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【摘要】　目的　探讨 nm23- H1基因在口腔鳞癌区域淋巴结转移不同阶段的调控作用及影响。方法 　利用免

疫组化和Western Blot技术 ,结合淋巴结转移和原发灶浸润分型的资料 ,分组对照研究 nm23- H1基因在 200例口腔

鳞癌颈淋巴结转移不同阶段的表达情况。结果　淋巴结转移组 nm23- H1基因阴性表达率明显高于无淋巴结转移

组 ( P < 0101)。N1期、转移仅累及 1个淋巴结、Ⅳc型浸润 ,以及低分化肿瘤的患者 ,均有比其它患者明显增高的

nm23- H1基因的阴性表达率 ( P < 0101) ;转移至颌下或颌下—颈深上淋巴结平面者的阴性表达率 ,也高于转移到其

它平面者 ( P < 0105)。结论　nm23- H1基因主要是通过干扰肿瘤实体内高转移细胞亚群的形成和初始转移的发生

来调控口腔鳞癌患者的颈淋巴结转移。
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【Abstract】　Objective　To study the regulation and effect of the expression of nm23- H1 gene in different processes of re2
gional lymph node metastases of oral squamous cell carcinomas(OSCC) . Methods　By immunohistochemical analysis in 200 paraf2
fin-embedded tissues of OSCC and Western Blot in 9 fresh tissues of OSCC using a monoclonal antibody , the expression of

nm23- H1ΠNDPK-A were detected in dividing groups accompanied with the clinical and pathological data of cervical lymph node

metastases and modes of invasion. Results　The rates of negative expression of nm23- H1ΠNDPK-A had significant differences be2
tween metastatic cases(34Π81) and non-metastatic cases(15Π119) . The nm23- H1ΠNDPK-A negative group showed higher frequen2
cy of lymph node metasteses ( P < 0. 01) . In the different metastatic processes , There were significantly differential expressions of

nm23- H1ΠNDPK-A among stage N0 ,N1 and N2( P < 0. 01) , distinct involved quantities of lymph nodes ( P < 0. 01) , dissimilar

metastatic involved levels( P < 0. 05) , definite modes of invasion( P < 0. 01) and different cell differentiations( P < 0. 01) . There

were much higher negative expressions in those cases of N1 stage(23Π38) , only one lymph node to be involved(23Π39) , metastas2
ized to submandibular nodes orΠand superior deep cervical nodes(17Π28 and 12Π29 , respectively) , Ⅳc types of invasion(33Π54)

and poor differentiations (9Π19) . Conclusion 　The results indicated that nm23- H1ΠNDPK-A played an more important role in

switching the initial metastases formation than in influencing the later metastases spread because the negative expressions of

nm23- H1ΠNDPK-A in solid tumors of OSCC would induce the formation of high metastatic cellular subpopulations. It was also con2
firmed that nm23- H1 gene might be a metastatic suppressor and may be useful in predicting the initial lymph node metastases in

OSCC.
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　　淋巴结转移是影响口腔鳞癌患者预后的一个主

要因素。nm23- H1基因是 nm23基因家族中与多种类

型肿瘤转移关系最为密切的转移抑制基因 ,编码相对

分子质量为 17 000 的蛋白质———NDPK-A。既往研

究 1 提示 ,nm23- H1 基因极少出现编码区的突变 ,调

控肿瘤细胞的转移主要依赖于其蛋白和 mRNA的表

达水平。在对恶性黑色素瘤、口腔癌 2 ,3 等的研究中

发现 NDPK-A和 mRNA表达水平的降低 ,与肿瘤淋巴

结转移、较差的临床预后和短生存率等密切相关。
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nm23-H1基因已成为继 p53 基因后的研究热点。本

研究旨在利用免疫组织化学和 Western Blot 技术 ,通

过了解 nm23- H1基因蛋白 (NDPK-A)在口腔鳞癌颈淋

巴结转移不同阶段的表达情况 ,探讨其在口腔鳞癌区

域淋巴结转移不同阶段中的调控作用及影响。

1　材料和方法

1. 1　材料

1. 1. 1　组织来源 　病理标本来源于四川大学华西口腔医院

和昆明医学院第一附属医院 1994年 1月～2000年 4月住院的

200例口腔鳞癌患者。纳入要求 :初次接受治疗并行联合根治

手术、临床资料完整、病理诊断和淋巴结转移情况明确 ,未发

现远处器官转移的口腔鳞癌患者。

200例患者中 ,有 10例同时采集到新鲜原发灶肿瘤标本 ,

离体 30 min内迅速投入液氮中冻存 ,随后保存于-60℃冰箱中

待用。

1. 1. 2　主要试剂　①nm23- H1鼠抗人单克隆抗体 (Santa Cruz

Bio , Inc) ,②超敏 SP(鼠和兔)试剂盒 (福建迈新公司) , ③HRP

标记羊多抗 IgG(北京中山公司) , ④Hybond- P : PDVF杂交膜

(Amersham Phamaciabiotech ,Inc)。

1. 2　方法

1. 2. 1　实验分组　所有病例按照 UICC制定的相关标准进行

TNM临床分期和病理分级。200例免疫组化研究病例 ,根据有

无颈淋巴结转移 ,分为淋巴结转移组 (81例)与无淋巴结转移

组 (119例) ,根据 N分期分为 N0组 (119例)、N1组 (38例)和

N2组 (43例)分组进行对照实验。同时 ,淋巴结转移组又根据

淋巴结转移数量和平面行分组对照研究。

10例作Western Blot分析患者中 ,5例病理诊断有颈淋巴

结转移 ,5例无转移。

1. 2. 2　免疫组化实验　所有患者的原发灶标本作 5μm厚连

续切片 ,0101 molΠL柠檬酸缓冲液中高压修复抗原后 ,按试剂

盒规定步骤检测。nm23- H1 抗体浓度为 1∶70。阴性对照用

PBS代替一抗。结果判断 :染色胞浆出现棕黄色颗粒 ,且着色

细胞数量多于 25 %时为阳性。

1. 2. 3　Western Blot实验 　①按切取肿瘤组织的重量每克加

入 3 ml标准 RIPA Buffe ,提取原发灶肿瘤组织的蛋白质 ,-20℃

冻存。②样品经室温解冻后按常规方法进行 SDS- PAGE凝胶

电泳。③在 30 V、300 mA条件下电转 20 h。④根据Marker位

置 ,剪下相对分子质量为 36 000以下条带并标记Marker位置。

⑤将含有目标基因蛋白条带的杂交膜置于平皿中 ,加入 1∶70

的 nm23- H1抗体孵育液 5 ml ,封口 ,37 ℃摇动温育 1 h。TBST

Buffer漂洗后 ,加入 1∶40的 HRP标记羊多抗 IgG,37 ℃摇床温

育 1 h。新鲜配制的 DABΠNiCl2-30 %H2O2 显色液室温显色 ,

PBS漂洗终止显色反应。结果判断 :以在相应分子量区域 ,出

现棕黄色着色条带为阳性。

1. 2. 4　浸润方式分型　根据 Yamamoto的口腔鳞癌浸润方式

5型分类标准 4 ,取组织学切片行 HE染色。光镜下观察肿

瘤—宿主边缘的肿瘤细胞浸润方式 ,确定浸润类型。

1. 3　统计分析

本研究采用 SPSS 10. 0统计分析软件根据数据特性进行

统计分析。

2　结　　果

200例口腔鳞癌患者 nm23- H1 基因的表达与颈

淋巴结转移、临床 N分期等的关系 ,见表 1。
表 1　200例口腔鳞癌患者 nm23- H1基因表达与颈淋巴
结转移、N分期、淋巴结转移数量、转移平面、浸润
方式和病理分级的关系

Tab 1　Relationship between nm23- H1 protein and cervical
lymph node metastasis , N categories , the numbers
of metastatic nodes in each case , locations of lymph
node metastasis , mode of invasion , histological
grading in 200 oral squamous cell carcinoma ( OS2
CC) patients

　　研究项目 阴性 阳性 合计

与淋巴结转移的关系

　淋巴结转移组 34(42. 0 %) 47 (58. 0 %) 81 (40. 5 %)

　淋巴结无转移组 15(12. 6 %) 104(87. 4 %) 119(59. 5 %)

与 N分期的关系

N0 15(12. 6 %) 104(87. 4 %) 119(59. 5 %)

N1 23(60. 5 %) 15 (39. 5 %) 38 (19. 0 %)

N2 11(25. 6 %) 32 (74. 4 %) 43 (21. 5 %)

与淋巴结转移数量的关系

1 23(59. 0 %) 16 (41. 0 %) 39 (48. 2 %)

2 4 (17. 4 %) 19 (82. 6 %) 23 (28. 4 %)

3 5 (41. 7 %) 7(58. 3 %) 12 (14. 8 %)

> 3 2 (28. 6 %) 5(71. 4 %) 7 (8. 6 %)

与淋巴结转移平面的关系

　颌下平面 17(60. 7 %) 11 (29. 3 %) 28 (34. 6 %)

　颈深上平面 12(41. 4 %) 17 (58. 6 %) 29 (35. 8 %)

　颈深中平面 2 (18. 2 %) 9(81. 8 %) 11 (13. 6 %)

　颈深下平面 3 (23. 1 %) 10 (76. 9 %) 13 (16. 0 %)

与浸润方式的关系

Ⅰ 0 4 (100. 0 %) 4 (2. 0 %)

Ⅱ 1(5. 9 %) 16 (94. 1 %) 17(8. 5 %)

Ⅲ 8(9. 5 %) 76 (90. 5 %) 84 (42. 0 %)

Ⅳc 33(61. 1 %) 21 (38. 9 %) 54 (27. 0 %)

Ⅳd 7 (17. 1 %) 34 (82. 9 %) 41 (20. 5 %)

与病理分级的关系

高分化 30(19. 9 %) 121(80. 1 %) 151(75. 5 %)

中分化 10(33. 3 %) 20 (66. 7 %) 30 (15. 0 %)

低分化 9 (47. 4 %) 10 (52. 6 %) 19(9. 5 %)

从表 1可见 :①200例口腔鳞癌患者中 ,nm23- H1

基因的阳性表达率在淋巴结转移组和无淋巴结转移

组间存在显著性差异 ( P < 0101) 。②N1 期患者

nm23- H1基因的阴性表达率明显高于 N0和 N2期患
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者 ( P < 0101) ,N0 和 N2 期患者间无显著差异 ( P >

0105) 。在N2a、N2b、N2c患者 nm23- H1基因的阴性表

达率分别为 0Π1、10Π38 和 1Π4 ,各期间无显著差

异 ( P > 0105) 。③在 81 例有淋巴结转移的患者中 ,

淋巴结转移数量与 nm23- H1基因的表达间有明显关

系。转移仅累及 1个淋巴结时 ,其阴性表达率明显高

于累及 2个及 2个以上淋巴结时 ( P < 0101) ,其余各

组间无显著性差异 ( P > 0105) 。④肿瘤仅转移到颌

下淋巴结或颌下—颈深上淋巴结的患者 ,其 nm23- H1

基因的阴性表达率明显高于肿瘤有颈深中或颈深下

淋巴结转移的患者 ( P < 0105) 。而其余各转移平面

间未发现明显差异 ( P > 0105) 。⑤肿瘤浸润方式为

Ⅳc型的患者 ,其 nm23- H1基因的阴性表达率明显高

于其他各型浸润方式的患者 ( P < 0101) ,而除 Ⅳc 型

外的各型浸润方式患者间 nm23- H1基因的阴性表达

率则无显著差异 ( P > 0105) 。⑥高分化肿瘤患者的

nm23- H1基因的阴性表达率显著高于低分化肿瘤患

者 ( P < 0101) 。

Western Blot 实验中 ,1例淋巴结转移的患者因标

本量过小 ,剔除实验外 ,余 3例 N1期、1例 N2的患者

的 nm23- H1基因的表达强度均明显低于 5例无淋巴

结转移的患者。

nm23- H1基因呈阳性表达的 Ⅳc 型浸润患者中 ,

阳性细胞多集中在分化程度较好的肿瘤团块中心区 ,

周围分化程度较差的条索状细胞呈阴性表达 (图 1) 。

Ⅳd型浸润中 ,弥散的肿瘤细胞表现为 nm23- H1阳性

染色 (图 2) 。Ⅲ型浸润的无转移患者 ,肿瘤细胞呈明

显的 nm23- H1阳性染色 (图 3) 。

图 1　nm23- H1呈阳性表达的Ⅳc型浸润患者中 ,阳性细胞多集中

在分化程度较好的肿瘤团块中心区 ,周围分化程度较差的

条索状细胞呈阴性表达　ABC法　×100

Fig 1　Immunohistochemical localization of nm23- H1 in mode of invasion

in grade Ⅳc (cord-like type) with lymph node metastasis ,well

differentiated cells in the center of invasive tumor present strong

cytoplasmic staining , but the poor differentiated cell in the margin

of the cord-like tumor stained negatively　ABC　×100

图 2　Ⅳd型浸润的患者中 ,弥散的肿瘤细胞表现为 nm23- H1 阳

性染色　ABC法　×100

Fig 2　Those diffuse tumor cells stained positively for nm23- H1 protein

expression in the mode of invasion in grade Ⅳd　ABC　×100

图 3　Ⅲ型浸润的无转移患者 ,肿瘤细胞呈明显的 nm23- H1阳性

染色　ABC法　×100

Fig 3　Tumor cells present strong cytoplasmic staining in the mode of in2

vasion in grade Ⅲwithout lymph node metastasis　ABC　×100

3　讨　　论

随着研究的深入 ,不少学者发现 nm23- H1基因并

非对所有类型肿瘤的转移有调控作用 ,即使对同一类

型肿瘤 ,其转移抑制作用也有不同。有学者认为

nm23- H1基因仅与肿瘤细胞的增殖和肿瘤的发展有

关 1 ,5 ,6 。Otsuki等 3 在口腔鳞癌小批量标本的免疫

组化研究中发现 ,nm23- H1基因阳性表达的患者有更

低的淋巴结转移率。但一些学者 5 则对这种关系的

存在提出质疑。

本研究中 ,笔者证实转移患者有更高的 nm23- H1

基因阴性表达率或更低的表达强度。这提示

nm23- H1基因表达的抑制 ,可促进口腔鳞癌的区域性

淋巴结转移。同时发现 ,在转移患者中也仍有

58. 0 %表现为阳性染色。笔者经过对 N分期、淋巴结

转移数量和转移平面与 nm23- H1基因表达关系的分

析 ,发现在转移患者中 ,nm23- H1基因的阴性表达往

往特征性地集中于 N1期、1 个淋巴结受累和转移平

面局限在颌下淋巴结平面和颈深上淋巴结平面的患
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者。随着受累淋巴结数量的增加和转移平面的扩散 ,

这种阴性表达与转移间的相关性就显著削弱 ( P >

0105) 。这一结果提示 , nm23- H1 基因对口腔鳞癌颈

淋巴结转移的影响可能主要是抑制初始转移的发生。

为寻找支持这一假说的依据 ,笔者对口腔鳞癌浸

润方式与 nm23- H1基因表达的关系进行了研究。结

果发现 ,随着浸润方式由 Ⅰ型向 Ⅳd型发展 ,口腔鳞

癌患者的颈淋巴结转移率出现不断增加的趋势。在

具有迅速增高的淋巴结转移率 (由 Ⅲ型浸润的

1413 %猛增到 6310 %) ,并表现出相同初始转移特点

的条索状 ( Ⅳc 型)浸润方式中 ,nm23- H1有与之相匹

配的阴性表达率 (6111 %) ;而在转移特性同样表现为

受累淋巴结数量增多 ,转移平面扩散的弥散性 ( Ⅳd

型)浸润方式中 ,其淋巴结转移率 (34Π41)和 nm23- H1

阳性表达率 (8219 %)高度一致。这些结果 ,进一步支

持了本研究关于 nm23- H1基因蛋白仅对口腔鳞癌颈

淋巴结转移的初始启动产生影响的推断。

有趣的是 ,分化较差的肿瘤细胞不仅有更高的

nm23- H1阴性表达率 ,而且在Ⅳc 型浸润中 ,nm23- H1

阴性表达的那部分条索状浸润细胞 ,在笔者同时进行

的与肿瘤细胞增殖活性和基质破坏能力相关的

Ki-67、CD44v6免疫组化检测中 (另文报道) ,却恰恰呈

阳性表达 ;而 nm23- H1阳性表达的中央细胞群 ,则呈

阴性表达。结合在目标基因反义抑制实验中发现的 ,

降低 nm23- H1基因表达 ,可导致明显的细胞内微管、

微丝解聚 ,细胞间桥粒连接丧失和细胞分化抑制、增

值活性增高这一系列现象 ;以及其他学者在 nm23- H1

基因调节功能领域的研究成果 1 ,7 和转移灶肿瘤细胞

往往呈阴性染色的实验结果 8～10
,笔者认为 ,部分细

胞 nm23- H1基因蛋白表达水平的降低 ,可能通过一系

列的基因反馈调节环路 ,促使这些肿瘤细胞自身的生

物学特性发生改变 ,细胞恶性程度增加 ,细胞间粘附

力下降 ,侵袭能力增强 ,形成具有高转移倾向的细胞

亚群 ,从而奠定了产生初始转移的细胞学基础。而随

后转移的扩散 ,则更多地依赖于机体淋巴循环、微环

境的选择作用和免疫机制的防御效能。
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全国第三届口腔颌面部创伤及修复重建外科学术研讨会紧急通知

由中华口腔医学会口腔颌面外科专业委员会口腔颌面创伤学组主办 ,四川大学华西口腔医学院承办的“全国第三届口腔颌

面部创伤及修复重建外科学术研讨会”将在 2003年 9月 26～29日如期举行。未投稿的国内同行也欢迎参会。本次会议论文经

审定稿后可选择录入《华西口腔医学杂志》增刊 ,参会时请带论文全文或 800字以内四段结构式详细中文摘要 (包括目的、材料和

方法、结果、结论四项)打印稿一份并附软盘 (Word格式)。为便于会议安排和接待 ,未收到会议通知的代表请尽快联系。

联系地址 :四川省成都市人民南路三段 14号四川大学华西口腔医院颌面外科 ,联系人 :夏朝红 ,邮编 :610041。

电话 :028-85501440 ,传真 :028-85582167 , E-mail :mydrtw @vip. sina. com。

中华口腔医学会口腔颌面外科专业委员会口腔颌面创伤学组

四川大学华西口腔医学院
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