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Objective: To investigate the expression and clinical significance of uPARAP/Endo180 (uPAR- associated protein),

urokinase plasminogen activator receptor(uPAR) and vascular endothelial growth factor(VEGF) in nasopharyngeal carcino-

ma(NPC). Methods: Streptavidin- horseradish peroxidase immunohistochemistry (SP- IHC) method was used to detect the

expression of uPARAP, uPAR and VEGF in 58 samples of NPC and 30 samples of chronic nasopharynxitis. Results: The

positive expression of uPARAP in NPC was mainly confined to mesenchymal cells, including fibroblasts and macrophages.

The uPARAP immunoreactivity was found as granulated diffuse cytoplasmic staining, as well as in a pattern suggesting lo-

calization on the cell surface. uPAR in NPC tissues was evenly distributed in the cytoplasm of both cancer cells and mes-

enchymal cells. The expression of VEGF in NPC was mainly seen in the cytoplasm of tumor cells. In the NPC tissues, the

expression rate of uPARAP, uPAR and VEGF was 75.9%, 81.0%, and 77.6%, respectively (P<0.05). A significant differ-

ence was found in the expression of uPARAP, uPAR and VEGF between NPC tissues and chronic nasopharynxitis tissues.

The expression of uPARAP was positively correlated with the expression of uPAR and VEGF in NPC. The positive expres-

sion rate of uPARAP was 42.9% in keratinizing NPC, 66.7% in non- keratinizing NPC, and 86.1% in undifferentiated car-

cinoma. The expression of uPARAP was associated with the differentiation of NPC. The expression of uPARAP was signif-

icantly different among different pathological types of NPC(P<0.05). The expression of uPARAP in nasopharyngeal carci-

noma was significantly correlated with pathological classification, tumor grade, cervical lymph node metastases and clinical
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摘要 目的: 探讨尿激酶型纤维蛋白溶酶原激活剂相关蛋白( uPAR- associated protein, uPARAP /Endo180) 、uP-

AR 和 VEGF 在鼻咽癌组织中的表达及临床意义。方法 : 采用免疫组化 SP 法检测 58 例鼻咽癌组织和 30 例慢性鼻咽

炎组织中 uPARAP、uPAR 和 VEGF 蛋白的表达 , 分析其与鼻咽癌临床病理特征的关系。结果 : 鼻咽癌组织中 uPARAP

的阳性表达见于肿瘤间质的成纤维细胞和巨噬细胞 , 定位于胞膜和胞质 , 呈棕黄色颗粒状分布 ; uPAR 阳性染色定位

于肿瘤细胞与间质细胞胞浆内 ; VEGF 阳性染色定位于肿瘤细胞胞浆内。鼻咽癌组织中 uPARAP、uPAR 和 VEGF 的

阳性表达率分别为 75.9%、81.0%和 77.6%; 与慢性鼻咽炎比较 , uPARAP、uPAR 和 VEGF 在鼻咽癌组织中的阳性表

达率有显著性差异 ( P<0.05) ; 鼻咽癌组织中 uPARAP 表达与 uPAR、VEGF 的表达水平呈 明 显 正 相 关 ( P<0.05) ; uP-

ARAP 在角化型鳞癌、非角化型癌和未分化癌的阳性表达率分别为 42.9%、66.7%和 86.1%。随着肿瘤组织类型分化

程度的下降 , uPARAP 表达水平有上升趋势( P<0.05) 。不同组织学类型之间进行两两比较发现 , uPARAP 的表达也有

显著性差异( P<0.05) 。uPARAP 蛋白的表达与鼻咽癌组织病理分级、颈部淋巴结转移、临床分期密切相关( P<0.05) ,

而与患者的年龄、性别等因素无关。结论 : uPARAP、uPAR 和 VEGF 在鼻咽癌组织中协同表达对促进鼻咽癌的扩散转

移可能起重要作用 , 联合检测这些指标有望成为判断鼻咽癌恶性程度和估计患者预后的重要生物学标志。

关键词 尿激酶型纤维蛋白溶酶原激活剂相关蛋白 鼻咽癌 免疫组化
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staging, but not with age or gender. Conclusion: Co- expression of uPARAP, uPAR and VEGF may be important for

metastasis of NPC. Combined detection of these proteins may serve as a useful biomarker for evaluating the potential of

metastasis and prognosis of NPC.

Keywords uPARAP/Endo180; Nasopharyngeal carcinoma; Immunohistochemistry

细 胞 外 基 质 ( extracellular matrix, ECM) 降 解 是

肿瘤细胞浸润和转移过程中的重要步骤, 其降解过

程需要一系列蛋白酶的参与, 其中尿激酶型纤溶酶

原激活物( urokinase- type plasminogen activator, uP-

A) 及其受体 ( urokinase plasminogen activator recep-

tor, uPAR) 起了重要作用。尿激酶型纤维蛋白溶酶原

激 活 剂 相 关 蛋 白 ( uPAR - associated protein, uP-

ARAP /Endo180) 是新近发现的具有丝氨酸蛋白酶

活性的巨噬细胞甘露糖受体, 它通过与 uPAR 受体

结合调节尿激酶型纤溶酶原激活系统, 激活纤溶酶

原活化与纤溶过程, 参与细胞外基质的降解, 在肿瘤

的浸润和转移、炎症与血栓形成中具有重要作用[1, 2]。

鼻咽癌( nasopharyngeal carcinoma, NPC) 是我国

南方最常见的恶性肿瘤, 其病理特点是易浸润性生

长和高转移性, 局部复发和远处转移是鼻咽癌治疗

失败的主要原因 [3]。本文采用免疫组化 SP 法对 58

例 鼻 咽 癌 组 织 中 的 uPARAP /Endo180 表 达 进 行 了

研究, 探讨其在鼻咽癌转移中的作用并分析其临床

意义。

1 材料与方法

1.1 材料

材料来源于中国人民解放 军 174 医 院 病 理 科

1992 年 9 月～2003 年 8 月经病理检查证实的 鼻 咽

癌组织标本 58 例。所有患者病历资料完整, 术前均

未化、放疗和免疫治疗。其中男性 42 例, 女性 16 例;

年龄 17～72 岁, 中位年龄 46.5 岁。按 1991 年 WHO

分类标准: 鼻咽癌分为角化型鳞癌和非角化型癌, 后

者又再分为分化型非角化癌和未分化癌; 其中角化

型鳞癌 7 例, 分化型非角化癌 15 例 , 未分化癌 36

例。对照组随机选取同一时期的慢性鼻咽炎活检标

本 30 例, 其中男 17 例, 女 13 例; 平均年龄 45.3 岁。

按照 1992 年福州标准对鼻咽癌进行临床分期 : I 期

4 例, II 期 11 例, III 期 26 例, IV 期 17 例。

1.2 主要试剂

uPARAP /Endo180 抗体( 鼠抗人单克隆抗体, 美

国 Neomarker 公司 , clone 2D7) , 工作浓度为1: 50;

uPAR 抗体( 鼠抗人单克隆抗体 , 美国 Santa- cruz 公

司, clone BA1687) , 工作浓度为1: 50; VEGF 抗体( 鼠

抗人单克隆抗体, 美国 Neomarker 公司, JH121) , 工

作浓度为1: 100; SP 免疫组化试剂盒购自北京中山

生物技术有限公司。

1.3 方法

标本经 10%中性甲醛液固定 , 常规处理 , 石蜡

包埋 , 连续切片厚 4μm。采用免疫组化链霉菌抗生

物素蛋白- 过氧化物酶 ( streptavidin- peroxidase, SP)

法 : 石蜡切片脱蜡至水 ; 3% H2O2 室温孵育 30min,

以消除内源性过氧化物酶的活性 , 蒸馏水冲洗 , PBS

浸泡 5min; 微波抗原修复 ; 10%正常山羊血清封闭 ,

室温孵育 15min, 倾去血清 , 分别滴加 uPARAP、uP-

AR 和 VEGF 一抗工作液 , 4℃孵育过夜 , PBS 冲洗 ,

5min×3 次 ; 滴加生物素标记的二抗 , 37℃孵育 20～

30min, PBS 冲洗 , 5min×3 次; 滴加辣根过氧化物酶

标 记 链 酶 卵 白 素 , 37℃孵 育 20～30min, PBS 冲 洗 ,

5min×3 次; DAB 显色; 自来水充分冲洗、复染、封片。

实验同时设阳性和阴性对照组。

1.4 染色结果判断

uPARAP 阳性染色定位于胞膜和胞质 ( 图 1) ,

uPAR 阳性染色定位于胞浆( 图 2) , VEGF 阳性染色

定位于胞质( 图 3) 。参照 Carcangiu 等 [4]的半定量评

分方法, 采用双盲法, 观察切片至少 5 个以上具有代

表性的高倍视野 , 不少于 1000 个细胞 , 对免疫组化

结果进行评估。通过光学显微镜观察, 根据标本中棕

黄色阳性信号的强弱和阳性细胞比例进行判断 : 1)

按阳性细胞百分率计分 : 阳 性 细 胞<10%计 0 分 ;

10%～50%计 1 分; >50%计 2 分。2) 按染色强弱计

分: 淡黄色计 0 分; 黄色计 1 分; 棕黄色计 2 分。两项

得分相加 0～1 分为阴性 ( - /+) ; 2～3 分为阳性( +) ; 4

分为强阳性( ++) 。

1.5 统计学方法

采用 SPSS 12.0 统计分析软件 , 计数资料采用

卡方检验, 等级资料采用 Spearman 等级相关分析,

检验水准 а=0.05。

2 结果

2.1 uPARAP 在鼻咽癌、慢性鼻咽炎中的表达

鼻咽癌组织中 uPARAP 的 阳 性 表 达 见 于 肿 瘤

间质的成纤维细胞和巨噬细胞, 定位于胞膜和胞质,

呈棕黄色颗粒状分布, 肿瘤细胞未见阳性染色 ( 图

1) ; uPAR 阳性染色定位于肿瘤细胞与间质细胞胞

浆内( 图 2) ; VEGF 阳性染色定位于肿瘤细胞胞浆内

( 图 3) 。 58 例 鼻 咽 癌 组 织 中 uPARAP、uPAR 和

VEGF 阳 性 表 达 分 别 为 75.9%、81.0%和 77.6%; 30

例慢性鼻咽炎组织中 uPARAP、uPAR 和 VEGF 表达

率分别为 6.7%, 8.1%和 9.7%。由表 1 可见, uPARAP

在两组间的表达有显著性差异( P<0.05) 。
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2.2 uPARAP 在不同类型鼻咽癌组织中的表达

uPARAP 在角化型鳞癌、分化型非角化癌及未

分化癌的表达结果显示( 表 2) , 角化型癌、非角化型

癌和未分化癌的阳性表达率分别为 42.9%、66.7%和

86.1%。 随 着 肿 瘤 组 织 类 型 分 化 程 度 的 下 降 , uP-

ARAP 表达水平有上升趋势( P<0.05) 。不同组织学

类型之间进行两两比较发现 , uPARAP 的表达也有

显著性差异( P<0.05) 。

表 1 uPARAP 在鼻咽癌、慢性鼻咽炎中的表达 例

图 1 uPARAP 在鼻咽部低分化鳞癌间质中的表达( A) ; 阴性对照( B) ( SP 法×400)

图 2 uPAR 在鼻咽部低分化鳞癌细胞及间质中的表达( A) ; 阴性对照( B) ( SP 法×400)

图 3 VEGF 在鼻咽癌低分化鳞癌细胞中的表达( A) ; 阴性对照( B) ( SP 法×400)

组织类型 例数
uPARAP 的表达强度

P 值
- /+ + ++

鼻咽癌 58 14 13 31
<0.05

慢性鼻咽炎 30 28 2 0
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表2 uPARAP 在不同类型鼻咽癌组织中的表达

2.3 鼻 咽 癌 组 织 中 uPARAP、uPAR 和 VEGF 表 达

的相关性

将 uPARAP、uPAR 和 VEGF 蛋白在鼻咽癌组织

中表达水平进行 Spearman 等级相关统计学分析结

果发现, uPARAP 的表达水平分别与 uPAR 和 VEGF

存在显著性正相关 , 当 uPARAP 表达水平较高时 ,

uPAR 或 VEGF 的 表 达 水 平 也 增 高 ( r =0.415, P<

0.05; r=0.460, P<0.05) , ( 表 3) 。

表 3 鼻咽癌组织中 uPARAP 、uPAR 和

VEGF 表达的相关性 例

2.4 鼻咽癌组织中 uPARAP 表达与临床病理特征

的关系

从表 4 中可见, 无颈部淋巴结转移的鼻咽癌组

织中 uPARAP 的表达率为 62.5%( 15 /24) , 有颈部淋

巴 结 转 移 的 鼻 咽 癌 组 织 中 uPARAP 的 表 达 率 为

85.3%( 29 /34) , 两组比较差异有显著性意义 ( P<

0.05) ; 早期( Ⅰ+Ⅱ) 鼻咽癌组织中 uPARAP 表达率

为 60.0%( 9 /15) , 晚期( Ⅲ+Ⅳ) 为 81.4%( 35 /43) , 两

组比较差异有显著性意义( P<0.05) 。uPARAP 阳性

表达与鼻咽癌患者的年龄, 性别无关。

表 4 鼻咽癌组织中 uPARAP 表达与临床病理特征的关系

3 讨论

uPARAP 是最近发现的一种可与胶原蛋白结合

的 uPAR 相关蛋白 , 研究证实 , uPARAP 与内吞受体

Endo180 是同一种蛋白 [1, 2] , 属于巨噬细胞甘露糖受

体家族蛋白成员, 具有丝氨酸蛋白酶活性, 能参与细

胞外基质降解与组织重建, 在促进肿瘤细胞的侵袭

和转移过程中发挥重要作用 [5]。

Sulek 等 [6] 研究了 uPARAP 在头颈部鳞癌组织

中的表达情况发现, 与肿瘤邻近或正常组织相比 u-

PARAP 在肿瘤间质中的表达水平增高, 尤其以低分

化鳞癌的表达强度最为显著。Schnack 等 [7] 研究表

明 , 乳腺癌间质组织中纤维母细胞 uPARAP 的表达

增高 , 还发现 uPARAP 在肌上皮细胞呈异位阳性表

达。他认为, uPARAP 的表达分布特点与肌上皮细胞

基膜的溶解和基质成分的降解有关, 可能对促进乳

腺恶性上皮细胞侵袭周围组织有重要作用。本研究

结果显示 , uPARAP 在鼻咽癌组织中的阳性表达率

明显高于慢性鼻咽炎组织, 阳性细胞多限于鼻咽癌

组织中的间质细胞, 如成纤维细胞、血管内皮细胞和

巨噬细胞等 , 而鼻咽癌实质细胞中 uPARAP 未见阳

性表达, 这些研究结果与文献报道 [6, 7] 的多种肿瘤组

织中的 uPARAP 表达分布的结果一致。

尿激酶型纤溶酶原激活剂( uPA) 与其细胞表面

特异性受体( uPAR) 相结合, 催化纤溶酶原转化为纤

溶酶降解细胞外基质在恶性肿瘤的侵袭和转移过程

中起重要作用 [8, 9] ; 血管内皮生长因子 ( vascular en-

dothelial growth factor, VEGF) 作用能刺激血管内皮细

胞有丝分裂, 促进肿瘤新生血管和肿瘤生长、增加血

管的通透性, 为肿瘤进一步侵袭转移创造了条件[10,11]。

大量研究表明 , uPAR、VEGF 的过量表达与乳腺癌、

胃癌、食管癌、肠癌等许多肿瘤的发生发展、侵袭及

转移密切相关 [12]。本实验结果显示 , 鼻咽癌组织中

uPAR、VEGF 的表达分布特点及表达水平与前人报

道的结果一致 ; uPAR、VEGF 的表达 与 鼻 咽 癌 淋 巴

结转移密切相关。本文对鼻咽癌中 uPARAP 的表达

与 uPAR、VEGF 表达相关性的研究结果表明, 在鼻

咽 癌 组 织 中 随 着 uPARAP 表 达 的 增 加 , uPAR 与

VEGF 的表达呈上升的趋势 , uPARA 的表达与 uP-

AR、VEGF 的表达呈密切正相关。由于 uPARAP 是

uPAR 功 能 调 节 的 重 要 结 合 蛋 白 , uPARA 与 uPAR

的相互作用一方面可以通过选择性地内吞和降解

uPA/PAI- I( 纤溶酶原激活物抑制剂 I) 复合物 , 增加

肿瘤组织中的蛋白水解酶活性; 另一方面也有利于

细胞外基质的降解, 为肿瘤新生血管形成提供条件,

进而促进肿瘤的浸润和转移 [1, 2, 5]。

uPARAP 的表达与恶性肿瘤的许多临床特征密

uPARAP

的表达

uPAR 的表达
P 值

VEGF 的表达
P 值

- /+ + ++ - /+ + ++

- /+ 3 2 9 3 4 7

+ 3 4 6 <0.05 2 4 7 <0.05

++ 5 12 14 8 10 13

uPARAP /Endo180 在鼻咽癌中的表达及其意义

病理类型 例数
uPARAP 的表达强度

P 值
- /+ + ++

角化型鳞癌 7 4 1 2

<0.05分化型非角化癌 15 5 3 7

未分化癌 36 5 9 22

项目 例数
uPARAP

P 值
- /+ + ++

总例数 58 14 13 31

性别

男 42 10 10 22
>0.05

女 16 4 3 9

年龄( 岁)

≤50 45 11 10 24
>0.05

>50 13 3 3 7

淋巴结转移

无 24 9 5 10
<0.05

有 34 5 8 21

分期

Ⅰ+Ⅱ 15 6 4 5
<0.05

Ⅲ+Ⅳ 43 8 9 26
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切相关 [6, 7]。本研究结果还表明 , uPARAP 的表达强

度与鼻咽癌的组织学分级、颈部淋巴结转移、临床分

期等重要参数密切相关 , 提示 uPARAP 的过表达在

鼻咽癌的发展进程 中 可 能 起 重 要 作 用 。 由 于 uP-

ARAP 的表达仅在少数肿瘤中有相关研究, 而在鼻

咽癌中的研究还未见报道, 因此这一结果还有待于

进一步研究加以证实。

uPARAP、uPAR 和 VEGF 在鼻咽癌组织中协同

表达对促进鼻咽癌的扩散转移可能起重要作用 , 联

合检测这些指标有望成为判断鼻咽癌恶性程度和估

计患者预后的重要生物学标志, 并可为寻找治疗鼻

咽癌的重要分子靶点提供科学依据。
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