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· 实 验 研 究 · 

HIF—l ot、VEGF在视网膜母细胞瘤中的表达及意义 

游志鹏 宋 华 赵菊莲 

Expression and clinical implication of hypoxia-inducible factor-I OL and 

vascular endothelial growth factor in retinoblastoma 

You Zhipeng，Song Hua，Zhao Julian．Department of hthalmology，Affiliated Second Hospital of Nanchang 

University，Nanchang 330006，China 

Abstract 0bjective The invasion and metastasis of tunlor cells depend on the growth of new blood vessels，and tumor 

neovascularization was regulated by a lots of factors．This study aimed to investigate the expression of hypoxia—inducible factor—la 

(HIF-1n)and vascular endothelial growth factor(VECF)in retinoblastoma and explore the correlation of HIF一1 0【and VEGF 

with tumor invasion and metastasis and analyze their relationship with clinic。pathol(’gy characters and determine their effect on 

angiogenesis． M ethods Fort)"一six retinoblasloma specimens with different clinical stages were collected in Affiliated Second 

Hospital of Nanchang University
，

． The specimens received neither radiotherapy nor chemotherapy．The retinal tissue near the tumor 

was as contro1．Immun0hist0chemistry was used to detect the expression of HIF一1 protein and VEGF protein in retinoblastoma． 

The relationship between expression of HIF-1“ and VEGF and stage of tunlor was analyzed． Results The HIF一1 d and VEGF 

were highly expressed in the ischemia or necrosis area of retinoblastoma．Expression of HIF-1 ot was mainly in cell nuclear and 

partly in cytoplasm，and VEGF was mainly expressed in cytoplasm of tumor cells．The expression of HIF-1 o【and VEGF was 

gradually increased with the rising of tuFoor stage(P<0．05)and showed significant correlation between expression of HIF一1 0[and 

VEGF with tumor stage(r =0．943，P<0．O1)．HIF一1 oc exepression was also possiti~ ely related to VEGF level in retinoblastoma 

(r =0．946，P<0．O1)． Conclusion HIF一1 oc and VEGF were over—expressed in retinoblastoma cells，and the expressions 

were related to clinical staging，invasion and metastasis of tunlor cells．The expression of HIF-1 ot and VEGF was one of the 

predictors for the biological behaviors of retinoblastoma．HIF-1 and VEGF may play an important role in angiogenesis and tumor 

progression in retin0bIast0ma． 
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摘要 目的 探讨缺氧诱导 子一l (HIF 1 )、ff[L管 内皮 生长 因子 (VEGF)在视 网膜 母细胞瘤 (RB)组织 中表达情 

况及其在肿瘤血管形成 、浸润及转移等生物学行为 中作用。 方 法 应用免 疫组织化 学方法检测 RB组织 中 HIF—1 0【蛋 

白、VEGF蛋 白的表达情况 ，并探讨其表 达与肿瘤 的分 级的相关 性及 HIF一1 和 VEGF两者 的相关性 。 结果 HIF一1d、 

VEGF蛋 白在 RB中呈 高表达 ，HI 1 阳性细胞 为肿瘤 细胞核染 色 、部分胞 浆染色 ，VEGF阳性细胞 为肿瘤 细胞胞浆染 

色 ，HIF一1 ot、VEGF表达在不 同临床分期问差异有统计学意义(P<0．05)，且其表达和临床分期密切相关 (P<0．05)；HIF． 

1d、VEGF二者表达存在正相关 (r =0．946，P<0．01)。 结 论 HIF一】 及 VEGF的高表达与 RB的临床 分期呈正 相关 ， 

在 RB新生血管形成 、肿瘤的浸润 、转移中可能发挥重要作用 。 

关键 词 视网膜母细胞瘤 ；缺氧诱导因子一1 ot；血管 内皮生长因子 
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肿瘤的生长和转移依赖肿瘤细胞对缺氧的适应和 

新生血管形成 ，而肿瘤新生血管的形成受多种 因子 

的调控。缺氧诱 导 因子一1 (hypoxia—inducible factor一 

1 ，HIF一1ot)是缺氧条件下肿瘤细胞生长的一种转 录 
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因子。其可能在肿瘤血 管生成 中起 中心调控作用 。 

HIF一1ot通过调节血管内皮生长因子(vaseHlar endothelial 

growth factor，VEGF)等众多下游靶基因的表达发挥其 

作用 。VEGF是众多因子中刺激肿瘤血管生成最关 

键的生长因子 ，有关 VEGF的研究报道较多。HIF． 

1ot在肿瘤生物学行为中的作用近年来引起了人们的 
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广 泛 关 注 ， 是 众 多 肿 瘤 相 关 因 子 中 研 究 的 热 点 之 一

， 但

其 在 视 网 膜 母 细 胞 瘤 ( r e t i n o b l a s t o m a
，

R B ) 巾 表 达 国 内

外 研 究 较 少 ， 尚 待 深 入 。 因 此 本 文 以 免 疫 组 织 化 学 方

法 ， 观 察 H I F 一 1 仪 及 V E G F 在 R B 中 的 表 达 规 律 ， 探 讨

其 在 肿 瘤 生 长 、 浸 润 、 转 移 中 的 作 用 机 制 。

1 材 料 与 方 法

1 ． 1 材 料

收 集 我 科 病 理 室 2 0 0 1 — 2 0 0 7 年 的 R B 行 眼 球 摘

除 的 4 6 例 ( 4 6 眼 ) 石 蜡 包 埋 块 ， 其 中 男 2 5 例 ， 女 2 i

例 ；年 龄 5 个 月 ～ 1 0 岁 ， 平 均 3 ． 8 岁 。 临 床 分 型 参 照

文 献 [ 5 ] ， 分 为 I 期 ：单 发 或 多 发 ， 肿 瘤 < 4 P D
， 位 于 眼

底 赤 道 部 或 赤 道 后 ．u期 ：单 发 或 多 发 ， 肿 瘤 4 ～ 1 0 P D
， 眼

底 赤 道 部 或 赤 道 后 ； III 期 ：单 发 或 多 发 ， 肿 瘤 > 1 0 P D
，

位 于 眼 底 赤 道 部 后 ；IV 期 ：单 发 或 多 发 ， 肿 瘤 > 1 0 P D
，

达 锯 齿 缘 ； V 期 ： 肿 瘤 占 l ／2 眼 底 以 上 ， 玻 璃 体 播 散 。

4 6 例 中 ， I 期 者 5 例 ， Ⅱ 期 者 5 例 ， Ⅲ 期 者 2 1 例 ， Ⅳ 期

者 1 1 例 ， V 期 者 4 例 。 4 6 例 病 例 手 术 前 均 未 接 受 放

疗 或 化 疗 。 肿 瘤 旁 视 网 膜 组 织 1 5 例 作 为 对 照 。

1 ． 2 主 要 试 剂

免 疫 组 织 化 学 试 剂 ：H I F ． 1 d
一 抗 为 兔 抗 人 多 克 隆

抗 体 ， 为 浓 缩 型 工 作 液 ， 工 作 浓 度 1 ： 1 0 0
，

V E G F 一 抗 为

鼠 抗 人 单 克 隆 抗 体 ， 二 者 为 即 用 型 工 作 液 ；生 物 素 一 链

霉 菌 抗 生 物 素 蛋 白 ( 二 抗 ) 检 测 系 统 ( S P ) 试 剂 盒 。 以

上 试 剂 均 购 自福 州 迈 新 公 司 ， 操 作 按 说 明 书 进 行 。

1 ． 3 实 验 方 法

免 疫 组 织 化 学 染 色 切 片 脱 蜡 至 水 ，
3 ％ H

：
O

： 室 温

孵 育 2 0 m i n ； 1 0 ％ 正 常 山 羊 血 清 室 温 孵 育 1 0 m i n
。

H I F 一 1 仅 多 克 隆 抗 体 、
V E G F 单 克 隆 抗 体 均 采 用 微 波 抗

原 修 复 。 其 余 按 照 s P 试 剂 盒 说 明 操 作 。 P B S 代 替 一

抗 作 阴 性 对 照 ， 用 已 知 阳 性 切 片 作 阳 性 对 照 。

1 ． 4 结 果 判 断

参 照 Z h o n g 等
。 引

方 法 ， 光 镜 下 H I F 一 1 仪 蛋 白 以 细 胞

核 或 胞 浆 内有 浅 黄 色 、 棕 色 、 棕 黄 色 细 颗 粒 为 阳 性 。 高

倍 镜 下 ( × 4 0 0 ) 对 每 张 切 片 随 机 选 择 5 个 视 野 ， 每 个 视

野 记 数 2 0 0 个 细 胞 ， 共 计 1 0 0 0 个 ， 计 算 每 张 切 片 阳 性 细

胞 百 分 率 ， 切 片 中 阳 性 细 胞 数 < 1 ％ 为 阴 性 片 ，
1 ％ ～

1 0 ％ 为 阳 性 ( + ) ，
1 1 ％ ～ 5 0 ％ 为 中 度 阳 性 ( + + ) ，

> 5 0 ％ 为 强 阳 性 ( + + + ) ；V E G F 蛋 白 以 肿 瘤 细 胞 胞 质

内 出 现 浅 黄 色 、 棕 色 、 棕 黄 色 细 颗 粒 为 阳 性 ， 参 照

T a k a h a s h i 等
¨ ’

方 法 ， 将 V E G F 表 达 分 为 < 2 0 为 阴 性 ，

2 1 ％ ～ 5 0 ％ 为 阳 性 ( + ) ，
5 1 ％ ～ 8 0 ％ 为 中 度 阳 性

( + + ) ，
> 8 0 ％ 为 强 阳 性 ( + + + ) 共 4 级 。

1 ． 5 统 计 学 方 法

采 用 S P S S 1 6 ． 0 统 计 学 软 件 进 行 统 计 分 析 ，
H I F 一

1 O t 、
V E G F 在 不 同 肿 瘤 分 期 中 的 表 达 用 多 样 本 K r u s k a l —

W a l l i s H 秩 和 检 验 ，
H I F 一 1 仅 和 V E G F 与 肿 瘤 分 期 关 系

及 二 因 子 在 肿 瘤 组 织 中 表 达 的 相 关 性 用 S p e a r m a n 法

行 秩 相 关 分 析 ，
H I F 一 1 d 与 V E G F 表 达 的 一 致 性 检 验 采

用 Ⅳ
。

检 验 ，
P < 0 ． 0 5 为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

2 结 果

2 ． 1 R B 组 织 中 H I F 一 1 d 的 表 达

H I F — l Ot 阳 性 细 胞 为 细 胞 核 染 色 和 部 分 胞 浆 染 色

( 图 1 ) ， 阳 性 细 胞 一 般 出 现 在 肿 瘤 周 边 或 缺 血 、 坏 死

区 。 以 P B S 代 替 一 抗 的 对 照 片 中 未 见 表 达 ( 图 2 ) 。

H I F — l d 在 不 同 分 期 的 R B 中 的 表 达 差 异 有 统 计 学 意

义 ( H = 3 9 ． 9 8 7
，

P < 0 ． 0 1 ) ；R B 不 同 分 期 各 组 间 差 异 有

统 计 学 意 义 ( P < 0 ． 0 5 ) ( 表 1 ) ；R B 级 别 与 H I F 一 1 0 t 表

达 呈 正 相 关 ( r
。

= 0 ． 9 4 3
，

P < 0 ． 0 1 ) 。

2 ． 2 R B 组 织 中 V E G F 蛋 白表 达

V E G F 阳 性 细 胞 主 要 在 肿 瘤 细 胞 的 胞 浆 中 。 强 阳

性 染 色 肿 瘤 细 胞 多 位 于 浸 润 前 缘 ， 新 生 血 管 内 皮 细 胞

阳 性 染 色 ( 图 3 ) 。 以 P B S 代 替 一 抗 的 对 照 片 中 未 见

图 1 H I F ， 1 。 在 肿 瘤 的 周 边 或 缺 血 、 坏 死 区 表 达 ， 在 细 胞 核 和 部 分 胞 浆 中 棕 色 染 色 ( S P × 2 0 0 ) 图 2 以 P B S 代 替 一 抗 的 对 照 片 中 呈 阴 性 表 达

( × 2 0 0 ) 图 3 V E G F 在 肿 瘤 细 胞 和 新 生 血 管 的 内 皮 细 胞 中 呈 阳 性 表 达 ( × 2 0 0 )

F i g ． 1 H 1F 一 1 d i s e x p r e s s e d i n c e l l u l a r n n c l e a r a n d 。 y t o p l a s m i n t u m o r
，

s h o w i n g t h e b r o w n s t a i n i n g ( × 2 0 0 ) F i g � 2 H I F - 1 d s h o w s t h e a b s e n t r e s p o n s e i n

t h e c o n t r o l s a m p l e ( × 2 0 0 ) F i g ． 3 V E G F s h o w s t h e p o s i t i v e e x p r e s s i o n i n t u m o r c e l l s a n d n e o v a s e u l a r e n d o t h e l i a l c e i l s



VEGF表达。VEGF在不 同分期 的 RB中的表达差异 

有统计学意义(日：34．866，P<0．01)；RB不同分期各 

组间差异有统计学意义(P<0．05)(表 1)；RB级别与 

VEGF表达呈正相关 (r =0．903，P<0．01)。 

表 1 HIF-l 和 VEGF在 RB中的表达 (X±S) 

Table 1 Expression of HIF-1 0【and VEGF in retinoblastoma( ±s) 

HHfF_】。 =39．987，P <0．0l；Hv cF 

rank sunl test) 

2．3 HIF．1 与 VEGF表达 的一致性检验 

HIF一1 与 VEGF两因子在 RB组织中表达的一致 

性 ，经统 计 学 处理 差 异 有 统 计 学 意 义 ( =0．69， 

0．25<P<0．50)(表 2)；二者 表达存 在正相关 (r = 

0．946，P<0．01)。 

表 2 RB组织 HIF—lot与 VEGF表达的关 系(n) 

Table 2 The correlation of expression of HIF一1 with 

VEGF in retinoblastoma(n) 

36 

O 

36 

42 

4 

46 

3 讨 论 

肿瘤的发生发展与癌基 因的激活 、抑癌基因的失 

活以及许多相关因子的参与 ，可 见这些 因子与肿瘤生 

长有着密切的关系。当肿瘤的直径超过 1～2 mm时 ， 

肿瘤的生长就需要新生血管提供氧气及营养来维持其 

生长 ，否则肿瘤细胞将凋亡。 

缺氧等因素刺激 了肿瘤 的血管发生 ，这个过程 由 

肿瘤或宿主细胞释放 的各种正反 向调节 因子介导调 

控 ，而血管生成则是肿瘤继续生长 、转移及复发的先决 

条件。HIF．1是在缺氧条件下广泛存在于哺乳动物和 

人体内的一种转录因子，它可以调控如 VEGF等多种 

缺氧相关靶基因的表达，促使机体产生一系列缺氧适 

应反应。HIF—l主要由 HIF—l Ot和 HIF一8 2个亚单位组 

成，其中 HIF—lOt是主要的氧调节亚基和功能亚基 ， 

它决定 HIF的活性。人类 HIF一1Ot基因定位于 14号染 

色体(14q21～24)，其 cDNA全长3 720 bp，编码 826个 

氨基酸。机体在缺氧状态下 HIF一1仅可上调其下游靶 

基因 VEGF和糖酵解酶等表达 ，VEGF可促进肿瘤的 

血管生成。增加肿瘤的侵袭性和转移率 ，糖酵解酶可 

影响细胞的能量代谢 。目前 已经发现 HIF-1Ot的靶基 

因多达 40余种，这些 HIF一1 o【的靶基因产物在肿瘤的 

细胞代谢 、新生血管生成 、肿瘤增生 、侵袭和转移中也 

具有重 要 的作 用 ，VEGF即是 其 中的 一 个 靶基 因。 

HIF．1旺可诱导促血管生成因子 VEGF的表达 、促进新 

生血管形成 ，为肿瘤 细胞 的侵袭和转移创造条件 。 

多数肿瘤组织具有缺氧的微环境，在氧感受和缺氧信 

号转导中处于关键地位的 HIF．I仅及表达受其调控的 

VEGF也因在肿瘤发展过程起着重要 的作用而逐渐成 

为肿瘤研究的热点之一。 

RB是婴幼儿较为常见的眼内恶性肿瘤，恶性程度 

高，严重危害患者的视力和生命。HIF-1 oI在肿瘤组织 

对缺氧的微环境的适应及肿瘤发生 、浸润和转移 中起 

重要作用，其在 RB中的作用也逐渐受到人们的关注 ， 

目前相关研究较少。现 已证实  ̈“ HIF-1 Ot在 中枢神 

经系统恶性肿瘤中表达，并已发现 在视网膜缺血时 

其表达水平增高。在动物模型中发现 ，常氧条件下 

视网膜中 HIF一1仅表达极其微弱 ，而低氧状态下 HIF— 

I仪表达增强。HIF．1仅在大多数人类实体肿瘤组织中 

呈过度表达 ，但其在 RB中鲜见报道。已发现脑肿瘤 

及乳腺癌中 HIF一1仅的过度表达与肿瘤微血管密度密 

切相关 ，HIF—l 的过度表达有助于血管形成 ，且被认 

为是乳腺癌 、早期宫颈癌 、早期食管癌等高度恶性 、侵 

袭性 的标志物 。本实验结果显示，正常视网膜组 

织中无 HIF．1Ot表达 ，而在 RB中 HIF一1仅呈 阳性表达 

且其临床分期明显相关 ，HIF一1Ot高表达可以作为判断 

RB浸润转移等生物学行为的重要指标。 

VEGF特异作用 于血管 内皮细胞 ，促进 内皮细胞 

的有丝分裂和趋化作用 ，还增加血管通透性 ，使管内的 

纤维蛋 白原等外渗 ，不仅为内皮细胞迁移和新生毛细 

血管网的建立提供必要基质，也 为肿瘤的生长提供 良 

好基质。VEGF有促进血管形成 的作用 ，从而可能参 

与肿瘤 的浸润和转移 过程。VEGF在 胃癌 、结肠 、直 

肠 等多数肿瘤组织中的表达明显增高，并与其生物 

学行为相关。膀胱癌 、黑色素瘤细胞系中 VEGF的过 

度表达也可加速肿瘤生长、血管新生和转移  ̈” 。在 

本研究中，发现 VEGF在 RB组织中高表达且 临床分 

期密度相关。随着眼内肿瘤组织学分期的进展 ，VEGF 

的表达增强(P<0．01)，表明其参与 RB浸润转移，并 

可作 为其生 物学 行为 的 一个 参考 指标。与游 志 鹏 
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等  ̈的研究相符 。 

Canneliet等 研究认为肿瘤 的血 管增生很大程 

度由 HIF．1 ot控制 ，其作用部分是由于其上调 VEGF表 

达的结 果 。亦 有 研 究 表 明 ，缺 氧 诱 导 因 子一1 

(HIF一1)在诱导肿瘤中 VEGF的分泌起关键作用。同 

其他恶性肿瘤一样 ，RB的发生发展 、浸润转移等生物 

学行为是一个极其复杂 的多层次 、多因子参与相互拮 

抗和协调作用 的过程 ，目前 VEGF在 RB中的研 究较 

为深入 ，但关 于 HIF一1ot在 RB中的研究 才刚刚起 步。 

Duyndan等 ” 的研究 ，将人的视网膜 细胞在 1％O，条 

件下培养 0．5～3 h不等，结果显示 ，HIF一1(It mRNA表 

达未见明显变化 ，而 HIF一1 ot DNA水平 、蛋 白水 平 及 

VEGF表达随时间延长而呈递增趋势。本实验结果显 

示 ：在 RB中 HIF一1仪与 VEGF表达 显 著 正相 关 ，但 

HIF一1oL对其靶基 因 VEGF在肿瘤 血管生成和转移 中 

的作用仍需进一步证实。此外，研究 中还发现，HIF一 

1ot，VEGF蛋 白表达在 临床分级 中有显著差别 ，提示 

HIF一1 ot及 VEGF可能参与 RB的浸润和转移。本研究 

所选择的病例数有限 ，需增加病例数并 对不同分期 的 

标本进行检测研究 以进一步确定 HIF一1ot的表达与肿 

瘤临床分期的关 系，同时明确他们与 RB病理分级是 

否存在相关性。 

控制在肿瘤 生物 学行 为 中发 挥作用 的因子 (如 

HIF一1 、VEGF等)或将正常的抑癌基因导入肿瘤细胞 

去补偿和代替突变或缺失 的抑癌基 因，达 到抑制肿瘤 

的生长或逆转其表型的恶性肿瘤 的基 因治疗 ，将成为 

恶性肿瘤的一种重要治疗模式 。其他肿瘤的最近研究 

发现 ，通过抑制卵巢癌中 HIF一1的活性可以下调肿 

瘤中 VEGF的表达 ，为未来新的肿瘤治疗方案提供可 

能。在 RB基因治疗方 面 ，以 VEGF为靶基 因的基础 

研究已经开展 。相信随着 HIF．1仅及 VEGF研究的 

深入 ，会更加详尽 的认识其缺氧机制及其载 RB浸润 

转移等生物学行为中的作用 ，进 而为肿瘤 的治疗提供 

新 的思路并进一步应用于临床 。 
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