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血管内皮生长因子与结肠癌的相关性研究

白　梅
１，任孟军２△

（１．重庆市黔江中心医院消化内科　４０９０９９；２．重庆市人民医院三院院区消化内科　４０００１４）

　　摘　要：目的　探讨血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）血浆中的表达及其基因多态性（Ｃ９３６Ｔ）与结肠癌发病的相关性。方法　选取

重庆市黔江中心医院２０１１年１０月至２０１４年１０月收治的９２例经肠镜检查或手术病理证实的结肠癌患者作为结肠癌组，同时从

健康体检中心选取９２例健康个体作为健康对照组，采用酶联免疫吸附试验检测两组血浆中ＶＥＧＦ水平，并采用聚合酶链反应限

制性片段长度多态性分析（ＰＣＲＲＥＬＰ）技术检测两组的 ＶＥＧＦ（Ｃ９３６Ｔ）基因多态性分布，比较结肠癌组与健康对照组间 ＶＥＧＦ

表达量及其基因频率的差异。结果　结肠癌组患者血浆ＶＥＧＦ表达水平显著高于健康对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；结

肠癌组Ｃ９３６Ｔ基因型的Ｔ基因频率显著高于健康对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　临床上结肠癌患者血浆中的

ＶＥＧＦ水平与结肠癌发病具有一定关联，且ＶＥＧＦ基因多态性Ｃ９３６Ｔ的Ｔ基因型可能是结肠癌发病的危险因子之一。
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　　结肠癌是消化系统最常见的恶性肿瘤之一，好发年龄在

４０～５０岁人群
［１］。由于结肠癌发病隐匿，早期结肠癌诊断缺

乏有效的特异性临床生物学指标，大多数患者一经确诊，已属

于中晚期。结肠癌的发生受遗传、环境等多个因素影响。近年

来，血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）由于其在肿瘤组织生长，肿瘤

细胞浸润、侵袭及转移等病理过程发挥重要调控作用而逐渐被

重视［２］。大量结肠癌患者结肠组织病理切片结果提示，结肠癌

组织中ＶＥＧＦ水平显著升高
［３４］。张莹等［５］发现 ＶＥＧＦ基因

启动子区４６０Ｔ／Ｃ与６３４Ｇ／Ｃ多态性位点组成的单倍型ＣＣ

与结肠癌的发生有风险关联，提示 ＶＥＧＦ的表达水平与结肠

癌的发生及发展之间存在一定联系。因此，本研究中检测结肠

癌患者和健康人群血中的ＶＥＧＦ表达水平及ＶＥＧＦ最常见的

Ｃ９３６Ｔ基因型分布情况，探讨ＶＥＧＦ与结肠癌发病的关联性。

现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２０１１年１０月至２０１４年１０月重庆市黔

江中心医院消化内科门诊及住院的结肠癌患者９２例作为结肠

癌组，同时从体检中心随机选取９２例健康体检者作为健康对

照组。结肠癌组中男４９例，女４３例，平均年龄（５２．０±８．５）

岁；健康对照组中男４６例，女４６例，平均年龄（４９．４±５．２）岁。

两组的性别和年龄等一般资料比较，差异无统计学意义（犘＞

０．０５），具有可比性。两组结肠癌流行病学相关资料比较，见

表１。

表１　　两组一般资料及流行病学相关资料比较

组别 狀 男／女（狀／狀） 年龄（狓±狊，岁） 吸烟（狀） 饮酒（狀）

结肠癌组 ９２ ４９／４３ ５２．０±８．５ ３６ ３７

健康对照组 ９２ ４６／４６ ４９．４±５．２ ４１ ４３

１．２　纳入标准　（１）经结肠镜镜检及病理检查证实结肠黏膜

存在癌性病变的患者，排除溃疡性结肠炎、结肠息肉、炎症性肠

病、克罗恩病等其他常见的结肠病变。（２）未接受相关抗肿瘤

药物化疗及物理治疗。（３）未接受结肠癌手术治疗。（４）不伴

有其他器官肿瘤性病变，如肝脏、呼吸系统、胰腺和生殖系统等

癌性病变。

１．３　方法

１．３．１　标本的采集及处理　抽取两组研究对象空腹静脉血６

ｍＬ，乙二胺四乙酸抗凝，３ｍＬ血液用于提取血浆，３４００ｒ／ｍｉｎ

离心１５ｍｉｎ，吸取血浆并分装，－８０℃保存待用；余下３ｍＬ全

血采用常规酚氯仿法抽提血中基因组ＤＮＡ，提取后的ＤＮＡ

全部保存于－２０℃冰箱待用。

１．３．２　酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）　人血浆 ＶＥＧＦ检测试

剂盒购于武汉博士德生物工程有限公司，用ＥＬＩＳＡ定量检测

血浆ＶＥＧＦ水平，具体操作按试剂盒说明书进行，结果在酶标

仪（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）主波长４５０ｎｍ处读取光密度值，绘制

标准曲线，求待测血浆ＶＥＧＦ水平。

１．３．３　基因多态性检测　通过ＮＣＢＩ的ＧｅｎＢａｎｋ获取ＶＥＧＦ

的基因序列，并通过Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计相对应的引物序列，

上游引物序列为５′ＡＧＧＡＡＧＡＧＧＧＡＣＴＣＴＧＣＧＣＡＧ

ＡＧＣ３′，下游引物序列为５′ＴＡＡＡＴＧＴＡＴＧＴＡＴＧＴＧＧＧ

ＴＧＧＧＴＧＴＧＴＣＴＡＣＡＧＧ３′。聚合酶链反应（ＰＣＲ）中样

品扩增参照 Ｒｙｋａｌａ等相关步骤进行，ＰＣＲ反应总体积为２５

μＬ，包括５０ｎｇ基因组 ＤＮＡ，上游及下游引物各１０ｐｍｏＬ，

ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ 和 ｄＴＴＰ 各 ２００ ｍｍｏｌ／Ｌ，２０ ｍｍｏｌ／Ｌ

ＴｒｉｓＨＣｌ，５０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，１．５μＬ ＭｇＣｌ２，以及１个单位的

Ｔａｑ多聚酶。扩增条件为９５℃变性５ｍｉｎ，９５℃３０ｓ，６０℃

３０ｓ，７２℃３０ｓ进行４０个循环，最后７２℃延伸５ｍｉｎ。取１８

μＬ产物与２Ｕ限制性内切酶ＢｓｅＮＩ，３７℃水浴１６ｈ，用８％非

变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分析基因型。比较分析两组Ｃ９３６Ｔ

的基因频率。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行统计分析，

计量资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验，计数资料以率表

示，组间比较采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

采用 ＨＷ软件对基因进行 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ定律的遗传平衡

吻合度检验。

２　结　　果

２．１　两组血浆 ＶＥＧＦ水平比较　结肠癌患者血浆中 ＶＥＧＦ
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水平为３１２．８ｐｇ／ｍＬ，健康对照组血浆中ＶＥＧＦ水平为２３８．１

ｐｇ／ｍＬ，结肠癌患者血浆中 ＶＥＧＦ的表达水平明显高于健康

对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．２　两组Ｃ９３６Ｔ基因型频率比较　结肠癌组和健康对照组

的ＶＥＧＦ基因位点的Ｃ９３６Ｔ基因型频率均符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎ

ｂｅｒｇ定律平衡。结肠癌组和健康对照组Ｃ９３６Ｔ的Ｔ基因频率

及基因型比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表２。

表２　　两组人群的Ｃ９３６Ｔ基因型频率比较［狀（％）］

组别 狀

基因型

ＣＣ ＣＴ ＴＴ

基因频率

Ｃ Ｔ

结肠癌组 ９２ ５４（５８．７）１５（１６．３）２３（２５．０） １２１（６５．８）６３（３４．２）

健康对照组 ９２ ６９（７５．０）１６（１７．４） ７（７．６０） １５４（８３．７）３０（１６．３）

犘 ０．００２１ ０．００１３

３　讨　　论

结肠癌是消化系统肿瘤中最常见的一种，其发病机制至今

仍不明确，但是发病与环境因素以及遗传因素密切相关。结肠

癌的癌变是一个多因素、多步骤、多阶段发展过程，癌基因的改

变，肿瘤血管形成和浸润等相关的病理改变参与结肠癌的发生

发展。大量临床数据显示，与健康人群相比，患有不同类型消

化系统肿瘤，如肝癌、食道癌患者血清中的 ＶＥＧＦ水平显著增

高［６７］。部分研究显示，在结肠癌病理过程中，肠黏膜上形成大

量新生血管，ＶＥＧＦ因其具有促进细胞增殖、促进血管生成的

功能，而被认为在肿瘤的发生、发展及转移等病理过程中发挥

着重要作用［８］。

Ｂｒｏｗｎ等
［９］研究表明，ＶＥＧＦ在结肠癌患者肠黏膜中的新

生血管中表达量显著升高。Ｔａｋａｈａｓｈｉ等
［１０］也证实了结肠癌

患者伴有 ＶＥＧＦ 及其受体的表达水平增高。因此，推测

ＶＥＧＦ与结肠癌密切相关，且 ＶＥＧＦ在结肠癌患者血浆中可

以检测到。近几年关于血浆ＶＥＧＦ水平与结肠癌关系的临床

试验在国外逐渐开展，并已证实 ＶＥＧＦ可以作为结肠癌的一

项诊断预判指标［１１］。Ｇｅｏｒｇｅ等
［１２］发现了结肠癌患者血浆中

的ＶＥＧＦ表达量较健康者显著升高，Ｎａｋａｙａｍａ等
［１３］也发现结

肠癌患者血浆中ＶＥＧＦ表达的升高情况，并且发现 ＶＥＧＦ水

平随着结肠癌疾病的恶化进展逐渐升高。与国外研究相符的

是，本研究也发现了同健康对照组相比，结肠癌患者血浆中

ＶＥＧＦ的表达量显著升高。这意味着血浆 ＶＥＧＦ可以作为判

断结肠癌发病的一项潜在临床诊断指标。此外，本研究同时研

究ＶＥＧＦ基因多态性 Ｃ９３６Ｔ与结肠癌２者之间关系，发现

ＶＥＧＦ的基因多态性Ｃ９３６Ｔ与结肠癌的发病具有一定关系。

结肠癌患者Ｃ９３６Ｔ的 Ｔ基因频率显著高于健康对照者的 Ｔ

基因频率。因此推断９３６Ｃ／Ｔ型基因突变可能是结肠癌发病

基因水平的危险因素。

本研究通过血浆 ＶＥＧＦ检测以及基因多态性检测，证实

了ＶＥＧＦ与结肠癌的发病具有一定关联。然而值得注意的

是，本研究收集的患者标本较少，且结肠癌发病有地域性，结肠

癌发病还受饮食、环境等多因素的影响，所以尚需开展全国性

的大样本基因标本检测来支持本研究结论。
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４７３５．

［１０］ＴａｋａｈａｓｈｉＹ，ＫｉｔａｄａｉＹ，ＢｕｃａｎａＣＤｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒａｎｄｉｔｓｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＫＤＲ，

ｃｏｒｒｅｌａｔｅｓｗｉｔｈｖａｓｃｕｌａｒｉｔｙ，ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ，ａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

ｏｆｈｕｍａｎｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，１９９５，５５（１８）：

３９６４３９６８．

［１１］ＩｓｈｉｇａｍｉＳＩ，ＡｒｉｉＳ，ＦｕｒｕｔａｎｉＭ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅｖａｌｕｅｏｆ

ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ（ＶＥＧＦ）ｉｎｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

ａｎｄｐｒｏｇｎｏｓｉｓｏｆｈｕｍａｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＢｒＪＣａｎｃ

ｅｒ，１９９８，７８（１０）：１３７９１３８４．

［１２］ＧｅｏｒｇｅＭＬ，ＥｃｃｌｅｓＳＡ，ＴｕｔｔｏｎＭＧ，ＡｂｕｌａｆｉＡＭ ＆Ｓｗｉｆｔ

ＲＩ（２０００）Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆｐｌａｓｍａａｎｄｓｅｒｕｍｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏ

ｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｌｅｖｅｌｓｗｉｔｈｐｌａｔｅｌｅｔｃｏｕｎｔｉｎｃｏｌｏｒｅｃ

ｔａｌｃａｎｃｅｒ：ｃｌｉｎｉｃａｌｅｖｉｄｅｎｃｅｏｆｐｌａｔｅｌｅｔｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ［Ｊ］Ｃｌｉｎ

ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０００，６（８）：３１４７３１５２．

［１３］ＮａｋａｙａｍａＹ，ＳａｋｏＴ，ＳｈｉｂａｏＫ，ｅｔａｌ．Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅ

ｔｗｅｅｎｐｌａｓｍａｌｅｖｅｌｓｏｆｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ

ａｎｄｓｅｒｕｍｌｅｖｅｌｓｏｆｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１２ｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｃｏｌｏｒ

ｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＡｎｔｉｃａｎｃｅｒＲｅｓ，２０００，２０（６Ａ）：４０９７

４１０２．

（收稿日期：２０１６０８２５　　修回日期：２０１６１１１３）

·０２７· 检验医学与临床２０１７年３月第１４卷第５期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｍａｒｃｈ２０１７，Ｖｏｌ．１４，Ｎｏ．５


