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细胞外基质（extracellular matrix，ECM）是细胞

生长所必须的微环境，在肿瘤的发生发展过程中起

重要作用。骨桥蛋白（osteopontin，OPN）是一种分泌

型细胞外基质蛋白，能促进细胞的趋化、黏附和迁

移。但有关OPN及其受体之一CD44v6在口腔鳞状细

胞癌（oral squamous cell carcinoma，OSCC）方面的

相关研究较少。本研究应用免疫组化方法结合定量

分析测定OPN和CD44v6在OSCC中的表达，并结合

临床资料分析二者在OSCC中的表达、临床意义以及

骨桥蛋白及其受体CD44v6在

口腔鳞状细胞癌中的定量表达及意义
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[摘要] 目的 探讨骨桥蛋白（OPN）及其受体CD44v6在口腔鳞状细胞癌（OSCC）中的蛋白定量表达、临床意义及二

者之间的关系。方法 应用EnVisionTM法检测正常口腔黏膜（n=12）和OSCC患者（n=59）肿瘤组织中OPN和CD44v6的表

达，结合图像分析系统进行定量分析，统计不同临床、病理指标下OSCC肿瘤组织中OPN的表达情况以及两种蛋白

表达的相互关系。 结果 OPN在OSCC肿瘤组织中的表达显著高于正常口腔黏膜（P<0.05）。OPN的表达与OSCC不同

临床分期、颈淋巴结转移有相关性，在OSCC高分化和中低分化者间差异无统计学意义。CD44v6在OSCC与正常口腔

黏膜中差异无统计学意义，且其表达与临床病理指标关系不密切。在OSCC中，OPN与CD44v6表达无显著相关性。

结论 OPN在OSCC存在过度表达，其表达水平与肿瘤临床分期以及有无淋巴结转移存在一定的相关性，CD44v6与

肿瘤临床病理特征无关，而且与OPN表达无相关性。
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[Abstract] Objective To study the clinical significance of osteopontin（OPN） and its receptor CD44v6 expression

in oral squamous cell carcinoma（OSCC）. Methods OPN and CD44v6 expression were examined in OSCC（n=59）and

normal oral mucosa（n=12）by EnVisionTM method, the staining- grade were quantitatively studied by multiple functional

image analyzer. Their expression grade of different clinical and pathological index were statistically studied. Results

OPN expression grade was significantly higher in OSCC than that in normal oral mucosa（P<0.05）. Significant deviation

of OPN expression grade was found between different clinical stages, as well as between the groups with or without

cervical lymph node metastasis. The group with cervical lymphnode metastasis had higher expression than that of the

group without lymph node metastasis（P <0.05）. However, there was no significant deviation between the expression

grade in well- differentiated group and moderate or poorly differentiated group. The expression of CD44v6 showed no

correlation with that of OPN, nor any difference between OSCC and normal oral mucosa. Conclusion OPN over

expression was found in OSCC, and the expression level has correlation with the clinical staging and with cervical

lymph node metastasis status. CD44v6 expression showed no difference between OSCC and normal oral mucosa nor

any correlation with that of OPN.
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两种蛋白之间的相关性。

1 材料和方法

1.1 试剂

单克隆抗体OPN单抗（克隆号OP3N，即用型）、

单克隆抗体CD44v6（克隆号2F10，即用型）（福州迈新

生物技术开发有限公司），EnVisionTM试剂盒和二氨

基联苯胺（DAB）显色液（DAKO公司，丹麦）。

1.2 标本的选取

选取2000—2006年第二军医大学长征医院收治

并行手术切除的OSCC标本59例，术前未接受放疗或

者化疗，临床及随访资料完整，病理诊断明确。其

中男34例，女25例，年龄34～78岁。舌癌26例，牙

龈癌12例，颊癌15例，硬腭癌2例，口底癌4例。高

分化鳞癌38例，中低分化21例。经病理学证实伴有

淋巴结转移者20例，无颈部淋巴结转移者39例。按

照UICC制定的口腔颌面部恶性肿瘤TNM分期标准[1]，

Ⅰ期20例，Ⅱ期16例，Ⅲ～Ⅳ期23例。全部肿瘤标

本经甲醛溶液固定，石蜡包埋，制作3～4 μm的连续

切片2张，其中1张行HE染色，按诊断标准复片确

诊，另1张行免疫组化备用。另取12例正常口腔黏

膜作为对照。

1.3 免疫组化染色

应用EnVisionTM法对59例OSCC手术切除肿瘤组

织进行免疫组化检测，同时取12例正常口腔黏膜作

为对照。所有切片先在pH为8的EDTA中经高压热修

复，以后操作按试剂盒说明进行。用已知OPN阳性

表达的肝硬化组织切片作为阳性对照片，用扁桃体

旁皮层组织切片作为CD44v6的阳性对照。用PBS缓

冲液代替一抗作为空白对照。

1.4 结果判断及定量分析

光镜下，结构清晰，着色明显高于背景，在相

应部位出现棕黄色颗粒者为阳性细胞，无棕黄色颗

粒者为阴性细胞。染色完毕脱水封片后，用德国远

东蔡氏KS400图像分析仪，在20倍物镜下将切片视

野扫描并输入计算机，根据图像结构特征，按染色

浓度选取特定阳性灰度阈，每张切片随机选取3个

单位面积对其范围内OPN和CD44v6阳性颗粒面积所

占百分比进行定量分析。

1.5 统计学处理

在正常口腔黏膜与OSCC患者间，OSCC不同病

理学分级和淋巴结转移情况之间表达情况的比较应

用Wilcoxon秩和检验。OSCC不同临床分期之间表达

的比较用H检验和Nemenyi检验。OPN与CD44v6之间

关系用Spearman秩相关性分析，以P<0.05表示差异

具有统计学意义。

2 结果

2.1 正常口腔黏膜中OPN和CD44v6的表达

光镜下，可见OPN在正常口腔黏膜中几乎不表

达，仅有2例见少量阳性细胞位于基底层细胞，且

染色浅，阳性率为16.67%，平均阳性染色面积为

（0.53±0.14）%。CD44v6抗原阳性物质为棕黄色颗粒

状，在12例正常口腔黏膜中均呈阳性表达。阳性颗

粒位于黏膜上皮的基底层和棘层细胞的细胞膜上，

光镜下可见清晰完整的细胞轮廓，角化层或表层细

胞及间质成分中未见其阳性表达（图1），阳性率为

100.00%，平均阳性染色面积为（23.33±5.32）%。

图 1 CD44v6在正常口腔黏膜中的表达 EnVisionTM ×200

Fig 1 CD44v6 expression in normal oral mucosa EnVisionTM

×200

2.2 OSCC中OPN和CD44v6的表达

在OSCC中，OPN阳性颗粒不仅在浅层的癌细胞

表达，同时在浸润入深层结缔组织内的癌细胞中也

有表达。OPN阳性率为71.19%（42/59），平均阳性染

色面积为（54.65±18.20）%，OPN在OSCC患者肿瘤组

织中表达显著高于正常口腔黏膜（P<0.05）。CD44v6

阳 性 率 为 86.44%（51/59）， 平 均 阳 性 染 色 面 积 为

（25.27±5.10）%，与正常口腔黏膜相比差异无统计学

意义，CD44v6在OSCC中阳性颗粒主要位于肿瘤细

胞膜，部分位于细胞浆中，细胞核和细胞间质中无

着色（图2），提示CD44v6存在于细胞膜上。

图 2 CD44v6在口腔鳞状细胞癌中的表达 EnVisionTM ×200

Fig 2 CD44v6 expression in OSCC EnVisionTM ×200
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图 3 OPN在伴淋巴结转移（左）及不伴淋巴结转移（右）的OSCC

肿瘤组织中的表达 EnVisionTM ×200

Fig 3 OPN expression in metastasis（left）and nonmetastasis group

（right）of OSCC EnVisionTM ×200

2.4 OSCC中OPN和CD44v6蛋白表达的相关性分析

每例病理标本分别记录OPN和CD44v6表达的阳

性染色面积。以OPN阳性染色面积为X轴，CD44v6

阳性染色面积为Y轴绘制散点图（图4）。

图 4 OSCC中OPN与CD44v6的相关关系

Fig 4 Relationship between OPN and CD44v6 in OSCC

两组数据进行Spearman秩相关性分析，分析结

果为相关系数r=0.088，P>0.05，即OPN与CD44v6蛋

白在OSCC组织中的表达无显著相关关系。

3 讨论

OPN是一种存在于ECM的磷酸化蛋白，主要通

过整合素和多种细胞黏附分子CD44变异体来担当细

胞黏附蛋白和细胞因子的功能，在全身多种恶性肿

瘤的侵袭性和转移性上发挥重要作用[2- 3]。已知OPN

结合CD44与埃兹蛋白、根蛋白和膜突蛋白作用可修

饰细胞骨架，引起细胞运动，但诱导肿瘤转移的机

制尚不清楚[4]。CD44v6是黏附分子CD44的一种剪接

变异体，是淋巴细胞的归巢受体和透明质酸的主要

受体，对细胞之间、细胞与基质之间的黏附有重要

作用。关于OPN在OSCC的表达情况及其意义目前研

究较少，已有的国外研究多集中在细胞系和动物体

内。已有的研究对CD44v6在口腔鳞癌中的表达及意

义存在较大争议，目前尚缺乏有关OSCC中二者关系

的报道。

以往的研究表明OPN与头颈部鳞癌有明确的联

系[5]。Jin等[6]通过金黄地鼠颊囊癌变的过程中证实，

在口腔黏膜癌变过程中，OPN mRNA表达逐渐升高。

本实验结果显示，OPN在正常口腔黏膜中几乎不表

达，而在OSCC中表达明显升高，阳性率为71.19%，

与Devoll等 [7]报道的67%类似。此外，本研究发现

OPN的表达与临床分期和淋巴结转移正相关，表明

在OSCC的发生发展和转移的过程中，OPN的表达可

能起重要作用，该结果与以往OPN在其他部位的研

注：*为P<0.05，具有统计学意义

临床病理指标 分类 例数 OPN阳性染色面积（%） P值 CD44v6阳性染色面积（%） P值

临床分期 Ⅰ期 20 35.85±7.21 23.73±6.29

Ⅱ期 16 45.79±8.18 0.045* 25.24±4.83 0.632

Ⅲ～Ⅳ期 23 74.58±10.84 0.036* 26.28±7.13 0.778

淋巴结转移 有 20 64.37±17.01 24.53±4.96

无 39 40.07±16.52 0.008* 26.12±7.19 0.512

病理分级 高分化 38 50.59±23.18 27.63±6.22

中低分化 21 58.21±13.18 0.456 23.95±4.28 0.473

表 1 OSCC中OPN和CD44v6表达与临床病理指标的关系

Tab 1 The Relations between the expression of OPN, CD44v6 and clinical pathology index in OSCC

2.3 不同临床病理指标下OSCC患者OPN和CD44v6

的表达

为了进一步研究在OSCC中OPN表达与临床病理

学之间的关系，分别按临床分期、淋巴结转移和病

理分级对OPN和CD44v6的表达情况进行统计分析，

具体分析结果见表1。在OSCC中OPN的表达强度与

临床分期正相关，即Ⅲ～Ⅳ期肿瘤组织中OPN表达明

显多于Ⅱ期，后者表达又高于Ⅰ期。有淋巴结转移

者的阳性染色面积显著高于无淋巴结转移者（图3）。

然而，不同病理分化程度的OSCC，其OPN染色强度

没有明显差异。在OSCC中CD44v6与临床分期、淋

巴结转移以及病理分级关系均不密切。
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究结果类似。以往的研究结果显示，在非小细胞肺

癌[8]和肝癌[9]中，OPN的表达与侵袭性、转移性正相

关；在喉鳞癌中[10]，OPN的表达水平与肿瘤分期和

分级、淋巴结转移及远处转移情况显著相关，OPN

与总体生存率负相关。

关 于 OPN与 病 理 分 化 程 度 的 研 究 尚 存 在 争

议 [7，10]，本实验结果显示在OSCC中高分化和中低

分化的阳性染色面积没有显著差异，提示OPN可能

无法反映OSCC的肿瘤分化程度。

CD44v6在正常口腔黏膜中呈阳性表达，这与大

部分的研究结果相同[11- 12]。然而，关于它在OSCC中

的表达及意义争议较大。部分学者认为OSCC组织中

CD44v6呈低表达，且与肿瘤分化程度、侵袭性、淋

巴结转移呈负相关。近年来，越来越多的学者对上

述观点产生了质疑，新的研究结果显示在鳞癌中，

它与临床生物学行为无关，仅仅反映了一种无序的

上皮成熟方式[13]。田臻等[14]也证实了CD44v6在OSCC

中主要参与维持上皮结构的完整性和肿瘤细胞的鳞

状上皮分化特征，而与侵袭和转移没有明确关系。

本实验结果显示CD44v6在正常口腔黏膜和OSCC之

间无显著差异，且其表达与肿瘤的侵袭和转移等关

系不密切。

CD44v6是OPN的受体之一，二者结合能够启动

一系列细胞信号表达，对于细胞的迁移、分化等生

理功能具有重要影响。关于OPN与CD44v6之间的关

系，以往的研究主要集中在肝癌和肺癌中，认为在

肺小细胞癌和肝癌中二者具有相关性，而在肺鳞癌

中关系不密切[15]。本研究结果显示，在OSCC中OPN

表达显著增高的同时，CD44v6无显著性增高。提示

OPN可能不是通过其受体CD44v6发挥其在肿瘤转移

和侵袭性等生物学行为方面影响作用的。OPN除可

与CD44v6结合以外，还可以与整合素等其他因子结

合，其导致的肿瘤转移、侵袭性增加等细胞生物行

为可能与之相关。OPN介导的肿瘤转移和侵袭性增

强，是通过何种信号系统传递和介导，以及其更深

层次的细胞生物学机制，有待于进一步的实验研

究。
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