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微血管密度的关系
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[摘要 ] 　目的 　检测口腔鳞癌中环氧合酶-2 (COX-2)和微血管密度 (MVD)的表达 ,以探讨 COX-2 的表达与口腔鳞癌

血管生成的关系及其临床意义。方法 　应用 PV-9000 两步免疫组织化学染色法检测 76 例口腔鳞癌组织、12 例正常

口腔黏膜组织中的 COX-2 的表达 ,并通过 CD34 单抗标记检测肿瘤 MVD。结果 　COX-2 在口腔鳞癌中的阳性表达

率为 8116 % ,明显高于对照组 ( P < 01001) 。COX-2 表达阳性组的 MVD 值为 37151 ±13148 ,显著高于阴性组的 MVD

值 19171 ±12187 ( t = 41547 , P < 0101) ,亦明显高于正常组织的 MVD 值 12192 ±5137 ( t = 51308 , P < 0101) 。COX-2

的表达与口腔鳞癌颈淋巴结转移、瘤体大小、TNM分期及分化程度相关 ( P < 0105) 。结论 　口腔鳞癌组织 COX-2 高

表达与 MVD 及口腔鳞癌颈淋巴结转移、瘤体大小、TNM分期及分化程度有密切关系 ,COX-2 可能是口腔鳞癌的重要

促血管生成因子之一。
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[ Abstract ] 　Objective 　To detective the relationship between cyclooxygenase-2 (COX-2) and angiogenesis in oral squamous cell

carcinoma (OSCC) and its clinical significance through observing the expression of COX-2 and determining microvessel density

(MVD) in OSCC. Methods 　PV-9000 immunohistochemistry was used to determine the expression of COX-2 and CD34 , which

was used to determine MVD , in 76 OSCC tissues and 12 normal oral mucosa tissues. Results 　Overexpression of COX-2 was de2
tected in OSCC , and was more intense compared with normal epithelium ( P < 01001) . The high expression of COX-2 in OSCC

was related to neck lymphnode metastasis , tumor size , TNM stage and histological grade ( P < 0105) . The MVD value in COX-2-

positive group was much higher than that in COX-2- negative group ( P < 0101) and that in normal oral mucosa tissues

( P < 0101) . Conclusion 　The high expression of COX-2 in OSCC was significantly associated with MVD , neck lymphnode me2
tastasis , tumor size , TNM stage and histological grade. COX-2 might be one of the important factors in the angiogenesis of OSCC.
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　　血管生成是肿瘤主要的恶性表型特征 ,新生血管

不仅为肿瘤细胞的增殖提供养分 ,而且是肿瘤细胞进

一步侵袭的重要途径。环氧合酶-2 (cyclooxygenase-2 ,

COX-2) 因其在肿瘤发生发展以及预后、预防中的重

要作用成为目前肿瘤分子生物学领域的研究热点 ,研

究表明 COX-2 可通过上调促血管生成因子的表达来

影响肿瘤的血管生成 ,进而促使肿瘤细胞的局部浸润

和远处转移。然而 ,在口腔鳞癌的研究中 ,COX-2 的

表达和肿瘤血管生成之间的关系还少见报道 ,本研究

通过免疫组化 PV-9000 两步染色法对口腔鳞癌组织

中的 COX-2 的表达和微血管密度 (microvessel density ,

MVD)进行检测 ,从而探讨 COX-2 对口腔鳞癌血管生

成等多种临床病理因素的作用及其临床意义。

1 　材料和方法

1. 1 　临床资料

收集 2001～2004 年在郑州大学第四附属医院口

腔颌面外科手术切除的经病理检查确诊的口腔鳞状

细胞癌石蜡包埋标本 76 例。其中男性 43 例 ,女性 33

例 ,年龄 36～83 岁 ,平均年龄 58 岁。按原发灶的部
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位划分 ,舌癌 30 例、牙龈癌 18 例、腭部癌 13 例、颊癌

8 例、口底癌 7 例。病理分级为高分化鳞癌 30 例、中

分化鳞癌 26 例、低分化鳞癌 20 例。有颈淋巴结转移

46 例 ,无淋巴转移 30 例。按 TNM 分期 , Ⅰ期 13 例、

Ⅱ期 26 例、Ⅲ期 21 例、Ⅳ期 16 例。对照组 12 例正常

口腔黏膜来自非肿瘤手术标本。

1. 2 　主要试剂

即用型 COX-2 鼠单抗和浓缩型 CD34 鼠单抗、

PV-9000试剂盒、DAB 显色试剂盒均购自北京中山生

物技术有限公司。

1. 3 　方法

采用免疫组织化学 PV-9000 两步染色法。以抗

CD34 抗体标记血管内皮细胞作为 MVD 计数的依据。

所有标本经石蜡包埋切片 ,厚度约 2～3μm。CD34 抗

体 1∶150 倍稀释。按试剂盒说明书进行 COX-2 和

CD34 的免疫组化染色。阳性对照采用试剂盒提供的

阳性对照片 ,用 PBS液代替一抗作为阴性对照。

1. 4 　结果判断

1. 4. 1 　COX-2 阳性表达判断 　参照 Shimizu 的半定

量评分方法 1 ,根据阳性细胞着色的程度和面积判断

结果。着色程度按无色、淡黄色、棕黄色和棕褐色分

别计 0、1、2、3 分 ,着色阳性面积按无着色、着色 <

1Π3、1Π3～2Π3、> 2Π3 分别计 0、1、2、3 分 ,然后根据两

项之和判断 : < 3 分为阴性 ( - ) , ≥3 分为阳性 ( + ) 。

1. 4. 2 　MVD 计数 　参照 Weidner 方法2 先在低倍视

野 (100 倍)下全面观察切片 ,以确定肿瘤内新生血管

密度最高处即新生血管形成活跃区 ,再在高倍视野

(400 倍) 下 ,每张切片随机观察记数 5 个高倍视野

(400 倍) 的肿瘤微血管数 ,凡管径大于 8 个红细胞大

小的血管均不计数。每个视野由两位研究者同时记

数 (双盲法) ,最后求其平均值即肿瘤内 MVD。

1. 5 　统计学处理

各组数据以 �x ±s 表示 ,用 SPSS 10. 0 统计软件

进行处理。

2 　结果

2. 1 　口腔鳞癌组织中 COX-2 的表达

COX-2 表达主要定位于癌细胞以及部分间质细

胞 (如新生血管内皮细胞)的胞浆或核膜 ,呈散在的棕

黄色颗粒。在 76 例癌组织中有 62 例呈阳性染色 ,阳

性率为 8116 % ,在癌巢边缘的肿瘤细胞染色多为强

阳性 (图 1) ;在 12 例正常口腔黏膜细胞中为不表达

或弱表达 ,仅有 1 例在基底细胞层可见少量着色 ,阳

性率为 813 %。与正常口腔黏膜染色强度相比 ,

COX-2在口腔鳞癌组织表现为高表达 (χ2 = 311344 ,

P < 01001) 。

图 1 　COX-2 在高分化口腔鳞癌中的表达　PV-9000 两步法

×400

Fig 1 　Positive COX-2 expression in highly differentiation oral squamous

cell carcinoma 　PV-9000 two- step 　×400

2. 2 　口腔鳞癌组织中 MVD 的表达

CD34 免疫染色主要呈点状分布 ,被染成褐色 ,定

位于血管内皮细胞的细胞质中。正常口腔黏膜组织

中仅见黏膜下少量微血管散在分布。癌组织中微血

管密度明显增大 ,且血管形态不规则 ,分布不匀 ,癌灶

边缘最密集 ,呈簇状 ,部分呈发芽状 (图 2) 。

图 2 　CD34 在高分化口腔鳞癌中的表达　PV-9000 两步法

×200

Fig 2 　Positive CD34 expression in highly differentiation oral squamous

cell carcinoma 　PV-9000 two- step 　×200

2. 3 　口腔鳞癌组织中 COX-2 表达与 MVD 及临床病

理因素之间的关系

2. 3. 1 　COX-2 表达与 MVD 计数 　肿瘤微血管主要

分布在癌组织及癌旁组织 , COX-2 表达阳性组 (62

例)的 MVD 值为 37151 ±13148 , COX-2 表达阴性组

(14 例)的 MVD 值为 19171 ±12187 ,对照组 MVD 值为

12192 ±5137。COX-2 阳性组 MVD 值明显高于阴性组

( t = 41547 , P < 0101) ;也明显高于对照组 ( t = 51308 ,

P < 0101) 。

21312 　COX-2 表达与口腔鳞癌临床病理参数 　口腔

鳞癌中 COX-2 表达与临床病理因素的关系见表 1 ,由

表 1 可见 ,口腔鳞癌中 COX-2 的表达率在按有无颈淋

巴结转移、瘤体大小、TNM 分期、分化程度高低等分
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组间差异皆有统计学意义 ( P < 0105) 。
表 1 　口腔鳞癌中 COX-2 表达与临床病理因素的关系

Tab 1 　The expression of COX-2 in oral squmaous cell car2
cinoma and its correlations with the clinicopatholo2
gic features

参数 例数
COX-2

阴性　　　阳性
阳性率

( %) χ2 值 P 值

淋巴转移 5. 941 < 0. 05

无 46 13 33 71. 7

有 30 1 29 96. 7

肿瘤直径 5. 035 < 0. 05

≤4 cm 48 13 35 72. 9

> 4 cm 28 1 27 96. 4

TNM分期 6. 528 < 0. 05

Ⅰ、Ⅱ 39 12 27 69. 2

Ⅲ、Ⅳ 37 2 35 94. 6

分化程度 16. 908 < 0. 01

高 30 10 20 66. 7

中 26 3 23 88. 5

低 20 1 19 95. 0

3 　讨论

多项研究证实在消化系统、泌尿系统以及头颈部

等多种肿瘤组织和细胞系中均发现有 COX-2 的高表

达 , 其可能通过调整致癌物的代谢、细胞调亡、免疫

监视、血管发生等多条途径参与肿瘤的发生发展 3 。

作为近年来肿瘤分子生物学的研究热点 ,COX-2

在口腔鳞癌方面的研究报道相对较少 ,并且其结果尚

不完全一致。Sudb«等4 通过免疫组化染色技术发现

在 88 %的口腔鳞癌组织中呈现 COX-2 的高表达 ,与

正常组织 (3 %) 相比差异有统计学意义 ( P < 0. 01) 。

此外 ,Lim 等5 研究发现 ,96 %的头颈部鳞癌中 COX-2

呈阳性表达 ,且与肿瘤的组织分型、临床分期、淋巴转

移等临床病理特点密切相关。在本研究中 ,COX-2 在

口腔鳞癌中相对于正常黏膜呈高表达 ( 81. 6 % ,

P < 01001) ,并与肿瘤的颈淋巴转移、瘤体大小、TNM

分期以及分化程度相关 ( P < 0105) ,这与文献报道基

本一致 ,提示 COX-2 可能是口腔鳞癌高转移、高侵袭

能力的分子基础之一 ,在口腔鳞癌的发生发展中起重

要作用。由此可以认为 ,高表达 COX-2 的口腔鳞癌

比不表达或者低表达的病变组织更容易发生颈淋巴

转移 ,也提示可以把 COX-2 作为评价肿瘤恶性程度、

判断预后的一项指标之一。

新生血管不仅为肿瘤细胞的增殖提供养分 ,而且

是肿瘤细胞进一步侵袭的重要途径。因而微血管密

度是反映恶性肿瘤侵袭和转移等生物学行为的一个

重要指标 6 。近年研究发现 ,COX-2 是肿瘤血管生成

的关键因素之一。Gallo 等 7 报道 COX-2 的高表达与

口腔鳞癌组织的 MVD 升高密切相关。另一方面 ,

Masferrer 等8 发现 ,选择性 COX-2 抑制剂 celecoxib 可

显著抑制实验小鼠转移瘤的血管生成 ,而敲除 COX-2

基因的实验动物其肿瘤组织 MVD 下降 ,肿瘤生长明

显减慢。本研究结果显示 ,COX-2 不但在肿瘤细胞中

高表达 ,并且同时在肿瘤新生的血管内皮细胞中表

达 ,提示 COX-2 与肿瘤血管生成关系密切。此外 ,本

研究还发现 COX-2 阳性组MVD 值明显高于阴性组和

对照组 ,提示口腔鳞癌中 ,COX-2 的表达的确能促进

肿瘤血管生成 ,进而加快肿瘤的生长和转移 ,增强恶

性细胞的侵袭力。研究表明 ,COX-2 可能通过诱导血

管内皮生长因子 7 等多种促血管生成因子的表达而

促进肿瘤血管生成。相反 ,血管内皮生长因子也可上

调 COX-2 的表达 9 ,从而形成一个正反馈网络 ,两者

协同刺激肿瘤血管生成 ,进而促使病变局部浸润和远

处转移。
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