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　　摘　要：　目的　分析鼻咽癌组织中Ｓｈｈ蛋白的表达以及与微血管密度分布的关系，探讨其与肿瘤淋巴结转
移的关系。方法　应用免疫组化ＥｌｉｖｉｓｉｏｎＰＩｕｓ二步法，检测５０例鼻咽癌和２６例炎性鼻咽部黏膜组织间质微血管
密度（ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｄｅｎｓｉｔｙ，ＭＶＤ）的分布，并检测Ｓｈｈ的表达。结果　①Ｓｈｈ在鼻咽癌组织中较鼻咽慢性炎症组织
明显呈高表达（Ｐ＜０．０５）；②鼻咽癌中Ｓｈｈ阳性组ＭＶＤ均值２６．４４１±６．２３９，高于Ｓｈｈ阴性组１５．６６７±４．８９９，两者
之间差异有显著性（Ｐ＜０．０１）；肿瘤细胞Ｓｈｈ表达与ＭＶＤ相关，即ＭＶＤ值随着Ｓｈｈ表达而增高；③鼻咽癌组织中
Ｓｈｈ蛋白表达率与ＭＶＤ均与临床分期，颈淋巴结转移有密切关系（Ｐ＜０．０５）。结论　Ｓｈｈ可能促进鼻咽癌间质血
管生成，促进肿瘤的侵袭和转移，Ｓｈｈ和ＭＶＤ有可能成为判定鼻咽癌生物学行为和预后的重要指标。
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　　肿瘤的生长和发展取决于血管生成，目前证实
肿瘤血管生成是实体瘤发生、发展、转移过程中极为

关键的步骤。肿瘤血管是肿瘤生长、侵袭和转移的

基础，它的形成是一个多因素、级联、整体、动态的过

程，是多种血管调节因子共同作用的结果［１］。Ｓｏｎｉｃ

Ｈｅｄｇｅｈｏｇ（Ｓｈｈ）信号通路［２］最初在果蝇中被发现。

Ｓｈｈ信号转导途径与胚胎肠腺发育密切相关，并参
与某些胚胎组织的血管重新形成和成年哺乳动物的

血管发生。在鼻咽癌发生中，Ｓｈｈ信号是否诱导调
节血管形成尚不清楚。本文拟初步探讨鼻咽癌组织

中ＳｏｎｉｃＨｅｄｇｅｈｏｇ信号通路中Ｓｈｈ蛋白表达及微血
管密度ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌｄｅｎｓｉｔｙ（ＭＶＤ）的关系。

·２６４·



姚　利，等：鼻咽癌组织中Ｓｈｈ与微血管密度的表达及其和肿瘤转移的关系 第６期　

１　资料与方法

１．１　材料选择
以２００９年３月 ～２０１４年１月北京大学深圳医

院５０例鼻咽癌患者的石蜡包埋标本为研究材料
（鼻咽癌ＮＰＣ组）。其中，男３８例，女１２例；年龄２０
～７１岁，平均４０岁。患者均为鼻咽非角化性癌，病
例经 ＨＥ切片再次复检确诊。根据中国“鼻咽癌
２００８年临床分期”的方案［３］，其中 Ｔ１期 １０例，Ｔ２
期２１例，Ｔ３期１４例，Ｔ４期５例。ＮＰＣ组又分为颈
淋巴结转移组（３０例）和非转移组（２０例）。患者均
未进行过放射治疗及化学药物治疗。对照组２６例
慢性鼻咽黏膜来自同期活检鼻咽黏膜炎性组织标

本。

１．２　免疫组化染色方法
免疫组化方法：兔抗人多克隆抗体 Ｓｈｈ购自美

国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，工作浓度为 １∶１００。鼠抗人
ＣＤ３４单克隆抗体，ＣＤ３４工作浓度为 １∶１００，Ｅｌｉｖｉ
ｓｉｏｎＰｌｕｓ试剂盒、ＤＡＢ显色剂购自福州迈新公司。
所有的组织标本经石蜡包埋切片，连续切片，每张厚

约５μｍ。采用免疫组化染ＥｌｉｖｉｓｉｏｎＰｌｕｓ二步法，免
疫组化染色程序按试剂盒说明书进行。采用肺癌组

织作为阳性对照，用ＰＢＳ代替一抗和二抗作阴性对
照。

１．３　结果判断
ＣＤ３４阳性染色微血管呈棕黄色至深棕色。

ＭＶＤ计数方法采用ｗｅｉｄｎｅｒ［４］方法：先在×１００低倍
镜下挑选微血管热点区，然后在 ×２００倍镜下计算
１０个视野，取其平均值，结果以珋ｘ±ｓ表示。凡是染
成棕色内皮细胞或内皮细胞簇均作为一个血管计

数。凡管腔大于８个红细胞，带较厚肌层的血管均
不记数，其中微血管的判断不以红细胞的出现来确

定是否是血管，也不以是否出现管腔来记数。采用

双盲法，显微镜下观察，行半定量［５］计算肿瘤未着

色或着色＜１０％为阴性（－），肿瘤细胞着色在１０％
～２５％为阳性（＋），２６％ ～５０％（＋＋），＞５１％为
（＋＋＋）。

１．４　统计学方法
采用ＳＰＳＳ１３．０进行统计学分析，计数资料组

间比较采用卡方检验，两样本均数比较采用ｔ检验，
多个样本均数比较采用方差检验。蛋白表达相关关

系采用ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析，以Ｐ＜０．０５表示差
异具有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｓｈｈ及ＭＶＤ在不同鼻咽组织中的表达
Ｓｈｈ阳性表达率为５８％，Ｓｈｈ阳性表达主要在

细胞浆内，阳性细胞胞浆或胞膜呈棕黄色，阳性颗粒

粗细不等。阴性细胞胞浆、胞膜不着色，胞核呈紫蓝

色。在癌组织中其阳性表达为５８％，Ｓｈｈ蛋白染色
癌细胞呈巢状分布、伴颈淋巴结转移的肿瘤细胞胞

膜及胞浆，阳性表达强，肿瘤间质细胞无染色，随着

肿瘤临床分期的进展其阳性表达有增强的趋势。而

在本研究２６例慢性炎性鼻咽黏膜中仅有５例弱阳
性表达，表达阳性率为１９．２％。ＣＤ３４在 ＮＰＣ的血
管内皮细胞胞质着色，微血管形态不规则，癌灶边缘

血管最密集且多位于肿瘤浸润的前缘。鼻咽黏膜组

织中分布较少而均匀，其 ＭＶＤ在癌区组织中的分
布明显高于鼻咽黏膜组织。在伴颈部淋巴结转移鼻

咽癌组织中可见在肿瘤巢边缘间质内有多量 ＣＤ３４
阳性微血管分布（图１～６）。
２．２　ＮＰＣ中 Ｓｈｈ及 ＭＶＤ的分布与临床因素的关
系

Ｓｈｈ蛋白的表达及 ＭＶＤ的分布均与患者年龄
性别无关。Ｓｈｈ在 ＮＰＣ临床 Ｔ分期中 Ｔ３、Ｔ４期的
阳性表达高于 Ｔ１、Ｔ２期（Ｐ＜０．０５），Ｓｈｈ在有淋巴
结转移组中的阳性表达明显高于无淋巴结转移组，

ＭＶＤ的表达与 ＮＰＣ组织临床 Ｔ分期、淋巴结转移
密切相关（Ｐ＜０．０５），见表１。
２．３　ＮＰＣ癌Ｓｈｈ表达与ＭＶＤ表达的关系

鼻咽癌Ｓｈｈ阳性组ＭＶＤ均值２６．４４１±６．２３９，
高于 Ｓｈｈ阴性组１５．６６７±４．８９９，两者之间差异有
显著性（Ｐ＜０．０１）；肿瘤细胞 Ｓｈｈ表达与 ＭＶＤ相
关，即ＭＶＤ值随着 Ｓｈｈ表达而增高，采用 ｓｐｅａｒｍａｎ
等级相关分析，提示 Ｓｈｈ与 ＭＶＤ显著正相关（ｒｓ＝
０．５６６，Ｐ＜０．０１）。

·３６４·
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图１　Ｓｈｈ蛋白表达于鼻咽癌细胞浆，呈棕黄色着色（Ｅｌｉｖｉｓｉｏｎ二步法 ×４００）　　图２　Ｓｈｈ蛋白染色癌细胞呈巢状分布、伴颈
淋巴结转移的肿瘤细胞胞膜及胞浆，阳性表达强，肿瘤间质细胞无染色（Ｅｌｉｖｉｓｉｏｎ二步法 ×２００）　　图３　Ｓｈｈ蛋白在不伴淋
巴结转移的鼻咽癌组织中阳性表达的癌细胞散在分布（Ｅｌｉｖｉｓｉｏｎ二步法 ×２００）　　图４　鼻咽癌组织中间质中有ＣＤ３４阳性
表达微血管分布，形态不规则（Ｅｌｉｖｉｓｉｏｎ二步法 ×２００）　　图５　伴颈部淋巴结转移鼻咽癌组织中可见在肿瘤巢边缘间质内
有多量ＣＤ３４阳性微血管分布（Ｅｌｉｖｉｓｉｏｎ二步法 ×２００）　　图６　鼻咽癌基底膜邻近的肿瘤组织中 ＣＤ３４阳性微血管呈簇状
较密集，基底膜已降解（Ｅｌｉｖｉｓｉｏｎ二步法 ×２００）

表１　Ｓｈｈ和ＭＶＤ在鼻咽组织中的表达和分布及其与临床的关系

组别 例数
Ｓｈｈ

阴性 阳性 χ２ Ｐ
ＭＶＤ

珋ｘ±ｓ ｔ ｐ
鼻咽癌 ５０ ２１ ２９ ２１．９１６±７．８０４
炎性组织 ２６ ２１ ５ １０．３９９ ０．００１ ９．２３１±２．０５８ １０．７９５ ＜０．００１
临床分期

　Ｔ１、Ｔ２ ３１ １８ １３ １８．８５５±６．６４６
　Ｔ３、Ｔ４ １９ ３ １６ ８．６４２ ０．００３ ２６．９１１±７．０５０ ４．０６６ ＜０．００１
颈部淋巴结转移

　有 ３０ ８ ２２ ２５．２５０±６．３１９
　无 ２０ １３ ７ ７．２３９ ０．００７ １６．９１５±７．２２８ ４．３１４ ＜０．００１

３　讨论

自１９８４年 Ｃｉｖｉｎ等［６］首先发现 ＣＤ３４抗原以
来，ＣＤ３４已是检测微血管的较好方法，是目前血管
内皮细胞最可靠的标记。因其不需向血管内灌注填

充剂等，保持了微血管的自然状态和管径大小，因

此，是目前检验微血管构筑的最好方法。

ＣＤ３４基因产物ＣＤ３４抗原是一个分子量为１０５
－２０ＫＤ的跨膜细胞表面糖蛋白。基因定位于１ｑ３２
区域，由８个外显子构成。由于其在新生血管内皮
细胞表达远大于非新生血管内皮，提示其作用可能

与血管生成有关。这就为免疫组化定量研究组织内

血管生成提供了依据。

本研究结果显示，鼻咽癌组织中 ＭＶＤ平均为
（２１．９２±７．８０）个／ＨＰ，而炎性鼻咽黏膜组织 ＭＶＤ
平均为（９．２３±２．０５）个／ＨＰ，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０１）。临床中晚期（Ｔ３、Ｔ４期）、比临床早期
（Ｔ１、Ｔ２期）明显增高，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０１），颈部淋巴结转移组 ＭＶＤ明显高于无颈部淋
巴结转移组的 ＭＶＤ（Ｐ＜０．０１）。已有研究［７］在喉

癌中发现在不同 Ｔ分期组织中微血管密度存在显
著差异，Ｔ１、Ｔ２期中癌微血管密度显著低于 Ｔ３、Ｔ４
期，认为随癌的发展微血管密度有逐渐增大的趋势。

本研究发现在鼻咽癌临床分期的进展中 ＭＶＤ与鼻
咽癌的侵袭明显相关，这也于朱正华［８］，Ｗａｋｉｓａｋａ
等［９］的研究结果一致。研究发现鼻咽癌基底膜邻

近的肿瘤组织中 ＣＤ３４阳性微血管呈簇状较密集，
·４６４·
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基底膜已降解，这可能是瘤组织中微血管的无序增

生，诱发基底膜的破坏，以利瘤细胞的扩展和转移。

Ｓｈｈ属于 ＳｏｎｉｃＨｅｄｇｅｈｏｇ（Ｓｈｈ）信号家族，对多
种器官的形态发生分化起重要作用，其活性信号分

子可分泌至细胞外，不仅影响紧邻分泌细胞的靶细

胞的基因表达，而且还影响距离较远的靶细胞的基

因表达，具有短距离和长距离信号传递功能。Ｓｈｈ
信号在血管发生（内皮细胞形成新生血管）和血管

生成（血管的改造成型）中起重要作用，其中 Ｓｈｈ信
号与血管发生密切相关［１０］，它可直接作用于内皮细

胞或刺激血管支持细胞产生血管生长因子。Ｓｈｈ信
号在成长的胚胎器官血管生成的级联过程中起中枢

作用，而这种胚胎器官血管生成与肿瘤的血管生成

相似。

本研究结果显示炎性鼻咽黏膜组织Ｓｈｈ多为阴
性表达，有５例弱阳性。ＮＰＣ组织 Ｓｈｈ表达阳性率
（５８％）明显高于炎性组织（１９．２％）（Ｐ＜０．０５），说
明在炎性鼻咽组织中也可能有 Ｓｈｈ信号通路的存
在，由于它的表达明显低于鼻咽癌组织中的表达，提

示此通路可能处于静止状态，该通路在胚胎发育和

成熟组织起着重要作用，可能在正常鼻咽组织中起

着维持稳态的作用。而鼻咽癌组织中Ｓｈｈ蛋白表达
与炎性组织存在显著差异，提示在鼻咽癌组织中可

能存在着此信号通路的过度激活。同时研究也显示

ＮＰＣ中Ｓｈｈ表达在有淋巴结转移者高于无淋巴结转
移者（Ｐ＜０．０１），Ｔ３、Ｔ４期高于Ｔ１、Ｔ２期（Ｐ＜０．０５）。
刘森林等［１１］在对６８例胃癌组织标本研究中也发现
Ｓｈｈ阳性表达４５例，阳性表达率为６６．８％，Ｓｈｈ的阳
性表达与癌组织浸润的深度，淋巴结转移情况、ＴＮＭ
分期等密切相关。这提示Ｓｈｈ为鼻咽癌上调的表达
蛋白，其表达升高可能通过激活某种机制而参与了

鼻咽癌的发生。Ｓｈｈ蛋白在干细胞的分裂、分化、死
亡等过程中起着重要作用，并且根据 Ｓｈｈ表达的差
异，影响正常黏膜上皮细胞的分化，使其停止在不同

的肿瘤分期［１２］，因此，Ｓｈｈ表达的差异有可能引发
鼻咽黏膜上皮发生癌变的重要因素。提示在 ＮＰＣ
的发展过程中，肿瘤细胞分泌Ｓｈｈ蛋白越多，其浸润
和转移能力越强。本研究中Ｓｈｈ蛋白表达位于癌巢
肿瘤细胞着色尤为明显，这提示具有转移潜能的癌

细胞多位于癌巢的周边，有利于肿瘤细胞脱离原发

灶向远处转移。

我们在鼻咽癌组织中检测有７例淋巴结转移的
鼻咽癌组织中Ｓｈｈ蛋白为高表达，但与低表达之间
无统计学意义（Ｐ＞０．０５），希望以后能通过ＲＴＰＣＲ

方法［１３］来进行准确定量分析。

研究中鼻咽癌Ｓｈｈ阳性组 ＭＶＤ均值２６．４４１±
６．２３９，高于 Ｓｈｈ阴性组１５．６６７±４．８９９，两者之间
差异有显著性（Ｐ＜０．０１）；肿瘤细胞 Ｓｈｈ表达与
ＭＶＤ相关，即 ＭＶＤ值随着 Ｓｈｈ表达而增高。Ｓｈｈ
与ＭＶＤ显著正相关（ｒｓ＝０．５６６，Ｐ＜０．０１）。结果可
能间接提示在鼻咽癌微血管形成过程中确实有 Ｓｈｈ
信号通路的激活，Ｓｈｈ促进了微血管的生长增殖。
体外实验观察［１４］到 Ｓｈｈ信号通过诱导血管周围基
质细胞ＶＥＧＦ的表达而增加大肠癌血管新生，并且
它可以通过激活癌细胞 Ｇｌｉ１、Ｇｌｉ２的表达上调血管
紧张素（Ａｎｇ）、胰岛素样生长因子（ＩＧＦ１）的表达，
间接诱导骨髓细胞中的血管生成前体细胞激活，从

而促进血管的新生；也有学者研究［１５］认为，Ｓｈｈ调
节血管生成是直接通过调节内皮细胞中Ｒｈｏ／ＲＯＣＫ
信号通路，并且引发下游靶基因如金属蛋白酶和骨

调素的表达。另外有学者［１６］发现 Ｓｈｈ可通过快速
激活ＰＩ３一激酶通道和转录调节途径来诱导内皮细
胞生成毛细血管，应用 Ｓｈｈ通路阻滞剂可抑制这种
血管生成作用。推测Ｓｈｈ信号通路促进血管形成的
作用机制主要是Ｓｈｈ蛋白对相关因子的激活并通过
与其他促进血管形成和新生的信号通路信号途径发

生级联反应实现的，诱导鼻咽癌组织中 ＭＶＤ明显
增高，导致癌组织中存在着活跃的新生微血管生成，

而新生的微血管由于基底膜不完整，为肿瘤细胞的

侵袭和转移提供了机会。鼻咽癌组织中癌细胞容易

侵入其周围微血管，并随微血管的增生向癌旁及周

围侵润，发生鼻咽癌的侵袭和转移。从而促进肿瘤

的发生、发展。

因此，Ｓｈｈ可能促进鼻咽癌间质血管生成，促进
肿瘤的侵袭和转移，Ｓｈｈ和ＭＶＤ有可能成为判定鼻
咽癌生物学行为和预后的重要指标。鼻咽癌组织中

Ｓｈｈ信号通路可能成为基于针对肿瘤血管新生治疗
肿瘤的新途径。
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