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摘　要:【目的】探讨一氧化氮(NO)在舌鳞癌血管生成中的作用。【方法】原位杂交检测 68 例舌鳞癌活检组织常规石

蜡包埋标本中诱导型一氧化氮合酶(iNOS)mRNA 的表达 ,分别以血管内皮生长因子(VEGF)多克隆抗体 、Ⅷ因子单克隆抗体

免疫组化检测上述舌鳞癌标本中 VEGF 的表达和微血管密度(M VD)。【结果】①舌鳞癌 iNOS mRNA 表达阳性组微血管密度

显著高于阴性组(P <0.001);在 iNOS mRNA 表达阳性组 , iNOS mRNA 阳性表达水平与 MVD呈高度显著性正相关 , r=0.6

(P <0.001)。 ②舌鳞癌 iNOS mRNA 表达阳性组 VEGF 阳性率显著高于阴性组(P <0.05);iNOS mRNA 阳性组中 , iNOS

m RNA阳性表达水平与 VEGF 阳性表达水平呈显著性正相关 , r=0.5(P <0.05)。【结论】iNOS m RNA 阳性表达与舌鳞癌

血管生成正相关 , NO在舌鳞癌血管生成中起着重要作用。

关键词:舌肿瘤;癌 , 鳞状细胞;一氧化氮;新生血管化 , 病理性

中图分类号:R739.86　　　文献标识码:A　　　文章编号:1000-257X(2002)05-0375-03
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Abstract:【Objectiv e】To explore the role of nitric oxide(NO)in angiogenesis of squamous cell carcinoma of tongue.【Methods】

In situ hybridization assay w as used to detect the expression of inducible nitric oxide synthase(iNOS)mRNA and streptavidin-peroxi-

dase immunohistochemistry assay was used to detect microvessel density(MVD) and the expression of vascular endothelial growth factor

(VEGF)in 68 cases of biopsy specimens o f tongue carcinoma tissues.【Results】① Microvessel density count w as significantly higher

in the group of positive expression of iNOS mRNA of tongue carcinoma than tha t in the negative group(P <0.001).The count of

microvessel was rising with the level of postive expression of iNOS mRNA , relative coefficient w as 0.6.② The positive expression of

VEGF , in which the expression of iNOS mRNA of tongue carcinoma was po sitive , w as significantly higher than that in the negative

g roup(P <0.05).The level of postive expression of VEGF w as also rising with the level of positive expression of iNOS mRNA , rel-

ative coefficient w as 0.5.【Conclusions】A positive co rrelation w as found between the positive expression of iNOS mRNA and angio-

genesis of squamous cell carcinoma of tongue.NO play s an important role in angiogenesis of squamous cell carcinoma of tongue.
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　　近年有研究报道 ,在头颈鳞癌中检测到较正常

组织水平高的诱导型一氧化氮合酶(inducible nit ric

o xide synthase , iNOS)表达 ,并强有力地支持由 iN-

OS 产生的一氧化氮(nit ric oxide , NO)促进了头颈

肿瘤的微血管生成和转移[ 1] 。舌鳞癌是口腔癌中

最常见的恶性肿瘤 ,肿瘤新生血管形成是其侵袭性

生长和转移的基础 , NO是否与舌鳞癌的肿瘤新生

血管生成有关 ,尚罕见报道。本研究旨在通过原位

杂交的方法检测舌鳞癌组织中 iNOS mRNA 的表

达 ,免疫组化检测其微血管密度(microvessel densi-

ty , MVD)及血管内皮生长因子(vascular endothe-

lial g row th factor , VEGF)的表达 ,探讨 NO 在舌鳞

癌肿瘤血管生成中的作用 ,为利用 iNOS 抑制剂辅

助治疗舌鳞癌提供相关的理论基础 。

1　材料与方法

1.1　材　料

选取中山大学附属第二医院病理科 1994 年 1

月至 1997年 12月 4年舌鳞癌活检组织常规石蜡

包埋标本共 68例 ,以舌正常组织常规石蜡包埋标

本 10例作为研究对照。均经组织病理学检查证

实 ,术前未接受放疗 、化疗或其他治疗 。68例舌鳞
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癌标本中 ,男 41 例 ,女 27 例 ,患者年龄为 30 ～ 82

岁 ,平均年龄 57.5岁 。

1.2　原位杂交检测舌癌组织中 iNOS mRNA的表

达

iNOS mRNA 原位杂交试剂盒购自武汉博士

德公司 ,经地高辛标记 iNOS 的寡核苷酸探针序列

为:①5′-GTGGC G TAAA GTATG TGTCT GCA-

GA TATGC TGGAA-3′;②5′-GAAGC CATGA

CCTTC CGCAT TAGCA CAGAA GCAAA-3′;③

5′-TCTTC GGGCT TCAGG TTATT GATCC

AAGTG CTGCA-3′。

原位杂交实验步骤参照试剂盒说明书进行。

每批次均以 PBS代替含寡核苷酸探针的原位杂交

液作阴性对照片 1张 ,以已知 iNOS mRNA表达阳

性片作阳性对照;并每批次以即用型 iNOS 抗体行

SP 免疫组化法检测 iNOS 蛋白表达情况作阳性对

照片 1张 。其结果的判定以背景清晰 ,肿瘤细胞胞

浆内出现棕黄色着色 ,且阳性细胞数大于 5%,为 i-

NOS mRNA 表达阳性 ,根据肿瘤细胞胞浆着色的

深浅分为四个等级:无阳性细胞着色 ,记为阴性

(-);阳性细胞胞浆棕黄色着色 ,记为弱阳性(+);

阳性细胞胞浆棕色着色 ,记为阳性(++);阳性细

胞胞浆深棕色着色 ,记为强阳性(+++)。

1.3　微血管及血管内皮生长因子表达的检测

分别以即用型Ⅷ因子单抗 、VEGF 多克隆抗体

为一抗 ,SP 免疫组织化学法检测舌鳞癌组织中微

血管和血管内皮生长因子的表达。每批次均以

PBS代替一抗作阴性对照 1张 ,以已知的阳性片作

为阳性对照 。微血管计数按 Weidner 法
[ 2]
进行。

V EGF 表达结果的判定按 Mattern[ 3] 等级评分方

法 ,根据染色强度和染色阳性细胞的百分数的分值

评估 VEGF 表达:A ,染色强度 ,0 ～ 3分;B ,阳性细

胞百分数 , 0 ～ 3分 。A+B 的总分为 6 ,分值大于 2

的为免疫组化阳性 ,分值 0 ～ 2的为阴性 。

1.4　统计方法

计数资料比较用 χ
2
检验 ,计量资料用 t 检验 ,

均以 SPSS10.0软件在微机上完成 ,取 α=0.05 。

2　结　果

2.1　iNOSmRNA表达结果

68例舌鳞癌中 , iNOS mRNA 阴性 19例;阳性

49例 ,阳性表达率为 72.1%,其中 10例弱阳性 , 22

例中等阳性 ,17例强阳性 。阳性部位位于肿瘤细

胞的胞浆内 。角化珠周围的肿瘤细胞及癌巢中为

强阳性表达(图 1 ,连续切片一)。10例舌正常组织

中 2例 iNOS mRNA弱阳性表达 ,阳性部位位于鳞

状上皮的外层。

2.2　癌组织 iNOSmRNA表达与微血管密度

在舌鳞癌组织中 ,微血管热点区位于舌鳞癌组

织的浸润前缘。在舌鳞癌 iNOS mRNA 表达阳性

的癌组织微血管热点区(图 2 ,连续切片二)MVD

每 200倍视野均数为(40.0±12.3),显著高于阴性

组每 200倍视野均数(29.0±6.8), t 检验 , t 值为

25.15 , P <0.001;并且 ,在 iNOS mRNA表达阳性

组 ,随着 iNOS mRNA阳性表达水平的升高 , MVD

亦有升高之趋势 ,两者呈高度显著性正相关 , r =

0.6 ,Spearman检验 , P <0.001。10 例舌正常组

织MVD每 200倍视野均数为(5.0±1.6), iNOS

mRNA 表达阳性与阴性组的 MVD无统计学意义。

2.3　癌组织中 iNOS mRNA表达与 VEGF表达

在舌鳞癌组织中 ,VEGF 阳性表达主要位于肿

瘤细胞的胞浆内 ,与 iNOS mRNA 阳性表达部位一

致(图 3 ,连续切片三),在肿瘤细胞胞浆内表达按

Mattern等级评分法进行结果评定 ,在 49例舌鳞癌

iNOS mRNA 表达阳性组中 VEGF 阳性表达 37

例 ,阳性率为 75.5%,其中得 3分者 20例 ,得 4分

者 12例 ,得 5分者4例 ,得 6分者 1例。19例舌鳞

癌组织 iNOS mRNA表达阴性组中 ,VEGF 阳性表

达 8例 ,阳性率为 42.1%,其中 3分者 5例 ,4分者

2例 , 5 分者 1 例 ,两组之间经 χ2 检验 , χ2 值为

6.8 , P <0.05。在 iNOS mRNA 阳性组中 , iNOS

mRNA 阳性表达水平与 VEGF 阳性表达水平一

致 ,两者呈显著性正相关 ,相关系数为 0.5 ,Spear-

man检验 P <0.05。10 例舌正常组织中有 3 例

VEGF 阳性表达 ,分值为3分 , iNOS mRNA阳性与

阴性组的 VEGF 阳性表达无统计学意义 。

2.4　舌鳞癌组织 VEGF表达与MVD的关系

68例舌鳞癌组织中 , 45 例 VEGF 阳性表达 ,

23 例 VEGF 阴性表达 , MVD 均数(条/200 倍视

野)分别为(43±8)、(26±5)。两组经 t检验 , t 值

为 9.6 , P <0.01。

3　讨　论

现已有研究表明 ,肿瘤细胞产生的内源性 NO

可能在保证肿瘤最大血供方面起重要作用 ,包括维

持肿瘤血管的扩张和促进肿瘤血管形成增加 ,同时
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能使小动脉扩张 ,减少白细胞和内皮之间的相互作

用 ,增加血管的通透性[ 4] 。由 iNOS 诱生的 NO 促

进结肠腺癌 、头颈肿瘤的侵袭性生长 、肿瘤新生血

管形成[ 1 ,5] 。NO是否与舌鳞癌的肿瘤新生血管生

成有关 ,尚未见报道 。本研究结果提示 , iNOS mR-

NA阳性表达与舌鳞癌血管生成正相关 , NO 在舌

鳞癌血管生成中起着重要作用 。

Gallo等[ 1]利用生化方法测定 27 例头颈鳞癌

病人癌组织及周围正常组织中一氧化氮合酶

(NOS)活性水平 ,用抗CD-31的抗体免疫组化染色

肿瘤微血管 ,发现肿瘤组织内总的NOS及 iNOS 水

平明显增高 。免疫组化法显示在正常组织 iNOS

主要由基质细胞产生 ,而在肿瘤组织则主要由肿瘤

细胞产生。无论在肿瘤中心或边缘 , 随着总的

NOS和 iNOS活性增高 ,肿瘤的血管密度也增加。

在 NOS 阴性和 NOS 阳性肿瘤组织平均微血管密

度 200倍镜下每视野分别为 21条和 52 条 ,具有高

活性的 NOS的肿瘤组织种植到兔角膜能诱发新生

血管 ,这种作用能为 NOS 抑制剂 L-硝基精氨酸甲

酯所抑制 ,表明由 iNOS 产生的 NO在头颈肿瘤的

肿瘤新生血管形成中起着重要的作用。本组研究

结果与之相似 ,在舌鳞癌组织 iNOS mRNA表达阳

性组中微血管密度显著高于舌鳞癌组织 iNOS mR-

NA表达阴性组 ,而且肿瘤组织微血管密度随着肿

瘤细胞内 iNOS mRNA表达水平的升高而增加。i-

NOS 是体内 NO 生物合成的关键酶之一 , iNOS 产

生主要受转录水平的调控 ,一般情况下不表达或低

表达 ,由于肿瘤组织内部微环境中乏氧及细胞因子

等作用 ,诱导 iNOS mRNA及 iNOS 表达生成 NO ,

NO在细胞内主要通过激活 cGMP 而介导其效应 ,

并与其它信号传导网络联系[ 6] 。因此 ,我们认为由

iNOS 所诱生的 NO可能在舌鳞癌的肿瘤新生血管

形成过程中的信号传导中起着重要作用 。

V EGF 是可溶性血管形成因子 , VEGF 与内皮

细胞表面的受体结合而刺激内皮细胞分裂 ,在肿瘤

血管形成中起关键作用 ,同时也增加血管通透性和

血管扩张 ,研究表明 , NO 主要在 VEGF 调节的血

管形成过程中发挥作用 。Ziche 等[ 7] 将转染了

V EGF 的 MCT-7乳腺癌细胞移植到兔角膜可引起

肿瘤新生血管形成 ,用 NOS 抑制剂 L-硝基精氨酸

甲酯可抑制 VEGF 的血管形成作用 ,提示 VEGF

促进内皮细胞分裂 ,诱导肿瘤血管形成需 NO 参

与 ,VEGF 与其受体结合后通过 NO 在细胞内进行

信号传导而发挥作用 。Stefan等[ 8]将表达 iNOS 及

突变型 p53基因的人癌细胞种植到裸鼠上后 ,发现

肿瘤生长加快 ,并有高水平的 VEGF 表达及新血

管形成。为了进一 步探讨 NO 在舌鳞癌微血管生

成中的作用机制 ,我们以 VEGF 多克隆抗体免疫

组化检测了舌鳞癌组织中 VEGF 的表达情况。结

果表明 ,在舌鳞癌组织 iNOS mRNA表达阳性组中

癌细胞胞浆内 VEGF 表达阳性率显著高于舌鳞癌

组织 iNOS mRNA表达阴性组 ,在舌鳞癌组织 iN-

OS mRNA 表达阳性组中 , iNOS mRNA 表达水平

与 VEGF 阳性表达水平呈正相关 ,与黄开红等[ 9]

报道在肝细胞癌中 NOS3与 VEGF 的表达呈正相

关的结果相似 ,而且 , VEGF 阳性组的 MVD 显著

高于 VEGF 阴性组 。因此 ,我们认为 NO 不仅在

VEGF 促进内皮细胞分裂 ,诱导肿瘤血管形成中起

到信号传导作用 ,而且还可能有促进肿瘤细胞分泌

VEGF 的作用 。
(本文图 1 ～ 3 见插页 2.　F ig.1 ～ 3 Shown in back

coloured page 2)
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