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　　摘　要：　目的　分析微囊蛋白１（ｃａｖｅｏｌｉｎ１，ＣＡＶ１）在鼻腔鼻窦鳞状细胞癌中的表达，探讨其与鼻腔鼻窦鳞
状细胞癌的临床病理因素的相关性。方法　分别采用免疫组织化学方法及原位杂交技术检测６２例鼻腔鼻窦鳞状
细胞癌与２０例鼻腔内翻性乳头状瘤及１５例正常下鼻甲黏膜组织中ＣＡＶ１ｍＲＮＡ及蛋白的表达情况，分析ＣＡＶ１
与鼻腔鼻窦鳞状细胞癌患者临床病理参数的关系。结果　ＣＡＶ１ｍＲＮＡ与蛋白在正常下鼻甲黏膜、鼻内翻性乳头
状瘤及鼻腔鼻窦鳞状细胞癌组织中的阳性率分别为８６．７％、６０．０％、３２．３％和８０．０％、５５．０％、２９．０％。ＣＡＶ１
ｍＲＮＡ和蛋白与病理分级、临床分期相关（Ｐ＜０．０５），与性别、年龄无关（Ｐ＞０．０５）。ＣＡＶ１ｍＲＮＡ与蛋白表达呈
正相关（ｒｓ＝０．５３，Ｐ＜０．０５）。结论　ＣＡＶ１ｍＲＮＡ和蛋白在鼻腔鼻窦鳞状细胞癌中阳性表达率逐渐降低，提示
ＣＡＶ１可能参与了鼻腔鼻窦鳞状细胞癌的发生及发展过程。
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　　鼻腔鼻窦鳞状细胞癌（ｓｉｎｏｎａｓａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃａｒｃｉ ｎｏｍａ，ＳＳＣ）占全部鼻腔鼻窦恶性肿瘤的５５．３％［１］，

好发于上颌窦，筛窦和鼻腔癌发病率相当，但相对于

上颌窦癌均少见，蝶窦和额窦肿瘤较罕见［２］。这类

肿瘤早期症状不典型，且解剖部位隐蔽，临床确诊者

多已处于中晚期，如何提早发现、了解和明确肿瘤范

·３０２·
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围并尽早治疗具有重要的临床研究价值。目前临床

主要通过ＣＴ、ＭＲＩ、病理活检及临床医生的认知水
平来诊断这类疾病，这些诊断技术在一定程度上虽

能互相弥补，但仍然不能准确的监测 ＳＳＣ的生物学
行为及作出预后准确评估。迄今，ＳＳＣ发病机制尚
不明确。肿瘤的发生往往是多因素相互作用的结

果，与细胞增殖、分化、迁移、凋亡及血管生成的信号

通路异常密切相关。研究发现，微囊蛋白１（ｃａｖｅｏ
ｌｉｎ１，ＣＡＶ１）参与了这些信号通路的调控，从而在
多方面、多环节影响肿瘤的发生、发展。这使得

ＣＡＶ１成为近年来肿瘤研究领域中备受关注的一个
因子。目前国内外就其在鼻鳞癌中的表达及作用机

制还尚未见报道，本研究从基因和蛋白质水平检测

ＳＳＣ组织中 ＣＡＶ１的表达，探讨其在肿瘤分化、发
展以及浸润转移中的潜在作用，以期为 ＳＳＣ早期诊
断和靶向治疗提供依据。

１　资料和方法

１．１　临床材料
本研究选取我院耳鼻咽喉头颈外科 ２００７年

１月～２０１４年１月ＳＳＣ手术患者６２例，所有患者临
床资料完整，均为第１次手术，术前未接受放、化疗
及任何生物制剂治疗，术后病理诊断均为鳞状上皮

细胞癌。其中男４２例，女２０例；年龄２３～６８岁，中
位年龄５３岁。临床分期采用国际抗癌协会 ＵＩＣＣ
分期法分：临床 Ｉ期和 ＩＩ期 ２６例，ＩＩＩ期和Ⅳ期
３６例；低分化 ２４例，中分化 ２２例，高分化 １６例。
同期选取２０例鼻腔内翻性乳头状瘤患者（病理确
诊并未发现癌变倾向）和１５例下鼻甲黏膜患者（单
纯下鼻甲肥大或鼻中隔偏曲致对侧下鼻甲代偿性肥

大行下鼻甲部分切除）作为对照组。手术标本均在

离体后即刻置于１０％中性甲醛中固定，常规石蜡包
埋，制成蜡块备用。

１．２　主要试剂
兔抗人 ＣＡＶ１多克隆抗体、ＰＢＳ磷酸盐缓冲

液、ＤＡＢ显色试剂盒、柠檬酸盐抗原修复缓冲液、山
羊血清封闭液均购于北京中杉金桥生物技术公司。

ＣＡＶ１基因寡核苷酸探针：使用 Ｏｌｉｇｏ软件设计探
针，由上海生工生物技术服务有限公司合成。ＣＡＶ
１寡核苷酸探针序列为 ５＇ＣＴＣＡＧＣＣＡＡＴＡＡＡＧＣ
ＧＡＴＧＧＡ３＇，探针片段长度２１ｂｐ，３＇端标记地高辛。
１．３　染色方法
１．３．１　免疫组织化学染色法（ＳＰ法）　操作方法：

将备用蜡块４μｍ厚连续切片、烘干，制成新鲜石蜡
切片。常规脱蜡、水化，置于柠檬酸盐抗原修复缓冲

液中高温高压修复，冷却后滴加３％ Ｈ２Ｏ２，山羊血
清封闭；滴加工作浓度１∶１００的一抗，４℃孵育过夜；
之后滴加生物素化二抗，ＤＡＢ显色，苏木素复染，常
规脱水、透明后，中性树胶封片备用。用已知乳腺癌

阳性片作为阳性对照，用ＰＢＳ液代替ＣＡＶ１一抗切
片作为阴性对照。结果判定：ＣＡＶ１采用 Ｏｌｙｍｐｕｓ
光学显微镜观察ＣＡＶ１的表达情况，细胞胞质或胞
膜呈棕黄、棕褐色为阳性细胞。取３个不同的视野
进行观察，计数每个视野下１００个细胞的染色情况，
取平均值。按染色强度及阳性细胞数计算评分：

①染色强度（０＝无色，１＝淡黄色，２＝棕黄色，３＝
棕褐色）；②阳性细胞数（０＝阳性细胞数 ０％～５％，
１＝阳性细胞数 ６％ ～２５％，２＝阳性细胞数 ２５％ ～
５０％，３＝阳性细胞数 ＞５０％）。① ＋②之和即为最
后得分，得 ３～６分者为免疫组化阳性。由同一位
病理科医师完成。

１．３．２　原位杂交（ＣＩＳＨ法）　操作方法：新鲜制备
石蜡切片经常规脱蜡、水化，２０％福尔马林缓冲液固
定，蛋白酶（１００μｇ／ｍｌ）Ｋ３７℃消化１５ｍｉｎ，０．１％甘
氨酸溶液轻洗终止消化反应；滴加地高辛标记的

ＣＡＶ１寡核苷酸探针，３７℃杂交过夜；封闭液封片，
滴加碱性磷酸酶标记的抗地高辛抗体，３７℃反应
１ｈ；ＮＢＴ／ＢＣＩＰ显色，甲基绿复染，中性树胶封片。
显微镜下观察结果，细胞核浓染且呈深蓝色者为

ＣＡＶ１阳性。结果判定：原位杂交的阳性信号位于
细胞核内，经ＮＢＴ／ＢＣＩＰ显色，阳性信号为蓝色，呈
细颗粒状。信号越强，颜色越深，呈蓝紫色和紫黑

色。阴性对照片内无阳性信号检出。原位杂交的阳

性等级按以下方法计算：阳性细胞数：阳性细胞≤
１０％、≤３０％、≤７０％ 和 ＞７０％分别计 １、２、３和
４分；阳性着色强度：杂交信号强度可分为弱、中、强
三级分别计１、２和３分，上述两种计分相加，１～３
分者为阴性，４～５分者为阳性，６～７分者为强
阳性。

１．４　统计学处理
采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析，应用χ２检验

分别分析ＣＡＶ１ｍＲＮＡ与蛋白在ＳＳＣ、鼻腔内翻性乳
头状瘤和正常下鼻甲黏膜组织中的表达是否有差别，

同法分析ＣＡＶ１ｍＲＮＡ和蛋白与ＳＳＣ患者临床病理
特征的关系；应用Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析分析ＣＡＶ
１ｍＲＮＡ与蛋白的相关性；Ｐ＜０．０５为差异具有统计
学意义。

·４０２·
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２　结果

２．１　ＣＡＶ１ｍＲＮＡ和蛋白在不同病变鼻腔组织中
的表达

ＣＡＶ１蛋白在正常下鼻甲黏膜组织、鼻腔内翻
性乳头状瘤及 ＳＳＣ细胞中的阳性信号表达位于细
胞膜和细胞质（图１），其阳性表达率呈递减趋势，χ２

检验显示组间差异具有统计学意义（χ２＝１４．５３，Ｐ＜
０．０５，表１）；ＣＡＶ１ｍＲＮＡ阳性信号表达于细胞核

内（图２），在３组间阳性表达率亦呈递减趋势，差异
具有统计学意义（χ２＝１４．０１，Ｐ＜０．０５，表 １）。另
外，ＣＡＶ１ｍＲＮＡ和蛋白在鼻腔内翻性乳头状瘤与
ＳＳＣ组间阳性率差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，
表１）。
２．２　ＣＡＶ１基因ｍＲＮＡ和蛋白在ＳＳＣ中的表达

ＣＡＶ１基因ｍＲＮＡ和蛋白在不同病理分级、临
床分期组内阳性表达率的差异具有统计学意义

（Ｐ＜０．０５），在年龄及性别组内表达率的差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５，表２）。

图１　Ｃａｖｅｏｌｉｎ１蛋白表达　Ａ：正常下鼻甲黏膜细胞（ＳＰ×２００）；Ｂ：鼻腔内翻性乳头状瘤细胞（ＳＰ×２００）；Ｃ：鼻腔鼻窦鳞癌
（ＳＰ×２００）；Ｄ：鼻腔鼻窦鳞癌阴性表达（ＳＰ×２００）　　图２　Ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ表达　Ａ：鼻腔鼻窦鳞癌细胞阳性表达（ＩＳＨ ×
２００）；Ｂ：下鼻甲黏膜细胞阳性表达（ＩＳＨ ×２００）

表１　不同鼻腔黏膜组织中Ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ和蛋白表达［例（％）］

组别 例数
Ｃａｖｅｏｌｉｎ１蛋白

＋ － χ２ Ｐ
Ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ

＋ － χ２ Ｐ
正常下鼻甲 １５ １２（８０） ３（２０） １３（８６．７） ２（１３．３）
鼻腔内翻性乳头状瘤 ２０ １１（５５） ９（４５） １４．５３▲ ＜０．０５ １２（６０） ８（４０） １６．２５▲ ＜０．０５
ＳＳＣ ６２ １８（２９） ４４（７１） ４．４６ ＜０．０５ ２０（３２．３） ４２（６７．７） ４．８９ ＜０．０５

　　注：▲为３组间比较所得的值，为鼻鳞癌与鼻内翻组比较所得的值

表２　鼻腔鼻窦鳞癌组织中Ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ及蛋白表达与临床病理参数的关系（例，％）

临床病理指标 例数
Ｃａｖｅｏｌｉｎ１蛋白

＋ － 阳性率 χ２ Ｐ
Ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ

＋ － 阳性率 χ２ Ｐ
年龄（岁）

　≥４５ ４０ １０ ３０ ２５．０
０．８９ ＞０．０５

１１ ２９ ２７．５
１．１７ ＞０．０５　＜４５ ２２ ８ １４ ３６．４ ９ １３ ４０．９

性别

　男 ４２ １２ ３０ ２８．６
０．０１ ＞０．０５

１３ ２９ ３１．０
０．１０ ＞０．０５　女 ２０ ６ １４ ３０．０ ６ １４ ３５．０

临床分期

　Ⅰ、Ⅱ ２６ １２ １４ ４６．２
６．３７ ＜０．０５

１４ １２ ５３．８
９．５５ ＜０．０５　Ⅲ、Ⅳ ３６ ６ ３０ １６．７ ６ ３０ １６．７

病理分化

　高分化 １６ ９ ７ ５６．３

８．９７ ＜０．０５

１０ ６ ６２．５

９．６２ ＜０．０５　中分化 ２２ ６ １６ ２７．３ ６ １６ ２７．３
　低分化 ２４ ３ ２１ １２．５ ４ ２０ １６．７

·５０２·
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２．３　Ｃａｖｅｏｌｉｎ１蛋白与 ｍＲＮＡ在 ＳＳＣ组织中表达
的相关性分析

Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析显示，在 ＳＳＣ组织中
Ｃａｖｅｏｌｉｎ１蛋白和 ｍＲＮＡ的表达呈正相关关系
（γｓ＝０．５３，Ｐ＜０．０５，表３）。

表３　ＳＳＣ组织中Ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ和蛋白
表达相关性分析（例）

Ｃａｖｅｏｌｉｎ１蛋白
Ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ
＋ － χ２ γｓ Ｐ

＋ １４ ４
９．６６ ０．５３ ＜０．０５

－ ６ ３８

３　讨论

研究表明，ＣＡＶ１在肿瘤发生过程中起到癌基
因或抑癌基因的双重作用，如在卵巢癌、肺癌、胃癌

等中ＣＡＶ１表达明显下降，抑制肿瘤发展及转移；
在前列腺癌、肾癌、膀胱癌等肿瘤细胞中，ＣＡＶ１表
达上调且促进癌细胞的浸润［３５］。ＣＡＶ１是１９８９年
由Ｃｌｅｎｎｅｙ发现的一个膜整合蛋白，其相对分子质
量为（２１～２４）×１０３，并且是细胞膜上烧瓶样微囊结
构ｃａｖｅｏｌａｅ的标志性膜蛋白。Ｅｎｇｅｌｍａｎ等［６］证实了

ＣＡＶ１的编码基因定位于染色体７ｑ３１．１位点，位于
Ｄ７Ｓ５２２约１００ｋｂ的范围内，前者在人类恶性肿瘤
中常常缺失，后者则被认为是该区域的肿瘤抑制基

因的标志。研究证明 ＣＡＶ１的作用机制是通过其
脚手架结构域（ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｓｃａｆｆｏｌｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ，ＣＳＤ）
与Ｃａｖｅｏｌａｅ内许多与细胞增殖相关的信号分子（如
Ｈ２Ｒａｓ、ｃ２Ｓｒｃ、ｅＮＯＳ、Ｇ蛋白等）特异性结合，并抑制
这些信号分子的活性，形成多条信号通路的枢纽中

心，最终对细胞的增殖、迁移和分化产生重要的影

响［７］。

近年来一系列针对 ＣＡＶ１在肿瘤的发生发展
和侵袭转移过程及预后评估中作用的研究逐渐展

开。研究表明，在乳腺癌、卵巢癌、肉瘤、肺癌、肠癌、

胃癌等恶性肿瘤中ＣＡＶ１表达明显下降，能抑制肿
瘤发展及转移，发挥抑癌作用；但在前列腺癌、肾癌、

膀胱癌等恶性肿瘤细胞的研究中，人们发现 ＣＡＶ１
表达上调且能促进癌细胞的浸润，是一个致癌基

因［８９］。Ｉｔｏ等［１０］的研究结果显示，正常的甲状腺滤

泡细胞以及甲状腺滤泡癌均不表达 ＣＡＶ１，而
６７．１％的甲状腺乳头状癌表达 ＣＡＶ１，其中微小癌
的表达阳性率又高于巨大甲状腺乳头状癌，表明

ＣＡＶ１主要表达在乳头状癌的早期阶段。这些研究
结果表明，ＣＡＶ１作为致癌基因还是抑癌基因，主要
取决于肿瘤和肿瘤细胞的类型，而且在致癌作用的

不同阶段可能发挥不同的作用。

本研究应用免疫组织化学方法和原位杂交技术

检测了ＣＡＶ１在 ＳＳＣ、鼻腔内翻性乳头状瘤、正常
下鼻甲组织中的表达情况。免疫组化在２９．０％的
ＳＳＣ组织中检测到了 ＣＡＶ１蛋白阳性表达，低于鼻
腔内翻性乳头状瘤组织中 ＣＡＶ１蛋白阳性表达
５５．０％和下鼻甲黏膜组织中 ＣＡＶ１蛋白阳性表达
８０．０％；原位杂交结果显示，ＣＡＶ１在 ＳＳＣ组的阳
性表达明显低于鼻腔内翻性乳头状瘤和下鼻甲组。

以上结果提示，ＣＡＶ１可能与 ＳＣＣ的发生相关，本
研究结果与 ＣＡＶ１在乳腺癌、卵巢癌、肉瘤、肺癌、
肠癌、胃癌中的低表达相吻合［７，１１］，说明 ＣＡＶ１是
与多种恶性肿瘤发生有关的癌蛋白，并发挥抑癌基

因的作用。研究中还发现，ＣＡＶ１蛋白和 ｍＲＮＡ在
ＳＳＣ中的阳性表达均降低，统计学分析得出两者存
在正相关，结果提示ＳＳＣ组织中ＣＡＶ１基因表达在
转录水平受到抑制。我们的研究进一步分析ＣＡＶ１
的表达与ＳＳＣ临床病理参数的关系发现，病理级别
中低分化的病例、临床分期Ⅲ期和Ⅳ期的病例ＣＡＶ
１的表达水平分别低于病理级别高分化的病例、临
床分期为Ⅰ期和Ⅱ期的病例，但与年龄、性别无关。
这一发现与史璐等［１２１８］在涎腺黏液表皮样癌的研

究中的结论不谋而合，ＣＡＶ１随着病理级别和临床
分期的增高表达下降。提示 ＣＡＶ１可能与 ＳＳＣ的
发生发展过程有关。

由此，不难看出，ＣＡＶ１的作用不仅为肿瘤的诊
断及预后评估提供依据，还将为肿瘤的预防及治疗

带来不可估量的价值［１９２２］。但通过检测ＳＳＣＣＡＶ１
的表达来诊断或发现早期 ＳＳＣ是否具有特异性，还
需要我们踏着前人的足迹，不懈的努力和追求，相信

随着对ＣＡＶ１作用机制的进一步认识，必将对鼻腔
鼻窦鳞状细胞癌的基因诊治疗带来新的突破。
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