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摘 要!%目的& 探讨诱导型一氧化氮合酶"

0:3;

'在喉癌组织中的表达与血管内皮生长
因子

!.

"

8<=>!.

'(淋巴管密度)

F8L

'(淋巴结转移和预后的相关性* %方法& 以
MI

例经
病理确诊的喉癌组织为实验组!

!"

例喉良性病变组织为对照组! 采用免疫组织化学检
测

0:3;

和
8<=>!.

的表达!采用
I"!

核苷酸酶染色+

I"!:+21

'计数
F8L

!并结合临床病
理特征和生存资料进行相关分析* %结果& 喉癌组织中

0:3;

和
8<=>!.

的阳性表达率
分别为

J$9$N

和
OJ9%N

!较对照组显著增加"

H#"9"I

'!在喉癌组织中
0:3;

表达与瘤内
和瘤周

F8L

,淋巴结转移(

?:P

临床分期(淋巴管浸润有关"

H$"9"I

'*

0:3;

和
8<=>!.

表达正相关"

)Q"9ORS

!

H$"9"I

'!

0:3;

阳性表达者生存率显著低于阴性表达者"

H$"9"I

'*

%结论& 喉癌组织中
0:3;

过表达可能通过上调
8<=>!.

表达促进喉癌淋巴管生成和淋
巴结转移!检测

0:3;

可成为判断喉癌预后新的生物学指标*
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喉癌是头颈部常见恶性肿瘤!其发病率占全身恶

性肿瘤
$N%IN

! 其中癌细胞经淋巴道转移是喉癌最

重要的转移方式和影响预后的最主要因素之一%

$

!

!

&

!因

而研究喉癌淋巴管生成和转移机制具有重要的临床

价值* 近年来发现诱导型一氧化氮合酶
W0*D(40[,1

*0A)04 'C0D1 26*A/+21

!

0:3;X

在多种实体肿瘤中都有

过度表达!是肿瘤一氧化氮
W*0A)04 'C0D1

!

:3X

的主要

来源! 并证明
0:3;

与肿瘤的血管生成和肿瘤生长

转移密切相关%

O

&

!但关于
0:3;

促进肿瘤淋巴管生成

作用机制研究报道较少 * 血管内皮生长因子
!.

W\1221, 1*D'A/1,0(G 5)'EA/ -+4A') .

!

8<=>!.X

是目前

最具代表性的淋巴管生成因子! 通过激活淋巴管内

皮细胞上的受体
8<=>@!O

可促进淋巴管内皮细胞

增殖分化并诱导淋巴管生成%

$

&

* 为此!本研究探讨了

喉癌中
0:3;

的表达及其与
8<=>!.

( 淋巴管密度(

淋巴结转移和喉癌预后的关系! 为喉癌的诊治研究

提供新的思路*

$

资料与方法

!"!

临床资料

选取中国医科大学附属第一医院耳鼻咽喉科

!KKM

年
$

月
%!KKR

年
O

月首次经手术治疗的原发喉

癌患者
MI

例*其中!女性
MO

例!男性
!

例!平均年龄

SO9I

岁*声门上
$J

例!声门
!O

例!声门下
I

例*按国

际抗癌协会"

]^..

'

#RRJ

年
?:P

分期标准!
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!
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例!
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M
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#

例* 有颈淋巴

结转移
#J

例!淋巴管浸润
#%

例* 随访至
!KKR

年
S

月
#

日!随访时间为
O%J#

个月!平均
O#

个月!死亡

#K

例!其中呼吸困难
!

例!远处转移
M

例!其他疾病

O

例!原因不明
#

例* 对照组
!K

例!均为声带息肉手

术切除病例*
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主要试剂
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购自美国
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./(0!1

及
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试剂盒

均购自北京中杉公司技术有限公司!

!"#

免疫组织化学染色

严格按照免疫组化试剂盒说明的步骤进行#其

中一抗浓度
+,-& $"$""

#

./(0!1 $"$""

! 以
23&

代

替一抗作阴性对照! 评分标准按照细胞着色强度

$无#

"

分%弱#

$

分%中#

!

分%强#

4

分&和切片中阳性

细胞率评分$

!56

#

"

分%

76#$"6

#

$

分%

$$6#!"6

#

!

分%

!$6#5"6

#

4

分%

$5"6

#

8

分& 之和为该病例评

分值#将评分值
!!

分定为阴性#

"4

分定为阳性!

!"$

酶组化染色方法

采用王莹等'

8

(报道方法进行酶组化染色方法! 淋

巴管密度$

9.:

&定量分析)先在低倍镜下选择淋巴管

最丰富区域# 在高倍镜下计数
5

个视野淋巴管数#采

用
5%!,;<=

计数
9.:

#取其均值作为该切片淋巴管数!

!"%

统计学处理

应用
&2&& $$>5

统计软件进行处理! 计数资料

采用
!

! 检验#两组间
9.:

比较采用
?

检验#荧光定

量
21@

比较采用
9&:

法# 相关分析采用
&A=;BC;D

检验#

E;AF;D!)=+=B

法绘制生存曲线#

2&G>"5

为差异

有统计学意义!

!

结 果

&"! +,-&

和
./(0!1

的表达情况

+,-&

和
./(0!1

阳性表达位于细胞浆和细胞

膜内#呈棕黄色颗粒状#阴性细胞胞浆不着色$图
$

"

图
!

&!

+,-&

和
./(0!1

在喉癌组织中的阳性表达

率分别为
H$>$6

和
4H>%6

# 对照组中的阳性表达率

分别为
"

和
$56

#两组差异有统计学意义$

2&">"5

&!

&"& +,-&

和
./(0!1

相关性分析及与临床病理特征

的关系

在各种临床因素中#

+,-&

蛋白表达与
I,)

分

期"淋巴结转移及淋巴管浸润密切相关$

2&">"5

&#而

与年龄"性别"肿瘤部位及肿瘤分化程度各组间的差

异无统计学意义 $

2$">"5

&!

./(0!1

蛋白表达与淋

巴结转移及淋巴管浸润密切相关#但在不同年龄"性

别" 肿瘤部位"

I,)

分期及肿瘤分化程度间无统计

学差异 $

2$">"5

&! 见表
$

! 在喉癌组织中
+,-&

和

./(0!1

表达呈正相关$

2&">"5

&! 见表
!

!

&"# +,-&

和
./(0!1

表达与
9.:

的关系

5%!,;<=

特异性地表达在喉癌组织中毛细淋巴

管内皮细胞# 在光镜下可见呈棕黄色的点状 $横切

面&或条状$纵切面&#血管内皮细胞和肿瘤细胞未见

表达 $图
4

&!

+,-&

和
./(0!1

蛋白表达均与瘤内

9.:

"瘤周
9.:

密切相关$

2&">"5

&! 见表
4

!

!

图
$

喉癌组织中
+,-&

的阳性表达!

&2 '!""

"

图
!

喉癌组织中
./(0!1

的阳性表达!

&2 (8""

"

图
4

喉癌组织淋巴管!

9

"呈棕色#毛细血管!

3

"淡染
或不着色#瘤内淋巴管!

#

"呈条索状!

&2 (8""

"
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;8<

例数

瘤周
;8< => $?9@?!$9?> >9!?A "9""! $A9>>!"9== =9@A$ "9"$!

瘤内
;8< => A9"B!$9=@ @9>== "9"$! %9%?!!9"@ !9A!= "9"=@

0:3C

阳性表达量
D E

8FGH".

阳性表达量
D E

8FGH".

例数
0:3C

) E

阳性 阴性
阳性

$B $? $

I9@A? "9""B

阴性
!% $? $!

!"#

生存率分析

按
0:3C

表达的不同将喉癌患者分为阳性组

!

J

"和阴性组!

K

"#

L+M,+*"N101)

生存分析绘出喉癌

患者整体生存曲线 !图
=

"#

0:3C

阳性表达平均生存

时间为
==9>@!>9?!

个月 #阴

性表达组平 均生存时间 为

?@9#?!>9I=

个月#

;'5"O+*P

检

验表明
0:3C

阳性表达者生

存率显著低于 阴性表达者

!

!

!

Q>9@?B

#

EQI9I!#

"$

@

讨 论

一氧化氮
R:3S

作为一种新发现的信使分子和生

物活性因子# 它参与肿瘤血管生成和发生发展的病

理过程$ 在体内
:3

是由
:3C

催化而产生的%

>

&

#

:3C

可分为
0:3C

和结构型
:3C

两种亚型# 两种亚型在

肿瘤细胞中都有存在# 并且在人类多种肿瘤细胞系

和肿瘤活检组织的细胞中都发现了
:3C

高表达#其

中
0:3C

被认为是
:3C

最活跃的亚型$ 有研究表

表
$ 0:3C

和
8FGH".

在喉癌组织中的表达

临床参数 例数
阳性数 阳性率!

T

" 阳性数 阳性率!

T

"

年龄!岁"

#?I !B #B ?!9A

!9#%# I9#%%

B !=9I

=9I@= I9I?@

$?I #% #> %@9@ #I AI9A

性别

男性
=@ @! B=9=

>9#>! I9IBA

#? @B9!

I9#@@ #9III

女性
! I I # >I9I

分型

声门
!@ #? ?A9>

I9>?> I9B>=

A @A9#

I9IB@ I9A?=

声门上
#B #@ B?9> ? @>9!

声门下
> @ ?I9I ! =I9I

分化程度

高
!A !! B>9%

I9@I! I9>!!

#I @=9>

!9>A! I9!B=

中
#! % ??9? = @@9@

低
= ! >I9I @ B>9I

U:N

分期

"%# #= = B#9>

#B9AI! I9III

= !%9?

I9B@@ I9>#@

$%% @# !% A9B #@ =#9A

淋巴结转移

有
#B #? A=9#

B9I@A I9I#>

#I >%9%

>9#=% I9I@#

无
!% #? >>9? B !>9I

淋巴管浸润

有
#% #B A=9=

B9A># I9II?

#I >%9%

>9#=% I9I@#

无
!B #> >>9? B !>9I

!

!

!E !

!

!E

表
!

喉癌组织中
0:3C

和
8FGH".

表达的关系

表
@

喉癌组织中
0:3C

!

8FGH".

表达与
;8<

表达的关系

图
=

喉癌患者生存曲线

I9II !I9II =I9II ?I9II %I9II

#9I

I9%

I9?

I9=

I9!

I9I

生
存

率

0:3C

阳性
阴性
阳性

"41*2')1V

阴性
"41*2')1V

生存时间!月"

0:3C 8FGH".

$$?
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'()*

在肝癌#乳腺癌#结肠癌#头颈部癌和黑色

素瘤细胞中均有过量表达$ 动物实验中使用
'()*

抑制剂可显著减少
()

水平$抑制肿瘤细胞生长%在

本研究中发现喉癌组织中
'()*

表达显著增高&声

带息肉组则未见其表达& 而且
'()*

高表达与喉癌

+(,

病理分期'淋巴结转移#淋巴管浸润密切相关&

提示
'()*

与喉癌的发生和发展密切相关& 这与以

往的研究结果相一致!

-

"

(

近年来研究 !

.

"表明在瘤内或瘤周间质中的
'(!

)*

产生的
()

可能是通过上调血管内皮生长因子
!

/

发挥促进新血管形成的作用& 新血管的形成不仅

增强了肿瘤的生长能力& 也增加了它的侵袭力和转

移能力( 但
'()*

活性与淋巴管生成的确切关系尚

不清楚( 本研究显示
'()*

表达与瘤内和瘤周
012

'

淋巴结转移和淋巴管浸润均显著相关& 因此我们推

测由肿瘤细胞产生的高
'()*

促进
()

高表达&能够

诱导喉癌内淋巴管隙的扩张& 最后促进淋巴管肿瘤

扩散转移( 许多研究报道已证实
1345!6

是目前最

具代表性的淋巴管生成因子& 其表达与多种人类肿

瘤淋巴管转移关系密切( 我们发现
'()*

表达与

1345!6

表达呈正相关&提示
()

可以上调
1345!6

表达( 所以我们认为
()

除了可以直接对淋巴管产

生作用外& 还能通过与
1345!6

相互作用发挥淋巴

管生成因子的作用& 但其具体作用机制有待于进一

步研究( 目前关于
'()*

表达对喉癌预后影响的相

关报道尚不多见& 本实验结果表明
'()*

阳性表达

与生存曲线负相关( 提示检测喉癌患者
'()*

蛋白

表达将有望成为判断喉癌预后的一个新指标& 但此

研究仅是针对一组有限喉癌患者数量的回顾性研

究&结论仍需进一步证实(

综上所述&喉癌组织中
'()*

能够上调
1345!6

表达&促进喉癌淋巴管生成和淋巴管转移&本研究为

靶向作用
'()*

对抗淋巴管生成的治疗模式提供了

实验依据(
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