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口腔鳞状细胞癌组织TGF-β1表达和临床病理学参数对预后的影响
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[摘要] 目的:探讨转化生长因子β1(TGF-β1)在口腔鳞癌肿瘤中心和浸润前沿处的表达及其预后意义。方法:收
集104例手术切除的口腔鳞癌组织,采用免疫组化法检测肿瘤中心和浸润前沿处TGF-β1的表达。结果:TGF-β1
在肿瘤中心和浸润前沿处的阳性表达率分别为93.3%、89.4%,无显著差异(P>0.05)。χ2 检验显示肿瘤中心和

浸润前沿处 TGF-β1高表达与高等级 TNM 分期、肿瘤浸润深度≥5
 

mm、发生神经侵犯或复发显著正相关(均

P<0.05)。Kaplan-Meier分析显示TGF-β1在肿瘤中心和浸润前沿处高表达与总生存率、无复发生存率和无病生

存率降低显著相关(均P<0.05)。Cox多因素分析显示TGF-β1在肿瘤中心处高表达与患者总生存率和无病生存

率降低显著相关(均P<0.05)。结论:TGF-β1在肿瘤中心处高表达可能是口腔鳞癌患者总生存率和无病生存率

降低的独立影响因素。
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[Abstract] Objective:

 

To
 

investigate
 

transforming
 

growth
 

factor
 

beta1
 

(TGF-β1)
 

expression
 

at
 

tumor
 

center
 

and
 

invasive
 

tumor
 

front
 

and
 

the
 

prognostic
 

value
 

in
 

oral
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

(OSCC).
  

Methods:
 

Paraffin-embed-
ded

 

sections
 

of
 

104
 

patients
 

with
 

primary
 

OSCC
 

were
 

collected
 

at
 

Nanjing
 

Stomatological
 

Hospital.
 

The
 

sections
 

were
 

stained
 

by
 

immunohistochemistry
 

(IHC)
 

and
 

focused
 

on
 

regions
 

at
 

tumor
 

center
 

(TC)
 

and
 

invasive
 

tumor
 

front
 

(ITF).
  

Results:
 

Positive
 

expression
 

rates
 

of
 

TGF-β1
 

between
 

TC
 

and
 

ITF
 

were
 

comparable
 

(P>0.05).
 

Mo-
reover,

 

TGF-β1
 

expression
 

at
 

TC
 

and
 

ITF
 

positively
 

associated
 

with
 

TNM
 

stages,
 

DOI,
 

nerve
 

invasion
 

and
 

recur-
rence

 

(P<0.05).
 

Kaplan-Meier
 

analysis
 

showed
 

that
 

high
 

expression
 

of
 

TGF-β1
 

no
 

matter
 

at
 

TC
 

or
 

ITF
 

was
 

sig-
nificantly

 

correlated
 

with
 

lower
 

overall
 

survival,
 

recurrence-free
 

survival,
 

and
 

disease-free
 

survival
 

(P<0.05).
 

No-
tably,

 

Cox
 

multivariate
 

analysis
 

indicated
 

that
 

high
 

expression
 

of
 

TGF-β1
 

at
 

TC
 

correlated
 

to
 

low
 

overall
 

survival
 

in
 

OSCC
 

patients.
 

Conclusion:
 

TGF-β1
 

at
 

TC
 

could
 

be
 

an
 

independent
 

prognostic
 

factor
 

for
 

overall
 

survival
 

in
 

OSCC
 

patients.
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  转化生长因子-β1
 

(TGF-β1)
 

是一种多功能的

细胞因子,在多种细胞和组织中都有不同程度的表

达,但常常在肿瘤组织中表达异常。在肿瘤进展中,

TGF-β1通过促进上皮间质转化、肿瘤转移和化疗

耐受等,发挥促瘤作用[1]。研究发现在食道癌中,
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TGF-β水平越低与患者预后越好显著相关[2]。Me-
ta分析也得到了相似的结果,即TGF-β1表达水平

越高,肝癌患者总生存率等预后指标越差[3]。近年

来,TGF-β1已经逐渐成为评估肝细胞癌预后的标

志物[4]。然而,目前针对TGF-β1在肿瘤组织中不

同区域处表达与预后相关性分析的研究却较少。本

研究聚焦于肿瘤中心和浸润前沿两个不同区域,分
析口腔鳞癌

 

(oral
 

squamous
 

cell
 

carcinoma,OSCC)
 

组织TGF-β1表达和临床病理参数与患者预后的相

关性,以期为临床治疗提供指导。

1 资料与方法
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1.1 一般资料 利用 TCGA 数据库下载截至

2016年1月28日收集的头颈鳞癌测序数据,其中

包括263例肿瘤组织和31例癌旁正常组织 mRNA
表达数据。收集我院2009~2010年原发性 OSCC
组织标本104例。患者TNM分期均为N0、术前无

远处转移灶、未行放化疗及生物治疗,且记录有完整

的临床病理及随访资料,包括年龄、性别、TNM 分

期、最差浸润方式、浸润深度、神经侵犯、复发和转

移。其中男性51例,女性53例;年龄39~88岁,中
位年龄61.5岁;随访时间为5年。肿瘤诊断均由本

院两位病理医生通过术后常规病理确诊。本研究经

过医院伦理委员会审查通过,批准文号为2017NL-
014

 

(KS)。

1.2 方法与试剂 石蜡包埋的肿瘤组织均来从南

京市口腔医院组织样本库,将蜡块进行3
 

μm连续

切片,梯度酒精脱蜡至水,高压抗原修复,血清封闭,
滴加稀释

 

(1∶100)
 

的 TGF-β1一抗
 

(Abcam,ab
 

92486),4°过夜,PBS冲洗,滴加生物素标记二抗后,
室温孵育30

 

min,PBS冲洗,DAB显色后,苏木精复

染,脱水,封片。阴性对照采用PBS代替一抗。

1.3 结果判定 所有切片均使用数字病理切片扫

描仪
 

(NanoZoomer-XR
 

C12000,
 

Japan)进行扫描,
保存。判定标准为半定量方式,运用扫描仪配套软

件
 

(NDP.view2,
 

U12388-01,
 

HAMAMATSU),
调整放大倍数为400倍,每张片子随机从肿瘤中心

和浸润前沿区域,选取5个等面积不重复的视野,计
算肿瘤细胞的平均阳性细胞率。阳性细胞率<5%
判为阴性,记为0分。阳性细胞率>5%判为阳性,

6%~25%记为1分,25%~50%记为2分,50%~
75%记为3分,75%以上记为4分。染色强度中,无
着色记为0分,淡黄色记为1分,云雾状的黄色或棕

色记为2分,黄褐色记为3分。将阳性细胞率和染

色强度评分的乘积作为总得分,计算所有总得分的

中位数为6,将其作为截断值,≥6分为高表达,<
6分为低表达,0分为阴性[5]。以上结果均由至少

2位病理医生以盲法观察确定。

1.4 统计学处理 使用SPSS
 

23.0对数据进行统

计学分析。运用χ2 检验分析TGF-β1表达与临床

病理学参数的关系;运用Kaplan-Meier法和Cox回

归模型进行生存和预后因素的分析。P<0.05为

差异具有显著性意义;P<0.01为差异具有高度显

著性意义。

2 结果

2.1 TGF-β1在TCGA数据库中头颈鳞癌组织和

癌旁正常组织的表达水平 t 检验结果显示在

mRNA水平,头颈鳞癌组织中TGF-β1表达水平显

著高于癌旁正常组织(P<0.01),见图1。

图1 在TCGA数据库中,头颈鳞癌组织和癌旁正常组织 TGF-β1
 

mRNA表达水平的比较

Fig.
 

1 The
 

mRNA
 

expression
 

of
 

TGF-β1
 

in
 

HNSCC
 

tissues
 

com-

pared
 

with
 

adjacent
 

normal
 

tissue
 

samples
 

in
 

the
 

TCGA
 

profile.

2.2 TGF-β1在 OSCC肿瘤中心和浸润前沿中表

达与临床病理特征的关系 TGF-β1主要在胞浆和

胞膜 表 达,阳 性 染 色 为 棕 黄 或 黄 褐 色,见 图 2。

TGF-β1在肿瘤中心和浸润前沿处的阳性表达率分

别为93.3%(97/104)、89.4%(93/104),高表达率

分别为47.1%(49/104)、50.0%(52/104),差异无

统计学意义(均P>0.05),见表1。在肿瘤中心和

浸润前沿处,TGF-β1表达均与TNM 分期、浸润深

度、神经侵犯和复发呈正相关(均P<0.05),而与性

别和年龄无关(均P>0.05),见表2。

2.3 Kaplan-Meier分析TGF-β1表达与 OSCC患

者预后的关系 在肿瘤中心和浸润前沿处,TGF-β1
高表达患者的总生存率、无复发生存率和无病生存

率较低表达患者显著降低(均P<0.05),见图3。

2.4 Cox回归模型分析TGF-β1表达和临床病理

学参数与OSCC患者的预后 单因素分析表明年

表1 TGF-β1在肿瘤中心和浸润前沿处表达差异

Tab.
 

1 Expression
 

difference
 

of
 

TGF-β1
 

between
 

tumor
 

center
 

and
 

invasive
 

tumor
 

front 例(%)

区域 例数 阳性表达 阴性表达 P 值 高表达 低表达 P 值

肿瘤中心 104 97(93.3) 7(6.7) 0.324 49(47.1) 55(52.9) 0.677
 

浸润前沿 104 93(89.4) 11(10.6) 52(50.0) 52(50.0)
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2a、2b、2c分别表示肿瘤中心处TGF-β1阴性表达、低表达和高表达;2d、2e、2f分别表示浸润前沿处TGF-β1阴性表达、低表达和高表达

图2 TGF-β1在肿瘤中心和浸润前沿处的表达(×100,×400)

Fig.
 

2 The
 

expression
 

of
 

TGF-β1
 

at
 

tumor
 

center
 

and
 

invasive
 

tumor
 

front
 

(×100,×400).

图3 TGF-β1表达与患者生存率相关性的Kaplan-Meier生存曲线

Fig.
 

3 Kaplan-Meier
 

survival
 

curves
 

of
 

OSCC
 

patients
 

according
 

to
 

TGF-β1
 

expression.

龄、最差浸润方式、浸润深度、神经侵犯、复发以及

TGF-β1在肿瘤中心和浸润前沿处表达显著影响患

者总生存率(均P<0.05);多因素分析发现年龄、复
发和TGF-β1在肿瘤中心处表达是影响患者总生存

率的独立危险因素(均P<0.05),见表3。此外,单
因素分析显示TGF-β1在肿瘤中心和浸润前沿处高

表达同样与患者无复发生存率和无病生存率降低显

著相关(P<0.05),见表4和5;多因素分析显示

TGF-β1在肿瘤中心处高表达也是患者无病生存率

降低的独立影响因素(均P<0.05),见表5。

3 讨论

  OSCC是口腔中最常见的恶性肿瘤。2018年

全世界口腔癌的发病人数大约35.4万,因口腔癌死

亡 人数约17.7万。尽管近年来疾病治疗方法和手
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表2 TGF-β1在肿瘤中心和浸润前沿处的表达与临床病理学特征

的关系

Tab.
 

2 Association
 

between
 

TGF-β1
 

expression
 

at
 

tumor
 

center
 

and
 

invasive
 

tumor
 

front
 

and
 

clinicopathological
 

character-

istics
 

in
 

OSCC
 

patients 例

临床病理特征 例数
肿瘤中心

高表达 低表达
浸润前沿

高表达 低表达

性别

  男 51 27 24 27 24
  女 53 22 31 25 28
年龄/岁

 <60 44 20 24 22 22
 ≥60 60 29 31 30 30
TNM分期

  Ⅰ~Ⅱ期 80 33  47*1 35  45*1

  Ⅲ~Ⅳ期 24 16 8 17 7*1

最差浸润方式

  1-3级 52 22 30 22 30
  4-5级 52 27 25 30 22
浸润深度/mm
  <5 66 22  44*2 25  41*2

  ≥5 38 27 11 27 11
神经侵犯

  否 86 36  50*1 37  49*2

  是 18 13 5 15 3
转移

  无 98 46 52 48 50
  有 6 3 3 4 2
复发

  无 88 37  51*1 40  48*1

  有 16 12 4 12 4

 注:*1
 

P<0.05,*2
 

P<0.01

段得到了改善,但OSCC各期5年生存率并未得到

明显提高[6]。恶性肿瘤复发和转移往往是导致患者

术后死亡的直接原因。TNM 分期系统是目前国际

上最为通用的肿瘤分期系统,分期越高意味着肿瘤

进展程度越高,患者生存率越低,预后越差[7]。Al-
mangush等[8]研究了479名早期舌鳞癌患者的临

床病理学参数与患者预后的关系,发现高等级最差

浸润方式和浸润深度≥5
 

mm能够很好地预测区域

性复发。早在1983年,Knudsen等[9]对682名直肠

癌患者进行回顾性研究,发现神经侵犯和转移的发

生显著降低术后患者的生存率。这些临床病理学参

数与预后的密切关系已经得到广泛证实,而临床医

师希望仅通过术前标本检测某些标志物的表达水

平,辅助判断疾病预后,以期指导临床实践。

  TGF-β1作为多功能细胞因子,在不同组织和

细胞中广泛表达,但常常发现其在肿瘤组织中表达

异常,在肿瘤进展中发挥重要作用[1]。肿瘤浸润前

沿是指位于肿瘤宿主交界处最前沿的3-6层肿瘤细

胞或分散的细胞团[10]。在肿瘤区域内,肿瘤外围

1/3的部分称为肿瘤边缘,而剩余的肿瘤部分称为

肿瘤中心[11]。本研究通过观察 OSCC肿瘤中心和

浸润前沿处TGF-β1的表达情况,旨在探讨TGF-β1
在OSCC不同区域的表达和临床病理学参数与预

表3 Cox回归模型分析影响OSCC患者总生存率的危险因素

Tab.
 

3 Cox-regression
 

analysis
 

of
 

overall
 

survival
 

for
 

risk
 

factors
 

in
 

OSCC
 

patients

临床病理特征
单因素分析

  危险比      95%CI    
多因素分析

  危险比      95%CI    
性别 1.285 0.555~2.974
年龄 3.560 1.204~10.525*1 7.434 2.009~27.509*2

TNM分期 1.054 0.389~2.857
最差浸润方式 5.310 1.795~15.703*2 5.475 1.569~19.112*2

浸润深度 2.717 1.161~6.359*1 2.121 0.627~7.179
神经侵犯 3.720 1.557~8.884*2 3.939 0.972~15.967
转移 6.860 2.507~18.772*2 3.321 0.837~13.180
复发 3.966 1.659~9.481*2 5.445 1.629~18.195*2

肿瘤中心处TGF-β1 6.103 2.063~18.056*2 4.667 1.133~19.230*1

浸润前沿处TGF-β1 4.013 1.479~10.885*2 1.100 0.264~4.586

  注:*1
 

P<0.05,*2
 

P<0.01
表4 Cox回归模型分析影响OSCC患者无复发生存率的危险因素

Tab.
 

4 Cox-regression
 

analysis
 

of
 

relapse-free
 

survival
 

for
 

risk
 

factors
 

in
 

OSCC
 

patients

临床病理特征
单因素分析

  危险比      95%CI    
多因素分析

  危险比      95%CI    
性别 1.387 0.516~3.727 - -
年龄 1.004 0.374~2.698 - -
TNM分期 0.649 0.225~1.869 - -
最差浸润方式 1.528 0.568~4.112 - -
浸润深度 1.426 0.531~3.830 - -
神经侵犯 1.357 0.386~4.769 - -
肿瘤中心处TGF-β1 4.037 1.300~12.538* 2.765 0.731~10.462
浸润前沿处TGF-β1 3.492 1.125~10.837* 1.981 0.524~7.488

  注:*
 

P<0.05
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表5 Cox回归模型分析影响OSCC患者无病发生存率的危险因素

Table
 

5 Cox-regression
 

analysis
 

of
 

disease-free
 

survival
 

for
 

risk
 

factors
 

in
 

OSCC
 

patients

临床病理特征
单因素分析

  危险比      95%CI    
多因素分析

  危险比      95%CI    
性别 1.365 0.672~2.771 - -
年龄 1.610 0.758~3.420 - -
TNM分期 1.032 0.445~2.397 - -
最差浸润方式 3.000 1.380~6.524*2 2.734 1.236~6.048*1

浸润深度 1.776 0.878~3.594 - -
神经侵犯 3.091 1.452~6.582*2 1.849 0.836~4.089
肿瘤中心处TGF-β1 4.000 1.787~8.953*2 3.213 1.241~8.323*1

浸润前沿处TGF-β1 2.952 1.358~6.415*2 1.282 0.504~3.261

  注:*1
 

P<0.05,*2
 

P<0.01

后的相关性。免疫组化结果显示TGF-β1在肿瘤中

心和浸润前沿处广泛阳性表达,但表达水平无显著

差异。提示 TGF-β1的表达无区域特异性。χ2 检

验分析发现在肿瘤中心和浸润前沿处TGF-β1高表

达均与TNM分期、浸润深度、神经侵犯和肿瘤复发

呈显著正相关,而其与肿瘤浸润深度的相关性高度

显著。故推测TGF-β1发挥肿瘤浸润和转移作用促

进肿瘤进展。这与其他文献报道的研究结果一致,
即在肿瘤中,TGF-β1的上调与高等级TNM 分期、
肿瘤浸润深度≥5

 

mm等更差的临床病理学参数显

著相关[12]。由于复发等参数均与肿瘤进展、患者预

后密 不 可 分,故 推 测 在 肿 瘤 中 心 和 浸 润 前 沿 处

TGF-β1均发挥促瘤作用,可能影响 OSCC患者的

预后。

  为进一步探究TGF-β1表达和临床病理学参数

与OSCC患者预后的关系,运用Kaplan-Meier生存

分 析 法,结 果 显 示 在 肿 瘤 中 心 和 浸 润 前 沿 处

TGF-β1高表达均与总生存率、无复发生存率和无

病生存率降低显著性相关。这与人类肝细胞癌和乳

腺癌的研究结果相符,即TGF-β1上调与患者生存

率降低显著相关[3,12]。最后,运用Cox回顾模型分

析影响OSCC预后的因素,发现年龄越大、最差浸

润方式等级越高、浸润深度越大、发生神经侵犯、肿
瘤复发、转移或TGF-β1表达越高,患者总生存率越

低。除此之外,多因素分析显示TGF-β1在肿瘤中

心处高表达是 OSCC患者总生存率和无病生存率

降低的独立影响因素。先前 OSCC的研究中发现

高龄患者较年轻患者总生存率显著降低[13]。其他

研究也发现了TGF-β1高表达和高等级TNM 分期

等临床参数与OSCC患者生存率降低显著相关[12]。
本实验的结果与这些研究结果相符,提示 TGF-β1
高表达、年龄≥60岁、高等级最差浸润方式、浸润深

度≥5
 

mm、发生神经侵犯、肿瘤复发和转移可作为

评估OSCC预后不良的重要指标。

  综上所述,本研究发现TGF-β1在 OSCC组织

中广泛阳性表达,其高表达与 TNM 分期、浸润深

度、神经侵犯和复发呈显著正相关。肿瘤中心处

TGF-β1高表达可能是OSCC患者生存率和无病生

存率降低的独立影响因素,但它在肿瘤中心和浸润

前沿处的促瘤机制还需后续实验进一步研究。
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