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血管生成相关因子在口腔扁平苔藓中的表达
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【摘要】 目的 研究血管生成相关因子血管内皮生长因子（vascular endothelial growth factor，VEGF）、细胞间黏附分

子⁃1（intercellular adhesion molecule⁃1，ICAM⁃1）、血管细胞黏附分子⁃1（vascular cell adhesion molecule⁃1，VCAM⁃1）
在口腔扁平苔藓患者血清和组织中的表达情况。方法 30例扁平苔藓患者纳入扁平苔藓组，15例健康志愿者作

为对照（正常组）用于血清收集，收集扁平苔藓组织患者活检组织30例及外科手术切除的多余正常口腔黏膜组织

15例，应用免疫组织化学技术分析VEGF、ICAM⁃1、VCAM⁃1分别在扁平苔藓病损局部组织及正常黏膜组织中的表

达情况。结果 ELISA结果显示VEGF在2组血清中表达差异无统计学意义（t＝1.837，P＝0.074），而 ICAM⁃1（t＝

2.730，P＝0.009）、VCAM⁃1（t＝2.167，P＝0.035）在扁平苔藓组血清中的表达明显高于正常组。免疫组织化学染色

结果显示VEGF、ICAM⁃1、VCAM⁃1在口腔黏膜正常上皮中呈现少量阳性表达或阴性表达，而在扁平苔藓组织中

VEGF（c2＝33.632，P < 0.05）、ICAM⁃1（c2＝45.000，P < 0.05）、VCAM⁃1（c2＝37.286，P < 0.05）表达较正常黏膜组织

均出现上调趋势。结论 在扁平苔藓患者的血清和病变组织中，血管生成相关因子表达上调。
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【Abstract】 Objective To detect the expression of vascular endothelial growth factor (VEGF), intercellular adhesion
molecule⁃1 (ICAM⁃1), vascular cell adhesion molecule⁃1 (VCAM⁃1) in oral lichen planus (OLP). Methods Thirty OLP
patients and fifteen healthy subjects were enrolled in the study. Serum were collected from 15 healthy volunteers as con⁃
trols. Normal tissues were collected from surgical department as immunohistochemical analysis. The levels of VEGF,
ICAM⁃1, VCAM⁃1 in serum were measured by ELISA. Immunohistochemical analysis of VEGF, ICAM⁃1, VCAM⁃1
were carried out by the means of primary antibodies and anti⁃VEGF, anti⁃CD106 antigen (VCAM⁃1) and anti⁃CD54 anti⁃
gen (ICAM⁃1). Results ELISA results showed no expression differences for VEGF between the two groups. Whereas,
the levels of ICAM⁃1, VCAM⁃1 in OLP group were significantly higher than those in control group (P < 0.05). Immuno⁃
histochemical results reveal the presence of a significant angiogenesis in OLP patients through the immunoexpression of
VEGF, ICAM⁃1, VCAM⁃1 according to the percentage of stained cells (P < 0.05). Conclusion Regarding the results,
it seems that high expression of VCAM⁃1 and ICAM⁃1 are related to oral lichen planus.
【Key words】 Oral lichen planus; Angiogenesis; ELISA; VEGF; ICAM⁃1; VCAM⁃1
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口腔扁平苔藓是一种多因素参与并介导的，发

生于口腔黏膜的慢性炎症性疾病。临床上主要表

现为以小丘疹连成的线状、树枝状、网状白色条纹，

可伴有充血、糜烂、溃疡、萎缩和水疱形成。口腔扁

平苔藓好发于中年女性，其患病率为 0.4%～4.0%，

为口腔黏膜常见病之一，发病年龄逐渐趋向年轻

化［1］。口腔扁平苔藓易受多因素影响，导致病情反

复发作，迁延难愈，长期糜烂区域不仅可导致局部

纤维增生，影响张口，还有潜在恶变现象。目前国

内外学者对 T淋巴细胞介导的自身免疫反应在口

腔扁平苔藓的发病中所起的重要作用已进行深入

研究，且被广泛认同。但是其病理特点提示，口腔

扁平苔藓以炎性浸润为主，如基底细胞层液化变

性、固有层淋巴细胞呈带状浸润等。血管生成被认

为是连接慢性炎症和肿瘤之间的桥梁，过度的血管

生成同时也是多种慢性炎症及肿瘤进一步发展的

标志［2］。研究显示：促炎因子如肿瘤坏死因子⁃α、
白细胞介素⁃1等都具有促血管生成的作用，而炎症

细胞如巨噬细胞可分泌血管内皮生长因子（vascu⁃
lar endothelial growth factor，VEGF）等多种血管生长

因子，所以炎症通常可以诱发血管生成［3］。在炎症

组织内，不断新生的毛细血管增加了血管内皮细胞

的表面积，从而产生更多的细胞黏附分子，如细胞

间黏附分子 ⁃ 1（intercellular adhesion molecule ⁃ 1，
ICAM⁃1）和血管细胞黏附分子⁃1（vascular cell adhe⁃
sion molecule⁃1，VCAM⁃1）等，使更多的炎症细胞迁

移或渗透到局部炎症区域，导致炎症状态迁延不

愈。随着研究深入，学者发现血管生成与口腔扁平

苔藓慢性炎症息息相关［4⁃5］。ICAM⁃1和VCAM⁃1为

免疫球蛋白超家族的成员，在介导细胞免疫机制以

及炎性疾病、肿瘤等多种生理、病理过程中均具有

重要作用，通过调节造血干细胞动员和归巢到病损

处，诱发局部血管生成来促进炎症反应。然而，继

Scardina等［6］在 2007年和 2009年首次报道 ICAM⁃1
和VCAM⁃1与扁平苔藓的相互关系后至今，目前关

于血管生成与口腔扁平苔藓的研究报道仍较少，尚

处于起步阶段，且研究结果不一致。进一步阐述血

管生成在口腔扁平苔藓的进程中所发挥的作用，有

利于为深入揭示扁平苔藓的发病机制奠定基础，同

时为扁平苔藓的治疗提供新的理论指导。

1 资料和方法

1.1 研究对象

扁平苔藓组纳入的口腔扁平苔藓患者，根据

临床表现和病理学检查，符合世界卫生组织关于

口腔扁平苔藓的诊断标准，排除患有其他系统性

疾病、其他口腔黏膜疾病以及近 3个月使用过免疫

制剂者。对于符合纳入标准的患者，详细记录其

口腔扁平苔藓病损部位、类型、累计范围等临床资

料。社会招募健康成人志愿者作为对照（正常组）

用于血清收集，要求正常组和扁平苔藓组在年龄、

性别等基线无统计学差异。扁平苔藓组 30例，对

照组 15例，患者知情同意。

外周血样本采集：无菌采集口腔扁平苔藓患

者、健康正常对照外周非抗凝血 5 mL，离心分离血

清，-80 ℃保存。

组织标本收集：活检法获取口腔扁平苔藓及

正常口腔黏膜上皮组织（外科手术中切除的多余

正常黏膜组织），将活检组织置于10%中性福尔马林

溶液中石蜡包埋，用于组织病理学诊断，并采用免疫

组织化学染色方法检测 VEGF、ICAM⁃1、VCAM⁃1
的表达。患者知情同意。

1.2 主要试剂

人 ICAM⁃1/CD54非等位基因特异性酶联免疫

试剂盒（R&D Systems，美国）；人 sVCAM⁃1/CD106
酶联免疫试剂盒（R&D Systems，美国）；人 VEGF
酶联免疫试剂盒（R&D Systems，美国）；免疫组化

DAB 显色试剂盒（DAKO，美国）；HRP 标记羊抗

兔鼠通用抗体（DAKO，美国）；VEGF 鼠单克隆抗

体（1∶500；Santa Cruz，美国）、VCAM⁃1（1∶200；
Abcam，美国）、ICAM⁃1（1∶3 000；Abcam，美国）。

1.3 酶联免疫吸附实验

采用双抗体夹心酶联免疫吸附法（ELISA）检

测血清中 VEGF、ICAM⁃1、VCAM⁃1 的浓度。根据

说明书，用针对 VEGF、ICAM⁃1、VCAM⁃1 的推荐

检测参数，分别将不同浓度的标准品和实验样

本加入相对应的孔中，室温摇床上震荡孵育，孵

育一定时间后，将板内液体吸去并向每孔加洗

涤工作液 400 μL，用手轻轻晃动 10 s，然后将板

内洗涤液甩出，并在吸水纸上轻拍，去除残留液

体。重复洗涤操作 4 次。向每个孔中加入酶标

检测抗体，室温摇床上震荡孵育，所加体积及孵

育时间依检测项目而定。通过洗涤液清洗彻底

后，向每孔中加入显色底物，封住反应孔，室温摇

床孵育。待一定时间后加入终止液，其颜色由蓝

色变为黄色。终止后 30 min 内于 450 nm 处测量

吸光度（OD 值）。所有样品均测定 3 次取其平

均值。
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1.4 免疫组织化学染色

组织经 10%中性福尔马林固定，石蜡包埋制作

标本切片。切片脱蜡至水，置于盛满EDTA抗原修

复缓冲液（pH 9.0）的修复盒中于微波炉内进行抗

原修复。切片放入 3%过氧化氢液室温避光孵育

25 min，PBS洗涤 3次，行血清封闭。轻轻甩掉封闭

液，在切片上滴加 PBS按一定比例配好的一抗，切

片平放于湿盒内 4 ℃孵育过夜。磷酸盐缓冲液洗

涤 3次，每次 5 min；滴加生物素化二抗，37 ℃孵育

50 min。磷酸盐缓冲液洗涤 3次，每次 5 min；滴加

DAB显色，镜下观察，适时终止；苏木素复染，自来

水冲洗 15 min；氨水返蓝，梯度酒精脱水，二甲苯透

明，加拿大树胶或中性树胶封片。所有标本均在

同一条件下染色。

免疫组织化学染色结果判读：每例随机选取

10个高倍镜视野计数，染色分值及结果记录如下：

染色分值“0”（表达缺失），分值 1（低表达，阳性细

胞数≤25%），分值 2（中度表达，25% < 阳性细胞数

≤75%），分值 3（高表达，阳性细胞数 > 75%）进行

蛋白表达水平研究［3，7］。

1.5 统计学分析

采用 SPSS 13.0软件进行数据分析，组间百分

数的比较采用多个独立样本非参数检验（K Inde⁃
pendent Samples Tests），各组间均数的比较采用 t检

验，检验水平为α＝0.05。

2 结 果

2.1 血清中VEGF、ICAM⁃1、VCAM⁃1的表达

扁平苔藓组患者与正常组血清中 VEGF、
ICAM⁃1、VCAM⁃1表达水平如表 1所示。

扁平苔藓组患者血清中 VEGF浓度与正常组

比较，差异无统计学意义（P > 0.05）；扁平苔藓组

患者血清中 ICAM⁃1、VCAM⁃1的浓度显著高于正常

组，差异有统计学意义（P < 0.05）。

2.2 口腔扁平苔藓组织中VEGF、ICAM⁃1、VCAM⁃1
的表达

扁平苔藓组 30例具有扁平苔藓临床表现的患

者均经病理切片染色证实，符合扁平苔藓的病理

学特点。正常组 15例正常组织来源于外科手术中

切除的边缘多余的非炎性正常黏膜组织。45例组

织均行VEGF、ICAM⁃1、VCAM⁃1免疫组化染色。

免疫组化结果显示：VEGF 在正常组上皮和

固有层中表达少量阳性表达或阴性表达，而在

扁平苔藓组的上皮细胞胞质和固有层淋巴细

胞浸润带中均有明显强阳性着色（c2＝33.632，
P < 0.05）（图 1）。

ICAM⁃1 在正常口腔黏膜固有层中呈阴性着

色，本试验中 15例全部表达为阴性。而在扁平苔

藓的上皮层和固有层淋巴细胞浸润带中均有阳性

着色（c2＝45.000，P < 0.05）（图 2）。

VCAM⁃1在扁平苔藓组织中表达明显高于正

常黏膜组织（c2＝37.286，P < 0.05）（图 3）。

3 讨 论

3.1 口腔扁平苔藓与血管生成

血管生成（Angiogenesis）是指机体从已有的微

血管床上芽生出新的毛细血管的过程，在多种生理

和病理过程中扮演着重要角色［8⁃9］。在肿瘤组织内，

肿瘤细胞也产生某些血管形成因子如 bFGF、VEGF
等，引发肿瘤的血管形成，并对其生物学行为产生

重要的影响［10］。针对扁平苔藓，以往研究多倾向认

为：扁平苔藓病损中伴随着的血管生成与组织内缺

氧有关，而炎症反应则提示了局部淋巴细胞的过度

增生［11］。随着研究深入，学者发现血管异常增生及

内皮细胞的功能失调，与口腔扁平苔藓慢性炎症息

息相关。已有学者采用免疫组织化学法检测到口

腔扁平苔藓病损组织的微血管密度高于正常口腔

黏膜组织，其中，糜烂型口腔扁平苔藓各项指标均

高于非糜烂型［12］。但也有研究证明口腔扁平苔藓

不同病理类型间无显著差异［13］。

3.2 VEGF、ICAM⁃1、VCAM⁃1 在血清和扁平苔藓

病损局部组织中的表达

研究结果显示：ICAM⁃1和 VCAM⁃1在口腔扁

平苔藓患者血清和组织中的表达均明显高于正常

人。虽然在血清中未检测到VEGF的表达差异，但

在局部组织中VEGF表达两组中差异显著，这可能

与本研究中样本量不足有关。一般情况下，ICAM⁃1

组别

扁平苔藓组

正常组

P值

t值

VEGF
0.145 ± 0.096
0.077 ± 0.044

0.074
1.837

ICAM⁃1
278.023 ± 60.133
229.127 ± 39.219

0.009
2.730

VCAM⁃1
728.395 ± 207.599
598.863 ± 135.687

0.035
2.167

注 VEGF：血管内皮生长因子；ICAM⁃1：细胞间黏附分子 ⁃1；
VCAM⁃1：血管细胞黏附分子⁃1。

表 1 扁平苔藓组患者和正常组血清中VEGF、ICAM⁃1、
VCAM⁃1的总量比较

Table 1 Total amount of VEGF、ICAM⁃1、VCAM⁃1 in Lichen
planus and normal group x ± s，pg/mL
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a：正常组 × 100；b：正常组 × 200；c：正常组 × 400；d：扁平苔藓组 × 100；e：扁平苔藓组 × 200；f：扁平苔藓组 × 400；VEGF：
血管内皮生长因子。

图 1 VEGF在口腔正常组织与扁平苔藓组织中的表达 免疫组化

Figure 1 The expression of VEGF on normal and oral lichen planus tissues IHC

ba c

ed f

a b c

d e f

a：正常组 × 100；b：正常组 × 200；c：正常组 × 400；d：扁平苔藓组 × 100；e：扁平苔藓组 × 200；f：扁平苔藓组 × 400；ICAM⁃1：
细胞间黏附分子⁃1。

图 2 ICAM⁃1在口腔正常组织与扁平苔藓组织中的表达 免疫组化

Figure 2 The expression of ICAM⁃1 on normal and oral lichen planus tissues IHC
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和VCAM⁃1表达于内皮细胞和淋巴细胞中。扁平

苔藓组织中两者的高表达可促使血管和淋巴细胞

的增加。因此，推测血管生成在扁平苔藓的免疫

炎症反应中起着重要的调节作用，血管反应是通

过激活扁平苔藓内皮细胞活性和炎症因子释放形

成的。

ICAM⁃1是免疫球蛋白家族成员，可以与整合

素⁃2β、淋巴细胞相关抗原⁃1（lymphocyte associated
antigen⁃1，LFA1）以及Mac1结合。血循环中几乎所

有的淋巴细胞都表达 LFA1，ICAM⁃1与 LFA1结合

反应对于淋巴细胞粘附并迁移到炎症区域具有十

分重要作用。有研究发现，口腔扁平苔藓组织中，

微血管密度的增加与 ICAM⁃1高表达密切相关，提

示 ICAM⁃1在淋巴细胞从血循环迁移到局部组织中

发挥重要作用［14］。Little等［15］研究发现，ICAM⁃1不

仅表达于内皮细胞，在扁平苔藓的角质层上皮细

胞中均检测到有表达，而在正常上皮层中不表达，

这与本研究的结果相一致。VCAM⁃1同样属于免

疫球蛋白结合家族，它与整合素⁃1β和细胞黏附分

子缓慢抗原⁃4（very late antigen⁃4，VLA4）结合，通

常存在于记忆性T细胞表面，在免疫性介导的炎症

组织中表达升高［16］。而 ICAM⁃1和VCAM⁃1可作为

新生血管形成的生理性指标。

VEGF是重要的促血管生长因子，正常人组织

中呈低水平表达，本试验中在扁平苔藓组织的上

皮和淋巴细胞中均有高表达，提示临床上局部抗

VEGF生成治疗有可能成为口腔扁平苔藓的一种

替代治疗。巨噬细胞和其它免疫系统内细胞分泌

的 VEGF 可促进血管增殖及内皮细胞迁移［17］。

VEGF在扁平苔藓病损局部的血管生成中起到了

重要作用，而血管生成对于扁平苔藓的病程加重

同样发挥着重要作用。抗血管生成疗法已对一些

慢性炎症、糖尿病性视网膜病变起到了积极治疗

作用，并逐渐成为肿瘤治疗的新策略［18⁃19］。高效且

可直接作用于口腔扁平苔藓病灶内的抗血管生成

药物有望在口腔扁平苔藓的治疗中发挥积极作

用，具有潜在应用前景。
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