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类肿瘤干细胞标记物及缺氧诱导因子 --1 0【 

在口腔鳞癌组织中的表达及相关性研究 

李立峰，季 平，王 俊 

(重庆医科大学附属口腔医院颌面外科、口腔疾病与生物医学重庆市重点实验室、 

重庆市高校市级口腔生物医学工程重点实验室，重庆 401 147) 

【摘 要】目的：检测类肿瘤干细胞(ca．cer stem—like cell，CSC)标记物(CD44、ALDH1、NANOG)及缺氧诱导因子一1ot(hypoxia in— 

duciblefactor-let。HIF-la)在13腔鳞癌组织中的表达并进行相关性分析。方法：应用免疫组化法检测4O例重庆医科大学附属口 

腔医院颌面外科手术切除的口腔鳞癌组织、1O例癌旁组织、10例淋巴结转移的淋巴结组织以及 1O例正常淋巴结组织中 

CDd4、ALDH1、NANOG及 HIF-lot的表达。采用Fisher确切概率法及秩和检验分析这些标记物与HIF—la之间及其与肿瘤分化 

程度、分期及淋巴结转移的关系。结果：(1)CD44、NANOG、HIF—lot在口腔鳞癌组织与癌旁组织中的表达差异均存在统计学意 

义(尸cD44=0．000； DG=0．000；只 0．000)；(2)HIF—lot与 CD44在口腔鳞癌中的表达存在相 陛( =0．498，P=0．027)；(3)CD44、 

ALDH1、NANOG及 HIF—l仪在口腔鳞癌组织中的表达与分化程度、临床分期及淋巴结转移均无明显相关性。结论：CD44、 

NANOG、HIF—let在口腔鳞癌组织中呈高表达。其中CD44与HIF—let的表达具有相关J陛。联合检测 CD44、NANOG、HIF—let可 

能对口腔鳞癌早期诊断具有重要意义。 
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Expression and correlation Of cancer stem—like celI markers CD44，ALDH 1， 

NANOG and hypoxia inducible factor-1 0(in oraI squamous cell carcinoma 

L ， ，Wang Jan 

(Department ofMaxillofacial Surgery，the Affiliated Stomatological Hospital of Chongqing Medical University， 

Key Laboratory ofOral Diseases and Biomedical Sciences，ChongqingMunicipal Key Laboratory ofOral 

Biomedical Engineering of Higher Education) 

【Abstract]Objective：To investigate the expression and correlation of cancer stem—like cell(CSC)markers CD44，ALDH1，NANOG 

and hypoxia inducible factor-1ct(HIF-I(x)in oral squamous cell carcinoma．Methods：Expression of CD44，ALDH1，NANOG and 

HIF—lct in 40 cases of oral squamous cell carcinoma tissues，collected form the Affiliated Stomatological Hospital of Chongqing Med- 

ical University，10 cases of metastatic lymph node tissues，10 cases of non cancer tissues and 10 cases of norm al lymph node tissues 

were detected using immunohistochemistry．The correlations of the expression of the makers and HIF—lc~as well as their correlations 

with tumor differentiation，histological type，clinical stage and lymphoid metastasis were analyzed using Fisher exact test and Kmskal- 

Wallis test．Results：(1)The expressions of CD44，NANOG，HIF-la were significantly higher than those in non-cancer tissues(Pom= 

0．000； 10c=0．000； l~---0．ooo)．(2)Only expression of CD44 was positively correlated with HIF—la expression in oral squamous cell 

carcinoma(r,=0．498，P=0．027)．(3)Expression of CD44，ALDH1，NANOG and HIF-la was not correlated with tumor differentiation， 

histological type and lymphoid metastasis．Conclusion：The positive expressions of CD44．NANOG and HIF一1 0l in oral squamous cell 

carcinoma are higher than those of non-cancer tissues． Expression of CD44 showed significant correlation with HIF-lc~expression． 

This may suggest that the combined examination of CD44，NANOG and HIF-lct may be significant for the early diagnosis of oral 

squamous cell carcinoma． 

【Key words]cancer stem—like cell markers；hypoxia—inducible factor～lcqoral squamous cell carcinoma；correlation analysis 

类肿瘤干细胞 cancer stem—like cel1．csc)是一 

类具有 自我更新和分化潜能的干细胞特性的肿瘤 

细胞亚群，能同时分化出不同表型的非致瘤性肿瘤 

细胞及致瘤性肿瘤细胞_lj。CSC研究的关键是对其 

进行分离纯化，而这需要依赖特异性的分子标记物。 

目前，口腔鳞癌特异性的CSC至今仍未被分离出来， 

其标记物也不清楚。缺氧诱导因子一1ot(hypoxia in— 

ducible factor一1仪，HIF—l cx)是哺乳动物在缺氧条件 

下广泛存在的一种转录调节因子。可调节如CSC干 

性维持相关因子、血管生成因子等多种靶基因的表 

达，在肿瘤细胞凋亡、转移及血管生成等生物学行 

为中起着重要作用【2J。目前研究较多的口腔鳞癌CSC 

标记物是 CD44、ALDH1、NANOG等 ，但它们在口 

腔鳞癌实体组织中的表达及其与HIF一1 ol之间的相 

互关系鲜见报道。本实验拟采用免疫组织化学染色 

的方法，分别检测口腔鳞癌组织及转移淋巴结组织 

中 CSC标记物 CD44、ALDH1、NANOG及 HIF一1 o【 

的表达情况，并探讨这些指标之间及其与口腔鳞癌 

临床病理学指标之间的关系。 

1 材料与方法 

1．1 标本 来源 

收集 2014年 3月至 2015年 12月间重庆医科大学附属 

El腔医院颌面外科手术切除的口腔鳞癌原发灶标本共 40 

例，均经病理诊断为鳞状细胞癌，其中男性3l例，女性9例； 

年龄43～81岁，中位年龄 62岁；高分化20例，中分化 11例， 

低分化9例；有淋巴结转移的为20例，无淋巴结转移的为20 

例。另外，10例淋巴结转移的淋巴结组织切片及 l0例正常 

淋巴结组织切片购自重庆医科大学病理诊断中心。临床分 

期：I期4例，Ⅱ期5例，Ⅲ期17例，Ⅳ期 14例。所有患者诊断 

标准均依据口腔癌和口咽癌的国际抗癌联盟(Union for Inter— 

national Cancer Control，UICC)2010分类进行诊断分类。另外 

在40例口腔鳞癌原发灶组织对应的癌旁正常口腔组织(术中 

快速冰冻病理诊断均为正常组织)取 1O例作对照研究。术前 

患者均未行化疗或放疗。 

1．2 试剂来源 

所选用抗体均购自美国abcam公司，CD44、ALDH1及 

HIF一1d均为兔抗人单抗。NANOG为兔抗人多抗。免疫组化 

所用的sP超敏试剂盒购自福州迈新生物技术公司。 

1．3 免疫组化染色及结果判定 

用于免疫组化标本分别经常规制成4 Ixm厚连续石蜡切 
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3 讨 论 

Kajita等f q通过克隆演变和CSC模型，解释了癌 

症的异质性。CSC具有明显的表型，可以通过表面 

标志物来鉴定。但迄今为止，在人体实体肿瘤中，尚 

未发现特异的CSC标志物。对非小细胞肺癌研究表 

明，干细胞标志物表达情况与肺癌的分化程度和淋 

巴结转移密切相关[11—121。 

CD44是一种广泛的细胞表面跨膜糖蛋白．主 

要参与异质性粘附，即肿瘤细胞与宿主细胞和宿主 

基质的粘附，异质性粘附在肿瘤细胞侵袭转移中起 

促进作用。它是透明质酸的已知受体，并与其他“配 

体”相互作用，如基质金属蛋白酶。Prines等首次表 

明。CD44的表达可以用于分离在头颈部肿瘤中致 

瘤性增加的细胞亚群fl3】。几个独立的研究也证实， 

CD44单独或与其他因子共同具有CSC标志物的属 

性，并作为肿瘤启动因子【 。CD44的某些形式(如 

V3、V6、Vl0)与肿瘤进展和头颈部鳞癌转移扩散密 

切相 堋。乳腺癌干细胞标志物在非小细胞肺癌中 

的表达情况表明．肿瘤分化程度越低，CD44表达阳 

性率越高 。本研究发现，CD44在口腔鳞癌组织中 

呈高表达，阳性表达率为95．0％，明显高于癌旁正常 

组织。具有显著意义。此外，在实验结果还表明， 

CD44的阳性表达主要集中在肿瘤浸润边缘及基底 

膜，同一部位染色强度不均一，这一现象可能与 

CD44作为细胞表面的跨膜糖蛋白，与肿瘤的侵袭密 

切相关。然而，进一步分析发现，在本研究中，CD44 

的表达与患者性别、年龄、肿瘤分化程度、临床分期 

及有无淋巴结转移均无明显相关性。 

ALDH1及 NANOG均是胚胎干细胞的表面标 

志物．它们在胚胎干细胞和成体干细胞中表达增高， 

对维持干细胞的“干性”中起着重要作用。近年发 

现．ALDH1在CSC中表达也升高，ALDH1阳性细胞 

分别在乳腺癌、前列腺癌、胰腺癌、肺癌等实体肿 

瘤中鉴定出来 。在这些肿瘤中，ALDH1阳性细胞 

表现为CSC的特征即高度致瘤性，并可自我更新。 

NANOG基因是由Mitsui和Chambers等于2003年 

首次报道，并被认为是在研究维持胚胎干细胞亚全 

能性和胚胎发育相关基因领域取得的最大进展。最 

近研究表明，在乳腺癌、胶质瘤、膀胱癌等肿瘤中发 

现有NANOG的表达，而在正常组织中无表达或低 

表达，并且肿瘤分级越高，NANOG的表达越强，患 

者临床预后越差，提示在脑CSC中，NANOG发挥着 

与在胚胎干细胞中相似的功能㈣。此外，体外细胞实 

验研究认为，NANOG的表达与口腔鳞癌的分化，转 

移和耐药有密切关系，并且认为 NANOG可作为口 

腔鳞状细胞癌 CSC表面标志物之一H．7，191。本研究结 

果显示，ALDH1、NANOG在口腔鳞癌组织中的表达 

均较癌旁正常组织高．但未发现 ALDH1在口腔鳞 

癌组织中的表达与癌旁正常组织的表达差异存在 

统计学意义。并且本研究进一步分析发现，ALDH 1、 

NANOG的表达与患者性别、年龄、肿瘤分化程度、 

临床分期及有无淋巴结转移均未发现明显相关性。 

HIF—l是调节肿瘤组织适应缺氧环境的一个重 

要因子。HIF一1是由ot亚基和 B亚基共同组成的一 

个蛋白异二聚体．其中HIF—lot是调节缺氧应答的 

关键因子，它与血管的生成及肿瘤组织的增殖、凋 

亡、侵袭及淋巴结转移等特征关系密切。目前已证 

实HIF-l ot在人类多种恶性肿瘤中高表达，而在正常 

组织中无表达或低表达I2o]。此外，研究发现，HIF—lot 

在食管癌、膀胱癌等恶性肿瘤中的高表达，与肿瘤 

的恶性程度、治疗的敏感性及术后生存率等临床特 

征具有相关性【2l1。本次试验检测发现HIF—lot在口 

腔鳞癌组织中的表达明显高于癌旁正常组织，但与 

患者性别、年龄、肿瘤分化程度、临床分期及有无淋 

巴结转移均无关。对各指标的相关性分析结果表 

明。HIF—lot与CD44在口腔鳞癌中的表达存在显著 

相关性，而其余各指标间均无明显相关性。这可能 

提示，HIF—lot与 CD44在 口腔鳞癌的发生发展过程 

中可能同时起着重要作用。 

本研究检测的 10例转移淋巴结组织中，CD44、 

ALDH1及 NANOG均呈阳性表达 ，表明 CD44、 

ALDH1及 NANOG可能与口腔鳞癌的转移密切相 

关。但是，本实验中CD44、ALDH1及NANOG在口 

腔鳞癌组织中的表达情况却与淋巴结转移情况无 

明显相关性。分析其中的原因后认为，这可能与本 

实验样本量偏少且本研究仅从免疫组化水平分析 

各指标可能影响实验结果有关。 

综上所诉 ，本研究通过检测 C$C标志物 CD44、 

ALDH1、NANOG及 HIF—lot在口腔鳞癌组织及转 

移淋巴结组织中的表达情况，分析各指标之间表达 
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的相关l生及其与13腔鳞癌临床特征的相关性。结果 

表明．CSC表面标志物 CD44、NANOG、HIF一1仅在 13 

腔鳞癌组织中呈高表达，其表达与患者性别、年龄、 

肿瘤分化程度、临床分期及有无淋巴结转移等临床 

特征均无明显相关性。其中，CD44与HIF一1 之间 

的表达存在显著相关性。这提示，联合检测 CD44、 

NANOG、HIF—let可能对口腔鳞癌早期诊断具有重 

要意义 
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