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碳酸酐酶Ⅻ在口腔鳞癌中的表达及意义
余少壮　尹学敏　王德明　尹晓东

摘　要　目的　探讨碳酸酐酶Ⅻ（ｃａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅⅫ，ＣＡⅫ）在口腔鳞癌（ｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＯＳＣＣ）中的表达及

其与临床病理特征的关系。方法　采用免疫组织化学的方法检测 ＣＡⅫ在６０例 ＯＳＣＣ组织及２０例正常口腔黏膜组织中的表达，

酶联免疫法（ＥＬＩＳＡ）检测 ＣＡⅫ在 ３０例 ＯＳＣＣ患者及 １０例健康人血清中的表达，观察其与 ＯＳＣＣ的相关性。结果　６０例 ＯＳＣＣ

组织中有 ４３例 ＣＡⅫ呈阳性表达，阳性率为 ７１％，明显比正常口腔黏膜组织高（１０％）（Ｐ＜０．０５）；ＣＡⅫ的组织表达水平和 ＯＳＣＣ

的临床分期以及肿瘤直径显著相关（Ｐ＜０．０５），但是和患者的年龄、性别、淋巴结转移以及 ＯＳＣＣ的分化程度无关（Ｐ＞０．０５）。

ＯＳＣＣ患者血清中 ＣＡⅫ的表达量显著高于健康对照者（Ｚ＝４．６８５，Ｐ＝０．００），但在 ＯＳＣＣ的各项临床病理特征之间差异无统计

学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　ＣＡⅫ可能在 ＯＳＣＣ的生长、侵袭中发挥着重要作用；定量检测血清 ＣＡⅫ在 ＯＳＣＣ的诊疗中具有一定

的应用价值。
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　　口腔鳞状细胞癌是口腔颌面部恶性肿瘤中最常
见的病理类型，具有侵袭性强、进展速度快等特点，这

也是导致患者预后差的一个主要因素
［１］
。低氧和酸

性微环境是实性肿瘤特别是恶性肿瘤长期生存的基

础，其中酸性微环境在肿瘤的增殖、浸润和转移中发

挥重要作用
［２］
。碳酸酐酶Ⅻ（ｃａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅⅫ，

ＣＡⅫ）是一种在低氧环境下产生的蛋白，对肿瘤的
ｐＨ值调节起重要作用，在正常组织中无表达或少数
特殊组织中低表达，而在恶性肿瘤组织中呈广泛的高

表达
［３，４］
。ＣＡⅫ亦是一种跨膜蛋白，其中位于细胞膜

外的部分可被酶降解而进入血液。目前已有研究证

实 ＣＡⅫ在肾透明细胞癌等多种恶性肿瘤组织及肺癌
患者血清中呈高表达，并且和肿瘤的侵袭、转移有关，

而有关 ＣＡⅫ在 ＯＳＣＣ中的研究较少［５，６］
。研究证实

ＣＡⅫ可以通过碱化肿瘤胞内环境、酸化胞外环境促
进肿瘤的浸润。本研究通过检测 ＯＳＣＣ组织标本及
患者血清中 ＣＡⅫ的表达水平，进一步探讨 ＣＡⅫ和
ＯＳＣＣ临床病理特征的关系及其在 ＯＳＣＣ临床诊疗中
的应用价值。

资料与方法

１．检测对象：ＯＳＣＣ组织标本来源于 ２０１５年 ９
月 ～２０１７年５月就诊于哈尔滨医科大学附属口腔医
院口腔颌面外科初次行手术切除的口腔鳞癌患者标
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本蜡块共 ６０例，相关资料完整，术前未经其他治疗，
其中，男性３７例，女性２３例，患者年龄 ３８～８２岁，高
分化者１７例，中、低分化者 ４３例。选取正常口腔黏
膜组织２０例作为对照。ＯＳＣＣ血清收集于 ２０１６年 ８
月 ～２０１７年５月就诊于哈尔滨医科大学附属口腔医
院口腔鳞癌患者术前静脉血共计３０例，收集 １０例健
康人静脉血提取血清作为对照。所有静脉血（５ｍｌ非
抗凝采血管收集）都是在常温下以 ３０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，取出上清液分装后置于 －８０℃冰箱保存备用。
检测之前将所有样本在常温下一次解冻。

２．主要试剂：ＣＡⅫ兔抗人多克隆抗体（北京博奥
森生物技术有限公司）、ＣＡⅫ ＥＬＩＳＡ试剂盒（武汉博
士德生物工程有限公司），免疫组化试剂盒及其他材

料为哈尔滨医科大学第一临床医院病理科和中心实

验室提供。

３．检测方法及结果判定：（１）免疫组化：石蜡标
本切片，脱蜡。严格遵照 ＳＰ免疫组化试剂盒的说明
进行操作检测 ＣＡⅫ的表达，ＰＢＳ代替一抗作阴性对
照。切片观察由两位病理专家采用双盲法独立完成，

结果统一为准。结果判读，ＣＡⅫ的阳性表达呈棕黄、
褐色颗粒，且主要部位是细胞膜，少量位于胞质内。

参考以往相关研究所采用的标准，染色强度联合染色

的比率进行评分
［７］
。具体如下：将每张切片于高倍

显微镜下（×１００）随机选取 １０个独立的区域，每个
区域观察１００个肿瘤细胞，累计观察 １０个视野共计
１０００个细胞计算阳性肿瘤细胞所占比率。染色强度
分级：０级：无染色；１级：淡黄色（弱染色）；２级：棕黄
色（中等染色）；３级：棕褐色（强染色）。计分标准如
下：０：无染色；１＋：弱染色或阳性细胞比率 ＜１０％；
２＋：中等染色且阳性细胞比率 ＞１０％；３＋：强染色且
阳性细胞比率 ＞１０％。２＋，３＋判定为阳性。（２）酶
联反应：严格遵照 ＥＬＩＳＡ试剂盒操作说明书处理血
清样本。操作完成后 １５ｍｉｎ内用微孔板读数器在波
长４５０ｎｍ下测 Ａ值，根据 Ａ值查出相应浓度再乘以
稀释倍数得出样本实际浓度。

４．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ２０．０统计学软件对数
据进行统计分析，计数资料组间用 χ２检验进行比较、
计量资料先进行正态性检验，因不符合正态分布而采

用秩和检验进行组间比较，数据采用四分位法进行表

示，以 Ｐ＜０．０５为差异统计学意义。
结　　果

ＣＡⅫ在 ＯＳＣＣ组织中的阳性表达主要位于细胞
膜，少量位于细胞质，呈棕黄色颗粒（图 １、图 ２）。

ＯＳＣＣ组织中 ＣＡⅫ的阳性表达率为 ７１％（４３／６０）高
于正常口腔黏膜组织 １０％（２／２０），差异有统计学意
义（Ｐ＝０．０００，表１）。

图 １　ＣＡⅫ在口腔鳞状细胞癌组织中的表达（ＳＰ，×２００）

图 ２　ＣＡⅫ在正常的口腔黏膜组织中的表达（ＳＰ，×２００）

表 １　ＣＡⅫ在口腔鳞癌及正常口腔黏膜组织的表达［ｎ（％）］

组别 ｎ 阴性（－） 阳性（＋）

口腔鳞癌组织 ６０ １７（２９） ４３（７１）

正常口腔黏膜组织 ２０ １８（９０） ２（１０）

　　χ２＝２３．１７９，Ｐ＝０．０００

　　ＣＡⅫ的组织表达和 ＯＳＣＣ的 ＴＮＭ分期及肿瘤直
径相关（Ｐ＜０．０５），而与患者的性别、年龄、有无淋巴
结转移以及 ＯＳＣＣ分化程度无关（Ｐ＞０．０５，表 ２）。
口腔鳞癌患者血清中 ＣＡⅫ的表达水平较健康对照者
显著增高（Ｐ＝０．０００，表 ３），而其表达量和 ＯＳＣＣ的
各临床病理特征无关（Ｐ＞０．０５，表４）。

讨　　论

口腔鳞癌和大多数恶性肿瘤一样，随着肿瘤的不

断生长，在肿瘤的内部势必形成低氧和酸性的微环

境，而肿瘤细胞通过调整相关因子的表达维持自身活

性，促 进 肿瘤 的生 长、侵袭 以 及 对 放 化 疗 的 抵

抗
［８～１０］

。ＣＡⅫ是低氧酸性条件下维持肿瘤细胞活性
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表 ２　ＣＡⅫ在口腔鳞癌组织中的表达与临床病理特征的关系

项目 ｎ 阴性（－） 阳性（＋） χ２ Ｐ
性别

　男性 ３５ ９ ２６ ０．２４８ ０．５９４
　女性 ２５ ８ １７
年龄（岁）

　 ＜６０ ２７ ７ ２０ ０．１４０ ０．７０８
　≥６０ ３３ １０ ２３
肿瘤直径（ｃｍ）
　≤４ ２２ １２ １０ １１．７５４ ０．００１
　 ＞４ ３８ ５ ３３
临床分期

　Ⅰ ＋Ⅱ ２１ １１ １２ ６．９７９ ０．００８
　Ⅲ ＋Ⅳ ３９ ６ ３１
淋巴结转移

　无 ３８ １３ ２５ １．７６３ ０．１８４
　有 ２２ ４ １８
分化程度

　高分化 １７ ２ １５ ２．１６９ ０．１４１
　中、低分化 ４３ １５ ２８

表 ３　口腔鳞癌患者及健康对照者血清中 ＣＡⅫ的表达

组别 ｎ 血清 ＣＡⅫ水平（ｐｇ／Ｌ）［Ｑ２（Ｑ１，Ｑ３）］

口腔鳞癌患者 ３０ ３０３．５９（２５７．３７，３４５．８１）
健康对照者 １０ ９１．５１（８４．７６，９４．４３）

　　Ｚ＝－４．６８５，Ｐ＝０．０００

表 ４　口腔鳞癌患者血清中的 ＣＡⅫ表达与

临床病理特征的关系 　

项目 ｎ
血清 ＣＡⅫ水平（ｐｇ／Ｌ）

［Ｑ２（Ｑ１，Ｑ３）］
Ｚ Ｐ

性别

　男性 ２０ ３０３．５９（２５７．９９，３４４．７９） －０．４４０ ０．９６５
　女性 １０ ３０４．６７５（２５５．０２，３５１．３６）
年龄（岁）

　 ＜６０ １６ ２９３．５６（２５３．８５，３４１．２４） －０．５８２ ０．５６１
　≥６０ １４ ３１０．９３（２６０．４５，３５３．０９）
肿瘤直径（ｃｍ）
　≤４ １１ ２９８．５２（２５６．２０，３４６．５７） －０．０６５ ０．９４９
　 ＞４ １９ ３０８．６６（２５７．７６，３４５．５５）
临床分期

　Ⅰ ＋Ⅱ ９ ３０８．６６（２４０．１５，３６２．５６５） －０．１１３ ０．９１
　Ⅲ ＋Ⅳ ２１ ２９６．１５（２６０．５６，３４２．５１）
淋巴结转移

　无 １７ ２６８．５２（２４７．９０，３５０．５８） －１．３１８ ０．１８７
　有 １３ ３１６．２５（２９２．３８，３４３．０２）
分化程度

　高分化 ６ ３４８．５８（２５５．８９，３８９．９０） －１．２９６ ０．１９５
　中、低分化 ２４ ２９７．３４（２５６．５９，３３７．５３）

促进肿瘤生长的一种跨膜蛋白，其主要机制是在低氧

酸性环境下维持肿瘤细胞内碱性环境进一步酸化胞

外环境，而且位于细胞外的部分可被酶类降解进入血

液
［３，１１，１２］

。

　　体外研究表明 ＣＡⅫ的表达可促进肿瘤细胞的增
殖和侵袭，目前已在肾癌、直肠癌、肺癌、乳腺癌等多

种恶性肿瘤中得到证实，而抑制 ＣＡⅫ的表达可延缓
肿瘤的生长

［５，１３，１４］
。本研究同样发现 ＣＡⅫ在 ＯＳＣＣ

组织中的表达显著高于正常口腔黏膜组织，且与 ＯＳ
ＣＣ的临床分期及肿瘤直径呈正相关（Ｐ＜０．０５）。由
此可以推测 ＣＡⅫ对 ＯＳＣＣ的生长和侵袭起重要作
用。其可能的机制，首先 ＯＳＣＣ细胞在低氧酸性环境
下诱导 ＣＡⅫ的表达后适应了酸性环境，而适应酸性
环境的肿瘤细胞可发生上皮细胞 －间充质转化（ｅｐｉ
ｔｈｅｌｉａｌ－ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ），提高了自身迁
移能力

［１５］
；其次 ＣＡⅫ在碱化肿瘤细胞内环境的同时

进一步酸化了胞外环境，而酸性环境通过钙离子通道

诱导了基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，
ＭＭＰｓ）的表达上调，ＭＭＰｓ直接降解细胞外基质，破
坏肿瘤细胞侵袭的屏障，进而促进肿瘤向周围正常组

织内侵袭
［１６］
；同时因酸凋亡的正常细胞也能为肿瘤

的生长提供空间。此外，低氧和酸化还能介导肿瘤细

胞对化疗的抵抗
［１７，１８］

。以往的研究表明对化疗药物

产生耐药的肿瘤细胞在沉默 ＣＡⅫ的表达后可增强其
对化疗药物的敏感度，因此 ＣＡⅫ可能作为肿瘤治疗
的靶点

［１９，２０］
。基于碳酸酐酶 ＣＡⅫ在肿瘤进展中的作

用以及 ＯＳＣＣ对化疗的低敏感性，ＣＡⅫ可能促进了
ＯＳＣＣ细胞对化疗药的抵抗。由此可以推测在 ＯＳＣＣ
的生长过程中如果抑制 ＣＡⅫ的表达，既能减缓肿瘤细
胞的生长又能增强其对化疗药物的敏感度，有效地减

少肿瘤的扩散。这将有利于肿瘤的综合治疗，从而达

到提高肿瘤治愈率、减少患者痛苦、改善预后的效果。

Ｋｏｂａｙａｓｈｉ等［６］
报道肺癌患者血清中 ＣＡⅫ的浓

度显著高于健康对照组，中、高分化组较低分化组更

为显著。本研究发现 ＣＡⅫ在 ＯＳＣＣ患者血清中的表
达水平明显高于健康对照者（Ｐ＜０．０５），这和以往的
研究结论相吻合。但和 Ｋｏｂａｙａｓｈｉ等［６］

的研究结果

有所不同的是 ＣＡⅫ的血清表达量在 ＯＳＣＣ的不同分
化程度及各临床特征之间比较差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）。因此 ＣＡⅫ可能作为一种血清检测标志
物用于口腔鳞癌的辅助诊断或对口腔鳞癌患者治疗

前后进行监测，以便于进行疗效评估，但在 ＯＳＣＣ分
化程度的判断中不能提供参考。

综上所述，检测 ＣＡⅫ的表达可能为口腔鳞癌的
诊断及恶性程度的判断提供参考，同时血清中 ＣＡⅫ
的定量检测可能为口腔鳞癌的诊疗及效果评估提供

参考。参与肿瘤 ｐＨ值调节的因子众多，而 ＣＡⅫ与
其他因子在口腔鳞癌发生、发展中的具体机制及相互

作用有待于进一步研究。 （下转第 １０６页）
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ｏｆｐＨｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｉｎｔｕｍｏｒｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ：ｐｏｔｅｎｔｉａｌｔａｒｇｅｔｓｆｏｒ

ｃａｎｃｅｒｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．Ｂｉｏｉｍｐａｃｔｓ，２０１７，７（２）：１１５－１３３

１２　ＰａｙｅｎＶＬ，ＰｏｒｐｏｒａｔｏＰＥ，ＢａｓｅｌｅｔＢ，ｅｔａ１．Ｍｅｔａｂｏｌｉｃｃｈａｎｇｅｓａｓｓｏｃｉａｔ

ｅｄｗｉｔｈｔｕｍｏｒｍｅｔａｓｔａｓｉｓ，ｐａｒｔ１：ｔｕｍｏｒｐＨ，ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓａｎｄｔｈｅｐｅｎｔｏｓｅ

ｐｈｏｓｐｈａｔｅｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＣｅｌｌＭｏｌＬｉｆｅＳｃｉ，２０１６，７３（７）：１３３３－１３４８

１３　ＫｉｖｅｌａＡ，ＰａｒｋｋｉｌａＳ，ＳａａｍｉｏＪ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｎｏｖｅｌｔｒａｎｓｍｅｍ

ｂｒａｎｅｃａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅｉｓｏｚｙｍｅⅫ ｉｎｎｏｒｍａｌｈｕｍａｎｇｕｔａｎｄｃｏｌｏｒｅｃ

ｔａｌｔｕｍｏｒｓ［Ｊ］．ＡｍＪＰａｔｈｏｌ，２０００，１５６（２）：５７７－５８４

１４　ＧｏｎｄｉＧ，ＭｙｓｌｉｗｉｅｔｚＪ，ＨｕｌｉｋｏｖａＡ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｉｔｕｍｏｒｅｆｆｉｃａｃｙｏｆａｍｏｎｏ

ｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙｔｈａｔｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｃａｎｃｅｒ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｃａｒｂｏｎｉｃ

ａｎｈｙｄｒａｓｅⅫ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１３，７３（２１）：６４９４－６５０３

１５　ＺｈａｏＭＮ，ＬｉｕＱ，ＧｏｎｇＹＣ，ｅｔａｌ．ＧＳＨ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｄｅｆｅｎｓｅ

ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏｔｈｅａｃｃｌｉｍａｔｉｏｎｏｆｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｔｏａｃｉｄｉｃｍｉｃｒｏｅｎ

ｖｉｒｏｎｍｅｎｔ［Ｊ］．ＣｅｌｌＣｙｃｌｅ，２０１６，１５（８）：１１２５－１１３３

１６　ＭａｅｄａＴ，ＹｕｚａｗａＳ，ＳｕｚｕｋｉＡ，ｅｔａｌ．ＲｈｏＡｍｅｄｉａｔｅｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆａｃｉｄｉｃｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐＨ－ｉｎｄｕｃｅｄｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－９ｍＲ

ＮＡｔｈｒｏｕｇｈｐｈｏｓｐｈｏｌ－ｉｐａｓｅＤ１ｉｎｍｏｕｓｅｍｅｔａ－ｓｔａｔｉｃＢ１６－ＢＬ６

ｍｅｌａｎｏｍａｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＯｎｃｏｌ，２０１６，４８（３）：１２５１－１２５７

１７　ＭｃＤｏｎａｌｄＰＣ，ＣｈａｆｅＳＣ．Ｏｖｅｒｃｏｍｉｎｇｈｙｐｏｘｉａ－ｍｅｄｉａｔｅｄｔｕｍｏｒｐｒｏ

ｇｒｅｓｓｉｏｎ：ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌａｐｐｒｏａｃｈｅｓｔａｒｇｅｔｉｎｇｐＨｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ，ａｎｇｉｏｇｅｎｅ

ｓｉｓａｎｄｉｍｍｕｎｅｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＣｅｌｌＤｅｖＢｉｏｌ，２０１６，４（３７０）：２７

１８　ＢａｒａｒＪ，ＯｍｉｄｉＹ．ＤｙｓｒｅｇｕｌａｔｅｄｐＨｉｎｔｕｍｏｒｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｃｈｅｃｋ

ｍａｔｅｓｃａｎｃｅｒｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．Ｂｉｏｉｍｐａｃｔｓ，２０１３，３（４）：１４９－１６２

１９　ＫｏｐｅｃｋａＪ，ＲａｎｋｉｎＧＭ，ＳａｌａｒｏｇｌｉｏＩＣ，ｅｔａｌ．Ｐ－ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ－ｍｅｄｉａ

ｔｅｄｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｓｒｅｖｅｒ－ｓｅｄｂｙｃａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅⅫ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

［Ｊ］．Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ，２０１６，７（５２）：８５８６１－８５８７５

２０　ＫｏｐｅｃｋａＪ，ＣａｍｐｉａＩ，ＪａｃｏｂｓＡ，ｅｔａｌ．ＣａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅⅫ ｉｓａｎｅｗ

ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｔａｒｇｅｔｔｏｏｖｅｒ－ｃｏｍｅｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．

Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ，２０１５，６（９）：６７７６－６７９３

（收稿日期：２０１８－０１－１７）

（修回日期：２０１８－０１－２８）

·６０１·

　·论　　著· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ｎｏｖ２０１８，Ｖｏｌ．４７Ｎｏ．１１　　


