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ＨＩＦ２α和 ＯＣＴ４在非小细胞肺癌中的
表达及与预后的关系
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［摘要］　目的：通过联合检测缺氧诱导因子２α（ＨＩＦ２α）和转录因子ＯＣＴ４在非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）中
的表达，分析两者的相关性及其对ＮＳＣＬＣ预后的影响。方法：应用免疫组织化学 ＳＰ法检测５１例 ＮＳＣＬＣ术
后石蜡切片中ＨＩＦ２α和 ＯＣＴ４蛋白的表达，分析两者的相关性及其与 ＮＳＣＬＣ临床预后的关系。结果：
ＮＳＣＬＣ组织中ＨＩＦ２α表达阳性率为５２．９％，ＯＣＴ４阳性率为７２．５％，两者在ＮＳＣＬＣ组织中的表达呈正相关
（ｒ＝０．５１４，Ｐ＜０．０１）。ＨＩＦ２α和ＯＣＴ４的表达均与病人的生存时间相关，阳性表达的 ＮＳＣＬＣ患者预后差。
结论：ＨＩＦ２α和ＯＣＴ４在ＮＳＣＬＣ中的高表达与ＮＳＣＬＣ预后不良相关，两者可作为ＮＳＣＬＣ预后判断的指标。
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　　国内外研究［１２］表明：缺氧可以导致肿瘤的恶

性转化，其分子机制涉及瘤细胞生存和自我更新的

多个环节。缺氧诱导因子（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ，
ＨＩＦ）是一类调节肿瘤细胞对缺氧微环境适应性反
应的重要转录因子。ＨＩＦ的下游靶基因包括以下
几类：与肿瘤血管生成相关基因、能量代谢相关基

因、细胞增殖和凋亡相关基因、肿瘤细胞的迁移与

分化相关基因等。基于在肿瘤发生发展中的重要

作用，ＨＩＦ逐渐成为人们探讨肿瘤治疗的重要生物
标靶。ＨＩＦ包括 ＨＩＦ１，ＨＩＦ２，ＨＩＦ３３种亚型。部
分研究［３４］表明 ＨＩＦ１和 ＨＩＦ２调控的靶基因存在
很多差异，甚至表现出相反的作用。转录因子

ＯＣＴ４特异性表达于各种干细胞，研究［５］证实 ＨＩＦ
通过激活 Ｎｏｔｃｈ信号通路和转录因子 ＯＣＴ４，在维
持肿瘤干细胞的自我更新中发挥重要作用。另有

研究表明：ＨＩＦ２调节干细胞中 ＯＣＴ４的表达［６］，

且两者在肺癌组织中的表达明显高于癌旁组织及

正常组织［７８］，但是两者在非小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌ
ｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）中表达、两者之间的关系
及其对 ＮＳＣＬＣ预后的指导意义等问题目前仍不清
楚。本实验旨在通过检测这两种蛋白在 ＮＳＣＬＣ组
织中的表达，分析两者的相关性，并结合病理资料

和随访资料分析其与预后的关系。

１　材料与方法

１．１　材料
５１例ＮＳＣＬＣ组织取自２００２年１月至２００５年１２

月在中南大学湘雅二医院行根治性手术获取且经石

蜡保存的肺癌手术标本，其中男性３９例，女性１２例，
年龄２９～７８（中位数５５）岁。按国际抗癌联盟（ＵＩＣＣ）
的ＴＮＭ分期为：Ｉ期４例，ＩＩ期１５例，ＩＩＩ期２９例，ＩＶａ
期２例，所有病例均定期随访，末次随访时间为２０１０
年３月，资料完整。所有蜡块在湘雅二医院病理科进
行切片（４μｍ连续切片）。
１．２　试剂

兔抗人ＨＩＦ２α多克隆抗体、兔抗人ＯＣＴ４多克
隆抗体、ＳＰＫｉｔ试剂盒、ＤＡＢ染色试剂盒均购自北京
博奥森生物技术有限公司。抗体工作浓度均为

１∶２００。

１．３　免疫组织化学ＳＰ法
将组织蜡块按４μｍ连续切片，每个蜡块组织取

切片２张，分别做 ＨＩＦ２α，ＯＣＴ４免疫组织化学染
色，先将切片脱蜡至水，高压抗原修复，然后用新鲜

配置的３％过氧化氢溶液灭活内源性过氧化物酶活
性，其余免疫组织化学步骤参照试剂盒说明进行。

１．４　结果判定
由２位病理科医生用双盲法观察。采用阳性细

胞数所占百分比作为判断标准。在显微镜高倍视野

下随机观察每张切片５个视野，每个视野计数２００个
肿瘤细胞，共计１０００个。阳性细胞数０为阴性；≤
１０％为（＋）：１０％ ～５０％为（＋＋）：≥５０％为
（＋＋＋）。
１．５　统计学处理

全部数据均应用 ＳＰＳＳ１６．０统计学软件进行分
析。蛋白质表达与总生存时间的关系采用 Ｋａｐｌａｎ
Ｍｅｉｅｒ曲线描述，并用 Ｌｏｇｒａｎｋ检验。ＨＩＦ２α与
ＯＣＦ４的相关性采用Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分析，Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＨＩＦ２α与ＯＣＴ４在ＮＳＣＬＣ组织中的表达
ＨＩＦ２α与ＯＣＦ４在ＮＳＣＬＣ组织中呈散在分布，

在脱落坏死区表达明显，在血管周围组织中也有表

达，５１例病人中阳性表达者有 ２７例，阳性率为
５２．９％，其中强阳性表达的有 ９例。ＯＣＴ４的表达
主要位于癌细胞胞核，偶见胞浆表达，表现为棕褐色

的颗粒，在组织中呈线状、片状和条索状分布，５１例
病人中阳性表达者有３７例，阳性率为７２．５％，其中
强阳性表达的有１１例（图１）。
２．２　ＨＩＦ２α与 ＯＣＴ４在 ＮＳＣＬＣ组织中表达的相
关性

通过Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析，ＨＩＦ２α和 ＯＣＴ４
的表达呈正相关（ｒ＝０．５１４，Ｐ＜０．０１；表１）。
２．３　ＨＩＦ２α与ＯＣＴ４表达与预后的关系
２．３．１　ＨＩＦ２α表达与预后的关系

ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法单因素生存分析显示ＨＩＦ２α阴
性表达组患者的３年生存率４３％，明显高于 ＨＩＦ２α
高表达组的 １８％，两者差异有统计学意义（Ｐ＝
０．００４；图２）；提示ＨＩＦ２α的表达和病人的生存时间
相关，ＨＩＦ２α阳性表达的病人预后差。
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图１　ＨＩＦ２α与ＯＣＴ４在ＮＳＣＬＣ组织中的表达（×２００）。Ａ：ＨＩＦ２α（－）；Ｂ：ＨＩＦ２α（＋）；Ｃ：ＨＩＦ２α（＋＋）；Ｄ：ＨＩＦ
２α（＋＋＋）；Ｅ：ＯＣＴ４（－）；Ｆ：ＯＣＴ４（＋）；Ｇ：ＯＣＴ４（＋＋）；Ｈ：ＯＣＴ４（＋＋＋）。

Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＨＩＦ２αａｎｄＯＣＴ４ｉｎＮＳＣＬＣｔｉｓｓｕｅｓ（×２００）．Ａ：ＨＩＦ２α（－）；Ｂ：ＨＩＦ２α（＋）；Ｃ：ＨＩＦ２α
（＋＋）；Ｄ：ＨＩＦ２α（＋＋＋）；Ｅ：ＯＣＴ４（－）；Ｆ：ＯＣＴ４（＋）；Ｇ：ＯＣＴ４（＋＋）；Ｈ：ＯＣＴ４（＋＋＋）。

表１　ＨＩＦ２α与ＯＣＴ４在ＮＳＣＬＣ组织中表达的相关性
Ｔａｂ．１　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＨＩＦ２ａａｎｄ

ＯＣＴ４ｉｎＮＳＣＬＣｔｉｓｓｕｅｓ

ＨＩＦ２α表达
ＯＣＴ４表达

－ ＋ ＋＋ ＋＋＋

－ １１ ３ ０ ０

＋ １２ ３ ０ ２

＋＋ １ ０ ７ １

＋＋＋ ０ １ ４ ６
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图２　ＨＩＦ２α表达与生存时间的关系。１：ＨＩＦ２α阴性表
达；２：ＨＩＦ２α阳性表达。

Ｆｉｇ．２　ＲｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＨＩＦ２αｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｏｖｅｒａｌｌ
ｓｕｒｖｉｖａｌｏｆＮＳＣＬＣ．１：ＨＩＦ２αｎｅｇａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎ；２：ＨＩＦ２αｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．

２．３．２　ＯＣＴ４表达与预后的关系
ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法单因素生存分析显示 ＯＣＴ４阴

性表达组患者的３年生存率６０％，明显高于 ＯＣＴ４

高表达组的 １９％，两者差异有统计学意义（Ｐ＝
０．００１；图３）；提示ＯＣＴ４的表达和病人的生存时间
相关，ＯＣＴ４阳性表达的病人预后差。
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图３　ＯＣＴ４表达与生存时间的关系。１：ＯＣＴ４阴性表
达；２：ＯＣＴ４阳性表达。

Ｆｉｇ．３　ＲｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＯＣＴ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｏｖｅｒａｌｌ
ｓｕｒｖｉｖａｌｏｆＮＳＣＬＣ．１：ＯＣＴ４ｎｅｇａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；
２：ＯＣＴ４ｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．

２．３．３　ＨＩＦ２α与ＯＣＴ４同时表达与预后的关系
ＨＩＦ２α与 ＯＣＴ４同时表达患者的３年生存率

为２２％，除外两者同时表达的患者 ３年生存率为
３９％，两者差异有统计学意义（Ｐ＝０．０２；图４）；提示
两者的表达与生存时间相关，两者同时表达的病人

预后差。
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ＨＩＦ２α和ＯＣＴ４在非小细胞肺癌中的表达及与预后的关系　魏林方，等
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图４　ＯＣＴ４和 ＨＩＦ２α同时表达与生存时间的关系。
１：除外两者同时表达；２：ＨＩＦ２α和 ＯＣＴ４同时阳
性表达。

Ｆｉｇ．４　ＲｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＨＩＦ２αａｎｄＯＣＴ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ
ｗｉｔｈｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｏｆＮＳＣＬＣ．１：Ｅｘｃｅｐｔｂｏｔｈ
ＨＩＦ２αａｎｄＯＣＴ４ｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；２：Ｂｏｔｈ
ＨＩＦ２αａｎｄＯＣＴ４ｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．

３　讨　　论

肿瘤的传统治疗手段大部分是针对肿瘤组织或

细胞本身，然而其效果却不尽人意，主要原因是肿瘤

细胞对干预手段的耐受，甚至有些治疗方式可以加

速肿瘤细胞的转移。随着人类对肿瘤的研究进展，

发现缺氧微环境在肿瘤的发生发展中有不可忽视的

作用，现已证实缺氧环境可促进肿瘤进一步恶化。

因此有必要对肿瘤的发生发展机制进行更加深入的

研究，以期在肿瘤的治疗上找到更有效的方式和

途径。

大量的研究［９１１］证明：ＨＩＦ的表达对肿瘤细胞的
增殖、转移有重要的作用，其机制涉及血管生成、细

胞代谢、细胞分化、细胞周期等生物过程。研究［９，１１］

表明：ＨＩＦ２和ＨＩＦ１在肿瘤发生发展中的作用虽有
许多相似之处，但也有不同，甚至在某些肿瘤的发生

发展中 ＨＩＦ２比 ＨＩＦ１发挥更重要的作用。刘亮
等［１２］通过细胞培养和动物实验表明 ＯＣＴ４，Ｎａｎｏｇ
和Ｓｏｘ２等基因在缺氧处理后表达均增加，缺氧促进
肝癌细胞成瘤和转移等恶性表型转化与获得胚胎干

细胞样特征有关，其机制之一是 ＨＩＦ２对干细胞相
关基因的调控。Ｃｏｖｅｌｌｏ等［１３］在胚胎干细胞中，证明

ＯＣＴ４的表达和转录活性的激活受 ＨＩＦ２而不是
ＨＩＦ１调控，从而促进胚胎干细胞存活。另外，Ｓｅｉｄｅｌ
等［１４］发现ＨＩＦ２参与对肿瘤干细胞中多种特异基
因的调控，这些结果揭示了低氧诱导因子家族在肿

瘤发生发展中起重要作用。

本实验通过对 ＮＳＣＬＣ患者肿瘤组织中 ＨＩＦ２
和ＯＣＴ４的表达特征及其表达水平的检测发现在
ＮＳＣＬＣ中ＨＩＦ２α与ＯＣＴ４的表达存在正相关（ｒ＝
０．５１４，Ｐ＜０．００１），此结果与ＯＣＴ４是ＨＩＦ２下游靶
基因的观点相符，其潜在的调节机制可能是：在信号

通路中ＨＩＦ２作为 ＯＣＴ４的上游分子，可以起到一
个级联放大的作用；ＯＣＴ４的表达还受到其他因素
的影响；ＨＩＦ２和ＯＣＴ４存在交互作用，有一些共同
的通路如ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ，ＭＡＰＫ／Ｅｒｋ等，存在反馈调节作
用；此结果提示在 ＮＳＣＬＣ中，ＨＩＦ２可以通过对
ＯＣＴ４的调控影响肿瘤细胞的干细胞表型，而肿瘤
细胞的干细胞表型越明显，肿瘤的恶性程度越高，预

后也越差。

本实验同时对ＨＩＦ２和ＯＣＴ４的表达与ＮＳＣＬＣ
患者生存期预后的相关性进行分析，发现两者的表

达和患者生存时间有关，两者的高表达提示较差的

预后。本研究结果与现已明确的ＨＩＦ２和 ＯＣＴ４在
肿瘤发生发展中的作用相符。病理资料分析发现

ＨＩＦ２α的阳性表达和肿瘤的 Ｔ分期（Ｐ＝０．００３）明
显相关，与淋巴结转移（Ｐ＝０．０５）、临床分期（Ｐ＝
０．１６８）、病理学分级（Ｐ＝０．３８３）以及病理学类型
（Ｐ＝０．０８６）无明显相关。而 ＯＣＴ４的表达和肿瘤
的淋巴结转移（Ｐ＝０．０４４）和病理学分级（Ｐ＝
０．００２）明显相关，与 Ｔ分期（Ｐ＝０．９３１）、临床分期
（Ｐ＝０．３８２）、以及病理学类型（Ｐ＝０．１０４）无明显相
关（结果未展示）。本研究结果与袁凯等［１５］的实验

结果一致。ＯＣＴ４作为公认的干细胞标志物在多种
类型的肿瘤组织中有高表达。一项针对 ＯＣＴ４在
肺腺癌组织中的表达研究［１６］表明：ＯＣＴ４高表达与
肺腺癌的分化程度和预后相关。本实验结果验证了

ＯＣＴ４在不同病理类型 ＮＳＣＬＣ中均与 ＮＳＣＬＣ分化
程度、淋巴结转移明显相关，说明随着分化程度的降

低，肿瘤细胞具有更强的迁移、侵袭和转移能力，甚

至更差的预后。但对于表达 ＯＣＴ４的肿瘤细胞是
否可被认为是肿瘤干细胞仍有待更深入的研究。
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