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摘 要：【目的】研究诱导型一氧化氮合酶（iNOS）和环氧化酶- 2（COX- 2）在舌鳞癌原发灶及其颈淋巴结

转移灶组织中的表达差异，探讨舌鳞癌转移的机制。【方法】采用 SP免疫组化法检测 83例舌部原发鳞癌和其

中 35例相应的颈淋巴结转灶石蜡包埋标本中 iNOS、COX- 2的表达。【结果】①舌鳞癌颈淋巴结转移灶 iNOS

(9.6±2.1)、COX- 2(8.7±0.9),相应的原发灶 iNOS (7.7±1.8),COX- 2(6.1±1.3),无颈淋巴结转移的原发灶 iNOS(3.5±

2.7),COX- 2(2.4±1.9),无转移的颈淋巴 iNOS(0.7±0.3),COX- 2(0.5±0.6)，舌正常组织 iNOS(0.6±0.4),COX- 2(0.4±

0.3)。上述组别两两比较，iNOS、COX- 2免疫组化评分差异均有统计学意义（P< 0.01,P< 0.05）。 ②在舌鳞癌颈

淋巴结转移癌组织中，iNOS、COX- 2表达呈正相关关系（r=0.5841,P< 0.01）。③在舌鳞癌颈淋巴结转移灶中，N3
组 iNOS(10.5±0.7)、COX- 2(9.6±1.1)分别与 N2组 iNOS (9.4±0.6)、COX- 2(9.1±0.2)比较差异无统计学意义(P >

0.05)。N1组 iNOS (6.1±0.4)、COX- 2(5.5±0.4)分别同 N0组 iNOS (0.7±0.3)、COX- 2(0.5±0.6)比较，差异有统计学

意义（P< 0.01）。N2组 iNOS、COX- 2分别同 N1组 iNOS、COX- 2比较，差异有统计学意义（P< 0.01）。【结论】

iNOS、COX- 2在舌鳞癌的转移及颈淋巴结转移灶的生长中起着重要的作用。
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Abstract:【Objective】To detect the expression level of protein of inducible nitric oxide synthase (iNOS) and

Cyclooxygenase- 2 (COX- 2) in primary tumor and metastatic lymph node in the neck of the patients with tongue

squamous cell carcinoma (TSCC), and to investigate the metastatic mechanism of TSCC.【Methods】

Immunohistochemical staining was adopted to detect the expression of iNOS and COX- 2 protein in 83 cases of

TSCC primary tumors and their 35 metastatic lymph nodes and 10 nonmeastatic lymph nodes and 10 cases of

normal tongue tissue biopsy specimens.【Results】(1) The immunohistochemical score (IHS) of iNOS and COX- 2

significantly increased in primary TSCC without metastatic lymph node, primary TSCC with metastatic lymph node

and metastasis (P< 0.01, P< 0.01, P< 0.05). (2) There was a positive correlation between iNOS and COX- 2

expression in TSCC and its metastatic lymph node (r=0.5841, P< 0.001). (3) In the metastatic lymph node of TSCC,

HIS of iNOS and COX- 2 significantly increased in N0 , N1 , N2 . HIS of iNOS and COX- 2 showed no difference in

N2 and N3 .【Conclusion】iNOS and COX- 2 may play important roles in neoplastic cell metastasis as well as its

metastatic lymph node growth.

Key words: inducible nitric oxide; cyclooxygenase- 2; squamous cell carcinoma；tongue neoplasms; lymphotic

metastasis

[J SUN Yat- sen Univ(Med Sci),2006(27):157- 160]

第 27卷 第 2期

2006年 3月

Vol.27 No.2

Mar. 2006

中山大学学报(医学科学版)

JOURNAL OF SUN YAT-SEN UNIVERSITY(MEDICAL SCIENCES)

DOI:10.13471/j.cnki.j.sun.yat-sen.univ(med.sci).2006.0040



COX- 2）分别是一氧化氮合酶和环氧化酶同工酶

的诱导型，它们在组织分布、表达和调控等方面表

现很相似，共同参与了一些生理病理过程。近来研

究表明，它们参与了头颈肿瘤的发生发展，并有协

同作用，是头颈肿瘤防治的新靶点[1]。但它们是否

共同参与了口腔癌的转移过程，在原发灶和颈淋

巴结转移灶中的表达是否有差异以及两者的表达

是否相关，尚不清楚。本研究采用免疫组化方法，

检测 iNOS,COX- 2在舌鳞癌原发灶和颈淋巴结转

移灶不同组织中的表达特点，研究两者的关系，以

及与舌鳞癌颈淋巴结转移灶分期的相关性，探讨

舌鳞癌的转移机制。

1 材料与方法

1.1 材 料

选取广东省口腔医院病理科 1998 年至 2003

年 83例手术切除的舌鳞癌原发灶石蜡包埋标本，

其中 35例发生了颈淋巴结转移，按 UICC口腔癌

淋巴结转移分期标准（2002）：N1 17例，N2 11例，N3

7例。在发生颈淋巴结转移的病例中，按转移灶最

大直径分别选取相应颈淋巴结转移石蜡标本 35

份。取 10例舌正常组织及 10例无转移的颈淋巴

结石蜡常规包埋标本作对照。所取标本均经组织

病理学检查确诊，病历资料完整；83例舌鳞癌患者

中，男 51例，女 32例；年龄为 26岁至 78岁，中位

年龄 48岁。

1.2 SP 免疫组化染色

石蜡标本 4 !m厚切片，用 SP法作 iNOS和
COX- 2免疫组化 DAB染色。多克隆抗 COX- 2抗

体，多克隆抗 iNOS抗体为 Santa Cruz公司产品，

SP试剂盒购自武汉博士德生物技术有限公司。详

细步骤严格按 SP试剂盒说明书进行。每批染色均

以 PBS液代替一抗，设立空白对照，以 COX- 2，

iNOS已知阳性片为阳性对照。

1.3 免疫组化结果的判断

iNOS,COX- 2 免疫组化染色以细胞浆内出现

棕黄色颗粒作为阳性细胞判定标准，结果评分参

照文献[2]，双盲法。结合阳性细胞百分比及阳性细

胞染色强弱两个方面计算。COX- 2、iNOS免疫组

化染色评分：a、阳性细胞百分比（无阳性细胞=0；

阳性细胞占 1%～10%=1；11%～50%=2；51%～80%=

3；81%～100%=4）；b、阳性细胞染色强弱（阴性=0；

弱阳性=1；中度阳性=2；强阳性=3）,a、b 两项乘积

即为该例病变的免疫组化评分，如在 1例病变中

存在多个不同评分的视野，则取最大值和最小值

的平均值作为其免疫组化的评分。分析 COX- 2、

iNOS相关性时，免疫组化评分为 O定为-，1～4分

为+，5～8分为++，9～12分为+++。

1.4 统计学处理

所有计量资料均以均数±标准差(x±s) 表示，

多组间计量资料的比较采用 ANOVA方法，分析

iNOS、COX- 2的表达强度的相关性用 Spearman等

级相关分析。应用 SPSS11.0软件，取α=0.05。

2 结 果

2.1 iNOS 、COX- 2免疫组化染色评分

表 1 显示免疫组化评分结果。SP免疫组化检

测舌鳞癌原发灶和颈淋巴结转移灶中 iNOS 和

COX- 2的阳性表达均位于癌细胞的胞浆内。在 48

例无颈淋巴结转移的舌鳞癌原发灶中 27例 iNOS

表达阳性，25例 COX- 2表达阳性，两者阳性强度

多为中等，阳性细胞数均多数在 10%至 50%之间。

35 例有颈淋巴结转移的舌鳞癌原发灶中，28 例

iNOS表达阳性（图 1A），29 例 COX- 2 表达阳性

（图 1B），两者的阳性强度多为中等至强阳性，阳

性细胞数多数在 50%至 80%之间。35例颈淋巴结

转移灶中 iNOS表达均为强阳性且阳性细胞数多

数为 100%（图 1C），其中 33例 COX- 2表达为阳

性，强度多为强阳性，阳性细胞数最多为 80%～

100%（图 1D）。

对照组 10例正常舌组织中仅 3例 iNOS和 2

表 1 iNOS,COX- 2 在舌鳞癌和颈淋巴转移癌组织中的免

疫组化评分

Table 1 The immunohistochemical score of iNOS and COX-

2 in tongue squamous cell carcinoma and the neck lymph

node metastasis

Group

Normal tongue tissue

Nonmetastatic lymph node

Nonmetastatic primany TSCC

Metastatic primary TSCC

Metastatic lymph node

Lesion（n）

10

10

48

35

35

iNOS

0.6±0.4

0.7±0.3

3.5±2.7 1）

7.7±1.8 2）

9.6±2.1 3）

COX- 2

0.4±0.3

0.5±0.6

2.4±1.9 1）

6.1±1.3 2）

8.7±0.9 3）

ANOVA, F=37.62，P< 0.01. SNK- q test: 1）P< 0.01 vs Normal

tongue tissue ; 2) P< 0.01 vs Nonmetastatic primany TSCC ; 3) P<

0.05 vs Metastatic primary TSCC

（x±s）
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例 COX- 2表达为弱阳性，阳性表达主要位于鳞状

上皮的粒层扁平细胞的胞浆内，阳性细胞数均<

10%；在 10例无转移的颈淋巴结中 iNOS、COX- 2

表达弱阳性分别为 3例，阳性表达位于淋巴结少

数巨噬细胞胞浆内，阳性细胞数均< 10%。

无转移的原发灶 iNOS、COX- 2分别与对照组

正常舌组织中 iNOS、COX- 2比较；有转移的原发

灶 iNOS、COX- 2 分别与无转移的原发灶 iNOS、

COX- 2比较；转移灶中 iNOS 、COX- 2分别与其相

应的原灶中 iNOS 、COX- 2比较；表达评分差异有

统计学意义（P< 0.05，表 1）。

2.2 iNOS,COX- 2 在舌鳞癌组织及颈淋巴结转

移灶中表达的相关性

Spearman 等级相关分析，结果 r=0.5841, P<

0.01, 表明 iNOS和 COX- 2在舌鳞癌组织中表达

呈正相关（表 2）。

2.3 iNOS与 COX- 2 在颈淋巴结转移灶中表达

与颈淋巴结转移灶分期的关系

N1组 iNOS、COX- 2分别与 N0 组 iNOS、COX- 2

比较；N2组 iNOS、COX- 2分别与 N1组 iNOS、COX-

2比较；表达评分差异有统计学意义（P< 0.01）。N3

组 iNOS、COX- 2分别与 N2组 iNOS、COX- 2比较；

表达评分差异无统计学意义（P >0.05，表 3）。

3 讨 论

3.1 iNOS与 COX- 2的特性及与肿瘤的关系

一氧化氮合酶在生物体内有三种同工酶，分

别为诱导型（iNOS）、内皮型（eNOS）、神经元型

（nNOS）。iNOS所催化合成的 NO是细胞间信号传

递的重要调节因子 [3]。较多的研究表明，在机体

内由 iNOS诱导产生的 NO促进了肿瘤的发生、

转移，是肿瘤防治的一个新靶点 [4,5]。

环氧化酶（COX）是花生四烯酸转化为前列腺

素的关键酶，COX有 COX- 1 和 COX- 2 两种同功

异构体。COX- 1在许多组织中表达并在组织稳态

中起作用，COX- 2 是诱导型。尽管 COX- 1 和

COX- 2结构相似，但它们在表达的调节和在组织

生理病理中的作用是不同的。有研究表明，在人肺

癌组织中 COX- 2和 iNOS表达与否与患者的预后

相关 [6]。iNOS和 COX- 2在头颈肿瘤中高水平表

达，两者密切相关，共同促进了肿瘤的发生发展[7]，

图 1 iNOS和 COX- 2在舌鳞癌中的阳性表达

Fig.1 Postive expression of iNOS and COX - 2 in

tongue squamous cell carcinoma

A，B：Primary location. The positive position of iNOS (A) or

COX- 2(B) is located in carcinoma cell plasm of TSCC (arrow)；C，D：

Metastatic lymph node，the positive position of iNOS (C) or COX- 2

(D) is located in metastatic carcinoma cell plasm of TSCC (arrow)；

SP×200

1A BA

DC

表 2 COX- 2 、iNOS 在舌鳞癌原发灶及颈淋巴结转移灶中

表达的相关性

Table 2 The correlation between expression of iNOS and

COX- 2

-

+

++

+++

Total

-

14

11

3

0

28

+

11

25

4

2

42

++

5

6

14

3

28

+++

1

6

7

6

20

31

48

28

11

118

iNOS TotalCOX- 2

表 3 舌鳞癌颈淋巴结转移灶中 iNOS、COX- 2 表达评分

与颈淋巴结转移分期的关系

Table 3 The relationship of HIS between the expression of

iNOS and COX- 2 and the stage of lymph node in neck lymph

node metastasis position

Group

N0

N1

N2

N3

Case

10

17

11

7

iNOS

0.7±0.3

6.1±0.4 1）

9.4±0.6 2）

10.5±0.7 3）

COX- 2

0.5±0.6

5.5±0.4 1）

9.1±0.2 2）

9.6±1.1 3）

ANOVA，F=12.34，P< 0.01. SNK- q test:1）P< 0.01 vs N0 , 2) P

< 0.01 vs N1 ，3) P>0.05 vs N2
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但两者与口腔鳞癌的关系尚未见报道。

3.2 iNOS\COX- 2 在舌鳞癌原发灶及颈淋巴结

转移灶中的表达

我们先前的研究表明，iNOSmRNA在舌鳞癌

原发灶组织中高水平表达，可能促进了舌鳞癌的

发生、发展以及舌鳞癌的微血管生成[8，9]。本研究进

一步表明：COX- 2、iNOS蛋白在有颈淋巴结转移

的舌鳞癌原发灶表达明显高于无颈淋巴结转的舌

癌原发灶，这结果与我们先前的研究结果一致[10]。

在颈淋巴结转移灶中 iNOS的表达部位同原发灶

一样，均位于癌细胞的胞浆内，但 iNOS和 COX- 2

在舌鳞癌转移灶中的表达明显高于其相应的原发

灶（P< 0.05），且与颈淋巴结转移灶分期有关。我

们认为这可能与肿瘤的异质性有关，恶性肿瘤是

由不同病理表现及生物学行为的细胞亚群构成，

同一肿瘤内部由于肿瘤细胞系不同而造成肿瘤细

胞的差异，各细胞亚群之间具有不同的转移潜力，

在颈淋巴结转移灶的这些高转移潜能的舌癌细胞

中 iNOS、COX- 2的高水平表达，说明二者在舌鳞

癌的转移和转移灶的生长中起着十分重要的协同

作用；而 iNOS和 COX- 2在舌鳞癌原发灶及转移

灶中表达呈显著正相关（P< 0.001）,这说明两者在

舌鳞癌的转移过程中，可能起着重要作用。Park等
[1]研究认为:在头颈鳞癌中由 iNOS所产生的内源

性 NO使可溶性鸟苷酸环化酶活化，导致 cGMP

增加，从而上调 COX- 2的表达。Yoshida等 [11]以

COX- 2特异性抑制剂干预 4-硝基喹啉- 1-氧化物

（4- NQO）诱导小鼠舌鳞癌发生过程，发现可以显

著降低舌白斑及舌鳞癌的发生率；同时, iNOS、

COX- 2表达下调，这表明在舌鳞癌的发生发展过

程中，iNOS和 COX- 2之间存在“Cross- talk”。还有

研究表明 iNOS、COX- 2 在头颈鳞癌中表达与 P53

基因的突变密切相关。Gallo等[12]报道在 P53基因突

变的头颈鳞癌中，iNOS、COX- 2表达均上调，且两

者呈正相关关系。本研究结果还表明舌鳞癌颈淋

巴结转移灶中 iNOS、COX- 2表达与颈淋巴结转移

灶的分期有关。最近有研究显示，舌鳞癌发生颈淋

巴结转移的淋巴结内微血管密度（MVD）明显高于

无转移组颈淋巴结内的 MVD，提示淋巴结内新生

血管大量生成，可能是影响转移灶形成的重要因

素之一，肿瘤转移灶可能也存在血管依赖性[14]。在

舌鳞癌原发灶内 iNOS mRNA 的表达与 VEGF、

MVD值明显正相关，提示由 iNOS所诱生的 NO在

舌鳞癌原发灶的血管生成中起重要作用[8]。但在颈

部淋巴结内 iNOS,COX- 2的表达是否与淋巴结转

移灶的血管生成有关，还有待进一步研究。
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