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　　摘　要：　目的　研究乏氧诱导因子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α，ＨＩＦ１α）及血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）在鼻咽癌组织中的表达情况，并分析其相关性及与患者预后的关系。方法　运用免
疫组化染色及评分方法检测５６例鼻咽癌患者及１８例鼻咽部慢性炎症患者鼻腔黏膜组织中ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ的表达
差异，并进一步分析ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ表达水平与鼻咽癌患者临床病理指标之间的关系。结果　免疫组化结果显示，
在５６例鼻咽癌患者中，ＨＩＦ１α蛋白表达阳性率为 ５３．６％（３０／５６），其中“－”２６例，“＋”１１例，“＋＋”１２例，
“＋＋＋”７例；ＶＥＧＦ蛋白表达阳性率为６７．９％（３８／５６），其中“－”１８例，“＋”１７例，“＋＋”１３例，“＋＋＋”８例；
在１８例鼻咽部慢性炎症患者中，ＨＩＦ１α和ＶＥＧＦ表达阳性率分别为２２．２％（４／１８）和２７．８％（５／１８）。同时，在鼻咽
癌患者中，ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ的表达均与患者年龄、性别、分化程度无相关性（Ｐ＞０．０５），而与临床分期、Ｔ分级、淋巴结转
移具有相关性（Ｐ＜０．０５）。Ｓｐｅａｒｍａｎ分析显示鼻咽癌组织中ＨＩＦ１α表达与ＶＥＧＦ表达呈正相关。结论　鼻咽癌组
织中存在ＨＩＦ１α及ＶＥＧＦ的高表达，ＨＩＦ１α及ＶＥＧＦ在鼻咽癌组织中的表达呈正相关，协同促进肿瘤新血管形成。
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　　鼻咽癌（ＮＰＣ）是常见的耳鼻咽喉科恶性肿瘤，
其发病可能是原癌基因激活、抑癌基因的失活、环境

因素改变等多因素、多基因共同作用的复杂过

程［１］。由于影响鼻咽癌治疗和预后的主要因素为

转移和复发，因此，探讨影响鼻咽癌转移及复发的相

关因素具有重要的临床意义。在恶性肿瘤的发生发

展和转移过程中，新生血管的生成和对低氧的耐受

性是其中的关键环节［２］。乏氧诱导因子１α（ｈｙｐｏｘ
ｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α，ＨＩＦ１α）是在缺氧诱导情况
下肿瘤细胞产生的一种核转录因子，其转录调控产

物与肿瘤的血管生成及侵袭转移密切相关［３］。在

缺氧条件下，细胞内 ＨＩＦ１α表达升高，调节其下游
一系列靶基因的表达，包括血管内皮生长因子（ｖａｓ
ｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）等，从而促进
肿瘤新生血管生成和侵袭转移，从而使细胞适应缺

氧环境，促进肿瘤的恶性转化［４５］。ＶＥＧＦ是目前所
知最重要的促血管生成因子，ＶＥＧＦ通过结合血管
内皮细胞上的受体，经过细胞内一系列信号转导过

程，可强烈的促进内皮细胞的分化，刺激血管生

成［６７］。迄今为止，关于 ＨＩＦ１α和 ＶＥＧＦ在鼻咽癌
中的表达及临床意义已有少量文献报道，但目前尚

无一致结论。本文旨在研究 ＨＩＦ１α和 ＶＥＧＦ在鼻
咽癌组织中的表达情况，并探讨其与鼻咽癌的临床

病理指标及预后的关系，为临床相关研究及防治提

供新的思路。

１　材料与方法

１．１　研究对象
收取２００８年５月 ～２０１３年９月于我院进行活

检并确诊鼻咽癌患者的石蜡标本５６例，所有患者均
具有完整病历存档，随访资料健全。５６例鼻咽癌患
者中男４７例，女９例；肿瘤临床分期采用２００２年国
际抗癌联盟（ＵＩＣＣ２００２年）分期标准，其中高分化
１９例，中低分化 ３７例；临床分期中 Ｉ、ＩＩ期 ４１例，
ＩＩＩ、ＩＶ期１５例；Ｔ１、Ｔ２期 ３８例，Ｔ３、Ｔ４期１８例；无
颈部淋巴结转移３３例，有颈部淋巴结转移 ２３例。
同时收集于本院进行手术的１８例慢性鼻咽部炎症
患者的鼻腔黏膜组织作为对照。

１．２　免疫组化
①石蜡切片标本置于载玻片后，再７５℃烤箱烤

片３ｈ，然后立即置于梯度二甲苯溶液和梯度乙醇溶
液中进行切片脱蜡，放置待用；②先使用碧云天公司
抗原修液进行修复，对已脱蜡的病理切片进行 ＨＥ

染色和 ＰＨＤ２免疫组化染色。染色步骤为：３％
Ｈ２Ｏ２室温孵育５～１０ｍｉｎ，以消除内源性过氧化物
酶的活性；蒸馏水冲洗，ＰＢＳ浸泡约 ５ｍｉｎ（至少
２次）；５％～１０％正常山羊血清（ＰＢＳ稀释）封闭，置
于室温孵育约 １０ｍｉｎ，倾去血清，勿洗，滴加一抗
ＰＨＤ２一抗购自ｓｉｇｍａ公司工作液，３７℃孵育４ｈ或
４℃过夜；ＰＢＳ冲洗，５ｍｉｎ３次；滴加适量生物素标
记的二抗工作液，３７℃孵育１０～３０ｍｉｎ；ＰＢＳ冲洗，
５ｍｉｎ３次；滴加适量的辣根酶或碱性磷酸酶标记的
链霉卵白素工作液，３７℃孵育约１０～３０ｍｉｎ；ＰＢＳ冲
洗，５ｍｉｎ３次；显色剂显色１５ｍｉｎ（ＤＡＢ）；自来水
充分冲洗，复染，脱水，透明，封片。阳性对照采用

Ｈｅｌａ细胞，阴性对照使用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）替代
一抗。染色结束后，置于显微镜下拍照分析并统计

各组之间表达差异。

１．３　评价标准
本研究采取双盲法判定免疫组化实验结果，染

色结束后，在光学显微镜高倍镜下（４００倍）观察切
片，每张切片随机选择 ６个视野比较。ＨＩＦ１α和
ＶＥＧＦ免疫组化染色的最终得分以阳性细胞百分率
及染色强度得分两项得分之后进行计算，其中细胞

染色强度得分评判标准为：无着色０分，弱着色１分
（浅黄色），中等着色２分（棕黄色），强着色３分（黄
褐色）。阳性细胞百分率及得分计算方法为：阳性

细胞≤５％记为 ０分，６％≤阳性细胞≤２５％记为
１分，２６％≤阳性细胞≤５０％记为２分，阳性细胞 ＞
５０％记为３分。将两项得分相加后进行组化结果着
色强度判定，判定标准为：０分阴性（－），１～２分为
弱阳性（＋），３～４分为中等阳性（＋＋），５～６分为
强阳性（＋＋＋）。
１．４　统计学分析

本研究采用 ＳＰＳＳ１５．０统计学软件进行统计，
同种蛋白的组间比较采用χ２检验，Ｐ＜０．０５为差异
具有统计学意义；两种蛋白表达的相关性分析及比

较采用Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析。

２　结果

２．１　免疫组化检测ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ在鼻咽癌组织中
的表达情况

高倍显微镜下可见鼻咽癌组织中 ＨＩＦ１α蛋白
主要分布在细胞质，细胞核也有少量表达（图１Ａ）。
在５６例鼻咽癌组织中，ＨＩＦ１α蛋白表达阳性率为
５３．６％（３０／５６），具体数据见表１。ＶＥＧＦ蛋白表达
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部位主要在细胞质，细胞膜也有少量染色（图１Ｂ）。
ＶＥＧＦ蛋白表达阳性率为 ６７．９％（３８／５６），其中
“－”１８例，“＋”１７例，“＋＋”１３例，“＋＋＋”
８例。具体数据见表１。同时，在１８例鼻咽部慢性
炎症患者的鼻黏膜组织中，ＨＩＦ１α蛋白表达阳性率
为２２．２％（４／１８），ＶＥＧＦ蛋白表达阳性率分别为
２７．８％（５／１８）（图１Ｃ、Ｄ），与鼻咽癌组织相比，ＨＩＦ
１α和ＶＥＧＦ的表达量差异均具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。

图１　ＨＩＦ１α和ＶＥＧＦ在鼻咽癌与鼻咽部慢性炎症组织中
的表达（免疫组化 ×４００）　Ａ：鼻咽癌组织中 ＨＩＦ１α高表
达；Ｂ：鼻咽癌组织中 ＶＥＧＦ高表达；Ｃ：鼻咽部慢性炎症组
织中ＨＩＦ１α低表达；Ｄ：鼻咽部慢性炎症组织中ＶＥＧＦ低表
达

表１　ＨＩＦ１α和ＶＥＧＦ分别在５６例鼻咽癌组织中
的表达情况（例，％）

蛋白表达 例数 百分比

ＨＩＦ１α
　阴性 ２６ ４６．４
　弱阳性 １１ １９．６
　中等阳性 １２ ２１．４
　强阳性 ７ １２．５
ＶＥＧＦ
　阴性 １８ ３２．１
　弱阳性 １７ ３０．４
　中等阳性 １３ ２３．２
　强阳性 ８ １４．３

２．２　ＨＩＦ１α及ＶＥＧＦ表达水平与患者的临床病理
特征之间的关系

分别分析ＨＩＦ１α和 ＶＥＧＦ表达水平与鼻咽癌
患者临床资料之间的关系，发现 ５６例鼻咽癌患者
中，ＨＩＦ１α的蛋白表达水平差异与患者性别、年龄、
分化程度无相关性（Ｐ＞０．０５），而与临床分期、Ｔ分

级、淋巴结转移具有相关性（Ｐ＜０．０５）（表 ２）。
ＶＥＧＦ蛋白表达水平同样与患者临床分期、Ｔ分级、
淋巴结转移具有显著相关性（Ｐ＜０．０５），而与患者
性别、年龄、分化程度无关（表３）。

表２　ＨＩＦ１α蛋白表达与患者临床病理特征的关系［例（％）］

临床资料 例数
ＨＩＦ１α蛋白表达
阴性 阳性

Ｐ

性别

　男 ４７ ２１（３７．５） ２６（４６．４） ０．８６７
　女 ９ ５（８．９） ４（７．１）
年龄（岁）

　＜５９ １２ ７（１２．５） ５（８．９） ０．７５３
　≥５９ ４４ １９（３３．９） ２５（４４．６）
分化程度

　中、低 ３９ １８（３２．１） ２１（３７．５） ０．２４２
　高 １７ ８（１４．３） ９（１６．１）
淋巴结转移

　无 ３３ １９（３４．０） １４（２５．０） ０．０１７
　有 ２３ ７（１２．５） １６（２８．６）
临床分期

　Ｉ、ＩＩ ４１ ２２（３９．３） １９（３４．０） ０．０２８
　ＩＩＩ、ＩＶ １５ ４（７．１） １１（１９．６）
Ｔ分级
　Ｔ１、Ｔ２ ３８ ２１（３７．５） １７（３０．４） ０．０１３
　Ｔ３、Ｔ４ １８ ５（８．９） １３（２３．２）

表３　ＶＥＧＦ蛋白表达与患者临床病理特征的关系［例（％）］

临床资料 例数
ＶＥＧＦ蛋白表达
阴性 阳性

Ｐ

性别

　男 ４７ １４（２５．０） ３３（５８．９） ０．９１２
　女 ９ ４（７．１） ５（８．９）
年龄（岁）

　＜５９ １２ ６（１０．７） ６（１０．７） ０．８３０
　≥５９ ４４ １２（２１．４） ３２（５７．１）
分化程度

　中、低 ３９ １２（２１．４） ２７（４８．２） ０．３０４
　高 １７ ６（１０．７） １１（１９．６）
淋巴结转移

　无 ３３ １１（１９．６） ２２（３９．３） ０．０１７
　有 ２３ ７（１２．５） １６（２８．６）
临床分期

　Ｉ、ＩＩ ４１ １３（２３．２） ２６（４６．４） ０．０２８
　ＩＩＩ、ＩＶ １５ ５（８．９） １２（２１．４）
Ｔ分级
　Ｔ１、Ｔ２ ３８ １４（２５．０） ２４（２５．０） ０．０１３
　Ｔ３、Ｔ４ １８ ４（７．１） １４（４２．９）

２．３　ＨＩＦ１α与ＶＥＧＦ表达之间的相关性
５６例鼻咽癌组织标本中，ＨＩＦ１α与ＶＥＧＦ同时

表达阳性者２４例，ＨＩＦ１α与 ＶＥＧＦ同时表达阴性
者１３例，ＶＥＧＦ阳性表达且 ＨＩＦ１α阴性表达者
·１８２·
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１４例，ＨＩＦ１α阳性表达且 ＶＥＧＦ阴性表达者５例。
采用Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析，结果显示，ＨＩＦ１α与
ＶＥＧＦ之间呈正相关性（ｒ＝０．７０３，Ｐ＜０．００１）。具
体见表４。

表４　５６例鼻咽癌组织中ＨＩＦ１α与ＶＥＧＦ表达的相关性（例）

ＨＩＦ１α 例数
ＶＥＧＦ

阴性 阳性

阴性 ２６ １３ １４
阳性 ３０ ５ ２４

３　讨论

在恶性肿瘤的发生发展过程中，新生血管生成

发挥着重要的作用。肿瘤既能通过新生血管从宿主

吸取养分继续生长，同时，新生血管又可以向远处输

送肿瘤细胞，从而促进肿瘤从原发灶向继发灶的转

移［８］。自１９７１年 Ｆｏｌｋｍａｎ首次提出肿瘤生长的血
管依赖性假说后［９］，关于肿瘤血管生成的研究受到

越来越多国内外学者们的重视，抗血管生成靶向治

疗逐渐成为肿瘤防治领域的热点问题。其中，在肿

瘤血管生成涉及的多条信号传导通路中，ＨＩＦ１α／
ＶＥＧＦ传导途径发挥着重要作用。ＨＩＦ１α是人体在
乏氧条件下广泛存在的一种转录因子。在肿瘤细胞

中，ＨＩＦ１α可通过促进新生血管生成和肿瘤转移，
使肿瘤适应缺氧环境，促进其恶性转化。其下游所

调控的靶基因包括 ＶＥＧＦ、红细胞生成素等。ＶＥＧＦ
是已知的最重要的促血管生成因子，能特异结合血

管内皮细胞，促进内皮细胞的生长分化，强烈刺激血

管生成［１０１１］。目前的研究已发现ＨＩＦ１α／ＶＥＧＦ在
多种肿瘤的生长和转移中发挥着关键作用，然而，关

于ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ和鼻咽癌的相关性及具体机制的
研究尚存在一定的争议。本研究通过对鼻咽癌患者

的ＨＩＦ１α和ＶＥＧＦ表达水平进行免疫组化及评分，
统计两者在鼻咽癌癌组织中的表达情况及相关性。

在本研究中，我们采用了免疫组化法检测了

ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ蛋白在鼻咽癌组织中的表达情况，通
过细胞染色强度和阳性细胞百分率对结果进行评

分，结果发现，ＨＩＦ１α蛋白主要分布在细胞质，少量
位于细胞核，在 ５６例鼻咽癌组织中表达阳性率为
５３．６％（３０／５６）。ＶＥＧＦ蛋白同样定位在细胞质，表
达阳性率为６７．９％（３８／５６）。此外，在１８例慢性鼻
咽部炎症患者中，ＨＩＦ１α和 ＶＥＧＦ蛋白表达阳性率
分别为２２．２％（４／１８）和２７．８％（５／１８），与鼻咽癌

组织相比，差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。以
上结果提示 ＨＩＦ１α和 ＶＥＧＦ在鼻咽癌组织中均呈
显著高表达，提示其表达水平可能和鼻咽癌的发生

发展具有相关性。继而作者分析了 ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ
表达水平与鼻咽癌患者临床病理指标之间的关系，

结果显示，ＨＩＦ１α和ＶＥＧＦ的表达水平均与患者年
龄、性别、分化程度无显著相关性（Ｐ＞０．０５），而与
肿瘤的临床分期、Ｔ分级、淋巴结转移情况具有相关
性（Ｐ＜０．０５），这与部分研究者的前期研究成果一
致。Ｆａｎｇ等［１２］研究表明在乳腺癌中 ＨＩＦ１可通过
促进ＶＥＧＦ的表达，从而间接促进肿瘤血管的发生。
Ｃｈａｎｇ等［１３］研究发现ＶＥＧＦ是肿瘤新生血管生成的
起始因子。在小鼠模型中，以菌体和肿瘤诱导后出

现新生血管生成，毛细血管中组织蛋白酶增加，蛋白

酶抑制剂减少。Ｏｕｃｈｉ等［１４］报道ＶＥＧＦ在肿瘤新血
管形成中起主导作用，在缺氧等因素的刺激下，ＨＩＦ
１α表达升高进一步导致ＶＥＧＦ表达增加，对血管生
成起着正向调馈作用。与上述研究结果一致，我们

的研究发现，随着鼻咽癌临床分期的提高和淋巴结

转移的增多，ＨＩＦ１α和ＶＥＧＦ的表达水平也相应升
高，具有正相关，提示 ＨＩＦ１α／ＶＥＧＦ可能与鼻咽癌
的发生和转移过程密切相关，但关于其具体机制，尚

需大量基础实验的进一步研究。

目前国内外虽有关于 ＨＩＦ１α／ＶＥＧＦ在头颈部
肿瘤中表达的报道，但结论尚不一致，而联合检测

两者在鼻咽癌癌中的表达及相互关系的研究更为少

见。我们的研究通过 Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析 ＨＩＦ
１α与ＶＥＧＦ在鼻咽癌中的表达相关性，发现两者均
呈高表达，且表达程度呈显著的正相关，从而提示在

鼻咽癌的发生发展中，ＨＩＦ１α／ＶＥＧＦ通路的调控可
能起着重要的作用。鼻咽癌肿瘤组织处于肿瘤微环

境中，这一环境下的主要变化为肿瘤血管结构及组

织分布异常，肿瘤微环境会造成缺氧的特征［１４］。

ＨＩＦ１α是缺氧诱导因子，在缺氧刺激下中其表达水
平显著升高。目前在胃癌、乳腺癌、前列腺癌等多种

肿瘤中的研究表明，ＨＩＦ１α在 ＶＥＧＦ信号通路中起
着枢纽作用［１５１７］，既能增加ＶＥＧＦｍＲＮＡ的稳定性，
也可以增加ＶＥＧＦ的转录活性，进而促进肿瘤新生
血管的形成，在鼻咽癌癌组织的生长、浸润和转移

中起作用［１８］。

综上所述，我们的研究发现ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ可能
是鼻咽癌在肿瘤微环境中介导新生血管生成的关键

蛋白。因此，抑制ＨＩＦ１α／ＶＥＧＦ通路可能会为抑制
鼻咽癌细胞的存活、血管生成以及侵袭转移等方面

·２８２·
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提供新的思路。同时，临床检测ＨＩＦ１α和ＶＥＧＦ在
鼻咽癌中的表达水平，有助于判断鼻咽癌的发生、发

展及预后。对ＨＩＦ１α和 ＶＥＧＦ在鼻咽癌中的作用
及机制进行进一步更深入的研究，可为鼻咽癌的抗

血管生成靶向治疗提供实验室依据。
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