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【摘要】 目的 探讨NF⁃κB在口腔鳞状细胞癌及癌旁组织中的表达意义。方法 选择口腔鳞状细胞癌患者

47例，切取口腔鳞状细胞癌组织和肿瘤边界外 5 mm的癌旁组织，采用免疫组织化学 SP法检测NF⁃κB在口腔

鳞状细胞癌及癌旁组织中的表达，并与 32例口腔正常黏膜组织对比分析。结果 口腔鳞状细胞癌组织和癌

旁组织的免疫组化阳性细胞的平均光密度值（OD值）高于正常黏膜组织，差异有统计学意义（P < 0.001）；口

腔鳞状细胞癌组织和癌旁组织的免疫组化阳性细胞的平均光密度值差异无统计学意义（P ＝ 0.356）。口腔

鳞状细胞癌组织和癌旁组织的 NF⁃κB 阳性率等级评分结果高于正常黏膜组织，差异有统计学意义（P <
0.001）；口腔鳞状细胞癌组织和癌旁组织的NF⁃κB阳性率差异无统计学意义（P ＝ 0.117），但口腔鳞状细胞癌

组织的中强阳性率高于癌旁组织（P < 0.001）。结论 NF⁃κB可能与口腔鳞状细胞癌的发生发展相关。
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【Abstract】 Objective To investigate the expression and significance of NF⁃κB in oral squamous cell carcinoma and
paracancerous tissues. Methods Cancerous and paracancerous tissues about 5 mm outside the tumor boundary were
cut from 47 patients with OSCC. NF⁃κB expression in these tissues were detected by the immunohistochemical SP meth⁃
od and compared with that in 32 normal oral mucosa tissues. Results The average optical density (OD value) of immu⁃
nohistochemical⁃positive cells in cancer tissues and paracancerous tissues was higher than that in normal tissues, and
the difference was statistically significant (P < 0.001). There was no significant difference in the OD values between can⁃
cer tissues and paracancerous tissues (P＝0.356). The rate of NF⁃κB positive expression in cancer tissue and paracancer⁃
ous tissue was significantly higher than that in normal mucosa tissue, and the difference was statistically significant (P <
0.001). There was no significant difference in the rate of NF⁃κB positive expression between cancer tissues and paracan⁃
cerous tissues (P＝0.117), but the rate of moderate⁃to⁃strong positive expression in cancer tissues was significantly high⁃
er than that in paracancerous tissues (P < 0.001). Conclusion NF⁃κB may be involved in the development of OSCC.
【Key words】 Oral neoplasms； Carcinoma； squamous cell； paracancerous tissues; NF⁃κB

口腔鳞状细胞癌（oral squamous cell carcinoma， OSCC）是最常见的头颈部恶性肿瘤，约占口腔恶性

肿瘤的 90%，目前治愈率仍不高［1⁃2］。了解其相关

的发生机理有助于其预防和早期诊断及治疗。核

因子⁃κB（nuclear factor⁃kappa B，NF⁃κB）是调节肿

瘤进程的关键转录因子之一，在OSCC发生、侵袭和

转移中起着重要的作用［1，3］。本研究采用免疫组化

技术检测OSCC组织和癌旁组织中NF⁃κB的表达情

·· 360



口腔疾病防治 2019年 6月 第 27卷 第 6期
Journal of Prevention and Treatment for Stomatological Diseases Vol.27 No.6 Jun. 2019 http://www.kqjbfz.com

况，并与口腔正常黏膜组织对比，分析研究NF⁃κB
与OSCC形成与发展的关系，为OSCC诊断和治疗提

供理论依据。

1 材料和方法

1.1 临床资料

选择2014年1月—2018年1月在汕头大学医学

院第二附属医院口腔颌面外科就诊手术的OSCC患

者47例，其中男27例、女20例，年龄27～79岁，平均

（57.89 ± 10.44）岁。所有病例术前病理检查均确诊

为OSCC，术前未进行放疗或化疗，其中舌癌 27例、

口底癌 8例、牙龈癌 4例、颊癌 7例、口咽癌 1例。切

取OSCC组织和肿瘤边界外约5 mm的癌旁组织进行

研究。同期选择32例为颌骨外伤患者手术过程中切

除的口腔正常黏膜组织，其中男16例、女16例，年龄

13～76岁，平均（40.78 ± 16.37）岁。该研究经医院伦

理委员会批准，患者均知情同意。

1.2 主要试剂

兔抗人 NF⁃κBp65 单克隆抗体（CST 公司，美

国）；即用型快捷免疫组化 MaxVision TM 试剂盒

（鼠/兔）（福州迈新生物股份有限公司，中国）；中性

树胶（福州迈新生物股份有限公司，中国）；加强型

DAB 显色试剂盒（福州迈新生物股份有限公司，中

国）；苏木素体细胞快速染色液（福州迈新生物股

份有限公司，中国）；免疫组化抗原修复液（柠檬酸

法）（福州迈新生物股份有限公司，中国）；伊红染

色液（碧云天生物公司，上海）。

1.3 实验方法

采用免疫组化 SP法：①标本用 10%甲醛溶液

固定，常规脱水，石蜡包埋，4 μm 连续切片；②60℃
放置 2 h，经二甲苯及梯度酒精常规脱蜡、水化；③
高温高压抗原修复，室温下自然冷却。PBS 洗涤

后 3%过氧化氢室温处理 10 min ，PBS 洗涤 3次，

山羊血清封闭 10 min后加提前稀释好的一抗（兔

抗人 NF⁃κBp65 单克隆抗体），4 ℃孵育过夜，以

PBS 取代一抗作为阴性对照；④PBS 洗涤 3 次，以

即用型快捷免疫组化 MaxVision TM 试剂为二抗

（鼠/兔）室温下作用 10 min，PBS洗涤 3次；⑤用新

鲜配置的DAB液显色，用显微镜控制染色时间，水

洗后苏木素复染，自来水冲洗返蓝；⑥梯度酒精及

二甲苯脱水、干燥，中性树脂封片。

用HE染色观察 3种组织的细胞形态，①②步

骤同上，③苏木素染色液染色 3～10 min，自来水冲

洗后用 1%盐酸乙醇分化；④自来水冲洗返蓝；⑤

蒸馏水冲洗后伊红染色液染色；⑥步骤同上。

1.4 结果判定

利用平均光密度法和双评分半定量法进行判

定。平均光密度法［4］：利用 image pro plus 6.0软件

对组织照片进行分析，利用自定义工具随机选取

照片中部分细胞区域，得出该区域的积分光密度

值。接着计算出该区域的总面积。将两部分数据

导出 Excel。通过 Excel计算积分光密度值与区域

总面积的比值，即平均光密度值（OD值）。

双评分半定量法［5］：每个样本随机选取 200个

细胞进行计数，首先按细胞着色比例进行计分，0~
10%计为 0分，11%~25%计为 1分，26%~50%计为 2
分，51%~75%计为 3分，76%~100%计为 4分。再按

细胞着色程度进行计分：无着色计为0分，淡黄色或

略高于背景计为 1分，黄色或明显高于背景计为 2
分，深棕色计为 3分。两项分数相乘后分为 4个等

级：0~3分计为阴性（⁃），4~6分计为弱阳性（+），7~9
分计为中阳性（++），10~12分计为强阳性（+++）。

1.5 统计学处理

应用 SPSS 21.0软件包进行统计分析。三种组

织切片的OD值比较采用Kruskal⁃Wallis检验，三种

组织切片免疫组化阳性结果的评分比较采用卡方

检验，检验水准为α＝0.05。

2 结 果

2.1 三种组织切片HE 染色的细胞形态及免疫组

化染色结果

HE 染色切片中细胞核为蓝色，细胞质为红

色。可见正常黏膜组织细胞形态正常，大小均匀，

结构完整，细胞核大小正常，呈圆形或椭圆形；癌

组织细胞形成癌巢，细胞核大，核仁明显，视野内

细胞大小不一；癌旁组织细胞形态基本正常，细胞

排列略为凌乱（图 1）。三种组织切片免疫组化反

应阳性结果为淡黄色至深棕色，胞核和胞质均有

着色，未着色胞核为蓝色，未着色胞质为无色。免

疫组化反应阴性结果为胞质及胞核无黄色或棕

色，仅细胞核为蓝色（图 2）。

2.2 三种组织免疫组化阳性细胞的OD值

三种组织免疫组化阳性细胞的 OD值见表 1。
三种组织免疫组化阳性细胞的 OD值之间差异有

统计学意义（P < 0.001）。其中癌组织和癌旁组织

的OD值高于正常黏膜组织，差异具有统计学意义

（P < 0.001）；癌组织和癌旁组织的OD值差异无有

统计学意义（P＝0.356）。
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2.3 三种组织免疫组化阳性细胞的等级评分结果

NF⁃κB 在三种组织中均有表达（表 2），阳性

率：正常黏膜组织为 28.1%（9/32），癌旁组织为

91.5%（43/47），癌组织为 100%（47/47）；中强阳性

率：正常黏膜组织为 0%（0/32），癌旁组织为 72.3%
（34/47），癌组织为 100%（47/47）。三种组织中NF⁃
κB 的阳性率差异有统计学意义（c2＝97.910，P <
0.001），其中癌组织和癌旁组织的NF⁃κB阳性率高

于 正 常 黏 膜 组 织 ，差 异 有 统 计 学 意 义（P <
0.001）。癌组织和癌旁组织的 NF⁃κB阳性率差异

无统计学意义（P＝0.117），但癌组织的中强阳性率

高于癌旁组织（P <0.001）。

3 讨 论

NF⁃κB是一种多向性、多功能的核转录因子，

参与多种信号转导途径，调控细胞的增殖、凋亡与

正常黏膜组织细胞形态正

常，结构完整，呈圆形或椭

圆形；癌组织细胞形成癌

巢，细胞核大，核仁明显，

视野内细胞大小不一；癌

旁组织细胞形态基本正

常，细胞排列略为凌乱

图 1 三 种 组 织 切 片

HE染色

Figure 1 HE results of
three kinds of tissues

正常黏膜组织 癌组织 癌旁组织

× 100

× 400

正常黏膜组织 癌组织 癌旁组织

× 100

× 400

白色箭头为未着色的细胞

核和细胞质，黑色箭头为

着色的细胞核和细胞质

图 2 三种组织切片免

疫组化染色

Figure 2 Immunohisto⁃
chemistry results of three
kinds of tissues

表 1 三种组织免疫组化阳性细胞的OD值

Table 1 OD value of immunohistochemical⁃positive cells
in three kinds of tissues x ± s

组别

癌组织

癌旁组织

正常黏膜组织

例数（n）
47
47
32

OD值

0.292 6 ± 0.076 61）

0.275 3 ± 0.116 31）

0.105 9 ± 0.067 6
1）:与正常黏膜组织相比P < 0.001

评分等级

－

＋

＋＋

＋＋＋

合计

正常黏膜组织

23
9
0
0

32

癌旁组织

4
9

16
18
47

癌组织

0
0

24
23
47

表 2 三种组织免疫组化阳性细胞的等级评分结果

Table 2 Immunohistochemical grading results in three kinds
of tissues
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分化［6］。NF⁃κB在头颈鳞状细胞癌和口腔鳞状细

胞癌等疾病的发生、发展中起着关键作用，它由属

于 Rel 家族的 5 个不同亚基组成：RelA（p65 / Re⁃
lA），RelB，cRel（Rel），p50/p105（NF⁃κB1）和 p52 /
p100（NF⁃κB2），它们共享一个N末端［7］。NF⁃κB复

合体最常见的二聚体形式是 p65／p50［6］。NF⁃κB
信号通路在肿瘤发生发展中起着关键作用，静息

状态下，NF⁃ κB 二聚体与其抑制蛋白 IκB 结合以无

活性状态存在于细胞质中。IκB受到刺激后发生磷

酸化和降解，释放的NF⁃κB二聚体进入细胞核，与

特定的 DNA 序列结合，从而促进目标基因的转

录［3］。当其受到外因刺激而过度激活时，可引起炎

症介质的释放及癌细胞的抗凋亡，并可诱导多种抗

凋亡基因产生联合抗细胞凋亡，调节肿瘤细胞的增

殖从促进肿瘤细胞的发生、发展，其在多种肿瘤组

织中具有较高的表达和活化水平［6，8］。研究表明，

NF⁃κB的信号传导途径在口腔癌发生的早期阶段

被激活［9］。一旦NF⁃κB被激活，其会很快转移到细

胞核中进而引起一系列的改变，如改变细胞的正常

信号，促进细胞增殖，最终导致癌变［10］。NF⁃κB在

OSCC等许多肿瘤中参与了癌细胞的生长、抗凋亡

活性和蛋白酶产生等侵袭特性［8］，NF⁃κB及其信号

通路与口腔癌的发生发展呈正相关［3］。本研究结果

显示，在OSCC癌组织中，NF⁃κB的表达水平高于口

腔正常黏膜组织。这一结果与上述结论完全一致，

证明了NF⁃κB与OSCC的形成发展具有相关性。

本研究发现，OSCC癌组织和癌旁组织中 NF⁃
κB的阳性表达率差异无统计学意义，但在OSCC癌

组织中NF⁃κB的中强阳性表达高于癌旁组织。这

与一些学者研究结果存在一定的差异。占育华

等［11］在应用免疫组化检测了 55例OSCC癌组织和

10例癌组织边缘外 1 cm的癌旁组织后，发现 NF⁃
κB 在 OSCC 癌组织中呈强阳性表达，阳性率为

94.55%，而在癌旁组织中呈弱阳性表达，阳性率为

40% 。本研究结果与以上学者的结果有所不同的原

因是本研究中癌旁组织取材于肿瘤外5 mm处，而上

述学者研究的癌旁组织在肿瘤外10～20 mm。通常

手术切除无瘤原则要求切除边界为肿瘤外 10 mm，

本研究癌旁组织取材于肿瘤外 5 mm比较能反映

癌旁组织的真实状况。本研究结果也提示，尽管

癌旁组织在组织学上未见异常，但细胞中的NF⁃κB
可能已经被激活，肿瘤自身分泌的炎症因子导致

NF⁃κB通路处于持续性激活状态［8］。有研究表明，

在口腔癌的临床治疗研究中，NF⁃κB抑制剂有显著

效果［12］。姜黄色素和番茄红素协作可通过抑制NF
⁃ κB 的活化来增加口腔癌患者对放疗的敏感

性［13］。因此，NF⁃κB是否可以成为未来口腔靶向

的治疗靶点值得进一步研究［14］。
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