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摘　要：目的   探讨肿瘤转移相关因子1(MTA1)和血管内皮因子(VEGF)在口腔鳞状细胞癌(OSCC)组织中的表达及

其与OSCC侵袭、转移的关系。方法   采用实时定量聚合酶链式反应、免疫组织化学法检测MTA1、VEGF在OSCC癌

灶、癌周边缘及癌周正常组织中的表达情况。结果   MTA1、VEGF在癌周正常组织和OSCC癌灶组织中的阳性表达

率，以及MTA1 mRNA和VEGF mRNA在OSCC癌灶、癌周边缘及癌周正常组织中的相对表达量比较差异均有统计学意

义(P<0.05或0.01)，高、中、低分化OSCC的MTA1 mRNA相对表达量差异也有统计学意义(P<0.01)，伴有颈淋巴结转移

的MTA1的阳性表达率高于无颈淋巴结转移者(P<0.05)。MTA1和VEGF以及MTA1 mRNA和VEGF mRNA在OSCC组织

中表达均呈正相关(r=0.588、0.826，P<0.05或0.01)。结论   MTA1在OSCC中的表达与其病理学分级及颈淋巴结转移有

关，MTA1和VEGF可能在OSCC侵袭转移中起协同作用。

基金项目：湛江市科技计划项目( No.2013A01013)

收稿日期：2019-11-12；修订日期：2020-03-10

作者简介：陈旭斌(1987－)，男，硕士，主治医师

通信作者：陈　坤，主任医师，zjchenkun@126.com

Key words: oral squamous cell carcinoma; MTA1; VEGF; RT- PCR; IHC

Abstract: Objective  To investigate the expression of metastasis-associate gene 1 (MTA1) and vascular endothelial 

factor (VEGF) in oral squamous cell carcinoma (OSCC) and its correlation with OSCC invasion and metastasis. Methods  

Real-time quantitative polymerase chain reaction (RT-PCR) and immunohistochemistry (IHC) method were used to detect the 

expression of MTA1 and VEGF in OSCC tissues, adjacent tumor tissues and adjacent normal tissues of the patients with 

OSCC.  Results  There were statistical differences in the positive expression rates of MTA1 and VEGF in the adjacent normal 

tissues and in the OSCC tissues as well as relative expression of MTA1 mRNA and VEGF mRNA in OSCC tissues, adjacent 

tumor tissues and adjacent normal tissues (P<0.05 or 0.01). There was also statistical difference in the relative expression of 

MTA1 mRNA in the high, medium and low differentiated groups (P<0.01). The positive expression rate of MTA1 with 

cervical lymph node metastasis was significantly higher than that without cervical lymph node metastasis (P<0.05). The 

expression of MTA1 and VEGF as well as MTA1 mRNA and VEGF mRNA in OSCC tissues were positively correlated 

(r=0.588, 0.826，P<0.05 or 0.01). Conclusions  The expression of MTA1 in OSCC is related to the pathological grading of 

OSCC and the metastasis of cervical lymph node. MTA1 and VEGF may play a synergistic role in the invasion and metastasis 

of OSCC.

口腔鳞状细胞癌(OSCC)是头颈部常见的恶性肿 瘤，虽然近50年间其手术、放化疗及生物治疗等方

面取得了长足的进步，但OSCC患者5年生存率仍低
[1]于50% ，其预后差和病死率较高的主要原因是肿

瘤的侵袭及转移。肿瘤的侵袭转移是一个多因素、

多步骤、多基因参与的复杂过程，其中细胞外基质

的降解、细胞的粘附、肿瘤血管的生成及生长因
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子、趋化因子的诱导等发挥着重要的作用。近年来

研究发现肿瘤转移相关因子1 (MTA1) 是与肿瘤侵袭

转移密切相关的基因，并与各种实体肿瘤血管生成

有关；血管内皮因子(VEGF)是促进新生血管生成的

基因，可为肿瘤的生长、增殖、浸润及转移提供基
[2]础 ，然而有关MTA1与VEGF在OSCC组织中的表达

及相关性鲜见文献报道。本实验采用实时定量聚合

酶 链 式 反 应 (RT-PCR)及 免 疫 组 织 化 法 (IHC)检 测

MTA1和VEGF在OSCC组织中的表达，了解MTA1和

VEGF与OSCC侵袭、组织病理学分级及颈淋巴结转

移的关系。

1　材料和方法

收集2011年9月－2013年9月在广东医科大学附

属医院口腔科住院的40例OSCC患者，男23例，女

17例；舌癌20例，颊癌8例，牙龈癌9例，口底癌3

例；年龄27~69岁，平均43.6岁。所有患者术前均未

行放化疗，经组织病理学确诊，行OSCC灶扩大切除

+颈淋巴清扫术。术后切取标本，分为2组：一组行

石蜡切片，用于 HE常规染色和IHC检测；另一组即

刻液氮冷冻，－80 ℃贮存，用于RT-PCR检测。

1.2　主要试剂及仪器

1.3　方法 

1.3.1　免疫组织化学染色　组织的石蜡包埋及切

片，蜡块行4 μm厚切片，按GTVisionTMⅢ抗鼠/兔

通用免疫组织化学检测试剂盒操作法：烤片，石蜡

切片脱蜡和水化，微波修复抗原，滴加一抗(用3% 

BSA-PBS封闭液1∶50稀释一抗)，室温复温45 min，

PBS冲洗3次，吸干，滴加适量生物素标记二抗工作

液，吸干，加入稀释好的辣根过氧化物酶(HRP)标二

抗，室温下湿盒孵育30 min；使用DAB显色试剂盒，

加试剂盒中A、B、C试剂各1滴(约50 μL)，混匀后加

至切片，避光保存，室温显色，中性树胶封片，显

微镜观察拍照。实验中设阳性对照和阴性对照。

鼠抗人MTA1单克隆抗体、兔抗人VEGF单克隆

抗体、GTVisionTMⅢ抗鼠/兔通用免疫组织化学检

测试剂盒(含DAB相关试剂)购自基因科技(上海)有限

公司；RT试剂盒购自赛默飞世尔科技(中国)有限公

司 ； PCR试 剂 盒 购 自 天 根 生 化 科 技 有 限 公 司 ；

Trizol、DEPC购自美国Sigma公司。

1.3.2　实时定量PCR检测　每个标本分3组，分别采

用两步染料嵌合荧光RT-PCR法检测MTA1、VEGF和

GAPDH mRNA水平，Master Cycler Gradient PCR仪

和LightCycler480ⅡDNA扩增仪进行分析：Trizol溶

液提取标本组织总RNA，逆转录为cDNA，再进行

实时荧光定量PCR检测。引物由生工生物工程(上

海)股份有限公司设计、合成，见表1。实时定量

PCR反应，获取各组标本的标准曲线，计算机分析

Ct值。△CT=目的基因CT－内参CT；△△CT = (目

的基因△CT －正常组织△CT的均值)；相对表达量
-△△CT=2 。

1.4　统计学处理 

2　结果

2.1　IHC结果判定

MTA1阳性表达位于细胞核，呈棕黄色颗粒物

状(图1)；VEGF阳性表达位于细胞浆，呈棕黄色颗

粒物状(图2)。图3为阴性对照。

2.2　MTA1和VEGF在OSCC组织中的表达

MTA1在癌灶周围正常组织和OSCC组织中的阳

性率表达分别为20.0%和62.5%，差异有统计学意义

(P<0.05)； VEGF在癌灶周围正常组织和OSCC组织

1.1　材料 

2采用SPSS20.0软件进行数据分析，以χ 检验分

析MTA1在OSCC组织与正常组织中表达的差异，

Spearman分析OSCC组织中MTA1与VEGF表达的相

关性，单因素方差分析MTA1 mRNA在OSCC组织、

癌周组织和癌周正常组织中的相对表达量及其与临

床病理学的关系，双因素方差分析MTA1 mRNA与

VEGF mRNA相对表达的相关性。

名称

MTA1

VEGF

GAPDH

F:TAA CAA GCC AAA TCC GAA CC    

R:TAG GGG GAC CCC AAG AAT AC

F: CCC ACT GAG GAG TCC AAC AT  

R: TTT CTT GCG CTT TCG TTT TT

F: CGA CCA CTT TGT ATG TTG GA  

    R: AGG GGA GAT TCA GTG TGG TA

序列(5' →3') 产物长度/bp

20

20

20

GenBank号

NM_004689

AY_047581

AF_261085

表1　MTA1、VEGF和GAPDH引物序列
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中的阳性率表达分别为17.5%和57.5%，差异有统计

学意义(P<0.05)。MTA1在低、中及高分化组的OSCC 

组织中表达的阳性率差异有统计学意义(P<0.05)；伴

有与不伴有颈淋巴结转移组的OSCC组织中MTA1阳

性率表达差异有统计学意义(P<0.05)。详见表2。

MTA1和VEGF在OSCC组织中的表达呈正相关

(r=0.588，P<0.05)，见表3。

2.3　MTA1和VEGF在OSCC组织中表达的相关性

2.4　qRT-PCR结果判定

MTA1和VEGF的PCR产物扩增曲线可见所有样

品均进入扩增平台期，证明反应条件设定准确(图

4、5)； MTA1和VEGF的PCR产物溶解曲线可见溶

解峰值大致相同，说明产物单一，无非特异性产物

和引物二聚体等产生干扰，证明所扩增的产物特异

性较好(图6、7)。 

　

2.5　MTA1 mRNA和VEGF mRNA的相对表达量

2.6　MTA1 mRNA和VEGF mRNA在OSCC组织中表

MTA1 mRNA和 VEGF mRNA在 OSCC癌 灶 组

织、癌周边缘组织及癌周正常组织中的相对表达量

比较差异有统计学意义(P<0.01)，见表4。   

图1　OSCC组织MTA1 IHC (×200)   

图2　OSCC组织VEGF IHC(×200)       

图3　阴性对照(×200)

临床病理参数

病理分级

低分化

中分化

高分化

淋巴结转移

有

P值

<0.05

<0.05

无

n

8

14

18

12

28

阴性

1

3

11

1

14

阳性

7

11

7

11

14

阳性率/%

87.5

78.5

63.6

83.3

53.5

　表2　MTA1在OSCC组织中的表达与其临床病理因素

         的关系

MTA1

阳性

阴性

阳性

20

3

阴性

5

12

表3　MTA1和VEGF表达的相关性分析

VEGF

图4　扩增曲线(MTA1)

图5　扩增曲线(VEGF)

图6　融解曲线(MTA1)

图7　融解曲线(VEGF)

28 广 东 医 科 大 学 学 报 2021 年 第 39 卷



3.2　VEGF在OSCC组织中表达与MTA1表达的相关

性

[12]研究发现 ，肿瘤在发生发展过程中创造了独

立的低氧高酸性微环境，这种条件更适合肿瘤细胞

的侵袭转移，并且认为肿瘤微环境中必定有一些成

口腔鳞状细胞癌是口腔最常见的恶性肿瘤，占
[3]口腔颌面部恶性肿瘤90%以上 ，其生物学特性主要

表现为局部浸润性生长及早期发生颈部淋巴结转

移，而颈淋巴结转移是导致OSCC患者死亡的重要原

因之一。对OSCC发生早期的颈淋巴结转移，目前的

检 测 方 法 难 以 作 出 正 确 的 临 床 诊 断 。 因 此 ， 对

OSCC侵袭转移机制及相关基因的研究，有助于为

OSCC的早期诊断、治疗及预防提供理论依据。

中的表达与其颈淋巴结转移有关，MTA1的高表达

可能在OSCC颈淋巴结转移中起重要作用。本研究结

果与上述文献报道结果一致。因此，我们认为MTA1 

在OSCC组织中的高表达与OSCC的侵袭及颈淋巴结

转移密切相关，且与OSCC的发生、发展有关。

MTA1 mRNA和VEGF mRNA在OSCC组织中的

表达呈正相关(r=0.826，P<0.01)。

[10]Du等 研究显示直肠癌中MTA1高表达与肿瘤

直径大小有关，且MTA1的表达水平与肿瘤微血管

密度有关，同时还证实MTA1、VEGF-C的高表达与

淋巴结转移及临床dukes标准分期有关；高表达的

MTA1可使VEGF mRNA和VEGF蛋白的表达上调，

而用小干扰RNA(siRNA)敲低MTA1表达后，VEGF 

mRNA及其蛋白的表达水平均降低。采用酶联免疫

吸附测定法(ELISA)检测发现，相较空质粒转染的直

肠癌细胞，MTA1高表达的直肠癌细胞培养液中存

在更高含量的VEGF，相反，控制组MTA1沉默的直
[11]肠癌细胞所分泌的VEGF大量减少。Yang等 研究

显示，在子宫内膜癌中MTA1和VEGF表达均高于正

常子宫内膜组织，且两者的表达与子宫内膜癌临床

分级、病理分期、淋巴结转移和肌层侵润有关，二

者 表 达 呈 正 相 关 。 本 研 究 采 用 Spearman分 析

MTA1、VEGF在OSCC组织中表达的相关性，结果

显示MTA1和VEGF在OSCC组织中的阳性率分别为

62.5%、57.5%，MTA1与VEGF的表达呈正相关；同

时 ， 采 用 双 因 素 方 差 分 析 MTA1 mRNA和 VEGF 

mRNA在OSCC组织中的相对表达量，结果呈正相

关，提示MTA1和VEGF在OSCC的侵袭转移中可能

起协同作用。

3.1　MTA1在OSCC组织中的表达与其临床病理因素

的关系

3　讨论

达的关系

VEGF在肿瘤的实质、间质和上皮细胞中广泛表

达，且通过自分泌或者旁分泌方式在肿瘤生长、血
[9]管生成及侵袭转移中起重要作用。Naruse等 研究显

示p-mTOR+/HIF-1α+/VEGF-A+表达与OSCC的肿瘤

分级、颈部淋巴结转移及侵润分级有关，结果证明

mTOR/HIF-1α/VEGF通路影响OSCC的发生、发展。

本 研 究 采 用 RT-PCR和 IHC法 检 测 VEGF mRNA与

VEGF蛋白在OSCC癌灶组织、癌周边缘组织及癌周

正常组织中的表达情况，结果发现VEGF在OSCC组

织中的表达高于癌灶周围正常组织，提示VEGF在

OSCC中的高表达可能与OSCC的发生及侵袭有关。

3.3　MTA1与VEGF在OSCC肿瘤微环境中的作用

MTA是最近发现的一个基因家族，包括MTA1、

MTA2和MTA3。研究表明MTA1在人体多种肿瘤中
[4]存在异常高表达，并与肿瘤的侵袭转移有关 。

[5]Kawasaki等 发 现 MTA1在 OSCC组 织 中 高 表 达 与
[6]OSCC侵袭转移有关。刘建平等 研究证实食管鳞癌

中MTA1与VEGF-c的表达呈正相关，其可能共同促
[7] 进食管鳞癌淋巴管的形成及淋巴结转移。翟荣等

发现MTA1在OSCC癌灶组织较癌周正常组织高表

达，MTA1与OSCC病理分级、有无颈淋巴结转移有
[8]关。王永霞等 通过免疫组化及原位杂交法研究显

示MTA1蛋白和MTA1 mRNA在OSCC中明显高于口

腔黏膜白斑及口腔黏膜。综上所述，国内外研究均

证实MTA1在肿瘤中的表达与人体多种实体肿瘤的

侵袭转移及血管生成有关，并在OSCC中呈高表达。

本实验采用RT-PCR和IHC法检测MTA1在OSCC癌灶

组织、癌周边缘组织及癌周正常组织中的表达，结

果显示MTA1在OSCC组织中呈高表达，且在低、中

分 化 组 中MTA1的 表 达 明 显 高 于 高 分 化 组 ， 提 示

MTA1在OSCC中的高表达可能与其发生及恶性程度

有关；伴有颈淋巴结转移组织中的MTA1表达明显

高于无颈淋巴结转移组织，提示MTA1在OSCC组织

标本

癌灶组织

癌周组织

正常组织

MTA1 mRNA           

5.53±2.56

2.98±1.49

0.71±0.28

VEGF mRNA

2.01±0.99

1.58±0.59

0.67±0.32

表4　OSCC各组织中MTA1 mRNA相对表达量 

(x±s，n=40)

两两比较均P<0.01
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分与适应肿瘤细胞变化有关。肿瘤微环境主要包括

肿瘤细胞、基质细胞、免疫细胞、血管和淋巴管

等。这些细胞可分泌多种细胞因子和趋化因子，促

进肿瘤侵袭转移。特定的肿瘤微环境可以通过影响

肿瘤细胞的增殖、调节转移相关基因的表达水平、

诱导血管生成以及促进细胞外基质的降解，从而促
[11]进侵袭转移的发生 。肿瘤新生血管的形成不仅是

肿瘤微环境的基础，也是肿瘤发生发展的基础，肿

瘤必须不断地产生新生血管，才能维持其继续生

长。肿瘤血管与正常血管有以下不同：结构不同、

形状呈弯曲状或囊状、较老化及排布杂乱无章。血

管的异常导致血液在不同的时间、空间下对肿瘤进

行异常的灌注。异常灌注可导致肿瘤细胞缺氧及细

胞外pH值降低，而缺氧又可导致肿瘤的侵袭转移、

遗传的不稳定性、血管形成、免疫抑制、炎症反应

及上皮间质转化(EMT)等。缺氧可以上调VEGF 的表

达，VEGF又可以促进异常结果的肿瘤微血管形成，

因此形成恶性循环。本研究证实VEGF在OSCC 组织

中 的 表 达 明 显 高 于 癌 灶 周 围 正 常 组 织 ， 这 与
[13]Aggarwal等 研 究 结 果 一 致 ， 说 明 VEGF可 能 与

OSCC微环境中异常血管的生成及OSCC的侵袭转移

有关。有研究显示MTA1在促进乳腺癌侵袭转移比

VEGF更有潜力，MTA1可在肿瘤与非肿瘤环境中诱
[14] [15]导产生血管 。Sun等 用蛋白印迹分析法检测胰

腺癌中缺氧诱导因子(HIF-α)和VEGF在体外和体内

的表达情况，我们发现MTA1过表达可增强胰腺癌

细胞侵袭与转移能力，同时可升高HIF-α和VEGF蛋

白 在 体 外 和 体 内 表 达 水 平 ， 而MTA1被 抑 制 则 相

反。    

[3] 张志愿. 口腔颌面部肿瘤. 口腔颌面外科学[M]. 北京: 人民

卫生出版社, 2019: 280-340.

[7] 翟荣. LCP1、MTA1和CK19在口腔鳞状细胞癌中的表达

及临床意义[D]. 唐山: 华北理工大学, 2019.

[9] NARUSE T, KAWASAKI G, YANAMOTO S, et al. 

Immunohistochemical study of VEGF expression in oral 

squamous cell carcinomas: correlation with the mTOR- HIF-

1alpha pathway[J]. Anticancer Res, 2011, 31(12): 4429-

4437.

[10] DU B, YANG Z Y, ZHONG X Y, et al. Metastasis-associat-

ed protein 1 induces VEGF-C and facilitates lymphangio-

genesis in colorectal cancer[J]. World J Gastroenterol, 2011, 

17(9): 1219-1226.

[15] SUN X C, ZHANG Y, LI B S, et al. MTA1 promotes the 

invasion and migration of pancreatic cancer cells potentially 

through the HIF-α/VEGF pathway[J]. J Recept Signal 

Transduct Res, 2018, 38(4): 352-358.

综合上述，MTA1是一个潜在的促血管生成的分

子，MTA1与VEGF的相互作用调节肿瘤血管的形成

及侵袭转移。本研究采用IHC及RT-PCR检测结果显

示，MTA1和VEGF在OSCC组织中表达呈正相关，

这 与 上 述 研 究 结 果 一 致 ， 提 示 MTA1和 VEGF在

OSCC肿 瘤 微 环 境 中 起 重 要 的 作 用 ， 二 者 可 能 在

OSCC的侵袭转移中起协同作用。
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