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口腔癌患者 ＶＨＬ 表达与上皮间质转化过程的
相关性研究

霍红，　 杜琛

阳谷县人民医院口腔科， 山东 聊城　 ２５２３００

摘要： 目的　 探讨口腔癌患者抑癌基因 ｖｏｎ Ｈｉｐｐｅｌ Ｌｉｎｄａｕ（ＶＨＬ）的表达与上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）相关蛋白表达的相关性。 方法　 选取 ２０１０ 年 １ 月至 ２０１４ 年 １２ 月口腔鳞状细胞癌患者 ８０ 例作为

研究对象，应用免疫组织化学方法检测癌组织及癌旁组织 ＶＨＬ 基因及 ＥＭＴ 相关蛋白 Ｓｎａｉｌ 蛋白、上皮型钙黏附素

（Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ）、神经型钙黏附素（Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ）的表达，分析各因子间相关性及预后危险因素。 结果　 ＶＨＬ 基因在口

腔癌组织中的阳性表达率 ５２􀆰 ５０％ ，明显低于癌旁组织的阳性表达率 ８５􀆰 ００％ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ＶＨＬ 表达与 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ
表达呈正相关（ ｒ ＝ ０􀆰 ８４８，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），与 Ｓｎａｉｌ 蛋白、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达呈负相关（ ｒ ＝ － ０􀆰 ３１３，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；ｒ ＝ － ０􀆰 ３７３，Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）。 ＶＨＬ 的表达与淋巴结转移、肿瘤分化程度及肿瘤 ＴＮＭ 分期相关（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 Ｃｏｘ 回归模型

分析显示淋巴结转移、分化程度及 ＶＨＬ 表达是口腔癌预后的独立危险因素（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结论　 ＶＨＬ
可能通过调控 ＥＭＴ 相关蛋白的表达从而影响口腔癌的发生、发展，ＶＨＬ 低表达可能促进了肿瘤的恶性分化及淋巴

转移，且是影响口腔癌预后的独立危险因素。
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　 　 口腔癌为头颈部常见的恶性肿瘤之一，根据上世 纪美国 ＳＥＥＲ 的统计［１］，口腔鳞状细胞癌占口腔癌

９５％以上，按照 ＷＨＯ 制订的国际疾病分类 ＩＣＤ⁃１０［２］

的口咽部癌症合并统计，可占据癌症发病率的第 ６
位。 口腔鳞癌是口腔癌最常见的组织类型，全世界每
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年约有 ３０ 万新发病例，且发病率逐年上升［３］。 口腔

癌的发病及转移机制尚未明确，大量研究显示上皮间

质转化（ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）过程

是肿瘤细胞侵袭、转移的重要途径［４］。 肿瘤抑制基

因 ｖｏｎ Ｈｉｐｐｅｌ Ｌｉｎｄａｕ（ＶＨＬ）可通过多种途径调控相

关因子的表达从而发挥抑癌作用［５］。 相关研究表

明，ＶＨＬ 参与肿瘤的 ＥＭＴ 过程［６ － ７］。 本文对 ＶＨＬ 表

达与 ＥＭＴ 过程中相关因子表达的关系进行相关性研

究，现将结果报道如下。

１　 资料与方法

１􀆰 １　 一般资料　 选取我院 ２０１０ 年 １ 月至 ２０１４ 年 １２
月收治的口腔癌患者 ８０ 例作为病例组，并选取 ２０ 例

癌旁组织作为对照组。 所有组织均经过甲醛固定，石
蜡包埋，切片等处理。 病例组所有病变组织标本均经

过术后病理学诊断为口腔鳞状细胞癌。 病例组中男

４８ 例，女 ３２ 例；年龄 ３８ ～ ７９（６０􀆰 ４３ ± ９􀆰 ７２）岁。 其中

舌癌 ２５ 例，牙龈癌 ２８ 例，口底癌 １６ 例，颊癌 ９ 例，上
颚癌 ２ 例；高分化 ３８ 例，中分化 ２７ 例，低分化 １５ 例；
４２ 例有淋巴结转移，其中 ７ 例发生远处转移，３８ 例无

淋巴结转移；ＴＮＭ 分期：Ⅰ期 ２２ 例，Ⅱ期 ２６ 例，Ⅲ期

２４ 例，Ⅳ期 ８ 例。 所有患者肿瘤原发部位均为口腔，
均行病灶切除并淋巴结清扫术。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 免疫组化方法［８ － ９］ 　 按照 ＳＰ 免疫组化试剂

盒的说明将组织标本连续切片，经脱蜡、水化、ＰＢＳ 冲

洗、枸橼酸抗原热修复、滴加羊血清封闭液后，滴加特

异性Ⅰ抗室温静置 １ ｈ。 ＰＢＳ 冲洗后滴加Ⅱ抗室温静

置 １ ｈ，冲洗后 ＤＡＢ 显色 ５ ｍｉｎ，苏木精复染 ３ ｍｉｎ，梯
度酒精分化，冲洗脱水后封片镜检。 鼠抗人 ＶＨＬ、
Ｓｎａｉｌ、上皮型钙黏附素（Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ）、神经型钙黏附

素（Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ）抗体购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 有限公司，
ＳＰ 免疫组化试剂盒、ＤＡＢ 显色液及 ＰＢＳ 缓冲液等购

自北京奥博森生物有限公司。
１􀆰 ２􀆰 ２　 判定方法［１０］ 　 切片均选取 １０ 个高倍视野，
每个视野计数 １００ 个细胞，以阳性细胞数所占比例得

出结果。 细胞核与胞浆中 ＶＨＬ、Ｓｎａｉｌ 以棕黄色或棕

褐色染色为阳性。 阳性细胞比例划分为 ０％ （ － ）、
１％ ～ ４９％ （ ＋ ）、５０％ ～ ７０％ （ ＋ ＋ ）、 ＞ ７０％ （ ＋ ＋
＋ ）；统计为低表达（ － 、 ＋ ）及高表达（ ＋ ＋ 、 ＋ ＋
＋ ）。 细胞膜与胞质中 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 棕黄色

为阳性。 阳性细胞比例划分为 ＜ １０％ （ － ）、１０％ ～
４９％ （ ＋ ）、５０％ ～ ７０％ （ ＋ ＋ ）、 ＞ ７０％ （ ＋ ＋ ＋ ）；统
计为低表达（ － ）及高表达（ ＋ 、 ＋ ＋ 、 ＋ ＋ ＋ ）。
１􀆰 ３　 统计学方法　 所有数据均使用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 进行

统计学处理。 组间各基因或蛋白表达阳性率比较采

用 χ２ 检验；表达相关性比较采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 等级相关

分析；各蛋白表达与病理因素关系采用单因素分析，
影响预后的独立危险因素采用 Ｃｏｘ 回归分析。 检验

标准取 ０􀆰 ０５。

２　 结　 果

２􀆰 １　 两组 ＶＨＬ 及 ＥＭＴ 相关蛋白表达 　 病例组中，
口腔癌组织中 ＶＨＬ 基因、Ｓｎａｉｌ、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒ⁃
ｉｎ 蛋白的表达阳性率分别为 ５２􀆰 ５０％ 、 ７５􀆰 ００％ 、
４６􀆰 ２５％ 、７３􀆰 ７５％ 。 对照组 ２０ 例癌旁组织中 Ｓｎａｉｌ 不
表达，ＶＨＬ、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达阳性率分别

为 ８５􀆰 ００％ 、９０􀆰 ００％ 、２０􀆰 ００％ 。 在口腔癌患者的组

织中 ＶＨＬ、Ｓｎａｉｌ 主要表达于细胞核及胞浆中，镜下观

察染色为棕黄色或棕褐色；Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 主

要表达在细胞膜与胞质中，镜下观察染色为棕黄色。
见表 １。
２􀆰 ２　 ＶＨＬ 与 ＥＭＴ 相关蛋白表达的相关性　 口腔癌

组织中 ＶＨＬ 表达与 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达呈正相关（ ｒ ＝
０􀆰 ８４８，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），与 Ｓｎａｉｌ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达呈负相关

（ ｒ ＝ － ０􀆰 ３１３，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；ｒ ＝ － ０􀆰 ３７３，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），即随

着 ＨＶＬ 细胞阳性表达增加，Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达增加，而
Ｓｎａｉｌ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达减少。
２􀆰 ３　 相关蛋白表达与病理因素的关系 　 ＨＶＬ 的表

达与淋巴结转移、肿瘤分化程度及肿瘤 ＴＮＭ 分期相

关（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；Ｓｎａｉｌ 的表达与肿瘤分化

程度及 ＴＮＭ 分期相关（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；Ｅ⁃ｃａｄ⁃
ｈｅｒｉｎ 的表达与淋巴结转移、肿瘤分化程度及 ＴＮＭ 分

期相关（Ｐ 均 ＜ ０􀆰 ０１）；Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达与淋巴结转

移及肿瘤 ＴＮＭ 分期相关（Ｐ 均 ＜ ０􀆰 ０１）。 见表 ２。
２􀆰 ４　 口腔癌预后因素分析　 通过单因素分析显示：
口腔癌患者的性别、年龄、ＴＮＭ 分期及 Ｓｎａｉｌ、Ｅ⁃ｃａｄ⁃
ｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达对预后没有影响。 见表 ３。
对具有统计意义的淋巴转移、分化程度及 ＶＨＬ 表达

３ 个因素进行 Ｃｏｘ 回归模型多因素分析，显示淋巴结

表 １　 两组 ＶＨＬ、Ｓｎａｉｌ、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达　 （例）

蛋白 组别 － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
阳性率

（％ ）
ＶＨＬ 病例组 ３８ ２４ １４ ４ ５２􀆰 ５０

对照组 ３ ６ ７ ４ ８５􀆰 ００
Ｓｎａｉｌ 病例组 ２０ １８ ３２ １０ ７５􀆰 ００

对照组 ０ ０ ０ ０ ０􀆰 ００
Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 病例组 ４３ １３ １８ ６ ４６􀆰 ２５

对照组 ２ ５ ９ ４ ９０􀆰 ００
Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 病例组 ２１ １９ ２１ １９ ７３􀆰 ７５

对照组 １６ ３ １ ０ ２０􀆰 ００
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表 ２　 各蛋白表达与病理因素关系　 （例）

因素 例数
ＶＨＬ

低 高 χ２ 值 Ｐ 值

Ｓｎａｉｌ
低 高 χ２ 值 Ｐ 值

Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ
低 高 χ２ 值 Ｐ 值

Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ
低 高 χ２ 值 Ｐ 值

淋巴结转移

　 无 ３８ ３６ ２
１２􀆰 ３３ ＜ ０􀆰 ０１

１９ １９
０􀆰 １８ ＞ ０􀆰 ０５

３３ ５
９􀆰 ７８ ＜ ０􀆰 ０１

１２ ２６
９􀆰 ８２ ＜ ０􀆰 ０１　 有 ４２ ２６ １６ １９ ２３ ２３ １９ ２８ １４

分化程度

　 高 ３８ ３４ ４
５􀆰 ９５ ＜ ０􀆰 ０５

１３ ２５
５􀆰 １３ ＜ ０􀆰 ０５

３４ ４
１３􀆰 ０７ ＜ ０􀆰 ０１

１８ ２０
０􀆰 ２０ ＞ ０􀆰 ０５　 中、低 ４２ ２８ １４ ２５ １７ ２２ ２０ ２２ ２０

ＴＮＭ 分期

　 Ⅰ、Ⅱ期 ４８ ４２ ６
６􀆰 ８８ ＜ ０􀆰 ０１

１０ ３８
３４􀆰 ２２ ＜ ０􀆰 ０１

４０ ８
１０􀆰 １６ ＜ ０􀆰 ０１

１１ ３７
３５􀆰 ２１ ＜ ０􀆰 ０１　 Ⅲ、Ⅳ期 ３２ ２０ １２ ２８ ４ １６ １６ ２９ ３

表 ３　 口腔癌预后的单因素分析

因素 χ２ 值 Ｐ 值

性别（男 ／ 女） １􀆰 １８１ ＞ ０􀆰 ０５
年龄（≤６０ ／ ＞ ６０ 岁） １􀆰 ４０９ ＞ ０􀆰 ０５
淋巴转移（无 ／ 有） １５􀆰 ７１３ ＜ ０􀆰 ０１
分化程度（高 ／ 中低） ２２􀆰 ７７４ ＜ ０􀆰 ０１
ＴＮＭ 分期（Ⅰ、Ⅱ ／Ⅲ、Ⅳ） ３􀆰 １４７ ＞ ０􀆰 ０５
ＶＨＬ（低表达 ／ 高表达） ８􀆰 ９４１ ＜ ０􀆰 ０５
Ｓｎａｉｌ（低表达 ／ 高表达） １􀆰 ７９９ ＞ ０􀆰 ０５
Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ（低表达 ／ 高表达） ２􀆰 ００６ ＞ ０􀆰 ０５
Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ（低表达 ／ 高表达） １􀆰 １３８ ＞ ０􀆰 ０５

转移（ ｒ ＝ ２􀆰 ０１１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）、分化程度（ ｒ ＝ ０􀆰 ８６２，Ｐ ＜
０􀆰 ０５）、ＶＨＬ（ ｒ ＝ － １􀆰 ８３３，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）表达均为口腔癌

患者的独立预后因素，其中有淋巴结转移及中低分化

肿瘤为口腔癌患者预后的不利因素，ＶＨＬ 高表达为

口腔癌预后的有利因素。

３　 讨　 论

口腔鳞状细胞癌主要为局部浸润扩散，后期出现

周围淋巴结转移及远处转移。 颈部淋巴结转移的确

诊关系到口腔癌手术的成功与否，因此更加全面系统

的标志物依据尤为重要［１１］。 相关研究表明，口腔癌

的颈部淋巴结转移与 ＥＭＴ 过程相关，而上皮细胞通

过两面极性紧密的黏附在一起，阻滞了细胞的迁移能

力［１２］。 ＥＭＴ 过程则破坏了上皮细胞的极性，从而使

细胞获得了迁移能力，变成具有间质细胞形态的细

胞，其结构松散少有连接［１３ － １４］。 ＥＭＴ 过程相关因子

众多，各种转录因子对 ＥＭＴ 过程起了关键的调控，上
皮细胞标志物 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、间叶型标记物 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 及

Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、细胞因子及转录因子 Ｓｎａｉｌ、Ｓｌｕｇ、Ｔｗｉｔｓｔ 等
表达上调，增加细胞间黏附力，获得较强的迁移和运

动能力，从而出现肿瘤细胞的浸润转移［１５ － １６］。 ＶＨＬ
是一类肿瘤抑制基因，许多报道 ｐＶＨＬ 的表达与上皮

性肿瘤的发生、发展相关，其表达水平的降低常常预

示恶性肿瘤的转移和复发。 转录因子 Ｓｎａｉｌ、 Ｓｌｕｇ、
Ｔｗｉｓｔ 常可引发 ＥＭＴ，在口腔鳞状细胞癌的演变及转

移过程中发挥重要作用［１７］。 ＥＭＴ 促进食管癌、胃

癌、结直肠癌、胰腺癌的发生和转移［１８］，而食管癌与

口腔癌同属鳞状细胞癌，ＥＭＴ 引发的相关肿瘤预后

欠佳。
本研究结果显示，ＶＨＬ 在口腔鳞癌组织中的阳

性率为 ５２􀆰 ５０％ ，明显低于癌旁组织中的阳性率

（８５􀆰 ００％ ），这与 ＶＨＬ 在其他肿瘤的相关研究中报道

一致［１９］。 推论患者 ＶＨＬ 表达的缺失可能与口腔癌

的发生、发展有关。 进一步分析显示 ＶＨＬ 的表达与

淋巴结转移、肿瘤分化程度及肿瘤 ＴＮＭ 分期均相关，
ＶＨＬ 的低表达预示预后较差。 对口腔癌患者的预后

风险因素分析显示，ＶＨＬ 是口腔癌患者预后的独立

危险因素，ＶＨＬ 低表达人群预后结果较差的风险为

高表达人群的 １􀆰 ８３３ 倍，ＶＨＬ 高表达则为口腔癌患

者预后的有利因素。 因此，ＶＨＬ 可能在口腔癌发展

及预后中扮演重要角色。 ＥＭＴ 过程可能是参与口腔

癌发展的重要因素，本研究中对 ＥＭＴ 过程相关蛋白

的检测发现 Ｓｎａｉｌ、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 参与了口腔

癌的发生、发展，且与 ＶＨＬ 的表达存在显著相关性。
相关研究报道转染 ＶＨＬ 质粒后，细胞中 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 表

达下降，胞核中的聚集消失，说明 ＶＨＬ 通过抑制 β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 的表达参与调控 ＥＭＴ 过程。 在对结肠癌细胞

的研究中发现 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 可激活 ＬＥＦ⁃１ 的活性，激活

下游众多靶基因参与 ＥＭＴ 引起肿瘤增殖、侵袭，而在

Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路未激活的正常上皮细胞中导入

ＬＥＦ⁃１ 并不能引起 ＥＭＴ［２０ － ２１］。 其他相关研究也证实

了 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路在口腔癌中的作用［２２］。 本研究未

对 ＶＨＬ 调控 ＥＭＴ 的机制进行研究。
综上所述，ＶＨＬ 表达可能通过调控 ＥＭＴ 相关蛋

白的表达从而影响口腔癌的发生、发展，其异常表达

可能促进了肿瘤的恶性分化及淋巴转移，且是口腔癌

患者的独立预后因素。 通过继续深入的研究，ＶＨＬ
可能会成为口腔癌诊断及预后评价的指标，且为口腔

癌的治疗提供有效靶点。
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［１２］ 王宏刚，黄晓丹，季国忠． ＥＭＴ 的信号通路及 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 在肿瘤

中的研究进展 ［ Ｊ］ ． 世界华人消化杂志，２０１０，１８ （３４ ）：３６７２

－ ３６７８．

［１３］ 张梅，李晓玫． 细胞骨架蛋白与肾脏疾病［ Ｊ］ ． 肾脏病与透析肾

移植杂志，２００３，１２（３）：２７２ － ２７７．
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［１５］ Ｍｉｃａｌｉｚｚｉ ＤＳ，Ｆａｒａｂａｕｇｈ ＳＭ，Ｆｏｒｄ ＨＬ． Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎ⁃
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－ １３４．

［１６］ Ｌｅｅ ＭＹ， Ｓｈｅｎ ＭＲ． Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｃｅｒｖｉｃａｌ

ｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｔｒａｎｓｌ Ｒｅｓ，２０１２，４（１）：１ － １３．

［１７］ 阿里木江·吾守，潘红芽，田臻，等． Ｔｗｉｓｔ、Ｓｎａｉｌ、Ｓｌｕｇ 在口腔鳞状

细胞癌中的表达及其与各临床病理因素的关系［ Ｊ］ ． 中国口腔

颌面外科杂志，２０１１，９（３）：１８３ － １８８．

［１８］ 杨阳，樊海宁，邓勇． 上皮⁃间充质转化对消化系统肿瘤及纤维化

作用的研究进展［Ｊ］ ． 临床肝胆病杂志，２０１２，２８（４）：３１２ － ３１５．

［１９］ 徐志忠，梁淑芳． ＶＨＬ 基因的研究进展及其在肾癌基因治疗中

的应用［Ｊ］ ． 生物技术通报，２０１０（５）：４７ － ５０，６０．

［２０］ Ｍａｒｔｉｎ Ｂ，Ｃｈｅｓｎｅｌ Ｆ，Ｄｅｌｃｒｏｓ ＪＧ，ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＶＨＬ ａｓ ａ
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ｔｈｅ ｖｏｎ Ｈｉｐｐｅｌ⁃Ｌｉｎｄａｕ ｔｕｍｏｒ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ［ Ｊ］ ． Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２０１１，３０

（１）：２１ － ３１．

［２２］ Ａｓｈｉｄａ Ｓ，Ｆｕｒｉｈａｔａ Ｍ，Ｔａｎｉｍｕｒａ Ｍ，ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｖｏｎ
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