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口腔鳞癌淋巴微转移中血管内皮生长因子 C
与诱导型一氧化氮合酶的相关性表达

谢志坚 ,杨晓峰 ,吴求亮 ,谷志远 ,张银凯
(浙江大学医学院附属口腔医院 　口腔颌面外科 , 浙江 　杭州 310006)

[摘要 ] 　目的 　探讨血管内皮生长因子 C(VEGF-C) 与诱导型一氧化氮合酶 (iNOS) 在口腔癌微转移中的作用及表

达的相关性。方法 　对 47 例口腔鳞癌组织标本、15 例正常口腔黏膜采用 RT- PCR 方法检测其 VEGF-C、iNOS mRNA

的表达 ;对 10 个正常淋巴结、47 例口腔鳞癌患者的 355 个淋巴结采用免疫组织化学方法检测其细胞角蛋白 (CK) 的

表达。结果 　47 例口腔鳞癌标本 VEGF-C、iNOS mRNA的表达率分别为 5714 %、6811 % ,高于正常对照组的 2010 %、

3313 %( P < 0105) ;27 例 VEGF-C mRNA阳性标本中 , iNOS mRNA 阳性占 8819 %(24Π27) ,二者存在明显相关性 ( P <

0101) ;47 例标本中 CK阳性率为 4819 %(23Π47) ,VEGF-C、iNOS表达与 CK呈正相关关系。VEGF-C、iNOS阳性组中淋

巴微转移率分别为 6310 %、6516 % ,高于阴性组的 3010 %、1313 % ( P < 0105) 。结论 　在口腔癌微转移的机理中

VEGF-C与 iNOS的表达具有相关性。
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[ Abstract ] 　Objective 　To investigate the relationship of vascular endothelial growth factor c(VEGF-C) and induced nitride ox2
ide synthesizase(iNOS) expression in lymph node micrometastasis of oral squamous cell carcinoma.Methods 　Samples were ob2
tained from 47 cases of oral squamous cell carcinoma and 15 cases with normal oral mucosa , VEGF-C and iNOS mRNA expression

were detected by RT- PCR method. Lymph node micrometastasis of 10 normal lymph nodes and 355 lymph nodes from 47 cases of

oral squamous cell carcinoma was detected with immunohistochemical reaction in cytokeratin antibody.Results 　The percentages

in tumors with higher expression were 5714 % for VEGF-C , 6811 % for iNOS( P < 0105) . They were significantly higher than that

of normal groups. Significant positive relationship was found between VEGF-C and iNOS( P < 0101) . The positive rate of cytoker2
atin(CK) was 4819 %. Significant positive relationship was found between VEGF-C and CK, iNOS and CK( P < 0101) . The ex2
pression rates of CK in positive group of VEGF-C and iNOS were 6310 % ,6516 % respectively ,and were significant higher than

negative groups. Conclusion 　Expression of VEGF-C and iNOS in lymph node micrometastasis of oral squamous cell carcinoma is

significant related.
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　　口腔鳞癌淋巴转移的机理非常复杂 ,具体机制不

甚明了。有研究发现血管内皮生长因子 C (vascular

endothelial growth factor C ,VEGF-C)参与了口腔鳞癌癌

周淋巴管的生成 1
,一氧化氮合酶 ( nitride oxide syn2

thesizase ,NOS)是近年来发现的重要的生物信息分子 ,

参与肿瘤血管生成 ,但是否参与肿瘤淋巴管生成及其

与淋巴管生成的始动因素 VEGF-C 的相关性还不清

楚。本研究采用 RT- PCR 方法检测口腔鳞癌中VEGF-

C及诱导型一氧化氮合酶 iNOS mRNA (induced nitride

oxide synthesizase , iNOS) 的表达 ,并采用细胞角蛋白

(cytokeratin ,CK) 单抗对淋巴结进行免疫组织化学染

色作为诊断鳞癌淋巴结微转移的指标 ,以阐明 VEGF-

C、iNOS与癌淋巴微转移间的关系。

1 　材料和方法

1. 1 　组织标本

选择 1999～2002 年浙江大学医学院附属第一医

院口腔颌面外科住院患者中已确诊的 47 例口腔鳞癌
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患者的组织切片 ,其中男 27 例 ,女 20 例 ,年龄 41～65

岁 ,平均 5112 岁。经病理诊断证实舌癌 22 例、口底

癌 6 例、腭癌 5 例、牙龈癌 6 例、颊癌 6 例、磨牙后区

癌 2 例 ;均为首诊患者 ,TNM 临床分期 Ⅰ期 10 例、Ⅱ

期 10 例、Ⅲ期 16 例、Ⅳ期 11 例 ;其中高分化鳞癌 17

例 ,中分化鳞癌 11 例 ,低分化鳞癌 19 例。另取 15 例

正常口腔黏膜组织作为对照组。

1. 2 　方法

1.2. 1 　RT- PCR 试剂 　逆转录酶 TRIzolMMLV、RNA

酶抑制剂 Rnasin ( Promega 公司 ,美国) ; Taq DNA 聚合

酶、VEGF-C及 iNOS 引物 (上海生物工程有限公司) 。

引物序列及产物大小分别为 :VEGF-C片段 PCR P1 5′-

CATGTACGAACCGCCAG-3′, PCR P2 5′- TTGGCTGTTT2
GGTCATTGGC-3′,扩增长度 320 bp ;iNOS 片段 PCR P1

5′- TGGCCAACATGCTGCTTGAG-3′, PCR P2 5′- GCCGA-

GTGGTGGTCCATGAT-3′,扩增长度 262 bp。

1. 2. 2 　总 RNA 提取、逆转录及 PCR 反应 　取 100 mg

组织标本用 TRIzol 试剂进行组织总 RNA 提取 ,然后

进行逆转录 ,取逆转录产物 15μl 进行 PCR 反应 ,阳

性对照采用人纤维肉瘤细胞株 HT1080 ,阴性对照用

PBS代替 cDNA 模板。VEGF-C 片段 PCR 反应条件及

时间为 94 ℃变性 60 s ,55 ℃退火 50 s ,72 ℃延伸60 s ,

共 40 个循环 ;iNOS PCR 反应条件及时间为 94 ℃变性

60 s ,52 ℃退火 60 s ,72 ℃延伸 60 s ,共 35 个循环。

PCR 产物直接在 115 %琼脂糖凝胶中 (含溴化乙锭)

于5 VΠcm电压下电泳 30 min ,紫外灯下观察目的条

带 ,阳性结果为观察到相应大小的扩增条带。

1. 2. 3 　免疫组织化学染色 　采用 Ultrasensitive SP 法

进行免疫组织化学染色 , 单抗采用高分子量 CK抗体

AE3。淋巴结细胞浆染成棕黄色为 CK阳性 ,表示有

淋巴微转移。

1. 2. 4 　统计学分析 　应用 SPSS 8. 0 统计软件包进行

统计学处理 ,采用χ2 检验。

2 　结果

2. 1 　鳞癌组织、正常口腔黏膜组织 VEGF-C mRNA 和

iNOS mRNA 的表达

47 例鳞癌标本中 VEGF-C mRNA 阳性率为

5714 %(27Π47) ,iNOS mRNA 阳性率为 6811 %(32Π47) 。

15 例正常口腔黏膜组织中 VEGF-C mRNA 阳性率为

2010 %(3Π15) , iNOS mRNA 阳性率为 3313 % (5Π15) 。

经统计学处理 ,肿瘤组织的VEGF-C、iNOS mRNA 表达

率均高于正常组织 ( P < 0105) 。各组 PCR 扩增产物

的电泳结果如图 1、2 所示。

47 例口腔鳞癌 VEGF-C与 iNOS mRNA 表达的相

关性分析见表 1。27 例 VEGF-C mRNA 阳性病例中 ,

iNOS mRNA 阳性占 8819 % (24Π27) ,二者的表达存在

明显相关性 (χ2
= 10149 , P < 0101) 。

1 : Mark 100 bp ladder ; 　2 : 阳性对照 HT1080 ; 　3 : 阴性对照组 ;

4 : 正常口腔黏膜组织 ; 　5～9 : 鳞癌标本

图 1 　各组 VEGF-C mRNA PCR 扩增产物电泳结果

Fig 1 　The PCR result of VEGF-C mRNA in all groups

1 : Mark 100 bp ladder ; 　2 : 阳性对照 HT1080 ; 　3 : 阴性对照 ;

4 : 正常口腔黏膜组织 ; 　5～9 : 鳞癌标本

图 2 　各组 iNOS mRNA PCR 扩增产物电泳结果

Fig 2 　The PCR result of iNOS mRNA in all groups

表 1 　47 例口腔鳞癌 VEGF- C 与 iNOS mRNA 表达的相

关性

Tab 1 　The expression relationship of VEGF- C and iNOS

in 47 cases of oral sqamous cell carcinoma

VEGF-C mRNA 表达
iNOS mRNA 表达

阳性　　　　　阴性
合计

阳性 24 3 27

阴性 8 12 20

合计 32 15 47

2. 2 　VEGF-C、iNOS mRNA 表达与颈淋巴微转移间的

相关关系

正常淋巴结未见 CK表达 ;47 例鳞癌标本中 ,CK

阳性率为 4819 % (23Π47) (图 3、4) 。VEGF-C、iNOS 基

因的表达与颈淋巴微转移间均存在相关关系 ,如表 2

所示。VEGF-C mRNA 阳性组的颈淋巴结微转移率为

6310 %(17Π27) ,高于阴性组的 3010 % ( 6Π20) (χ2
=

4199 , P < 0105) ;iNOS mRNA 阳性组颈淋巴微转移率

为 6516 % (21Π32) ,高于阴性组的 1313 % (2Π15) (χ2
=

9118 , P < 0101) 。
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图 3 　免疫组化结果显示正常淋巴结未见 CK表达　SP 　×200

Fig 3 　The immunohistochemitry stain of the normal lymph node showed

negative CK stain 　SP 　×200

图 4 　免疫组化结果显示淋巴结内微转移灶 (CK阳性) 　SP 　×

200

Fig 4 　The immunohistochemitry stain of the lymph node showed positive

CK stain 　SP 　×200

表 2 　47 例口腔鳞癌标本 VEGF- C、iNOS 与 CK表达的

相关性

Tab 2 　The expression relationship of VEGF- C、iNOS and

CK in 47 cases of oral sqamous cell carcinoma

VEGF-C 及
iNOS mRNA 表达

CK表达

阳性　　　　　阴性
合计

VEGF-C 阳性 17 10 27

VEGF-C 阴性 6 14 20

iNOS 阳性 21 11 32

iNOS阴性 2 13 15

3 　讨论

口腔鳞癌的主要转移途径为淋巴道转移 ,有研究

者观察到肿瘤组织周围有淋巴管增生现象 ,但具体机

制不甚明了。淋巴管内皮细胞特异性生长因子

VEGF-C及其受体的发现为揭开癌周淋巴管增生的机

理带来了希望。目前人们对淋巴管生成的分子机理

研究还处于起步阶段 ,对淋巴管内皮细胞增生的分子

信息通道的研究更是空白 ,本研究旨在阐明口腔鳞癌

淋巴微转移机制中信息分子一氧化氮 (nitride oxide ,

NO)与淋巴管增生始动因素 VEGF-C是否存在表达相

关性。

VEGF-C是新近发现的 VEGF 系统中的一员 ,含

有 VEGF 系统所具有的 8 个保守的半胱氨酸残基与 1

个 N 端前肽、C 端前肽 , 在 VEGF 同源结构域中

VEGF-C有 3 个 N 端糖基化位点。Jeltsch 等2 研究发

现转 VEGF-C基因小鼠皮下有大量扩张增生的淋巴

管 ,管壁内皮细胞DNA 合成增加并有大量VEGF-C受

体的表达 ,但未见有皮下血管成分的增加。本研究发

现在口腔鳞癌组织中 VEGF-C、iNOS mRNA 表达明显

增高 ,且有明显相关性 ,并与癌淋巴微转移相关 ,说明

VEGF-C是肿瘤细胞促使淋巴管增生的始动因素。淋

巴管内皮细胞接受了肿瘤细胞的 VEGF-C 信号刺激

后 ,引起受体的自体磷酸化 ,启动淋巴管内皮细胞的

增生过程。淋巴管内皮细胞内起信息传递作用的可

能为信息分子 NO ,它是淋巴管内皮细胞增生最直接

的信号 ,能使淋巴管内皮细胞增生 ,产生更多的癌周

淋巴管 ,为癌细胞的淋巴转移提供了重要的病理学基

础 ,亦为口腔肿瘤的淋巴靶向治疗提供了新思路。O-

charoenrat 等 3 报道在 14 个头颈鳞癌细胞株、54 例治

疗标本中发现有 VEGF-C表达的升高 ,并与肿瘤的淋

巴管浸润有相关性 ,这与本研究的结果相近。

近年来 ,NO 作为信息分子在肿瘤研究中愈来愈

受到重视 ,由于组织中检测 NO 的浓度较困难 ,一般

用 NOS的表达水平间接反映 NO 的水平。目前主要

的结论认为 NO 是肿瘤血管生成的重要信息分子 ,参

与了 VEGF 诱导血管内皮增生的过程 4
,但在口腔癌

周淋巴管增生中的作用尚未见报道。本研究证实了

NO 参与了口腔鳞癌淋巴转移的过程 ,是淋巴管内皮

细胞增生的重要信息分子 ,且其产生与淋巴管增生的

始动因子 VEGF-C存在明显相关关系 ,进一步阐明了

癌周淋巴管增生的信息通道。

口腔鳞癌的主要转移途径为淋巴道转移 ,可严重

影响患者的预后 ,也决定着术后是否采取针对颈淋巴

转移的辅助治疗措施如放射治疗等。临床上对是否

存在颈淋巴转移 ,一般采取常规病理切片予以诊断 ,

但存在常规病理切片阴性或只有反应性增生 ,原发灶

未出现复发的情况下 ,颈部又出现转移复发。因为在

常规病理切片下淋巴结中小簇、单个癌细胞的诊断较

为困难 ,难免有漏诊的情况发生 ,微转移概念的提出

给癌淋巴转移提供了新思路 ,目前的研究主要集中在

消化道癌、乳腺癌、恶性胸膜间皮瘤中 5 ,6
,而有关口

腔癌的淋巴微转移研究报道甚少 ,本研究采用在鳞癌

中存在的高分子量 CK作标记物 ,对口腔癌患者淋巴

结作免疫组织化学研究。正常情况下淋巴结不会出
(下转第 459 页)
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验。实验观察到在 nHA 与其相应的 cHA 材料表面 ,

成骨细胞能正常粘附、伸展、增殖 ,各种材料表面细胞

附着形态未见明显的差异。另外 ,通过材料表面附着

的细胞计数结果表明 ,成骨细胞更易于在 nHA 表面

吸附。由于纳米材料晶粒的细化及固有的表面效应

使其表面原子存在许多悬空键 ,并且有不饱和性质 ,

使纳米生物陶瓷材料的表面亲水性更强 ,具有很高的

化学活性 ,可以增加材料的生物活性和成骨诱导能

力 10 。成骨细胞的粘附是细胞增殖、合成细胞外基

质、矿物沉积等的必要条件 ,因此纳米结构 HA 提高

了成骨细胞的功能反应。
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现 CK的表达 ,一旦出现即可肯定其中有鳞癌细胞 ,

尽管只是单个或小簇的细胞 ,也不会影响到免疫组织

化学染色的敏感性。

Stoeckli 等 7 对口腔及口咽部鳞癌的微转移进行

了研究 ,发现有 32 %的患者出现以单个或成簇的肿

瘤细胞为表现形式的颈淋巴微转移 ,尽管这些微转移

对临床预后的判断尚未完全定论 ,仍有必要制定一个

微转移的良好标准。李伟忠等 8 对 30 例舌癌 152 个

阴性淋巴结进行免疫组化研究 ,发现有 1313 %的患

者与 416 %的淋巴结存在淋巴微转移。Qubain 等9 以

角蛋白为标记发现食道癌亦存在 1816 %的颈淋巴微

转移并认为可作为常规的组织病理学检查 ,这些观点

与本文相近。
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