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Abstract
誗AIM: To identify relationship between the expression of
vascular endothelial growth factor ( VEGF ) of uveal
melanoma patients whether with uveal melanoma
metastasis and prognosis.
誗 METHODS: The peripheral blood VEGF of uveal
melanoma patients and patients in normal control group
were detected by enzyme - linked immunosorbent assay
( ELISA ) . The mRNA and protein expression level of
VEGF in uveal melanoma tissues were analyzed through
reverse transcription - polymerase chain reaction ( RT -
PCR) and Western-blot. Uveal melanoma patients were
followed up, and the relationship of baseline serum VEGF
and postoperative metastasis was analyzed by Kaplan -
Meier method.
誗 RESULTS: The expression level of peripheral blood
VEGF was significantly increased in uveal melanoma
patients than that in healthy people. The mRNA and
protein expression level of VEGF in the uveal melanoma
patients with metastasis when seeing a doctor were
higher than patients without metastasis. In the process of
follow-up, the uveal melanoma patients (serum VEGF 逸
700pg / mL) had higher risk for tumor metastasis.
誗CONCLUSION: The expression level of VEGF of uveal
melanoma patients is closely related to uveal melanoma
metastasis.
誗 KEYWORDS: uveal melanoma; vascular endothelial
growth factor; metastasis
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摘要
目的:分析葡萄膜恶性黑色素瘤患者血管内皮细胞生长因
子(vascular endothelial growth factor,VEGF)的表达水平是
否与葡萄膜恶性黑色素瘤的转移和预后有关。
方法:采用 ELISA 法检测葡萄膜恶性黑色素瘤患者和正常
对照组中外周血 VEGF 水平,并采用 RT-PCR 和 Western-
blot 检测葡萄膜恶性黑色素瘤患者肿瘤组织中 VEGF
mRNA 和 VEGF 蛋白表达水平。 对葡萄膜恶性黑色素瘤
患者进行随访,用 Kaplan-Meier 法分析基线 VEGF 水平与
患者术后转移的关系。
结果:葡萄膜恶性黑色素瘤患者外周血 VEGF 水平较健康
者升高。 就诊时肿瘤发生转移的患者 VEGF mRNA 和
VEGF 蛋白表达水平均较未发生转移的患者升高。 在随
访过程中,血清 VEGF逸700pg / mL 的患者,肿瘤发生转移
的风险较高。
结论:葡萄膜恶性黑色素瘤患者中 VEGF 的表达水平与葡
萄膜恶性黑色素瘤的转移密切相关。
关键词:葡萄膜恶性黑色素瘤;血管内皮细胞生长因子;肿
瘤转移
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0 引言
摇 摇 葡萄膜恶性黑色素瘤是成年人最常见的眼眶内恶性
肿瘤,恶性程度较高,易发生转移,特别是肝转移,预后
差[1-2]。 由于眼部缺乏淋巴管,葡萄膜恶性黑色素瘤主要
经血行转移,肿瘤早期转移不易被察觉,部分患者在临床
确诊前已发生转移。 研究表明,该病一旦发生转移,患者
的存活期仅为半年左右[3]。 在首诊的葡萄膜恶性黑色素
瘤患者中进行肿瘤转移的风险评估是制定个体化治疗措
施、改善患者预后的关键。
摇 摇 肿瘤组织在体内发生侵袭转移是一个多级联反应过
程,包括肿瘤的细胞增生、形态功能学改变、侵袭突破基底
膜、转移至血管、经血液播散,从而在靶器官形成转移灶。
一些转移相关的细胞因子启动细胞信号转导,促进肿瘤细
胞的增生,增强细胞的侵袭转移能力。 肿瘤的生长和转移
需要瘤体组织内有丰富的血管为其提供营养支持。 已有
的研究表明,在肿瘤血管形成的过程中,血管内皮细胞生
长因子(vascular endothelial growth factor,VEGF)发挥着十
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表 1摇 研究对象的基本资料

分组
样本

量(例)
年龄

(軃x依s,岁)
性别

(男 /女)
肿瘤高度

(軃x依s,mm)

肿瘤直径

(軃x依s,mm)
病理类型

(类上皮 /梭形 /混合)
肿瘤未转移组 36 47依15 20 / 16 9. 6依4. 0 7. 6依4. 0 2 / 27 / 7
肿瘤转移组 9 49依12 5 / 4 11. 3依4. 1 10. 7依5. 1 7 / 0 / 2
正常对照组 46 45依14 24 / 22 - - -

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇
F / 字2 / t 0. 366 - -0. 602 -1. 098 -
P 0. 694 0. 897 0. 550 0. 278 <0. 001

注:统计分析时,年龄用单因素方差分析;性别和病理类型用 Fisher 确切概率法;肿瘤高度和直径用独立样本 t 检验。

分重要的作用[4],它的表达情况反应出肿瘤组织形成新生
血管的能力。 在肺癌[5]、直结肠癌[6] 等肿瘤的研究中发
现,检测外周血 VEGF 水平有助于判断肿瘤患者的预后。
为明确葡萄膜恶性黑色素瘤患者体内 VEGF 的表达是否
与葡萄膜恶性黑色素瘤患者转移和预后有关,我们检测了
葡萄膜恶性黑色素瘤患者体内 VEGF 的表达水平,并对其
进行了随访,以明确 VEGF 与肿瘤转移以及患者预后的相
关性。
1 对象和方法
1. 1 对象摇 本研究对象来自 2002-08 / 2009-08 甘肃省人
民医院眼科住院患者 45 例,均经术后病理报告诊断为葡
萄膜黑色素瘤。 正常对照组中,46 例健康对照者为 2009-
08 来我院进行常规体检,各项检查检验均正常,查体未见
明显异常的健康个体,所有受试对象的临床资料见表 1。 本
研究得到甘肃省人民医院医学研究伦理委员会的批准,所
有受试对象均签署知情同意书。
1. 2 方法
1. 2. 1 ELISA法检测葡萄膜恶性黑色素瘤患者和正常对
照组血清中 VEGF 的水平 摇 正常对照组和患者(接受治
疗前)抽取外周血 2mL 于未加任何抗凝剂的玻璃试管中,
待血液自然凝固后以 3 000r / min 的速度离心 10min,收集
血清置于-80益保存待测。 待所有样本收集完毕后统一
复溶并进行 VEGF 浓度的检测。 血清 VEGF 的检测采用
ELISA 法(试剂购自 R&D 公司)。 所有检测过程均遵照试
剂说明书进行,VEGF 的检测和临床解释均采用盲法。
1. 2. 2 RT-PCR检测葡萄膜恶性黑色素瘤患者肿瘤组织
中 VEGF mRNA 的表达摇 分别提取葡萄膜恶性黑色素瘤
未转移患者和转移患者肿瘤组织总 RNA,测定 RNA 浓度,
进行逆转录反应,反应体系:cDNA 1滋L,SYBR Premix Ex
TaqTMII(2伊) 10滋L,上游引物 1滋L,下游引物 1滋L,双蒸水
加至终体积 20滋L。 PCR 条件:94益预变性 5s,以 94益 5s,
60益 30s 为一个循环,进行 40 个循环。 引物序列:上游 5蒺-
GAGGGCAGAATCATCACGAA - 3蒺; 下 游 5蒺 -
GGGAACGCTCAGGACTTAT-3蒺。 GAPDH 作为内参。
1. 2. 3 Western-blot 检测葡萄膜恶性黑色素瘤患者肿瘤
组织中 VEGF 蛋白的表达摇 分别提取葡萄膜恶性黑色素
瘤未转移患者和转移患者肿瘤组织总蛋白,进行蛋白定
量。 SDS-PAGE 电泳后转膜,封闭,加一抗(抗 VEGF 抗
体,浓度 0. 1滋g / mL),4益过夜,TBST 冲洗 3 次,加二抗(兔
抗人,浓度 1颐1000),室温孵育 1h,TBST 洗冲 3 次。 采用
ECL 进行显色反应,显影、定影。
1. 2. 4 患者的分组随访摇 根据患者在就诊时是否出现转
移将患者分为转移组和未转移组。 对于未转移组患者,随
访频次为术后 1a 内每 3mo 1 次,2 ~ 5a 每 6mo 复查 1 次。

图 1摇 葡萄膜恶性黑色素瘤患者外周血中 VEGF 的表达水

平摇 bP<0. 01 vs 未转移组和转移组;cP<0. 05 vs 转移组。

随访内容包括:眼底检查、眼部 A / B 超、彩色超声多普勒、
眼底血管荧光造影、眼眶 CT 及 MRI;全身检查:胸部 X 片

及腹部 B 超(必要时腹部 CT)等。 评价转移的主要依据

是:(1)影像学发现该部位存在肿块;(2)经活检或者术后

病理证实系转移瘤;(3)患者的临床表现提示存在转移

瘤,比如腹水。 肿瘤转移的确定均由两位具有副主任医师

及以上职称的医师共同做出诊断。
摇 摇 统计学分析:统计学处理均在 Sigmaplot 12. 0 和 SPSS
17. 0 中完成。 定量资料以均数依标准差的形式表示,多组

资料的比较采用单因素方差分析,两组资料的比较采用独

立样本 t 检验。 分类变量之间的比较采用卡方检验或

Fisher 确切概率法。 采用 Kaplan-Meier 法和 log-rank 检

验分析 VEGF 与患者转移的关系。 检验水准为 琢=0. 05。
2 结果

2. 1 研究对象的基本资料比较摇 患者的一般情况、眼科检

查情况及病理诊断类型见表 1。 45 例首次就诊患者中,9
例发生肝转移,占所有患者的 20% ,肿瘤细胞类型以类上

皮细胞型为主。
2. 2 葡萄膜恶性黑色素瘤患者和正常对照组血清中

VEGF的水平摇 葡萄膜恶性黑色素瘤患者中,肿瘤未转移

组血清 VEGF 浓度为 726依464pg / mL,肿瘤转移组为 1226依
427pg / mL,正常对照组为 256依155pg / mL。 葡萄膜恶性黑

色素瘤患者中血清 VEGF 水平较正常对照组明显升高,且
葡萄膜恶性黑色素瘤转移患者血清 VEGF 水平较未转移

患者升高,差异具有统计学意义(P<0. 05,图 1)。
2. 3 葡萄膜恶性黑色素瘤患者肿瘤组织中 VEGF mRNA
和 VEGF 蛋白的表达摇 通过 RT-PCR 和 Western-blot 法
检测葡萄膜恶性黑色素瘤未转移患者和转移患者肿瘤组

织中 VEGF 的表达情况,发现肿瘤转移患者中 VEGF
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图 2摇 葡萄膜恶性黑色素瘤患者肿瘤组织中 VEGF mRNA的表

达摇 aP<0. 05 vs 转移组。

图3摇 葡萄膜恶性黑色素瘤患者肿瘤组织中 VEGF 蛋白的表达。

mRNA 水平和 VEGF 蛋白表达水平都较肿瘤未转移患者
升高(图 2,3)。
2. 4 血清中 VEGF 水平与肿瘤转移的关系摇 共 9 例患者
在就诊时已经发生转移,均为肝转移。 如图 4A 所示,发生
肝转移的患者血清 VEGF 水平(1281. 32依153. 49pg / mL)较未
发生肝转移的患者(707. 13 依98. 87pg / mL)明显增高( t =
40. 01,P=0. 002<0. 01)。 在平均 5a 的随访时间中,另有
9 例患者发生了肝转移,与随访期间未发生肝转移的患者
相比,发生肝转移的患者基线血清 VEGF 水平(1287. 45依
107 . 81pg / mL)明显增高( t = 41 . 20,P = 0 . 002 <0 . 01,
图 4B)。
摇 摇 在 36 例就诊时未发生肝转移的患者中,VEGF 的中
位数为 700pg / mL。 因此,我们以 700pg / mL 为界,将患者
分为 VEGF 增高组(VEGF逸700pg / mL)和降低组(VEGF<
700pg / mL),采用 Kaplan-Meier 分析基线 VEGF 与患者肝
转移的关系。 血清 VEGF逸700pg / mL 的患者,其发生转移
的风险较血清 VEGF<700pg / mL 的患者高( 字2 = 7. 82,P =
0. 02,图 5)。
3 讨论
摇 摇 实体肿瘤的生长与瘤体内新生血管密切相关,一方
面,新生血管源源不断地将机体的营养物质提供给肿瘤细
胞,同时带走细胞代谢产物,为肿瘤的生长与发育提供良
好的条件。 另一方面,肿瘤细胞可以通过新生血管向机体
的其它部位转移。 VEGF 又称血管通透因子,其不仅可以
促进血管内皮细胞的生成,同时可以增强血管通透性。 大
量来自体内外实验的研究均证明,VEGF 对于肿瘤的生
长、转移具有十分重要的促进作用[7]。 肿瘤细胞可能通过
某种机制上调肿瘤微环境中 VEGF 的表达,为自身的生长
和远处转移创造条件[8-9]。 由于肿瘤组织内的 VEGF 可以
释放到外周血中,检测血清 VEGF 有助于判断多种恶性肿
瘤的远处转移风险和远期预后[10-12]。

图 4摇 血清 VEGF 水平与肿瘤转移的关系摇 A:就诊时是否转
移;B:随访过程中是否转移。

图 5摇 VEGF水平与肿瘤转移的 Kaplan-Meier图。

摇 摇 尽管以往的研究发现,葡萄膜恶性黑色素瘤患者外周

血 VEGF 水平较健康个体明显增高,且与其临床特征有

关[7]。 但尚无直接证据表明血清 VEGF 与葡萄膜恶性黑

色素瘤患者转移有关。 本研究首先对比葡萄膜恶性黑色

素瘤患者和健康个体外周血 VEGF 水平,发现葡萄膜恶性

黑色素瘤患者外周血 VEGF 水平较健康个体明显增高,且
转移患者外周血 VEGF 水平较未转移患者也增高,差异具

有统计学意义(P<0. 05)。 我们进一步分析就诊时葡萄膜

恶性黑色素瘤未转移患者和转移患者肿瘤组织中 VEGF
的表达情况,发现发生转移的葡萄膜恶性黑色素瘤患者

VEGF mRNA 和蛋白表达水平都较未转移患者明显增高,
说明葡萄膜恶性黑色素瘤患者 VEGF 水平与肿瘤的转移

具有相关性。 因此,我们对未发生转移的患者进行了长达

5a 的随访,采用 Kaplan-Meier 分析基线 VEGF 水平与患

者肝转移的关系,结果发现 VEGF逸700pg / mL 的患者,在
随访过程中发生转移的风险较高,说明 VEGF 增高是葡萄

膜恶性黑色素瘤远处转移的危险因子。 因此,我们认为检

测初诊葡萄膜恶性黑色素瘤患者体内的 VEGF 水平,有助
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于眼科医师判断患者在就诊时发生肝转移的可能性以及

以后是否具有较高的转移风险。
摇 摇 对于初诊的葡萄膜恶性黑色素瘤患者,判断其是否发

生远处转移具有极为重要的临床价值,在很大程度上决定

了患者治疗方案的选择以及随访的强度。 本研究结果提

示,对于初诊时 VEGF 水平增高的患者,其远处转移的风

险较高,可以增加术后的随访频次,以便及早发现肿瘤转

移,最终使患者获益。 本组患者仅有 45 例,因此这一推测

有待于大样本量的随机对照试验予以验证。
摇 摇 总之,本研究发现 VEGF 水平的高低对于判断葡萄膜

恶性黑色素瘤发生远处转移具有一定的帮助,因此在该病

的诊疗过程中,有必要检测 VEGF 水平,为治疗措施的制

定提供参考。
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