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[摘要]暋目的:观测口腔鳞状上皮细胞癌(oralsquamouscellcarcinoma,OSCC)患者血清玻连蛋白(vitronectin,

VTN)的表达情况,探讨其临床意义并分析其与口腔鳞状上皮癌分化程度及颈淋巴结转移之间的相关性。方法:应
用蛋白印迹法检测2016年8月~2017年5月本院口腔颌面外科无淋巴结转移的口腔鳞癌患者26人,有淋巴结转

移者18人,口腔黏膜中重度不典型增生患者8人,健康人群20人血清 VTN表达情况,通过方差分析及 LSD法检

验各组血清中 VTN的表达差异。结果:正常对照组 VTNA 值为(36849.10暲1127.37),高于无淋巴结转移者

(22518.12暲1301.25),高于有淋巴结转移者(9459.28暲629.58)(P<0.001),3组间差异均具有统计学意义;口腔

黏膜中重度不典型增生患者 VTNA 值为(36725.50暲1484.41)与对照组差异无统计学意义。另检测无淋巴结转

移 OSCC患者癌细胞分化程度不同的血清 VTN 表达情况:高分化鳞癌患者血清 VTNA 值为(59009.13暲145.
75),高于中分化者(39468.82暲1135.61),高于低分化者(22437.00暲1286.38)(P<0.001),3组间差异也均具有统

计学意义。结论:血清玻连蛋白(VTN)与口腔鳞状上皮癌(OSCC)的发生、进展和淋巴结转移可能相关,测定血清

VTN的表达水平可能对口腔鳞状上皮癌(OSCC)的诊断和疾病进展具有重要的参考价值。
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[Abstract]暋Objective:Toobservetheexpressionofbloodserumvitronectin(VTN)inoralsquamouscellcarcino灢
ma(OSCC),andtoexploreitsclinicalsignificanceandthedegreeofdifferentiation,aswellasthecorrelationbe灢
tweencervicallymphnodemetastasis.Methods:WesternblotmethodwasusedtodetectVTNexpressionin26OS灢
CCpatientswithoutlymphnodemetastasis,including18OSCCpatientswithlymphnodemetastasis,8oraltissue
atypicalhyperplasiapatients,20healthypeoplefromDepartmentofOralandMaxillofacialSurgery,affiliatedSto灢
matologicalHospitalofHarbinMedicalUniversitfrom2016,08,01-2017,05,30.Results:VTN washighlyex灢
pressedinthebloodserumofhealthypeople(36849.10暲1127.37)thanthatofOSCCpatientswithoutlymphnode
metastasis(22518.12暲1301.25).VTN wasalsohighlyexpressedinthebloodserumofOSCCpatientswithout
lymphnodethanthatofOSCCpatientswithlymphnodemetastasis(9459.28暲629.58,P<0.001).VTN was
36725.50暲1484.41inthebloodserumofpatientswithatypicalhyperplasiaoforalmucosa.TheexpressionofVTN
inOSCCpatientswithdifferentdifferentiateddegreeandwithoutlymphnodemetastasiswasanalyzed.Theresults
showedthatVTNwashighlyexpressedinthebloodserumofhighdifferentiatedOSCCpatients(59009.13暲145.
75)thanthatofmoderatelydifferentiatedOSCCpatients(39468.82暲1135.61).Anditsexpressionwasalsohigher
thanthatofpoorlydifferentiatedOSCCpatients(22437.00暲1286.38,P<0.001).Conclusion:VTNmaybeasso灢
ciatedwiththemalignanttransformationandmestastasisofOSCC,andexpressionofserum VTN mayhelpOSCC
diagnosisanddiseaseprogressionassessment.
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cinoma,OSCC)作为口腔癌中最常见的恶性肿瘤,
占口腔癌的比例约90%[1]。随着口腔鳞状上皮癌

的发病人数及死亡人数日趋增多,最新研究结果表

明由于患者肿瘤分化程度、身体情况及肿瘤发生的

部位不同,口腔鳞状上皮癌(OSCC)的五年生存率

在10%~82%之间[2],中晚期口腔鳞癌(OSCC)患
者的5年生存率在50%左右[3],晚期患者5年生存

率则更低。但目前没有针对口腔鳞癌的特异性的肿

瘤标志物,因此寻找有效的口腔鳞状上皮癌血清肿

瘤标志对提高口腔鳞癌的早期诊断和判断治疗预后

等有重要的临床意义[4]。玻连蛋白(vitronectin,

VTN)作为一种分泌性糖蛋白,主要存在于血清和

细胞外基质(extracellularmatrix,EMC),对于细胞

的分化、增殖、黏附起重要的作用[5]。也有相关研究

表明血清 VTN变化与肿瘤的分化及转移相关[6,7]。
但关于 VTN 与 OSCC的相关性研究则罕见报道,
本研究旨在探讨 OSCC患者血清中 VTN的表达情

况与 OSCC分化程度及转移情况的相关性研究。

1暋材料与方法

1.1暋标本来源暋收集2016年8月~2017年5月

本院口腔颌面外科住院患者血液52例,年龄45~
80岁,平均年龄62.5岁。另收集未患口腔疾病及

其它系统疾病的健康人群血液20例,年龄25~38
岁,平均年龄31.5岁,见表1。

1.2暋主要仪器和试剂暋兔抗人 Vitronectin单克隆

抗体(英国 Abcam 公司),二抗山羊抗兔IgG(北京

中衫金桥),其余化学试剂均(上海碧云天生物技术

公司);酶联免疫检测仪(美国 Thermo公司),蛋白

质电泳装置及转膜系统(北京六一厂),凝胶成像分

析系统(上海复日科技有限公司)。

1.3暋试验方法

1.3.1暋血清蛋白含量测定暋静脉穿刺采血5mL
放入抗凝采血管。静置1h后,4曟、8000r/min离

心10min。离心后用 EP管将上层血清等量分装,
于-80曟超低温冰箱储存备用。血清蛋白浓度测

定原理为BCA法,按蛋白定量试剂盒说明书操作,
测定各研究组待测样品血清蛋白浓度。

1.3.2暋待测蛋白准备暋将各组待测样品血清稀释

50倍,血清样品和蛋白上样缓冲液体积比4暶1配

制,100曟蛋白变性10min,-20曟保存。根据测

得血清样品蛋白浓度确定各组样品上样体积。

1.3.3暋蛋白质印迹法暋实验步骤按说明书进行,经
过配制 SDE-PAGE、上样、电泳、转膜、立春红染

膜、封闭、加一抗、洗膜、加二抗、洗膜、发光底物反

应、曝光显影和凝胶图像分析等步骤[7]。

表1暋样本收集情况

Table1暋Samplecollection

人数
性别

暋男暋暋暋暋女暋
正常对照 20 13 7
患者 52 31 21
病变部位

暋暋舌 21 13 8
暋暋颊 14 8 6
暋暋牙龈 9 5 4
暋暋腭 5 3 2
暋暋口底 3 2 1
病变进展

暋不典型增生 8 5 3
无淋巴结转移

暋高分化 8 4 4
暋中分化 11 7 4
暋低分化 7 4 3
有淋巴结转移 18 11 7

1.3.4暋目的条带半定量分析暋利用图像分析系统

对显色结果拍照,用ImagineJ软件对记录的电泳

条带的灰度值进行分析,以正常组目的条带为对照,
比较口腔黏膜中重度不典型增生、无淋巴结转移口

腔鳞癌、有淋巴结转移口腔鳞癌组 VTN 的相对表

达情况。在初步证明以上4组的血清 VTN 表达具

有差异性后进一步对无淋巴结转移的口腔鳞癌中高

分化、中分化、低分化3组患者的血清 VTN 的表达

情况进行研究,比较口腔鳞癌无淋巴结转移高分化

组、无淋巴结转移中分化组、无淋巴结转移低分化组

血清 VTN的表达情况。

1.4暋统计学方法暋采用SPSS20.0进行数据分析,
蛋白质印迹法结果进行方差分析及LSD法检验。

2暋结果

2.1暋蛋白印迹法检测结果暋图1示,VTN 在正常

对照组、口腔黏膜中重度不典型增生组、无淋巴结转

移的口腔鳞癌、有淋巴结转移的口腔鳞癌的人群中

均有表达,曝光显影后 VTN 在彩色预染蛋白标记

的PVDF膜上相对分子量75kDa处出现特异性条

带。正常对照组、口腔黏膜中重度不典型增生组、无
淋巴结转移的口腔鳞癌组、有淋巴结转移的口腔鳞

癌组血清 VTN 条带光密度值分别为(36849.10暲
1127.37)、(36725.50暲1484.41)、(22518.12暲
1301.25)、(9459.28暲629.58)。方差分析结果显示

各组的 VTN 条带 A 值不全相等,P<0.001;经

LSD法检验后除正常组与口腔黏膜不典型增生组

差异无统计学意义,其余各组差异均具有统计学意
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义。根据所收集病例的术后病理显示发生颈淋巴结

转移的 OSCC患者癌细胞的分化程度大多为中分

化,因样本分型不足暂无法进行研究。仅探讨无颈

淋巴结转移的口腔鳞癌中高分化、中分化、低分化血

清 VTN 表达的情况,血清 VTN 条带A 值分别为

(59009.13暲145.75)、(39468.82暲1135.61)、
(22437.00暲1286.38)。方差分析结果显示3组的

VTN条带A 值不全相等,P<0.001;经 LSD检验

各组间差异具有统计学意义。

图1暋血清 VTN表达情况

Fig.1暋Expressionofserum VTN.

3暋讨论

暋暋细胞外基质(ECM)是组成间质和上皮-血管

中基质的一种活跃的动态物质,而 VTN 则是 ECM
的重要成分之一。ECM 不仅影响细胞的分化、增
殖,而且在细胞黏附迁移、肿瘤浸润转移中具有重要

作用[8]。VTN含有精氨酸-甘氨酸-天冬氨酸暠
(Arg-Gly-Asp)活性位点(简称 RGD 序列),而
整合素可以与 VTN 上的 RGD序列进行特异性结

合从而发挥作用[9]。毩v毬3作为整合素家族的重要

成员,可以表达于肿瘤细胞表面,与含有 RGD 序列

的 VTN结合调节肿瘤干细胞分化并且参与肿瘤发

生、侵袭转移等病理过程。基质金属蛋白酶(matrix
metalloproteinases,MMPs)可以降解 ECM 中各种

蛋白成分,导致正常的ECM 组织学屏障遭到破坏,
从而促进恶性的肿瘤细胞的生长和侵袭转移[10,11];
而ECM 中微环境的变化又可通过整合素毩V毬3将

细胞外基质微环境信号传导到细胞内,促进 MMPs
的表达、活化进一步导致 ECM 中蛋白成分的降

解[6]。由此推断随着 OSCC 的发生发展,VTN 作

为ECM 的重要成分可能不断与毩v毬3发生结合促

进肿瘤进展并随着 MMPs不断降解 VTN,最终导

致血清 VTN的含量逐渐降低。

暋暋本文采用蛋白印迹法检测口腔鳞状上皮癌

(OSCC)患者血清 VTN的表达情况,结果表明血清

VTN的表达在正常组高于无淋巴结转移 OSCC
组,无淋巴结转移 OSCC 组又高于有淋巴结转移

OSCC组;从而推测随癌细胞发生颈淋巴结转移,

OSCC患者血清 VTN 表达随之降低。进一步分析

OSCC细胞分化程度降低是否与血清 VTN 表达相

关,结果表明血清 VTN 表达在无颈淋巴结转移的

OSCC患者中随着癌细胞分化程度逐渐变低而降

低。综上所述,本研究初步推测,血清 VTN 可通过

细胞粘附迁移作用在口腔鳞状细胞癌(OSCC)细胞

的分化和浸润转移起重要作用;并可能随着细胞分

化程度降低及发生淋巴结转移促进一系列复杂机制

的发生从而导致血清 VTN 表达降低。因此,本实

验初步认为血清 VTN含量的检测可作为评估口腔

鳞状上皮癌(OSCC)发生和发展的潜在性指标。
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