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肝癌微血管密度、微血管面积和Piezo1的表达	

与微血管侵犯的相关性

赵伟1，刘文广1，刘华平1，侯佳乐1，冯德云2，易小平1，裴贻刚1，刘慧1，刘丽愉3，李文政1

(中南大学湘雅医院  1. 放射科；2. 病理科；3. 分子影像研究中心，长沙 410008)

[摘　要]	 目的：探讨肝癌组织中微血管密度(microvascular density，MVD)、微血管面积(microvascular area，

MVA)以及Piezo1的表达水平预测肝癌微血管侵犯(microvascular invasion，MVI)的临床价值。方

法：应用免疫组织化学方法检测38例病理证实为肝癌患者的肝癌组织的CD34以及Piezo1的表达情

况，计算基于CD34染色的MVD和MVA，分析MVI与MVD，MVA以及Piezo1因子的表达水平的相关

性。结果：38例肝癌中，13例有微血管侵犯，定义MVI(+)组，25例无微血管侵犯，定义MVI(−)

组。MVI(+)组的MVA及MVD均高于MVI(−)组，两组间差异有统计学意义(P=0.007，P=0.011)。

MVD和MVA联合预测MVI的敏感性和特异性为100%和64%，较单一指标效能高。Piezo1在肝癌

MVI(+)组阳性率高于MVI(−)组，两组间差异有统计学意义(P=0.032)。结论：MVD，MVA以及

Piezo1的表达水平均与肝癌MVI具有一定的相关性，可以作为辅助诊断微血管侵犯的指标，Piezo1

可以作为潜在的限制MVI的治疗靶点。
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Abstract Objective: To investigate the clinical value of microvascular density (MVD), microvascular area (MVA) and 

the expression of Piezo1 in predicting microvascular invasion (MVI) of hepatocellular carcinoma (HCC).  

Methods: Immunohistochemical method was applied to detect the expression of CD34 and Piezo1 of  

38 pathologically confirmed HCC for 38 patients, MVD and MVA were measured based on CD34 staining. The 
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肝细胞癌(hepatocellular carcinoma，HCC)，

是肝最常见的恶性肿瘤，在恶性肿瘤病死率中排

第三[1]。尽管HCC的治疗方式最近几年有了新的突

破且样式多样化，包括手术切除、肝移植、射频

消融、介入、放射学粒子植入等，但手术切除及

肝移植仍然是唯一有可能治愈HCC的手段，但5年

复发率高(分别为70%和15%~30%)[2]。已有大量研

究 [3-4]表明血管侵犯是HCC手术切除或肝移植术后

复发及转移的重要独立预测因子之一。HCC血管

侵犯包括大血管侵犯和微血管侵犯(microvascular 
invasion，MVI)，其出现增加了癌细胞在肝内扩散

转移以及进入循环系统从而全身转移的风险性，

这就意味着更加激进的手术方式以及术后辅助放

化疗的必要性 [5-6]。尽管HCC的MVI与一些临床病

理因素相关 [7-8]，但其分子机制仍然不清楚 [9]。本

研究试图通过对HCC组织进行CD34和Piezo1免疫

组织化学染色，分析有无MVI的HCC组织中微血

管密度(microvascular density，MVD)、微血管面积

(microvascular area，MVA)以及Piezo1因子表达的

差异，及Piezo1因子的表达水平与MVA，MVD计

数的相关性，对H CCMVI的可能分子机制进行初

步探讨。  

1  对象与方法

1.1  对象

整 个 实 验 经 中 南 大 学 湘 雅 医 院 医 学 伦 理 委

员 会 同 意 ， 所 有 入 选 患 者 均 签 署 知 情 同 意 书 。 
2015年1月至2016年3月期间在我院进行HCC切除

术的38例患者，男28例，女10例，年龄24~69岁。

1.2  方法

1.2.1  主要仪器、试剂以及实验方法

光学显微镜BX51购自日本Olympus公司，切片

机购自德国Leica Microsystems公司，摊片机购自常

州中威电子仪器有限公司，兔抗人Piezo1多克隆抗

体购自美国Novus Biologicals公司，鼠抗人CD34单

克隆抗体、PV9000二步法通用试剂盒、两步法检

测系统及通用型二抗购自北京中杉金桥公司，DAB
显色试剂盒购自广州深达生物制品技术有限公司。

手术切除标本经中性甲醛溶液固定，石蜡包

埋，4 μm厚切片，常规HE染色。CD34和Piezo1表

达情况采用免疫组织化学二步法(EnVision法)进行

检测，具体步骤按照试剂盒说明书操作。

1.2.2  微血管诊断标准以及病理结果

光 学 显 微 镜 下 观 察 切 片 ， 肿 瘤 的 部 位 、 形

态 、 大 小 、 有 无 血 管 侵 犯 、 胆 管 癌 栓 、 分 化 程

度、细胞形态、大体标本形态以及包膜均详细记

录。显微镜下发现肝或包膜微小静脉内出现癌栓

即 可 诊 断 为 微 血 管 侵 犯 。 H C C 的 分 化 程 度 根 据

WHO标准分为高分化、中分化和低分化 [10]。一个

肿瘤同时具有两种分化程度则以分化程度较低者

为最终结果。多个病灶时只分析最大病灶。

1.2.3  免疫组织化学染色结果判定

所有免疫组织化学染色结果均由1位年资较高

病理医生(教授)进行评阅。

1 ) M V D，M VA的计算方法：CD 3 4表达于血

管内皮细胞，以血管内皮细胞的胞质内出现棕黄

色颗粒为阳性。参照Weidner等校对计数方法 [11]，

先在100倍光镜下扫查整个切片，寻找4个血管高

密度区，即“热点”；然后在200倍光镜下计数染

色呈阳性的血管数，对于微血管的识别不需具备

完整的管腔和红细胞，只要有明显的血管内皮细

胞染色、并且能与相邻的血管、肿瘤细胞以及间

质成分相分隔的，就可视为一个独立的血管，分

辨不清以及具有较厚肌层的血管不纳入计数内；

计数 4 个视野下血管数目平均值作为 M V D 值 ( 个 /
HP)。MVA选取方法同MVD热点选取方法，200倍

视野下对微血管染色热点拍摄照片(分辨率2 070× 
1 548)，应用Image Pro Plus6图像分析软件，自动

correlations between the expression level of Piezo1, MVD, MVA and MVI were analyzed. Results: Thirteen in  

38 cases were presented with MVI, defined as MVI (+) group, 25 in 38 cases were absence of MVI, defined as MVI 

(−) group. The MVA and MVD were significantly higher in MVI (+) group (P=0.007, P=0.011; respectively) than 

in MVI (−) group. MVD combined with MVA achieved a sensitivity of 100% and a specificity of 64% in predicting 

MVI of HCC, which was higher than single index. The expression level of Piezo1 was significantly higher in the 

MVI (+) group than in the MVI (−) group (P=0.032). Conclusion: MVD, MVA and the expression level of 

Piezo1 are significantly correlated with MVI which can be used as surrogate markers of MVI, Piezo1 may be a 

novel therapy target for restraining MVI.
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与半自动分析计算MVA。

2 ) P i e z o 1表达水平的判定：P i e z o 1 阳性染色

部位定位于胞浆，染色后呈棕黄色。染色结果采

用半定量分析法：以染色强度结合阳性细胞数百

分比综合计分，组织切片中胞质染为淡黄色至棕

褐色者为阳性细胞。染色强度以多数细胞呈现的

染色特性(染色深浅需与背景着色相对比)计分：

无着色为0分，淡黄色为1分，棕黄色为2分，棕褐

色为3分。阳性细胞百分比即某类细胞5个视野(每

400×高倍视野计数100个此类细胞)的阳性细胞平

均数：0~5%为0分，6%~25%为1分，26%~50%为 
2分，51%~75%为3分，>75%为4分。每张切片随机

取5个400倍视野，每个视野均进行染色强度计分

与阳性细胞百分比计分，染色强度与阳性细胞百

分比的乘积：0分为阴性(–)，1~4分为弱阳性(+)，

5~8分为中度阳性(++)，9~12分为强阳性(+++)。

1.3  统计学处理

计量资料以均数±标准差( x ± s )表示，计数资

料以例数 ( % ) 表示，计量资料在两组间的差异采

用 独 立 样 本 t 检 验 ， 计 数 资 料 在 两 组 间 的 差 异 采

用 卡 方 检 验 。 等 级 资 料 在 两 组 间 的 差 异 采 用 秩

和检验；MVA，MVD在Piezo1不同表达阳性程度

之间的差异采用单因素方差分析，组间对比采用

LSD-t检验方法；等级资料相关性分析用Spearman
分析法；诊断效能利用受试者工作特征(re c e i v e r 
o p e r at i n g  c h a r a c te r i s t i c， R O C)曲线进行分析。

ROC曲线分析采用MedCalc11.0软件进行分析，其

余统计学分析采用SPSS 24.0软件进行。P<0.05为差

异有统计学意义。

2  结果

2.1  病人基本临床特征

3 8 例 患 者 中 ， 1 3 例 有 微 血 管 侵 犯 ， 定

义 为 M V I ( + ) 组 ， 2 5 例 无 微 血 管 侵 犯 ， 定 义 为

M V I ( − ) 组 ( 图 1 ) 。 M V I ( + ) 组 A F P 浓 度 ( 1 4 2 . 9 7 ± 
128.77) ng/mL高于MVI(−)组(62.96±93.14) ng/mL，两

组间差异有统计学意义(t=2.20，P<0.05)。患者的年

龄、病因、有无肝硬化背景、Child-Pugh分级、病理

分级、巴塞罗那分期在MVI(+)组与MVI(−)组间的差

异无明显统计学意义(表1)。

图1 肝癌组织HE和IHC染色图片

Figure 1 HE and IHC staining of HCC tissues
(A)肝癌组织HE染色(×200)，可见癌细胞位于血管管腔内(白箭头所示)；(B, C)肝癌组织CD34染色，其中B组织具有MVI，
MVD=87个/HP(×200)，MVA=4 539.93 pixel2，C组织无MVI，MVD=44个/HP(×200)，MVA=1 520.51 pixel2。(D–F)分别为肝
癌组织Piezo1染色的弱阳性、中等阳性和强阳性(×200)，D组织无MVI，E，F组织有MVI。
(A) HE of HCC tissue (×200), cancer cells was found in vascular lumen (white arrow); (B, C) IHC of CD34 staining in HCC tissues 
(×200), HCC tissue with MVI (B) and MVD =87 per/HP, MVA=4 539.93 pixel2, HCC tissue without MVI (C) and MVD =44 per/HP,  
MVA =1 520.51 pixel2; (D–F) IHC of Piezo1 staining in HCC tissues (×200), HCC tissue (D) without MVI and Piezo1 staining was 
weakly positive (+), HCC tissues with MVI (E,F) and Piezo1 staining was medium positive (++), strong positive (+++) respectively. 

C
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2.2  HCC 组织中 CD34 表达及 MVD，MVA 计数

在有无 MVI 组之间的差异

MVI(+)组与MVI(−)组均可见CD34阳性表达

于血管内皮细胞，为棕黄色或棕褐色，呈窦状或裂

隙状分布，MVI(+)组CD34表达阳性率高于MVI(−)

组(图1)。MVI(+)组的MVD(69.02±9.13)与MVA(2 
2 8 4 . 6 1 ± 7 2 1 . 6 4 ) 均大于 M V I ( − ) 组 ( 5 6 . 1 9 ± 1 5 . 9 4 , 
1  5 7 0 . 1 1 ± 7 3 3 . 7 1 ) ， 两 组 间 差 异 有 统 计 学 意 义

(t=3.15，P=0.011；t=2.88，P=0.007；表2)。

表1 基本临床资料与MVI的关系

Table 1 Relationship between baseline characters and MVI

条目 MVI (+) (n=13) MVI (−) (n=25) P

年龄/岁 53.69±10.66 47.68±10.97 0.115

AFP/(ng·mL−1) 142.97±128.77 62.96±93.14 0.034

组织学特点

最大径/cm 5.68±3.20 5.25±3.69 0.725

明显肝硬化背景/[例(%)] 8 (62) 9 (36) 0.178

病因/[例(%)] 0.118

乙肝 8 (62) 18 (72)

丙肝 2 (15) 1 (4)

甲肝+乙肝 1 (8)  0 (0)

酒精肝 2 (15) 2 (8)

未知 0 (0) 4 (16)

Child-Pugh分级/[例(%)] 0.698

A 9 (69) 20 (80)

B 4 (31) 5  (20)

C 0 (0) 0 (0)

病理分级/[例(%)] 0.13

高分化 1 (0) 8 (32)

中分化 10 (91) 16 (64)

低分化 2 (9) 1 (4)

巴塞罗那分期(2010)/[例(%)] 0.573

0 0 (0) 1 (4)

A 6 (26) 9 (36)

B 9 (36) 15 (60)

C~D 0 (0) 0 (0)

表 2 MVI(+) 组和 MVI(–) 组中 MVA，MVD 的比较 (x±s)

Table 2 Comparison of MVA, MVD between MVI (+) group and MVI (–) group (x±s) 

参数 MVI (+) (n=13) MVI (–) (n=25) P

MVA/pixel2 2 284.61±721.64 1 570.11±733.71 0.007

MVD/ 个∙HP−1 69.02±9.13 56.19±15.94 0.011
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图2 MVA，MVD以及两者联合预 测MVI的ROC曲线

Figure 2 ROC analyses of MVA, MVD and the combination of the two factors for predicting MVI

表3 MVA，MVD以及两者联合预测肝癌MVI的诊断效能

Table 3 The diagnostic efficiency of MVA, MVD and the combination of the two factors for predicting MVI

参数 临界值 敏感性/% 特异性/% 阳性预测值/% 阴性预测值/% AUC 95%CI

MVA/pixel2 2654.23 53.8 92.0 77.8 79.3 0.769 0.604~0.890

MVD/个·HP−1 55.33 100.0 56.0 52.0 100.0 0.783 0.620~0.900

MVA + MVD 0.21 100.0 64.0 59.1 100.0 0.797 0.635~0.910

2.3  MVD，MVA 计数以及两者联合预测 MVI 的
ROC 曲线分析

为了检测MVA和MVD预测MVI的效能，我们

进行了RO C曲线分析，结果发现：MVA预测MVI
曲线下面积(AUC)为0.769，MVD预测MVI的AUC
为0.783。当MVA取截断值>2 654.23时，MVA预测

M V I的敏感性和特异性分别为5 3 . 8 %和9 2 . 0 %；当

MVD取截断值>55.33时，其预测MVI的敏感性和

特异性分别为1 0 0 %和5 6 . 0 %。随后我们做了两者

联合预测M V I的分析，结果发现联合预测时AU C
为0.797，敏感性和特异性分别为100%和64.0%。

MVA，MVD以及两者联合预测MVI的ROC曲线分

析详见图2和表3。

2.4  Piezo1 在有无 MVI 组的表达情况

Piezo1在HCC组织中均可见阳性表达，大部

分表达于胞浆，少数表达于包膜；利用非参数秩

和检验得出HCC组织中MVI(+)组的阳性表达程度

高于M V I ( − )组(图1 )，两组间差异有统计学意义

(Z=−2.14，P=0.032；表4)。

2.5  Piezo1 的表达情况及其与 MVD，MVA 计数的

相关性分析

先采用方差齐性Levene检验发现MVA，MVD
相应统计量P值分别为0.957，0.749，满足方差齐

性；然后单因素方差分析比较不同Piezo1表达水平

组间的MVA，MVD差异，发现Piezo1表达水平不

同MVA，MVD组间差异无统计学意义(P=0.147，
P = 0 . 4 6 2 ) 。 M VA ， M V D 各 组 间 对 比 ， 均 无 明 显

统计学意义( P> 0 . 0 5 )。经Sp ear man相关性分析得

出，P i e z o 1的表达与M VA ( r = 0 . 0 5 4，P = 0 . 7 4 8 )，

MVD(r=0.029，P=0.861)无明显相关性(表5)。
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3  讨论

HCC MVI主要是指肉眼下未见癌栓，却可在

显微镜下发现癌细胞巢团位于内皮细胞衬覆的血

管腔内；它常发现于癌旁肝组织内的静脉小分支

(中央静脉、门静脉分支以及包膜小静脉)，这与门

脉血流动力学紊乱而成为HCC主要的出瘤血管有

一定的相关性[12-13]，文献报道HCCMVI的发生率为

15%~57.1%不等 [14]。它是目前公认能够预测HCC
预后以及术后复发的独立预测因子，因其只能经

病理学确诊，限制了它在临床当中的作用。尽管

有大量研究尝试各种手段在术前预测MVI，其中包

括影像学检查以及临床病理因素等，希望为临床

提供有价值的信息，从而指导HCC临床治疗决策

的制定，但一直以来没有突破性进展；同时MVI分

子机制研究刚刚起步，通过靶向治疗来限制或者

治疗MVI还是设想阶段。

肿瘤新生血管与肿瘤复发、转移的密切关系

众所周知，但其与HCC MVI的确切关系及具体机

制尚不明确。周东等 [15]通过分析小HCC患者中血

清 蛋 白 含 量 、 M V D 计 数 以 及 血 管 内 皮 生 长 因 子

(vascular endothelial growth factor，VEGF)的表达情

况与MVI的关系，得出结论是MVI组相对分子质量

的蛋白质峰明显升高，与无MVI组比较差别有统计

学意义，且MVI患者MVD计数及VEGF表达高于无

MVI组。本研究结果与以往结论相同，发现MVD
以及MVA在有MVI组中均高于无MVI组。分析其原

因可能是肿瘤血管越多，肿瘤生长越活跃，恶性

程度也就越高，加上新生血管通透性增加，细胞

外间质环境的改变，为肿瘤的转移提供合适的微

环境基础，因此发生MVI的概率以及远处转移的可

能性就会加大；另外肿瘤血管的增多从概率学角

度来讲，发生MVI的可能性本身就会越大。MVD
计算时可能包括部分未见管腔结构或者与血管管

腔结构分界不清的细胞簇，因此用来评价HCC血

管新生的程度有失偏颇 [16]，MVA计数涵盖了有血

流灌注的血管管腔面积，更能全面地反映肿瘤血

管生成状态。本研究发现MVA预测MVI的AUC为

0.769，MVD预测MVI的AUC为0.783，两者相差不

大，两者联合预测MVI时AUC为0.797，敏感性和

特异性分别为100%和64.0%，较单一指标预测效能

较好。

Piezo是一种真核生物机械敏感钙通道，具有

电压依赖性及细胞膜压力门控性，最早在2010年

被Coste等[17]发现：该家族具有Piezo1和Piezo2两大

成员，前者主要表达于肺、膀胱、皮肤，在胎儿

肝也有一定的表达 [18]。有研究 [19-20]表明该因子的

表达在肿瘤的侵袭与转移中有一定的作用，可能

表4 MVI(+)组和MVI(–)组Piezo1的表达情况

Table 4 The expression of Piezo1 in MVI (+) group and MVI (–) group

Piezo1 MVI(+) MVI(–) 共计

+ 2 7 9

++ 3 13 16

+++ 8 5 13

共计 13 25 38

P=0.032，Z=–2.41。

表5 Piezo1的表达情况与MVD，MVA的相关性分析(x±s )

Table 5 Correlation between the expression of Piezo1 and MVD, MVA (x±s )

Piezo1 n MVA(pixel2) P MVD(个/HP) P

+ 9 2 153.54±834.86 0.070* 63.57±14.49 0.299*

++ 16 1 517.85±788.36 0.154& 56.55±13.47 0.252&

+++ 13 1 930.44±732.62 0.516# 63.02±17.08 0.934#

*：MVA(MVD)均值在中等阳性组与弱阳性组两组间的比较结果；&：MVA(MVD)均值在中等阳性组与强阳性组两组间

的比较结果；#：MVA(MVD)均值在弱阳性组与强阳性组两组间的比较结果。

*: “++” group vs “+” group in MVA (MVD); &: “++” group vs “+++” group in MVA (MVD); #: “+” group vs “+++” group in MVA (MVD).
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成为一种新的基因治疗的靶点。本研究通过免疫

组织化学方法检测Pi e zo 1在H CC中的表达，发现

HCC组织均可见Piezo1表达，且有MV I的HCC表

达阳性程度高于无MVI的HCC，提示Piezo1的表达

调控可能与M V I有关，但其具体机制需要进一步

研究。另外本研究分析Piezo1与血管生成的关系发

现：Piezo1的表达情况与MVA，MVD无明显的相

关性，  但其是否真正参与血管生成的调控需要基

础实验去证实。

此外，本研究分析患者临床资料与M V I的关

系，结果显示 A F P 浓度在有 M V I 组中高于无 M V I
组，与以往研究[21-22]相同。但也有研究[23]表明AFP
并不适合用来预测MVI，因为其个体差异较大且容

易受病毒性肝炎以及肝硬化等基础病变的影响。

其他临床信息在有无M V I两组间差异无统计学意

义，特别是直径。大量研究[24-25]表明直径可以作为

独立预测因子来预测M V I，但也有研究 [ 2 6 ]表明病

灶多灶性才是唯一能够独立预测MVI的一个指标，

这可能是病例选择差异造成的。

本研 究 发 现 M VA ， M V D 在 有 微 血 管 侵 犯 组

中 明 显 高 于 无 微 血 管 侵 犯 组 ， 提 示 H C C 微 血 管

侵 犯 与 新 生 血 管 明 显 相 关 ， 通 过 抑 制 血 管 生 成

药 物 的 靶 向 治 疗 可 能 减 少 或 限 制 微 血 管 侵 犯 ；

此外，P i e z o 1高表达与微血管侵犯具有一定相关

性，或许能够成为抑制新的潜在的靶向治疗微血

管侵犯的靶点，这需要大样本以及前瞻性的基础

研究去证实。
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