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鼻咽癌具有容易局部浸润、颈淋巴结及远处转

移的特征, 多种因素促进肿瘤的生长与转移,肿瘤

血管形成是其基础[1] 。一氧化氮(nitric oxide, NO)是

一种是人体内细胞间信息传递的重要调节因子,不

仅是生理性血管张力也是许多肿瘤异常新生血管

形成的重要介质。NO由左旋精氨酶(L- Arginine, L-

Arg)在一氧化氮合酶 (nitric oxide synthase, NOS)催

化作用下生成 , 因此 NOS是 NO合成的关键酶 , 其

活性变化直接调节 NO 的生成及其生物学效应。

NOS 有 3 种异构酶 : 神经型 (neuron NOS, nNOS,

NOSⅠ), 诱导型(inducible NOS, iNOS, NOSⅡ) 和内

皮型(endothelium NOS, eNOS, NOSⅢ)。肿瘤内微血

管密度(microvessel density, MVD)与一些实体瘤的

生长和转移有关[2],NO的生成可能促进肿瘤新生血

管形成以及肿瘤生长、转移。目前,尚未见鼻咽癌组

织中诱生型一氧化氮合酶 (inducible nitric oxide

synthase, iNOS) 的表达与血管形成及肿瘤浸润、转

移关系研究。我们检测鼻咽癌组织中 iNOS的表达

情况 , 探讨其与血管内皮生长因 子 (vascular

endothelial growth factor, VEGF)、肿瘤微血管密度以
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Abstract:【Objective】To investigate the expression of inducible nitric oxide synthase (iNOS) in nasopharygeal

carcinoma and their relationship with angiogenesis and its clinical significance.【Methods】 The tissue sections from

77 specimens of nasopharygeal carcinoma were examined immunohistochemically for the protein expression of iNOS,

Factor Ⅷ related Antigen(F8), and vascular endothelial growth factor(VEGF).【Results】The positive rate of iNOS

and VEGF were detected in 34%(26/77) and 32%( 25/77) respectively. There was a significant correlation among

the expression of iNOS and the expression of VEGF and MVD (P < 0.05) and T/N stages.【Conclusion】The positive

expression of inducible NOS (iNOS) in nasopharygeal carcinoma may contribute to angiogenesis, infiltrating and

metastasis of tumor.
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及肿瘤浸润、转移关系。以期为鼻咽癌的进展、预后

及疗效监测提供一种新的生物学指标。

1 材料与方法

1.1 材 料

收集 2002—2004 年中山大学附属第二医院放

疗专科收治的 77 例鼻咽癌患者临床资料及瘤体活

检组织的福尔马林固定、石蜡包埋标本 , 男 55 例 ,

女 22 例;年龄 22～73 岁。按 WHO分类 ,非角化性

癌 76 例 , 角化性鳞状细胞癌 1 例 ; TNM分期根据

03 UICC分期 : T1 13 例 , T2 18 例 , T3 25 例 , T4 21 例 ;

N0 24例,N1 27例,N2 15例,N3 11例。

1.2 方 法

用链霉素抗生物素蛋白-过氧化物酶免疫组织

化学方法( S- P法) ,方法按试剂盒的要求进行。用

已知阳性肺癌和食管鳞癌阳性切片作阳性对照 ,

PBS代替一抗作阴性对照。兔抗人 iNOS多克隆抗

体 ( Santa Cruz 产品)、鼠抗人 VEGF 单克隆抗体

( VG3)、CD34 单克隆抗体(QBEnd/10)及链霉素抗生

物素蛋白- 过氧化物酶 ( ultrasensitive S- P)免疫组

化试剂盒均购于北京中杉金桥生物技术有限公司。

iNOS 染色的阳性信号为胞浆内出现棕黄色颗粒

(图 1) , VEGF 染色的阳性信号为胞膜上及胞浆内

出现棕黄色颗粒 (图 2)。因标本较小 iNOS染色、

VEGF染色均计数整张玻片的癌细胞, 阳性细胞超

过 10%为阳性。微血管数密度计数根据 Bosari方法
[3], 首先在显微镜 ( 10×10)筛选出最高微血管密度

区 , 然后在( 10×20)镜下记录下 3 个视野内微血管

数,求平均数作为该肿瘤的平均微血管数。孤立的

棕色点或圈以及单根棕色线条认为是 1 条血管,管

径大于 8 个红细胞直径的血管或有较厚平滑肌的

血管不记数(图 3)。

图 1 鼻咽癌组织 iNOS、VEGF、F8 阳性表达

Fig.1 iNOS, VEGF , Factor Ⅷ positive expression in the tissue of nasopharygeal carcinoma

iNOS VEGF Factor Ⅷ

1.3 数据统计处理

采用 SPSS10.0 统计分析软件分析 , 计量资料

均数±标准差 ( x±s)表示 , 两组间比较采用 t 检验 ;

计数资料采用 Chi- square检验及 Spearman 相关分

析,检验水准α取 0.05。

2 结 果

iNOS与 VEGF表达阳性率近似 , 分别为 34%

(26/77), 32%(25/77); MVD平均为 39.51。鼻咽癌组

织中 VEGF表达与 MVD呈正相关, 即 VEGF表达

越强 MVD 越大 ; VEGF 阴性与阳性之间比较 ,

MVD值差异有显著性。鼻咽癌组织中 iNOS表达与

VEGF 呈正相关 ; 与 MVD亦呈正相关 , iNOS阴性

与阳性之间比较, MVD值差异有显著性。鼻咽癌组

织中 iNOS表达与 N分期呈正相关 ,与 T分期亦呈

正相关,与临床分期亦呈正相关(表 1)。

由于追踪时间不长最长者不过 2 年,或者是病

例数不够,未能发现 iNOS 与肿瘤复发、远处转移的

相关性的统计学意义。复发 5例,其中 3例 iNOS表

达阳性,远处转移 6例,其中 3例 iNOS表达阳性。

3 讨 论

近来研究表明 NO参与了肿瘤的发生、发展过

程。肿瘤生长具有血管依赖性,任何肿瘤的生长超

过 1～2 mm都必须依赖于肿瘤新生血管的形成[4] 。

人们对 NO与肿瘤生物学行为的研究中发现 , NO

及其限速酶 NOS与肿瘤的生长有直接关系 ; NOS

的强烈表达在人各种癌中发现,有研究表明低氧上

调 iNOS表达 , NO在内皮细胞中诱导有丝分裂,在

癌细胞中诱导血管内皮生长因子的表达和肿瘤中
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新生血管的形成,以及肿瘤生长、转移[5]。

Gallo等 [6]采用生化和免疫组化方法对人头颈

部鳞癌的研究表明, 肿瘤组织总 NOS(tNOS)、iNOS

活性和环鸟苷酸(cGMP)水平均明显高于正常组织,

有淋巴结转移患者癌组织总 NOS活性高于无淋巴

结转移者, 且明显形成较多血管, 并发现肿瘤边缘

MVD是患者发生转移的独立预示因子; 将高 NOS

表达的肿瘤细胞移植入兔角膜中有大量新生血管

形成 ,用 L- NAME(NOS抑制剂)处理时血管形成明

显减少, 提示 NOS活性可以作为评价与血管形成

相关的肿瘤进展的生物指标, NOS抑制剂可以作为

抗肿瘤血管形成药物, 认为 NO在头颈肿瘤的血管

形成和转移中起着关键性的作用。上述结果表明,

iNOS合成的 NO与 VEGF关系密切,从而影响肿瘤

血管形成, 这是 NO促进肿瘤生长发展的一个重要

途径。我们检测了 iNOS在鼻咽癌的表达,并分析了

它与 VEGF表达、MVD及 T、N分期的关系,结果显

示鼻咽癌组织中 iNOS 阳性率与 VEGF 表达及

MVD呈正相关 , 与 T分期 N分期均呈正相关 ;因

此, 我们认为鼻咽癌组织中 iNOS的表达能促进肿

瘤微血管生成及肿瘤的浸润、转移。Chen 等[7]研究

口腔颌面部鳞状细胞癌结果表明 iNOS主要由喉癌

细胞表达,并与喉鳞状细胞癌的生长、发展和转移

密切相关 ,iNOS高表达的喉鳞状细胞癌恶性程度

高,易发生颈淋巴结转移。朱祖安等[8]认为胃癌组织

中 iNOS 阴性表达组的 MVD 明显低于阳性表达

组, iNOS促进血管生成。

我们认为 iNOS催化生成的 NO可能通过参与

VEGF 的生血管机制来实现对肿瘤血管的调节 , 进

而影响肿瘤的浸润、转移,从而提示,iNOS有可能成

为预防和治疗鼻咽癌的新的靶分子,设想人为调控

肿瘤局部 NO的浓度可能达到抗肿瘤的目的 ,应用

特异性 NOS抑制剂(针对 iNOS)来抑制肿瘤血管形

成 ,或用 NO供体药物使肿瘤内 NO浓度达到抑制

其生长的浓度,并恰当地与手术、放疗、化疗、生物

反应调节剂等结合运用,将为鼻咽癌的防治开辟良

好的前景。
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表 1 鼻咽癌组织中 iNOS表达与 VEGF、MVD及患者病程

之间的关系

Tab 1 Relationship among the expression of iNOS in the

tissue of nasopharyngeal carcinoma and VEGF and MVD and

the patient′s course of disease

1) quantity of MVD

Clinical stages

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

Ⅳ

T1

T2

T3

T4

N0

N1

N2

N3

VEGF+

VEGF-

MVD

n

9

10

31

27

13

16

27

21

24

24

18

11

25

52

77

37±2 1)

iNOS +[n(%) ]

0(0)

5(50)

7(23)

14(52)

1(8)

6(38)

8(30)

11(52)

3(13)

10(42)

7(39)

6(55)

14(56)

12(23)

51

44±8.9 1)

r

0.262

0.278

0.321

0.326

0.234

P

< 0.05

< 0.05

< 0.05

< 0.05

< 0.05
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