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Abstract :Objective 　 To investigate the effect of Ep stein2Barr virus ( EBV) latent membrane protein 1

(L MP1) on expression of E2cadherin and ICAM21 in nasopharyngeal carcinoma (N PC) and their relative

role and metastasis mechanism in N PC. Methods　The expression of L MP1 ,E2cadherin and ICAM21 pro2
tein in thirty2one cases of chronic nasopharyngitis , thirty2two cases of NPC and twenty2four cases of

lymph nodes with N PC metastases was detected by SP immunohistochemist ry. Results　The expressions

rates of L MP1 and ICAM21 in N PC and lymph nodes with N PC metastases were obviously higher than

those in chronic nasopharyngitis ,while those of E2cadherin in N PC and lymph nodes with NPC metastases

were obviously lower than in chronic nasopharyngitis. Spearman correlation analysis showed a significant

negative correlation between the expression of L MP1 and E2cadherin in both N PC and lymph nodes with

N PC metastases and a significant positive correlation between the expression of L MP1 and ICAM21 . Con2
clusion　It is suggested that in NPC and lymph nodes with N PC metastases ,L MP1 may affect the cell ad2
hesion and accelerate the invasion and metastasis of N PC by inhibiting the expression of E2cadherin and

increasing the expression of ICAM21 .
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摘　要 :目的　研究 EB病毒潜伏膜蛋白 1 (L MP1)对鼻咽癌细胞黏附分子 E2cadherin 和 ICAM21 表达

的影响 ,探讨 L MP1在鼻咽癌转移中的作用及其相关的机制。方法　应用免疫组织化学 ( SP法)分别检

测 L MP1、E2cadherin和 ICAM21蛋白在 31例鼻咽粘膜慢性炎、32 例鼻咽癌和 24 例鼻咽癌颈部淋巴结

转移灶中的表达。结果　L MP1和 ICAM21蛋白在鼻咽癌和鼻咽癌淋巴结转移灶中的阳性表达率显著

高于在鼻咽粘膜慢性炎组织中的阳性表达率 , E2cadherin蛋白在鼻咽癌和鼻咽癌淋巴结转移灶中的阳

性表达率则显著低于在鼻咽粘膜慢性炎组织中的阳性表达率。Spearman相关分析显示 ,在鼻咽癌组织

和鼻咽癌淋巴结转移灶中 ,L MP1 与 E2cadherin的表达呈负相关 ,而与 ICAM21 的表达呈正相关。结论

在鼻咽癌和鼻咽癌颈部淋巴结转移灶中 L MP1可能通过抑制 E2cadherin的表达和促进 ICAM21 的表达

进而影响肿瘤细胞的黏附性 ,促进鼻咽癌的侵袭和转移。
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0　引言

鼻咽癌以低分化 、高转移为特征 ,转移发生得

早 ,预后差。在恶性肿瘤侵袭和转移过程中细胞黏

附扮演着重要的角色 ,由相应的黏附分子 ( CAMs)

来介导。其中 E钙黏蛋白 ( E2cadherin)就是研究得

比较多的同质黏附分子 ,其表达下降使肿瘤细胞的

同质黏附能力减弱 ,浸润转移能力增强[ 1 ]。而细胞

间黏附分子 1 ( ICAM21)则以介导异质黏附成为人

们关注的热点 , ICAM21 在一些恶性肿瘤中过度表

达 ,与淋巴结转移相关[ 2 ]。EB 病毒潜伏膜蛋白 1

(L MP1)在鼻咽癌侵袭和转移中起着重要的作用 ,

但确切的机制尚未明了。有研究发现 ,L MP1 可抑

制 E2cadherin 表达、促进 ICAM21 表达[ 3 ] ,而黏附

分子异常表达对肿瘤转移有着重大影响 ,于是 ,我们

推测在鼻咽癌中可能也存在着这样的机制。
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1　资料和方法

1 . 1　资料

收集广东医学院附属医院和高州市人民医院病

理科 2002～2005 年石蜡标本。其中鼻咽粘膜慢性

炎标本 31例 ,鼻咽癌标本 32例 (病理诊断为鼻咽非

角化型鳞状细胞癌) ,鼻咽癌颈部淋巴结转移灶标本

24 例 (病理诊断为淋巴结转移癌 ,临床证实为鼻咽

癌转移) 。男性患者 55 例 ,女性患者 32 例 ,中位年

龄 45岁。所有病例临床和病理资料完整 ,诊断前未

经任何抗癌治疗。

1 . 2　试剂

单克隆抗体 CS124购自 DA KO公司 ,单克隆抗

体 E2cadherin、ICAM21和 SP试剂盒均购自北京中

杉生物技术有限公司。

1 . 3　方法

采用免疫组化 SP法 ,用已知的阳性标本作阳

性对照 ,用 PBS代替一抗作阴性对照。全部标本均

经 10 %中性甲醛固定 ,石蜡包埋 ,4μm 连续切片。

石蜡切片常规脱蜡 ,梯度水化 ,高压修复抗原 ,3 %过

氧化氢孵育 15 min以去除内源性过氧化酶 ,滴加正

常山羊血清封闭 20 min ,滴加 1∶100稀释的 L MP1、

E2cadherin和 ICAM21 单克隆抗体 ,4℃冰箱过夜 ,

滴加 1∶100生物素标记的二抗 ,室温孵育 15 min ,滴

加 1∶100辣根过氧化物酶标记的卵白素 ,室温孵育

15 min ,DAB显色 ,苏木素复染细胞核 ,脱水、透明、

中性树脂封片。

1 . 4　阳性结果判断

每一批免疫组化均设有已知的阳性对照和用

PBS代替一抗的空白对照。L MP1、E2cadherin 和

ICAM21均以细胞膜或细胞浆出现棕黄色颗粒为阳

性信号。采用双盲法对免疫组化结果进行评估 :在

光学显微镜下观察 ,每张切片选取 5 个具有代表性

的高倍视野 (不少于1 000个细胞)进行计数 ,再取 5

个视野的平均值为判定结果。具体方法为根据棕黄

色阳性信号的强度和面积判断结果 : (1)对每张切片

阳性信号的强度按无着色、淡黄色、棕黄色和棕褐色

分别打 0、1、2、3 分 ; (2)对阳性信号的面积按无着

色、着色 < 1/ 3、1/ 3～2/ 3、> 2/ 3 分别打 0、1、2、3

分。然后根据两项得分之和判断其结果 : 0 分为阴

性 ( - ) ,1～2 分为弱阳性 ( + ) ,3～4 分为阳性 ( +

+ ) ,5分以上为强阳性 ( + + + ) 。

1 . 5　统计学方法

研究资料采用统计软件 SPSS 14 . 0做 R×C卡

方检验和 Spearman等级相关分析。

2　结果

2 . 1　LMP1、E2cadherin和 ICAM21 在鼻咽黏膜慢性

炎、鼻咽癌及鼻咽癌颈淋巴结转移灶中的表达情况

L MP1 ,E2cadherin和 ICAM21的阳性信号均定

位于细胞膜和细胞浆中 ,呈棕黄色细颗粒状弥漫分

布 ,细胞核呈阴性 ,见图 1～4。

L MP1在鼻咽黏膜慢性炎标本上皮中呈阴性或

弱阳性表达 ,在鼻咽癌和鼻咽癌颈部淋巴结转移灶

标本中的阳性表达率升高 ,差异有统计学意义 ;而

E2cadherin在鼻咽黏膜慢性炎标本上皮中呈强阳性

表达 ,阳性表达率为 100 % ,在鼻咽癌和鼻咽癌颈部

淋巴结转移灶标本中的阳性表达率降低 ,差异有统

计学意义 ; ICAM21 在鼻咽黏膜慢性炎标本上皮中

呈阴性或弱阳性表达 ,在鼻咽癌和鼻咽癌颈部淋巴

结转移灶标本中的阳性表达率比鼻咽粘膜慢性炎组

高 ,差异有统计学意义 ,见表 1。

2 . 2　鼻咽癌及鼻咽癌颈淋巴结转移灶中 L MP1 和

E2cadherin、ICAM21表达之间的相互关系

鼻咽癌及鼻咽癌颈淋巴结转移灶中 L MP1 和

E2cadherin、ICAM21表达的相关性 ,见表 2、3。

　　经Spearman等级相关分析得出 :在鼻咽癌组

图 1　LMP1在鼻咽癌组织中的阳性表达 (SP ×100)

图 2　E2cadherin在慢性鼻咽炎粘膜上皮中的强阳性表达 (SP ×100)

图 3　E2cadherin在鼻咽癌淋巴结转移灶中的阴性表达 (SP ×100)

图 4　ICAM21在鼻咽癌淋巴结转移灶中的强阳性表达 (SP ×100)

Fig 1　Expression of LMP1 in NPC(SP ×100)

Fig 2　High expression of E2cadherin in chronic naspopharyngitis (SP ×100)

Fig 3　Negative expression of E2cadherin in Lymph node metastases with NPC(SP ×100)

Fig 4　High expression of ICAM21 in Lymph node metastases with NPC(SP ×100)
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表 1　鼻咽部不同病变组织 LMP1、E2cadherin

和 ICAM21的阳性表达情况

Tab 1　Expression of LMP1、E2cadherin and

ICAM21 in three nasopharyngeal diseases

组别 n

L MP1 3 E2cadherin 3 3 ICAM21 3 3 3

阳性
例数
阳性率

( %)
阳性
例数
阳性率

( %)
阳性
例数
阳性率

( %)

慢性鼻咽炎 31 7 22 . 6 31 100 8 25 . 8

鼻咽癌 32 20 62 . 5 15 48 . 9 21 65 . 6

鼻咽癌颈淋
巴结转移灶

24 18 75 . 0 7 29 . 2 18 75 . 0

　　3 :χ2 = 17 . 240 , P < 0 . 01 ; 3 3 :χ2 = 32 . 702 , P < 0 . 01 ;
3 3 3 :χ2 = 15 . 923 , P < 0 . 01

表 2　鼻咽癌中 LMP1与 E - cadherin、ICAM21

表达之间的相互关系

Tab 2　Correlation between the expression of

E2cadherin , ICAM21 and LMP1 in NPC

L MP1
E2cadherin 3 ICAM21 3 3

- + + + + + + - + + + + + +

- 3 4 3 2 5 3 4 0

+ 5 1 0 0 3 2 0 1

+ + 3 2 0 0 2 0 2 1

+ + + 6 1 2 0 1 2 4 2

　　Spearman相关分析 , 3 : r = - 0 . 353 , P < 0 . 05 ; 3 3 : r =

0 . 378 , P < 0 . 05

表 3　鼻咽癌颈淋巴结转移灶中 LMP1与

E2cadherin、ICAM21相互关系

Tab 3　Correlation between the expression of E2cadherin ,

ICAM21 and LMP1 in NPC with lymph2node metsstasis

L MP1
E2cadherin 3 ICAM21 3 3

- + + + + + + - + + + + + +

- 2 3 1 0 5 1 0 0

+ 2 1 0 0 0 3 0 0

+ + 0 0 0 0 0 0 0 0

+ + + 13 2 0 0 1 4 1 9

　　Spearman相关分析 , 3 : r = - 0 . 502 , P < 0 . 05 ; 3 3 : r =

0 . 735 , P < 0 . 01

织中 ,L MP1和 E2cadherin的表达呈负相关 ,相关系

数为 r = - 0 . 353 , P < 0 . 05 ;L MP1 和 ICAM21 的

表达呈正相关 ,相关系数为 r = 0 . 378 , P < 0 . 05。

　　在鼻咽癌颈淋巴结转移灶中 ,L MP1 和 E2cad2
herin 的表达呈负相关 , r = - 0 . 502 , P < 0 . 05 ;

L MP1和 ICAM21 的表达呈正相关 , r = 0 . 735 , P <

0 . 01。

3　讨论

恶性肿瘤侵袭和转移是肿瘤细胞与宿主细胞间

相互作用的连续过程 ,细胞黏附性的改变贯穿始终。

首先 ,肿瘤细胞彼此间的同质黏附能力降低了 ,彼此

容易分离开来 ,才得以从原发灶脱离 ;其次 ,肿瘤细

胞与间质细胞及基质间的异质黏附能力增强也有利

于肿瘤的浸润和转移 ;最后 ,肿瘤细胞黏附停留于转

移部位。同质黏附和异质黏附可由相应的粘附分子

来介导 ,黏附分子包括整合素家族、免疫球蛋白超家

族、钙黏着蛋白家族、选择素家族和其他黏附分子共

五类。

E2cadherin属于 Ⅰ型钙黏着蛋白家族 ,其表达

下调而导致的细胞与细胞间黏附性降低是促进恶性

肿瘤发生转移的重要因素[ 4 ] ,可作为胃癌 、肠癌和

乳腺小叶癌等肿瘤转移标志[ 5 ]。莫武宁等[ 6 ]发现

E2cadherin在鼻咽癌的表达体现颈淋巴结转移组显

著低于无颈淋巴结转移组的特点。本实验发现 E2
cadherin在鼻咽癌及鼻咽癌颈部淋巴结转移灶中的

表达均比慢性鼻咽炎组低 ,且在颈部淋巴结转移灶

中的表达明显低于鼻咽癌组 ( P < 0 . 01) 。此结果提

示 E2cadherin 表达下降在鼻咽癌的侵袭转移过程

中起着关键的作用。

ICAM21属于免疫球蛋白超家族 ,是调节异质黏

附的重要因素。恶性黑色素瘤、胃癌、结肠癌、肾癌细

胞表面 ICAM21 表达增高 ,与肿瘤转移和预后相

关[7 ,8 ]。肿瘤细胞通过高表达的 ICAM21增强与淋巴

细胞及细胞外基质间的异质黏附得以脱离原发灶并

凭借黏附的淋巴细胞黏附到靶器官脉管上然后穿出

管壁形成转移灶。本实验发现 ICAM21 在鼻咽癌及

鼻咽癌颈淋巴结转移灶中的表达均明显高于慢性鼻

咽炎 ( P < 0 . 01) ,另外在颈淋巴结转移灶中的表达高

于鼻咽癌。此结果提示 ICAM21 过表达增强鼻咽癌

细胞的异质黏附能力 ,促进肿瘤的侵袭和转移。

EBV是一种致瘤病毒 ,绝大部分的鼻咽癌病例

可检测到 EBV ,60 %～90 %的鼻咽癌组织有 EBV

编码的 L MP1的表达 ,L MP1 可促进恶性肿瘤细胞

浸润和转移[ 9 ]。罗非君等[ 10 ]发现在鼻咽癌中随着

癌细胞恶性度增加 L MP1 的表达也增加 ,L MP1 通

过 N F2κB和 A P21起效应。本实验结果显示 L MP1

在鼻咽癌的表达高于慢性鼻咽炎 ( P < 0 . 01 ) ,而在

鼻咽癌颈部淋巴结转移灶又明显高于鼻咽癌及慢性

鼻咽炎 ( P < 0 . 01) 。这一结果提示 L MP1 可能参与

了鼻咽癌的恶性演进过程 ,在侵袭和转移中起重要

作用。

有研究发现 L MP1 通过诱导 E2cadherin 启动

子甲基化而下调 E2cadherin表达 ,通过 N F2κB通路
介导 ICAM21 表达从而增强肿瘤细胞的侵袭

性[ 3 ,11 ]。本实验发现在鼻咽癌和颈部淋巴结转移灶

中 L MP1 与 E2cadherin 的表达均呈负相关 ,而

　　　　 (下转第 507页)
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L MP1与 ICAM21的表达均呈正相关 ,提示在鼻咽

癌和颈部淋巴结转移灶中 L MP1可能对 E2cadherin

的表达起抑制作用 ,对 ICAM21的表达起促进作用 ,

于是肿瘤细胞同质黏附减弱、异质黏附增强、转移能

力增强。由此可见 ,L MP1 与 E2cadherin、ICAM21

三者协同参与了鼻咽癌的侵袭和转移经过。

综上所述 ,L MP1 可能通过抑制 E2cadherin 的

表达和促进 ICAM21的表达来抑制鼻咽癌细胞的同

质黏附能力、增强其异质黏附能力 ,进而促进鼻咽癌

的侵袭和转移。L MP1在恶性肿瘤的侵袭和转移中

作用重大 ,有可能成为评估预后的指标 ,但具体的作

用机制还有待进行深入研究。
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