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从遗传关联到临床表型：中性粒细胞胞外诱捕网
在头颈部鳞状细胞癌发生发展中的临床意义
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【摘要】　目的　基于孟德尔随机化（MR）评估中性粒细胞胞外诱捕网（NETs）与头颈癌的因果关系，揭示

NETs 在头颈部鳞状细胞癌（HNSCC）的发生发展中的临床意义。方法　从全基因组关联研究（GWAS）数据库

的汇总统计数据中获取 NETs 生物标志物髓过氧化物酶- DNA 复合物（MPO-DNA）和头颈癌（包括口腔癌及口

咽癌）的相关数据。本研究已通过单位医学伦理委员会审查批准，并获得患者知情同意。纳入哈尔滨医科大

学附属第一医院口腔颌面外科 HNSCC 患者作为研究组，并从同医院的临床体检中心随机选取年龄和性别相

匹配的志愿者作为对照组。检测所有受试者 NETs 标志物 MPO-DNA、瓜氨酸化组蛋白 H3（CitH3）水平，以及

淋巴结转移标志物可溶性黏附因子 CD44 变体 6（CD44v6）和白细胞分化抗原 CD109 的水平，记录凝血功能指

标，包括血浆样本凝血酶原时间（PT）、活化部分凝血活酶时间（APTT）、凝血酶时间（TT）、D 二聚体（D-dimer，
DD）和纤维蛋白原（FIB）的水平，从而分析 NETs 与 HNSCC 的关系和潜在机制。结果　孟德尔随机化结果显

示 NETs 与头颈癌之间可能存在因果关系，MR 分析结果的逆方差加权法（IVW）结果 P 值分别为 P1 = 0.037、
P2 = 0.017、P3 = 0.004、P4 = 0.023。最终纳入 HNSCC 患者 52 例，健康人群 20 例进行分析。与对照组相比，

HNSCC 患者组外周血 MPO-DNA、CitH3、CD44v6、CD109 的水平以及凝血指标 FIB、DD 均显著上升（P<0.001）。

通过对 NETs 标志物与淋巴结转移标志物、凝血指标进行相关性研究显示：MPO-DNA 与 DD、FIB、CD44v6、
CD109 的 Pearson 相关系数分别为 0.686、0.531、0.7、0.5，CitH3 与 DD、FIB、CD44v6、CD109 的 Pearson 相关系数

分别为 0.456、0.503、0.525、0.603（P<0.05）。在诊断效果方面，HNSCC 的 MPO-DNA、CitH3、MPO-DNA+CitH3 的

AUC 分别为 0.863、0.892、0.905，三者的受试者工作曲线（ROC）下的面积（AUC）依次增加。HNSCC 早期患者

MPO-DNA 和 CitH3 分别为（132.4±16.4）ng/mL、（21.3±2.9）ng/mL 均低于晚期的 HNSCC 患者 MPO-DNA 和 CitH3，
分别为（199.3±33.1）ng/mL、（26.6±3.7）ng/mL。MPO-DNA 高表达组患者的 FIB、DD、CD44v6、CD109 的血清浓度

均比 MPO-DNA 低表达组患者的血清浓度高，差异具有统计学意义（均 P<0.05）。CitH3 高表达组患者的 FIB、

CD44v6、CD109 的血清浓度均较 CitH3 低表达患者高，差异具有统计学意义（均 P<0.05）。结论　NETs 和

HNSCC 之间可能存在因果关系。NETs 相关标志物可能是 HNSCC 的潜在生物标志物，与 HNSCC 的高凝状态

相关。NETs 相关标志物对 HNSCC 有潜在的诊断作用，并且与肿瘤的进展有关。
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【Abstract】 Objective　 To investigate the causal relationship between neutrophil extracellular traps (NETs) and 
head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) using Mendelian randomization (MR) methods, and to explore the 
clinical significance of NETs in the occurrence and development of HNSCC. Methods　Data related to NET biomarker 
myeloperoxidase-DNA complex (MPO-DNA) complex and HNSCC were obtained from the pooled statistical data of the 
Genome-Wide Association Study database (GWAS). This study was reviewed and approved by the Medical Ethics Com⁃
mittee, and informed consent was obtained from patients. Patients with HNSCC admitted to Department of Oral Maxillo⁃
facial, the First Affiliated Hospital of Harbin Medical University were included as the research group, and volunteers 
matched for age and gender were randomly selected from the Clinical Examination Center as the control group. The lev⁃
els of MPO-DNA and citrullinated histone H3 (CitH3), two markers of NETs, as well as the levels of soluble adhesion 
factor CD44 variant 6 (CD44v6) and leukocyte differentiation antigen CD109, markers of lymph node metastasis, were 
measured in all subjects. Blood coagulation indicators, including plasma prothrombin time (PT), activated partial throm⁃
boplastin time (APTT), thrombin time (TT), D-dimer (DD), and fibrinogen levels (FIB), were recorded to analyze the rela⁃
tionship and potential mechanisms between NETs and HNSCC. Results　MR results indicated a possible causal rela⁃
tionship between NETs and HNSCC. The inverse variance weighted P values for the four datasets were P1 = 0.037, P2 = 
0.017, P3 = 0.004, and P4 = 0.023. Ultimately, 52 patients with head and neck squamous cell carcinoma and 20 healthy 
individuals were included. Compared with the control group, the expression levels of NETs markers MPO-DNA, CitH3, 
lymph node metastasis markers CD44v6 and CD109, and coagulation indicators FIB and DD were significantly elevated 
in the group with head and neck squamous cell carcinoma, with statistically significant differences (all P<0.001). In cor⁃
relation studies between NETs markers and lymph node metastasis markers, as well as coagulation indicators, the Pear⁃
son correlation coefficient was 0.686, 0.531, 0.7, and 0.5 for MPO-DNA and DD, FIB, CD44v6, and CD109, respec⁃
tively, and the Pearson correlation coefficient was 0.456, 0.503, 0.525, and 0.603 for CitH3 and DD, FIB, CD44v6, and 
CD109, respectively (P<0.05). In terms of diagnostic efficacy, the area under the curve (AUC) for MPO-DNA, CitH3, 
and MPO-DNA + CitH3 in patients with head and neck squamous cell carcinoma was 0.863, 0.892, and 0.905, respec⁃
tively, with an increasing AUC of the receiver operating characteristic curve (ROC) in the order mentioned. Levels of 
MPO-DNA and CitH3 in patients with early-stage head and neck squamous cell carcinoma were (132.4 ± 16.4) ng/mL 
and (21.3 ± 2.9) ng/mL, respectively, which were lower than those in patients with advanced head and neck squamous 
cell carcinoma, who had MPO-DNA and CitH3 levels of (199.3 ± 33.1) ng/mL and (26.6 ± 3.7) ng/mL, respectively. The 
serum concentrations of FIB, DD, CD44v6, and CD109 in patients with high MPO-DNA expression were significantly 
higher than those in patients with low MPO-DNA expression (all P<0.05). The serum concentrations of FIB, CD44v6, 
and CD109 in patients with high CitH3 expression were significantly higher than those in patients with low CitH3 ex⁃
pression (all P<0.05). Conclusion　 The study indicates a potential causal relationship between NETs and HNSCC. 
NETs-related markers may serve as potential biomarkers for HNSCC, as they correlate with the hypercoagulable state of 
the cancer. NETs-related markers have potential diagnostic utility for HNSCC and are associated with tumor progres⁃
sion.
【Key words】 neutrophil extracellular traps; head and neck squamous cell carcinoma; Mendelian randomization; 
Genome-Wide Association Study; myeloperoxidase-DNA complex; citrullinated histone H3; coagulation function; 
soluble adhesion factor CD44 variant 6; leukocyte differentiation antigen CD109
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头颈部恶性肿瘤是全球七大常见恶性肿瘤之

一，好发部位主要在喉、咽和口腔的黏膜组织，其

主要亚类包括口腔鳞状细胞癌、咽鳞状细胞癌和

喉鳞状细胞癌等［1］。研究表明，头颈部恶性肿瘤与
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多种因素有关，如吸烟、长时间大量摄入酒精及感

染人乳头瘤病毒（human papillomavirus，HPV）等［2］。
对于头颈部恶性肿瘤的治疗常采取多模式方法，

对于晚期患者通常应用化疗、放疗、联合治疗及免

疫治疗等疗法。相关研究发现癌症患者血液或肿

瘤组织中大量中性粒细胞的存在与不良预后密切

相关［3-4］。
在 2004 年，Brinkmanm 等［5］发现中性粒细胞可

以在细胞外通过一种 DNA-蛋白质复合物杀死病原

体，其被 Science 命名为中性粒细胞胞外诱捕网

（neutrophil extracellular traps，NETs）。在一项 Ewing
肉瘤患者中开展的研究显示，肿瘤组织内部存在

NETs 现象的病例占比达到 25%，在此研究中也发

生转移现象。因此 NETs 与肿瘤二者之间关联性被

首次确立发现［6］。后续研究发现，NETs 在肿瘤的

生长过程、进展阶段及转移过程中也发挥着极其

重要的作用［7］。NETs 能够在肿瘤微环境（tumor 
micro-environment，TME）中与免疫细胞相互作用，

激活巨噬细胞；促进髓系抑制细胞的免疫抑制作

用；并能包裹在肿瘤表面，防止 CD8+T 细胞和自然

杀伤细胞发挥细胞毒性作用［8］。相关文献显示，

NETs 组 成 成 分 髓 过 氧 化 物 酶 - DNA 复 合 物

（myeloperoxidase-DNA complex，MPO-DNA）、瓜氨酸

化组蛋白 H3（citrullinated histone H3，CitH3）作为

NETs 的特定生物标志物［9-11］。CitH3 由肽基精氨酸

脱亚氨酶（peptidylarginine deiminases，PADs）对组

蛋白 H3 的翻译后修饰产生［12-13］。CitH3 会增强炎

症和免疫功能障碍。CitH3 既是生物标志物，也是

循环因子，当中性粒细胞的炎性细胞死亡时从受

伤部位逸出进入血液时，会引发与中性粒细胞的

炎性细胞死亡相关的下游损伤。癌症循环中的

CitH3 激活巨噬细胞、上皮和内皮细胞上的模式识

别受体，促进细胞因子释放、内皮功能障碍和微血

管血栓形成［9］。髓过氧化物酶（myeloperoxidase，
MPO）属于含血红素酶，由于血红素的翻译后修

饰［14］，MPO-DNA 具有独特的光谱和氧化还原特

性，这使得 MPO-DNA 通过释放氧化性和反应性产

物，参与宿主对先天免疫系统的防御，其产物随后

用于防御入侵的病原体。MPO-DNA 通过支持高突

变环境参与肿瘤发生，这是由于 MPO-DNA 衍生的

氧化剂能够氧化和修饰 DNA。此外，癌症进展也

受 MPO-DNA 存在的影响，MPO-DNA 参与调控肿瘤

生长、凋亡、细胞迁移和转移。一些研究还表明，

MPO-DNA 可能在癌症中调节适应性免疫［15］。然

而，中性粒细胞如何影响头颈部鳞状细胞癌（head 
and neck squamous cell carcinoma，HNSCC）进展的

具体机制仍不明确。本研究拟基于孟德尔随机化

（Mendelian randomization，MR）评估 NETs 与头颈癌

的因果关系，揭示 NETs 在头颈部鳞状细胞癌

（head and neck squamous cell carcinoma，HNSCC）的

发生发展中的临床意义。

1　资料和方法

1.1　孟德尔随机化分析

1.1.1　研究设计　孟德尔随机化（Mendelian ran⁃
domization，MR）是在随机分配的基础上，将遗传变

异作为工具，通过此种方式来预估特定结果与某

个暴露因素间的因果关系［16］。本研究以“NETs”为
暴露因素，“HNSCC”为结局，具体探讨两者之间的

因果关系。同时，合适的工具变量（instrumental 
variable，IV）需满足以下 3 个基本假设以减少误差

存在的可能性：①相关性假设：IVs 与 NETs 相关

联；②独立性假设：IVs 不能与头颈癌存在共同的

原因；③排他性假设：IVs 对头颈癌的影响必须仅

通过免疫细胞进行介导。本研究设计的具体流程

见图 1。
1.1.2　数据来源　MPO-DNA 复合体全基因组关联

研究（Genome-Wide Association Study，GWAS）数据

来源：以 NETs 生物标志物 MPO-DNA 复合体的

GWAS 数据集作为暴露因素，从中筛选可以作为

IVs 的单核苷酸多态性（single nucleotide polymor⁃
phism，SNP）数据。Gilly 等于 2020 年发表的研究，

可在 EBI Open GWAS 数据库（https： //www.ebi. ac.
uk/）中 公 开 获 取 ，数 据 ID 号 为 ： ebi-a-

GCST90010241。该数据集涵盖了 18 221 703 个

SNP 和 1 322 名欧洲个体。另一数据集来自 Donkel
等 2021 年发表的研究，可在 EBI Open GWAS 数据

库（https： //www.ebi.ac.uk/）中公开获取，数据 ID 号

为： ebi-a-GCST90013658。该数据集涵盖了 7 254 
867 个 SNP 和 5 590 名欧洲个体。

头颈癌的汇总统计数据来自 UKB 数据库，该

GWAS 数据更新于 2021 年，包括 373 122 例欧洲个

体（病例数=1 106 例，对照数=372 016 例）。数据

ID 号为 ieu-b-4912。
口咽癌的汇总统计数据来自 UKB 数据库，该

GWAS 数据更新于 2021 年，包括 372 510 例欧洲个

体（病例数= 494 例，对照数=372 016 例）。数据 ID
号为 ieu-b-4968。
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口腔癌和口咽癌的汇总统计数据来自 UKB 数

据库，该 GWAS 数据更新于 2021 年，包括 372 855
例欧洲个体（病例数= 839 例，对照数=372 016 例）。

数据 ID 号为 ieu-b-4962。本研究中所采用的数据

集均来自公开可获取的资源平台，且可自由下载

获取。

1.1.3　IVs 的选择　选取 IVs 的 SNPs 用于 MR 分析

中用于探究暴露因素与结局之间因果关系。全基

因组水平上，与 MPO-DNA 及头颈癌存在关联性的

SNP 通过关联性分析被筛选出来。采用 P 值小于

5×10-8这一严格标准，将满足相关性假设的 SNP 筛

选出来。通过数据分析，符合条件可用作分析的

工具变量数量较少。为获取更多可用作分析的工

具变量，P 值的筛选范围放大至 5×10-6。解决了连

锁不平衡所产生的误差后，标准设定 r2 = 0.001 且

窗口 = 10 000 kb 确保 SNP 的独立性。使用 harmon⁃
ise_data 函数消除了回文序列，得到的结果同时提

升了遗传变异的可靠性和准确性。然后，利用公

式通过 β2/SE 2公式（式中 SE 为标准误）计算 F 值评

估 IVs 的强度，通过将 F <10 作为阈值来删除弱

IVs［17］。最后，再通过 LDlink 网站（https： //ldlink.
nih.gov/）进行筛选核查，筛选核查排除可能影响结

果的混杂因素（如吸烟、口腔疾病史、不良修复体、

常食烫热食物、经常饮酒）。

1.1.4　MR 分析　本实验主要通过逆方差加权方

法这一策略估计暴露与结果两者之间的初始关

联，在无多效性的情况下这是最优的无偏估计［18］。
逆方差加权是 MR 分析中使用非常普遍的一种方

法，通过加权单核 SNP 的 Wald 占比来估计因果

关联［19］。
1.1.5　敏感性分析　对于敏感性分析中 SNP 之间

异质性的评估工作，采用了 Cochran’s Q 检验方法。

在水平多效性的检测时，应用了 MR-egger 截距法

及 MR-PRESSO 法这两种方法。当 P 值显示小于

0.05 时，表明存在异质性。分析流程中若出现异常

值的情况，该异常值的剔除操作需优先完成，再完

成 MR 因果估计的重新计算步骤。留一法分析为

每个单核苷酸多态性对总体因果估计的影响进行

了系统性考察。

1.1.6　 统 计 学 分 析　 优 势 比（odds ratio，OR）和

95% 置信区间（95% confidence interval，95%CI）表

示结果，P<0.05 为差异有显著性意义。在 R 软件

（版本 4.2.3）使用“Two Sample MR”和“MR-PRESSO”

进行 MR 分析。

1.2　临床验证

1.2.1　研究对象　本研究经过哈尔滨医科大学附

属 第 一 医 院 伦 理 委 员 会 审 核 批 准（伦 理 号 ：

2025415），所有研究对象均了解研究的相关细节

并知情同意。纳入 2025 年 1 月至 10 月在哈尔滨医

科大学附属第一医院口腔颌面外科收治的 HNSCC

Myeloperoxidase-DNA com⁃
plexes

ID: ebi-a-GCST90013658
ID: ebi-a-GCST90010241

Oropharyngeal cancer
ID: ieu-b-4968

Oral and oropharyngeal cancer
ID: ieu-b-4962

Head and neck cancer
ID: ieu-b-4912

Screening criteria
P < 5e-06
r2 = 0.001

kb = 10 000
F > 10

Ⅳ
SNP1,SNP2,...SNPn

Assumption1 Exposure Outcome

Confounders

Assumption2

Assumption3

In Mendelian randomization analysis, using single nucleotide polymorphisms as instrumental variable(IV) to assess the causal relationship between 
exposure (NETs) and outcome (head and neck cancer) requires the satisfaction of three basic assumptions

Figure 1　Mendelian randomization experimental design
图 1　孟德尔随机化实验设计
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患者 52 例为研究组，男性 31 例，女性 21 例。年龄

52~79 岁，平均年龄（65.0±8.0）岁。其中包括舌鳞

癌 16 例、腭部鳞癌 5 例、口底鳞癌 7 例、颊鳞癌 8
例、牙龈鳞癌 10 例、咽鳞癌 6 例。其中 I期 14 例，Ⅱ
期 19 例，Ⅲ期 11 例，Ⅳ期 8 例。HNSCC 的诊断依

据 2025 年美国国立综合癌症网络（NCCN）头颈癌

指南［20］。对照组纳入在同一临床中心体检部门随

机选取年龄和性别相匹配的志愿者 20 例。HNSCC
组患者入选标准：①血样本收集时无任何临床抗

肿瘤治疗（手术、放化疗等）；②经组织病理学活检

确诊为头颈鳞状细胞癌；③一般临床资料完整，包

括：年龄、性别、身体质量指数（body mass index，
BMI）、血常规检查、病理活检、淋巴结转移、癌症患

者病程；排除标准：①合并其他恶性肿瘤；②既往

治疗 HNSCC 或复发；③合并严重自身免疫性疾病；

④合并重要脏器病变或严重的系统性疾病等；⑤
合并严重感染；⑥过去 3 个月内静脉或动脉血栓栓

塞，以及接受抗凝治疗者；⑦哺乳期、孕期妇女。

对照组：纳入哈尔滨医科大学附属第一医院同期

健康体检者 20 例，纳入标准：血常规、血脂、离子、

肝肾功能等均在参考范围内，心电图、胸片及心脏

彩超未见明显异常。记录所有研究对象的一般临

床资料，包括年龄、性别、BMI、糖尿病、高血压以及

吸烟和饮酒史等。

1.2.2　ELISA 检测血清中 NETs 标志物以及淋巴结

转移标志物水平　ELISA 试剂盒选购于杭州市臻

优品生物科技有限公司，货号分别为：MPO-DNA
（SYP-H069）、CitH3（SYP-H4190）、CD44v6（SYP-

H4524）、CD109（SYP-H2650）。早上空腹采取受试

者外周静脉血 4 mL，将血样于室温下制备血清。

采用双抗体夹心 ELISA 技术定量检测血清中 MPO-

DNA、CitH3、CD44v6、CD109 的 浓 度 水 平 ，MPO-

DNA 检测样本经 100 倍梯度稀释、CitH3 检测样本

经 10 倍梯度稀释、CD109 检测样本经 30 倍梯度稀

释、CD44v6 检测样本未进行稀释，实验严格遵循制

造商提供的操作流程进行检测，结果以 ng/mL 为单

位表示。通过分光光度法在波长 450 nm 下测定酶

底物反应产生的显色变化，最终以两次平行测定

的平均值作为检测值。

1.2.3　记录研究对象的凝血功能指标　早上空腹

采取受试者外周静脉血 4 mL，送至本院检验科进

行 血 浆 样 本 凝 血 酶 原 时 间（plasma prothrombin 
time，PT）、活化部分凝血活酶时间（activated partial 
thromboplastin tim，APTT）、凝血酶时间（thrombin 

time，TT）、D 二聚体（D-dimer，DD）和纤维蛋白原

（fibrinogen，FIB）的检测。冻存的血清样本用于检

测外周血中的 NETs 指标 MPO-DNA、CitH3，淋巴结

转移指标 CD44v6 和 CD109。所有患者均在治疗前

完成血样采集。

1.2.4　诊断效能分析　计算所有受试者工作曲线

（receiver operating characteristic curve，ROC）及其曲

线下面积（area under curve，AUC），Youden’s 指数

用于最大化敏感性和特异性之间的差异，以个体

化每个参数的最佳截断值。

1.2.5　 统 计 学 分 析　 采 用 SPSS 27、GraphPad 
Prism9.5 软件进行统计分析并作图。HNSCC 组与

正常对照组性别、糖尿病、吸烟和饮酒史指标组间

对比采用卡方检验。HNSCC 组与正常对照组的

BMI、年龄、PT、APTT、TT、FIB、DD 等指标的组间比

较采用独立样本 t 检验。采用 Pearson 相关性分析

对 MPO-DNA、CitH3 与 CD44v6、CD109、PT、APTT、
TT、FIB、DD的相关性进行分析。检验水准α = 0.05。

2　结 果

2.1　NETs 与头颈癌的因果关系的 MR 结果

通过逆方差加权法（inverse variance weighted，
IVW）、简单模式、加权中位数法、模式加权法以及

MR-Egger 法 5 种方法，NETs 与头颈癌间因果效应

得到确定，IVW 结果 P 值分别为：P1=0.037、P2=
0.017、P3=0.004、P4=0.023（图 2）。在 5 种 MR 方法

中，得到了贝塔估计值方向的一致性，因此可以确

保研究结果的稳定性。在敏感性检验中，异质性

与水平多效性均未显现（P>0.05，P MR-PRESSO 
global tests>0.05）（表 1）。其中 3 次 MR 分析结果显

示 NETs 是头颈癌的保护因素，1 次 MR 分析结果显

示 NETs 是头颈癌的危险因素。补充文件显示，对

纳入的 SNP 进行 MR Egger 截距检验提示 SNP 不存

在水平多效性。对纳入的 SNP 进行敏感性分析显

示，在去除任一 SNP 后，剩余 SNP 对结局影响的效

应区间均在无效线右侧并与总体效应区间相似，

表明 MR 结果稳健。

2.2　两组受试者的临床特征和实验室检查结果

比较

HNSCC 组与对照组受试者间的性别、年龄、

BMI、高血压史、糖尿病史、吸烟史、饮酒史、PT、
APTT、TT差异均无统计学意义（均为 P > 0.05）。与

对照组受试者 DD、FIB 水平分别（0.19±0.05）mg/L、
（2.5±0.6）g/L，HNSCC 组 DD、FIB 的表达水平均显
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著升高，分别为（0.32±0.13）mg/L、（3.2±0.9）g/L，差
异均有统计学意义（均为 P<0.001）（见表 2）。

2.3　NETs 相关标志物与凝血功能、淋巴结转移标

志物的相关性分析

Pearson 相关矩阵分析结果显示 MPO-DNA 与

DD、FIB、CD44v6、CD109 的 Pearson 相关系数分别

为 0.686、0.531、0.7、0.5，CitH3 与 DD、FIB、CD44v6、
CD109 的 Pearson 相 关 系 数 分 别 为 0.456、0.503、
0.525、0.603（P<0.05）（图 3）。

2.4　外周血中的 NETs 水平对 HNSCC 的诊断效果

HNSCC 患者外周血中 MPO-DNA 和 CitH3 浓度

分别为（156.8±40.2）ng/mL、（23.2±4.0）ng/mL，对照

组 MPO-DNA 和 CitH3 浓度分别为（112.4±22.2）ng/

mL、（17.8±2.6）ng/mL，两组比较具有显著差异（P < 
0.001）。

进一步分析 NETs 标志物对 HNSCC 的诊断效

果，结果显示，MPO-DNA、CitH3、CitH3+MPO-DNA
的 ROC 的 AUC 分别为 0.863、0.892、0.905，三者的

AUC 依次增加（表 3、图 4）。

2.5　不同 NETs 严重状态下的凝血功能和淋巴结

转移标志物特征

为了检测 NETs 形成与凝血功能和淋巴结转移

标志物的关系，将 HNSCC 患者分成 NETs 相关标志

物表达量前 25% 的 HNSCC 患者（高表达组）和其余

病例（低表达组）进行进一步分析。MPO-DNA 高表

达组患者的 FIB、DD、CD44v6、CD109 的血清浓度

MR EggerWeighted medianInverse variance weightedSimple modeWeighted mode

Myeloperoxidase-DNA complexes || id:ebi-a-GCST90010241

Myeloperoxidase-DNA complexes || id:ebi-a-GCST90013658

Myeloperoxidase-DNA complexes || id:ebi-a-GCST90013658

Myeloperoxidase-DNA complexes || id:ebi-a-GCST90013658

Head and neck cancer || id:ieu-b-4912

Head and neck cancer || id:ieu-b-4912

Oral and oropharyngeal cancer || id:ieu-b-4962

Oropharyngeal cancer || id:ieu-b-4968

MR EggerWeighted medianInverse variance weightedSimple modeWeighted mode
MR EggerWeighted medianInverse variance weightedSimple modeWeighted mode
MR EggerWeighted medianInverse variance weightedSimple modeWeighted mode

0.6040.1620.0370.1250.4060.1950.0430.0170.1550.145
0.2150.0200.0040.0910.1080.4410.2450.0230.6030.566

1.000 (0.999 to 1.001)1.000 (1.000 to 1.001)1.000 (1.000 to 1.001)1.001 (1.000 to 1.002)1.000 (1.000 to 1.001)
0.999 (0.997 to 1.001)0.999 (0.997 to 1.000)0.999 (0.998 to 1.000)0.998 (0.995 to 1.000)0.998 (0.996 to 1.000)0.998 (0.996 to 1.001)0.998 (0.997 to 1.000)0.999 (0.998 to 1.000)0.998 (0.996 to 1.000)0.998 (0.996 to 1.000
0.998 (0.995 to 1.002)0.999 (0.998 to 1.001)0.999 (0.998 to 1.000)0.999 (0.998 to 1.001)0.999 (0.998 to 1.001)

Exposure Outcome NSNP P OR（95%CI）Method

1

66666
88888
7777755555

NSNP: number of single nucleotide polymorphisms; OR: odds ratio ; CI: confidence interval; the illustration demonstrates that a causal relationship 
exists between the extracellular trap formation of neutrophils and head and neck cancer, as determined by the inverse variance weighted (IVW) 
method (a ratio >1 indicates a positive correlation, while <1 indicates a negative correlation)

Figure 2　Causality diagram of neutrophil extracellular traps and head and neck cancer
图 2　中性粒细胞胞外诱捕网与头颈癌的因果关系图

表 1　孟德尔随机化分析：异质性检验、多效性检验及 MR-PRESSO
Table 1　Mendelian randomization analysis: heterogeneity test, pleiotropy test, and MR-PRESSO

Exposure
MPO-DNA

id: ebi-a-GCST90013658
MPO-DNA

id: ebi-a-GCST90013658
MPO-DNA

id: ebi-a-GCST90013658
MPO-DNA

id: ebi-a-GCST90010241

Outcome
Head and neck cancer

id: ieu-b-4912
Oropharyngeal cancer

id: ieu-b-4968
Oral and oropharyngeal cancer

id: ieu-b-4962
Head and neck cancer

id: ieu-b-4912

Heterogeneity
0.820

0.251

0.660

0.944

Pleiotropy
0.713

0.860

0.972

0.723

MR - PRESSO
Global P

0.741

0.338

0.734

0.948

The MR-PRESSO test indicates significant horizontal multicollinearity in the set of instrumental variables (IV) included when Global P < 0.05; when 
Global P > 0.05, it indicates no horizontal multicollinearity of abnormal IV is detected. MPO-DNA: myeloperoxidase-DNA complex

·· 343



口腔疾病防治 2026年 4月 第 34卷 第 4期
　　　Journal of Prevention and Treatment for Stomatological Diseases, Apr. 2026,Vol.34 No.4　https://www.kqjbfz.com

分 别 为（3.9±0.5）g/L、（0.46±0.16）mg/L、（151.4±
25.6）ng/mL、（55.8±6.1）ng/mL，均比 MPO-DNA 低表

达组患者的血清浓度高，差异具有统计学意义（均

P < 0.05）。CitH3 高表达组患者的 FIB、CD44v6、
CD109 的血清浓度分别为（3.7±1.1）g/L、（134.7±
26.8）ng/mL、（57.8±5.7）ng/mL，较 CitH3 低表达患者

高，差异具有统计学意义（均 P < 0.05）。见表 4。
2.6　NETs 相关标志物与 HNSCC 临床分期的关系

将 HNSCC 患者分为早期组（I~Ⅱ期）和晚期组

（Ⅲ~Ⅳ期），早期患者 MPO-DNA 和 CitH3 分别为

（132.4±16.4）ng/mL、（21.3±2.9）ng/mL 均低于晚期

患者 MPO-DNA 和 CitH3，分别为（199.3±33.1）ng/
mL、（26.6±3.7）ng/mL，两者差异均有统计学意义

（P < 0.05）。

3　讨 论

NETs 是以多种酶、多种蛋白为骨架的网状复

合体［21-22］。NETs 在多种原发肿瘤病程和转移部位

中被检测到，作用包括肿瘤细胞脱离、血管渗出、

循环肿瘤细胞存活、肿瘤细胞定殖生长［23-24］，同时

也发现抑制 NETs 的形成可产生抗癌效果［25-26］。
NETs 在肿瘤血管生成中起着重要的作用［27-28］。在

胰腺癌中，NETs 可直接支持人体内皮细胞的增殖

和内皮细胞形成血管样结构，推动新血管生成［29］。
在缺血性视网膜病变中，NETs 通过清除衰老、功能

不佳的视网膜内皮细胞，实现血管重塑［30］。
本研究选取 CitH3 和 MPO-DNA 水平代表 NETs

的水平。其中重要组成成分 MPO-DNA 作为 MR 分

析的暴露因素，本研究尝试使用 MR 分析将 NETs
与头颈癌联系起来。在本研究中，MR 分析以探索

为目的分析 NETs 与头颈癌之间的关系，证明了

NETs 与头颈癌之间存在一定的联系。4 次 MR 分

析结果中 3 次结果显示 NETs 是头颈癌的保护因

表 2　两组受试者的临床特征和实验室检查结果比较

Table 2　Clinical characteristics and laboratory test results of the two groups of subjects x-±s

Project
Gender (male)

Age/years
BMI/(kg/m2)

Hypertension［n(%)］
Diabetes［n(%)］
Smoking［n(%)］

Drinking wine［n(%)］
PT/s

APTT/s
DD/(mg/L)
FIB/(g/L)

TT/s

Control group
(n=20)
11(55)

62.3±7.1
24.3±3.7

7(35)
3(15)
4(20)
4(20)

11.8±0.7
27.2±2.0
0.19±0.05

2.5±0.6
17.9±0.8

HNSCC group
(n=52)

31(59.62)
65.0±8.0
23.2±2.5
18(34.62)
12(23.08)
21(40.38)

13(25)
11.8±1.3
27.4±2.7
0.32±0.13

3.2±0.9
17.5±0.8

t/χ2

0.1266
1.313
1.212
0.0009
0.5713
2.648
0.2002
0.2917
0.2818
6.066
3.542
1.868

P

0.793
0.194
0.236

>0.999
0.534
0.166
0.764
0.772
0.779

<0.001
<0.001

0.066
HNSCC: head and neck squamous cell carcinoma; BMI: body mass index; PT: Plasma sample prothrombin time; APTT: activated partial thromboplastin 
time; TT: thrombin time; DD: D-dimer; FIB: fibrinogen

TT
APTT

PT
FIB
DD

CD44v6
CD109

MPO-DNA
CitH3

MPO-DNA CitH3

1.0
0.5
0

r

The closer it is to yellow, the greater the correlation; the closer it 
is to purple, the smaller the correlation. TT: thrombin time; 
APTT: activated partial thromboplastin time; PT: Plasma sample 
prothrombin time; FIB: fibrinogen; DD: D-dimer; CD44v6 and 
CD109 are lymph node metastasis marker characteristics. MPO-

DNA: myeloperoxidase-DNA complex; CitH3: citrullinated his⁃
tone H3
Figure 3　Pearson correlation matrix analysis of neutro⁃
phil extracellular traps related biomarkers with coagula⁃

tion function and lymph node metastasis markers
图 3　中性粒细胞胞外诱捕网相关标志物与凝血功

能、淋巴结转移标志物的 Pearson 相关矩阵分析
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素，1 次结果显示 NETs 的风险因素。结果呈现双

向性可能与多个因素有关。首先 MR 分析的结果

依赖 SNPs 的选择、样本量、混杂因素控制。IVs 的
F 统计量、水平多效性、混杂因素都被进行了筛查，

但依旧会存在假阳性的结果。其次样本量较小，

头颈癌、口腔癌及口咽癌的 GWAS 数据库样本量

与其他常见癌症相比较少，分析时易受随机误差

影响。双向性结果可能与 NETs 在恶性肿瘤中的双

重作用机制有关。一方面，NETs 可以通过释放中

性粒弹性蛋白酶、MPO-DNA 等成分直接杀死肿瘤

细胞；同时，NETs 能捕获循环肿瘤细胞阻止其远处

转移［31］。另一方面，在癌症进展期，肿瘤细胞可以

诱导中性粒细胞形成促肿瘤性质的 NETs，其释放

的 DNA 和组蛋白可激活 TLR4 信号通路，促进肿瘤

细胞增殖和侵袭［32］。本研究还发现 MR 结果得出

的 OR 值接近 1，但临床研究显示 NETs 与 HNSCC 之

间存在显著关联。这是因为多数 NETs 相关的遗传

变异可能为弱效应位点，这导致 MR 分析结果的

SNPs 联合构建的遗传风险评估对 NETs 的调控作

用有限，通过遗传预测 NETs 与头颈癌风险的关联

较弱。另外临床中的 NETs 受多基因以及肿瘤微环

境调控并且是水平动态变化的，这些因素对 NETs
的影响非单一遗传因素决定。本研究首次将 MR
方法应用于 NETs 与 HNSCC 的因果推断，为理解二

者关系提供了遗传学层面的新视角。

本研究发现与健康人群相比，HNSCC 患者外

周静脉血中的 CitH3 和 MPO-DNA 水平明显更高。

ROC 曲线分析显示，MPO-DNA、CitH3 及其联合检

测对 HNSCC 均具有良好的诊断效能。ROC 分析无

论是 CitH3、MPO-DNA 单一诊断还是 CitH3+MPO-

DNA 联合诊断都可以明显地区分健康人群与

HNSCC 的患者 ，这表明 NETs 标志物有望作为

HNSCC 辅助诊断的生物标志物。HNSCC 患者外周

静脉血中的 CitH3、MPO-DNA 水平与 HNSCC 患者

的肿瘤临床分期存在一定的关联性，特别是在晚

期 HNSCC 患者中这种关联性更加明显。此前研究

发现，CitH3 与胶质瘤的临床分期相关［33］。Rayes
等［34］检测肺癌患者外周血中的 MPO-DNA 水平，发

现晚期（Ⅱ~Ⅲ期）患者高于早期（Ⅰ期）。也有一

项关于卵巢癌的研究发现患者外周静脉血 CitH3
水平与临床分期无相关性［35］。既往研究结果进一

步证实了 NETs 在多种癌症临床分期的关联。

本研究在 HNSCC 中揭示了 NETs 与高凝状态

标志物的相关性。本研究发现 HNSCC 患者组和健

康人群组年龄、性别、BMI、高血压史、糖尿病史、吸

烟饮酒史、部分凝血功能指标（PT、APTT、TT）的差

异均无统计学意义。HNSCC 患者组 DD、FIB 水平

显著高于健康对照组，且 NETs 标志物与 DD、FIB

表 3　髓过氧化物酶- DNA 复合物、瓜氨酸化组蛋白 H3、髓过氧化物酶- DNA 复合物+瓜氨酸化组蛋白 H3 在头颈部鳞状细胞

癌中的诊断效能

Table 3　Diagnostic efficacy of myeloperoxidase-DNA complex, citrullinated histone H3, and myeloperoxidase-DNA complex+citrulli⁃
nated histone H3 in head and neck squamous cell carcinoma

Control group- HNSCC group (20-52)
Testing indicators

MPO-DNA
CitH3

MPO-DNA+CitH3

AUC(95% CI)
0.863 (0.763-0.964)
0.892 (0.805-0.979)
0.905 (0.823-0.986)

Sensitivity
0.846
0.885
1.000

Specificity
0.8
0.8
0.7

Youden index
0.646
0.685
0.7

Cut-off
121.77

19.14

HNSCC: head and neck squamous cell carcinoma; MPO-DNA: myeloperoxidase-DNA complex; CitH3: citrullinated histone H3

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.01-Specificity

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

Sen
siti

vity

MPO-DNACitH3MPO-DNA+CitH3Reference line

HNSCC: head and neck squamous cell carcinoma; MPO-DNA: 
myeloperoxidase-DNA complex; CitH3: citrullinated histone H3

Figure 4　Receiver operating characteristic curve of 
myeloperoxidase-DNA complex, citrullinated histone H3, 
and myeloperoxidase-DNA complex+citrullinated histone 

H3 in head and neck squamous cell carcinoma
图 4　髓过氧化物酶- DNA 复合物、瓜氨酸化组蛋白

H3、髓过氧化物酶- DNA 复合物+瓜氨酸化组蛋白 H3
在头颈部鳞状细胞癌中受试者工作曲线
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呈显著正相关。进一步分层分析显示，NETs 高表

达组患者 DD、FIB 显著升高，提示 NETs 可能通过

促进凝血功能异常，参与 HNSCC 的病程进展过程。

相关文献显示，CitH3 与癌症相关静脉血栓栓塞症

（venous thromboembolism，VTE）生物标志物 D－二

聚体、可溶性 P－选择素、血浆凝血酶原片段 1+2
和人凝血因子Ⅷ进行比较，发现 CitH3 水平同样是

VTE 的强预测因子［36］。MPO-DNA 在无凝血酶、低

纤维蛋白原浓度条件下介导非传统纤维蛋白原血

栓形成 ［37］。本实验结果与既往研究中 NETs 促进

肿瘤相关血栓形成的结论一致。并且本研究在

HNSCC 中明确了 NETs 标志物与具体凝血指标的

量化关系，为 HNSCC 患者血栓风险评估提供了新

的生物学靶点。

此外，本研究发现 NETs 标志物与淋巴结转移

标 志 物 CD44v6、CD109 也 存 在 显 著 正 相 关 ，且

NETs 高表达组的 CD44v6、CD109 水平显著升高。

这一结果揭示了 NETs 可能通过调控淋巴结转移相

关分子的表达，促进 HNSCC 的侵袭转移。NETs 在
多种肿瘤中被报道通过不同机制促进癌细胞侵袭

转移作用。在乳腺癌、肺癌中发现，NETs 通过诱导

上皮－间质转化（epithelial-mesenchymal transition，
EMT）赋予癌细胞侵袭表型［38-39］。在肝细胞癌中，

NETs 癌细胞来源的白细胞介素-8 通过激活 TLR4/
9-环氧化酶 -2；增加组织蛋白酶 G、氧化线粒体

DNA 促进肿瘤侵袭转移［40-41］。在胰腺癌中 NETs 通
过激活白细胞介素-1β/表皮生长因子受体（epider⁃

mal growth factor receptor，EGFR）/细胞外调节蛋白

激酶（extracellular regulated protein kinases，ERK）通

路 、抑 制 CD8+T 细 胞 功 能 促 进 癌 细 胞 迁 移 侵

袭［42-43］。在结肠癌中，NETs 释放高迁移率族蛋白

B1（high mobility group protein B1，HMGB1）并激活

TLR9 促进癌症增生和转移［44］。这些 NETs 在不同

癌症中的通路机制作用，为理解 HNSCC 转移机制

提供了新线索。

本研究仅检测了 HNSCC 患者部分凝血功能指

标以及部分淋巴结转移标志物，存在一定的局限

性，样本数量较少，造成一定的偏倚并且并未从机

制方面探讨 NETs 影响 HNSCC 的机制。现已有文

献证明了 NETs 与口腔鳞状细胞癌的关系［45］并且

驱动全身炎症增加其促凝活性［46］。NETs 的形成

与疾病发展过程复杂多样，其在 HNSCC 干预机制

还需在未来更深入地探究。

综上所述，本研究通过 MR 分析与临床验证相

结合，首次揭示 NETs 与 HNSCC 之间存在遗传与表

型 层 面 的 关 联 。 NETs 标 志 物 不 仅 可 能 作 为

HNSCC 潜在诊断标志物，其水平变化还与肿瘤分

期、凝血状态及转移潜能相关，为 HNSCC 的早期诊

断、预后评估及靶向干预提供了新思路。未来还

需要进一步大样本的观察性研究和临床试验确定

NETs 相关标志物在 HNSCC 发生发展中的诊断、预

后和诊断潜能。
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表 4　不同中性粒细胞胞外诱捕网标志物表达量的头颈部鳞状细胞癌患者的凝血功能和淋巴结转移标志物水平比较

Table 4　Comparison of coagulation function and lymph node metastasis markers in head and neck squamous cell carcinoma patients 
with different neutrophil extracellular traps marker expression levels  x-±s

PT/s
APTT/s
DD/(mg/L)
FIB/(g/L)
TT/s
CD44v6/(ng/mL)
CD109/(ng/mL)

MPO-DNA
Lower
(n=39)

11.6±0.7
27.1±2.1
0.27±0.07

2.9±0.9
17.7±0.9

106.2±24.1
47.9±8.1

Higher
(n=13)

12.4±2.4
28.5±3.9
0.46±0.16

3.9±0.5
17.3±0.5

151.4±25.6
55.8±6.1

t

1.164
1.260
4.119
4.859
1.717
5.777
3.212

P

0.266
0.228
0.001

<0.001
0.094

<0.001
0.002

CitH3
Lower
(n=39)

11.7±0.7
27.3±2.1
0.31±0.13

3.0±0.8
17.4±0.9

111.7±30.9
47.2±7.4

Higher
(n=13)

12.2±2.4
27.9±4.1
0.36±0.09

3.7±1.1
17.8±0.7

134.7±26.8
57.8±5.7

t

0.667
0.522
1.367
2.642
1.323
2.394
4.710

P

0.517
0.609
0.178
0.011
0.192
0.020

<0.001
The top 25% of patients with HNSCC with the highest expression levels of NET-related biomarkers (MPO-DNA and CitH3) were classified as the higher 
group, while the rest are classified as the lower group. MPO-DNA: myeloperoxidase-DNA complex; CitH3: citrullinated histone H3; PT: Plasma sample 
prothrombin time; APTT: activated partial thromboplastin time; TT: thrombin time; DD: D-dimer; FIB: fibrinogen; CD44v6 and CD109 are lymph node 
metastasis marker characteristics
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