于癌中央区(即癌内)及癌组织和周围正常

组织交界区(即癌周)的组织. 术前未接受过化放
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疗. 其中, 男31例, 女25例, 平均年龄58(42-75)岁, 
>58岁21例, <58岁35例; 高分化腺癌8例, 中分化

腺癌20例, 低分化腺癌28例; 采用1987年国际抗

癌联盟(UICC)PTNM分期标准, Ⅰ期+Ⅱ期为35
例, Ⅲ期＋Ⅳ期21例; 根据肿瘤浸润深度, 侵犯至

黏膜及黏膜下层6例, 侵犯至肌层者18例, 侵犯

至浆膜及浆膜外32例; 根据病情进展情况, 早期

胃癌6例, 中晚期胃癌50例; 伴有淋巴结转移27
例, 淋巴结无转移29例; 淋巴管受累35例; 肿瘤

直径≥4 cm 24例, <4 cm 32例. 所有蜡块均行连

续石蜡切片, 厚度为4 µm, 1张行HE染色, 由2名
病理医师复核诊断, 余者行免疫组织化学双重

染色.
1.2 方法 采用免疫组织化学双重染色. 一抗分

别为淋巴管内皮细胞特异性标记物Podoplanin
和检测细胞增殖状态的抗体K i-67, 分别购自

Angiobio公司和北京中杉试剂公司. Histastaintm-
DS双染试剂盒购自Zymed公司. 染色步骤如下: 
切片脱蜡, 梯度酒精水化, 使用H2O2灭活内源性

过氧化物酶, 微波修复抗原, 血清封闭, 加一抗

(Podoplanin, 工作浓度为1∶200), 加生物素化

二抗, 加辣根过氧化物酶标记链霉卵白素, DAB
显色, 显微镜下监控, 蒸馏水终止反应. 加双染

增强剂, 再次微波修复抗原, 血清封闭, 加第2
种一抗(Ki-67, 工作浓度为1∶100), 加生物素化

二抗, 加辣根过氧化物酶标记链霉卵白素, AEC
显色, 显微镜下监控, 自来水终止反应, 苏木素

复染, 使用水溶性封片剂封片. 以结肠癌切片

作为阳性对照, 以PBS代替一抗作为阴性对照. 
Podoplanin染色阳性表达于微淋巴管, 以阳性着

色的单个内皮细胞或内皮细胞簇计为1个阳性

微淋巴管. 参照Weidner[1]报道方法进行微淋巴

管密度(LMVD)计数. 在低倍镜下先选取胃癌癌

周、癌内以及相应正常胃组织阳性染色微淋巴

管最密集区即“热点”(hot spot), 然后在200倍
视野下计数LMVD, 每例计数3个视野, 并求均

值. 微淋巴管被染为棕黄色, 而具有增殖活性的

微淋巴管内皮细胞核及胃癌细胞核呈鲜红色. 
参考Wulff et al [2]报道的方法, 计数微淋巴管内皮

细胞Ki-67指数.
统计学处理 所有实验数据均用mean±SD

表示, 经过SPSS10.0统计软件分析处理, 统计方

法采用方差齐性检验, 两样本均数t检验, 配对t检
验, 单因素方差分析, q检验. 以P <0.05为差异有

统计学意义, P<0.01为差异有高度统计学意义.

www.wjgnet.com

■相关报道
Jia et al 对结直肠
癌淋巴管生成与
淋巴结转移的关
系进行了探讨; 牟
江洪 et al 采用免
疫组织化学双重
标记法系统探讨
了结直肠癌淋巴
管生成的特点及
意义;  Van et al 对
乳腺癌中淋巴管
生成的意义进行
探讨; Nakamura et 
a l 的研 究 揭 示 出
胃癌中淋巴管的
重 要 作 用 ,  他 是
胃癌的预后指标
和早期胃癌发生
淋巴结转移的预
测指标.
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2  结果

2.1 胃组织中微淋巴管的特点 正常胃组织Podo-
planin阳性染色微淋巴管在黏膜固有层、黏膜

下层、肌层及浆膜层均可见到, 在黏膜下层数

目最多, 且多呈扩张状, 壁薄, 形态大小不一. 其
LMVD为6.93±1.32. 胃癌组织中也可见到明确

的Podoplanin阳性染色微淋巴管, 微淋巴管内

未见红细胞, 少数微淋巴管内可见淋巴细胞(图
1A). 有淋巴结转移的胃癌中可在微淋巴管内发

现癌栓, 甚至在部分淋巴结无转移的胃癌微淋

巴管内也发现癌栓(图1B). 在胃癌组织中, 癌周

及癌内均有微淋巴管分布, 但其形态及分布有

明显的异质性, 表现为: (1)分布的差异. 癌周微

淋巴管数目多, 其LMVD为11.89±3.95, 而癌内

微淋巴管数目少, 其LMVD为5.83±3.26, 两者差

异具有极显著统计学意义(P <0.01); (2)形态的差

异: 癌周微淋巴管多扩张, 而癌内微淋巴管多为

闭锁的条索状, 或呈狭长的裂隙状. 癌周、癌内

LMVD与正常胃组织中相比, 差别分别具有和不

具有显著性(P <0.05, P >0.05, 表1).
2.2 胃组织微淋巴管内皮细胞增殖活性 Podo-
planin和Ki-67双标染色显示, 胃癌淋巴管内皮细

胞核呈不同程度的Ki-67表达, 而相应正常组织

淋巴管内皮细胞无Ki-67表达. 56例胃癌癌周及

癌内淋巴管内皮细胞Ki-67指数有极显著性差异

(P <0.01), 癌周与正常组织淋巴管内皮细胞Ki-67
指数亦有极显著性差异(P <0.01, 表1).
2.3 LMVD及微淋巴管内皮细胞Ki-67指数与

临床病理特征间的关系 胃癌癌周LMVD与肿

瘤的分化程度、淋巴结转移及淋巴管受累有

关. 不同分化程度腺癌的癌周LMVD差别具有

显著性, 高、中、低分化腺癌之间两两比较差

别均有统计学意义(P <0.05). 有淋巴结转移组癌

周LMVD明显高于淋巴结无转移组癌周LMVD 
(P <0.01). 淋巴管受累者(即淋巴管内出现癌栓

或癌细胞团)癌周LMVD也显著高于淋巴管未

受累者(P <0.01). 胃癌癌周LMVD与患者的年

龄、性别、肿瘤的大小、浸润深度、临床分期

及病情进展情况均无关(均P >0.05). 胃癌癌周微

淋巴管内皮细胞Ki-67指数仅与淋巴管受累有

关, 在淋巴管受累组Ki-67指数明显高于未受累

组(P <0.01), 而与患者的年龄、性别、肿瘤的大

小、分化程度, 临床分期、肿瘤浸润深度及淋

巴结转移均无关(均P >0.05, 表2). 

3  讨论

近年, 随着血管内皮生长因子C和D(VEGF-C和
-D)的克隆成功及淋巴管内皮细胞特异性标记物

(如Podoplanin, LYVE-1)的相继发现, 为肿瘤淋

巴管生成研究提供了较为可靠的手段[3-5], 淋巴

管生成与肿瘤关系的研究报道也随之增多. 但
是“肿瘤内是否存在淋巴管? 即使存在, 这些淋

巴管究竟是残留还是新生?”等问题一直存在争

议[6-8]. 由于Podoplanin是目前最为理想的淋巴管

标志物[9-11], 仅标记小的、由单层内皮衬托的微

淋巴管[12-13], 阳性表达主要在淋巴管内皮细胞的

腔面[14]. 因此, 我们应用免疫组化双标法在胃癌

中进行了相关探讨.
许多研究提示多种恶性肿瘤组织中具有新

生淋巴管[15-17]. 我们的结果显示胃癌组织内也具

有新生淋巴管, 且微淋巴管在分布及形态上均

具有异质性. 其中癌周微淋巴管最丰富并且多

■创新盘点
本 文 采 用 免 疫
组 织 化 学 双 重
标 记 染 色 法 ,  应
用Podoplanin标
记 微 淋 巴 管 ,  用
Ki-67检测微淋巴
管内皮细胞的增
殖 活 性 ,  对 胃 癌
不同区域淋巴管
生成的形态、数
量及增殖状态进
行系统研究, 并主
要探讨与胃癌淋
巴管受累及淋巴
结转移的关系, 以
期揭示出不同部
位、不同状态的
淋巴管在转移中
的不同作用, 丰富
了肿瘤淋巴管研
究理论体系并对
临床抗淋巴管生
成治疗肿瘤、改
善患者预后具有
指导意义.

表  1  胃组织内LMVD和LMV内皮细胞Ki-67指数比较
(mean±SD)

     
组织	                n                   LMVD

                  内皮细胞

				            Ki-67指数

正常胃组织          12	           6.93±1.32                 0

胃癌癌周	             56         11.89±3.95ad       0.04±0.02      

胃癌癌内              56           5.83±3.26                 0bd

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常; dP<0.01 vs  癌内.

图  1  淋巴管的形态特点(HistastainTM-DS双染, ×400). A: 

癌周边区; B: 淋巴管无转移的胃癌新生淋巴管内癌栓形成.

←

←

A

→

B
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扩张, 而癌内微淋巴管较稀疏, 且多呈闭锁状或

呈狭长裂隙状. 进一步检测这些微淋巴管内皮

细胞核的增殖活性, 发现胃癌组织中癌周微淋

巴管内皮细胞Ki-67表达较癌内显著增强, 较正

常胃组织亦显著增强. 胃癌癌周微淋巴管内皮

细胞Ki-67表达增强支持胃癌中存在新生淋巴

管, 且以癌周区生成为显著.
“癌是通过原有的淋巴管还是通过新生的

淋巴管进行转移?”尚存争议[18-19]. 肿瘤淋巴管

生成是指在肿瘤原位形成新的毛细淋巴管[20-21]. 
由于肿瘤新生淋巴管结构特殊[22-23], 使得肿瘤细

胞便于进入淋巴管道形成转移. 这主要与分布

在肿瘤组织周边的功能性淋巴管有关[24-25]. 我
们的研究结果表明在胃癌癌内新生的淋巴管较

稀疏, 而在癌周存在新生淋巴管, 并且其数量及

其内皮细胞增殖活性均与淋巴管受累有关, 这
说明癌细胞易于侵入癌周新生的淋巴管形成癌

栓, 从而为其转移打下基础. 结果亦显示微淋巴

管数目与淋巴结转移有关,而淋巴管内皮细胞

Ki-67指数与淋巴结转移无关, 但与淋巴管受累

有关, 这是由于肿瘤新生淋巴管虽然是淋巴道

转移所必需的条件之一, 但是仅有淋巴管生成

尚不足以导致淋巴结转移, He et al [26]发现高表

达VEGF-C的人肺癌N15细胞可诱导癌周淋巴管

生成, 但并不增加局部淋巴结转移. 另外一个原

因可能是即使淋巴结已有肿瘤转移, 但常规病

理HE切片并未发现所导致, 尤其是当淋巴结发

生微转移时[27].
有研究发现LMVD的水平增高与多种肿瘤

细胞的分化程度、PTNM分期及淋巴结转移有

关[28-30]. 我们的结果显示胃癌癌周微淋巴管密度

与肿瘤的分化程度、淋巴结转移及淋巴管受累

相关. 肿瘤的分化程度越低, 其癌周微淋巴管密

度越高. 提示分化程度越低的肿瘤细胞可以产

生越多的促淋巴管生成因子, 从而导致癌周微

淋巴管密度升高. 癌周微淋巴管越丰富, 与肿瘤

细胞接触的机会就越多, 形成淋巴管道转移的

机会就越多一些[31]. 通过本次研究, 我们认为胃

癌存在新生淋巴管, 且多分布于癌周, 并且他是

促进胃癌发生淋巴道转移的主要通道; 胃癌癌

周微淋巴管密度这一指标对评价胃癌的分化程

度、淋巴结转移及淋巴管受累是一有价值的指

标. 随着研究微淋巴管生成的新技术、新方法

的出现[32-33], 相信人们可以在将来针对性地抑制

胃癌癌周微淋巴管的产生, 从而减少胃癌淋巴

结转移的机率.
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■同行评价
本文探讨了胃癌
中微淋巴管的生
成特点及与临床
病理特征之间的
关系, 立题有一定
的创新性, 论文数
据较可靠, 结果较
可信, 有一定的理
论意义和临床指
导价值.


