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　　［摘要］　目的　检测头颈鳞癌标本，寻找与头颈鳞癌转移高度相关的基因。方法　采用单核苷酸多态性基因芯片技
术，检测８０例临床头颈鳞癌标本，包括舌癌１７例，口腔癌１３例，口咽癌１４例，下咽癌３６例。在随访期内，将发生远处转移的

３９例患者标本作为试验组，将未发生远处转移的４１例患者标本作为对照组，利用Ｃｏｘ回归分析基因单核苷酸多态性对肿瘤

远处转移的影响。结果　单核苷酸多态性检测发现，在位于１１ｑ１３的区域出现了一个基因组增多所致的独特的峰值。在这
个基因组内，Ｃｏｘ回归分析显示，ＳＨＡＮＫ２基因的ｒｓ９６５１７３８位点的Ｔ等位基因相对Ｇ等位基因的相对危险度是３．６１（Ｐ＝

０．００３），ＦＧＦ４基因的ｒｓ４９８０６９０位点的 Ｔ等位基因相对 Ｇ等位基因的相对危险度是３．６３（Ｐ＝０．００６），ＡＮＯ１基因的

ｒｓ７９２９８８５位点的Ｔ等位基因相对Ｇ等位基因的相对危险度是４．３５（Ｐ＝０．００８），ＰＰＦＩＡ１基因的ｒｓ６８７６６０位点的Ｔ等位基因

相对Ｇ等位基因的相对危险度是４．２４（Ｐ＝０．０１１），ＯＲＡＯＶ１基因的ｒｓ６６０６６５１位点的Ｔ等位基因相对Ｇ等位基因的相对危

险度是３．０４（Ｐ＝０．０１３），ＣＣＮＤ１基因的ｒｓ５９２４１２位点的Ｔ等位基因相对Ｇ等位基因的相对危险度是４．０７（Ｐ＝０．０１３）。结

论　位于基因组１１ｑ１３的ＳＨＡＮＫ２基因的ｒｓ９６５１７３８位点、ＦＧＦ４基因的ｒｓ４９８０６９０位点、ＡＮＯ１基因的ｒｓ７９２９８８５位点、
ＰＰＦＩＡ１基因的ｒｓ６８７６６０位点、ＯＲＡＯＶ１基因的ｒｓ６６０６６５１位点、ＣＣＮＤ１基因的ｒｓ５９２４１２位点的Ｔ等位基因相对Ｇ等位基因

可增加头颈鳞癌发生转移的危险性。
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　　头颈部癌细胞的侵袭和转移，是恶性肿瘤的生物
学本质，也是头颈部鳞癌治疗失败和患者致死的主要
原因［１］。在临床上，有些头颈鳞癌患者最先发现的是
转移病灶，例如鼻咽癌，在原发灶很小的时候，癌细胞
即可通过淋巴通道向全身各处转移。在头颈部，有些
器官经常活动，例如舌部，发生在舌部的鳞癌，其远处
转移的比例相当高。大多数头颈鳞癌患者并不是因
为头颈部原发灶致死，而是由于发生远处转移，导致
重要脏器功能丧失，全身衰竭，恶病质，最后死亡［２３］。
鉴于头颈部鳞癌发生转移的时间早，比例大，致死率
高的特点，抑制头颈鳞癌转移成为治疗的关键［４５］。
而随着生物技术的发展，从基因水平上入手，解决头
颈癌的转移有了实现的可能。因此寻找有效的基因
治疗手段是目前亟待解决的问题。近年来，生物靶向
治疗已成为肿瘤治疗学研究的最新趋势，本课题采用
单核苷酸多态性（ＳＮＰ）基因芯片技术，检测了８０例临
床头颈鳞癌标本，旨在寻找与头颈癌转移相关的基
因，为今后的治疗奠定良好的基础。

１　材料和方法

１．１　患者和标本　８０例头颈鳞癌肿瘤标本均来自法
国保罗施特劳斯生物中心，选择标本的标准包括肿瘤
部位（包括舌癌１７例，口腔癌１３例，口咽癌１４例，下
咽癌３６例），通过各种临床物理检查（如扪诊、Ｂ超、

ＣＴ、Ｘ线片、鼻咽纤维镜等）未发现远处转移，均为第
一次手术治疗，术前未进行放、化疗，术后病理分析，
结果均显示手术切缘距肿瘤边缘至少有３ｍｍ安全距
离，在随访期内，发生远处转移的患者共３９例，转移部
位包括骨、肺和肝。未发生远处转移的患者共４１例。

　　患者接受头颈部鳞状细胞癌原发灶切除术的时
间是１９８８～２００３年，肿瘤标本是在患者知情的情况
下在手术同时收集的，为避免采集癌巢中心的坏死
组织，标本采集部位是癌灶与正常组织接近处，切取
后，迅速放入－８０℃液氮中储藏。剩余肿瘤组织用

６％甲醛固定，石蜡包裹，进行病理分析。头颈部鳞
状细胞癌临床分期采用 ＵＩＣＣＴＮＭ 标准。病理分
析采 用 连 续 切 片 技 术，证 实 每 个 肿 瘤 切 面 中

６０％～８０％是肿瘤细胞。具体资料如表１。

１．２　主要仪器及试剂　３７０ＫＳＮＰ 芯片（美国

Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ），ＩｌｌｕｍｉｎａＢｅａｄｓｔｕｄｉｏ分析系统（美国

Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ）。

表１　患者和标本的资料

Ｔａｂ１　Ｄａｔａｏｆｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄｓａｍｐｌｅｓ

Ｉｎｄｅｘ
Ｐａｔｉｅｎｔｓ
ｗｉｔｈｄｉｓｔａｎｔ
ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

Ｐａｔｉｅｎｔｓ
ｗｉｔｈｏｕｔｄｉｓｔａｎｔ
ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

Ｔｏｔａｌ

Ｇｅｎｄｅｒ（ｎ）
　　Ｍａｌｅ ３７ ３６ ７３
　　Ｆｅｍａｌｅ ４ ３ ７

Ａｇｅ（ｙｅａｒ，ｍｅｄｉａｎ［ｒａｎｇｅ］） ５８．７
（３５７９）

５６．６
（３８７３）

５８．１
（３５７９）

Ｏｔｈｅｒｔｈｅｒａｐｙ（ｎ）
　Ｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ ３７ ３３ ７０
　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ １ ６ ７
　Ｎｏ ３ ０ ３

Ｆｏｌｌｏｗｕｐ
　（ｍｏｎｔｈ，ｍｅｄｉａｎ［ｒａｎｇｅ］）

８１．２
（３６１５９）

２７．２
（５１２１） 

Ｓｕｒｖｉｖａｌ（ｎ）
　　Ｓｕｒｖｉｖａｌ ３１ ３ ３４
　　Ｄｅａｔｈ １０ ３６ ４６
Ｔｕｍｏｒｓｉｔｅ
　　Ｔｏｕｇｕｅ ９ ８ １７
　　Ｏｒａｌ １１ ２ １３
　　Ｏｒｏｐｈａｒｙｎｘ ６ ８ １４
　　Ｄｅｇｌｕｔｉｔｉｏｎ １５ ２１ ３６
Ｐｒｉｍａｒｙｔｕｍｏｒｓｉｚｅ
　　Ｔ１ ５ ３ ８
　　Ｔ２ ２０ １８ ３８
　　Ｔ３ １１ １５ ２６
　　Ｔ４ ５ ３ ８
Ｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ
　　Ｎｏ １６ ３ １９
　　Ｙｅｓ ２５ ３６ ６１
Ｃｌｉｎｉｃａｌｓｔａｇｅ
　　Ⅰ：Ｔ１Ｎ０Ｍ０ １ ０ １
　　Ⅱ：Ｔ２Ｎ０Ｍ０ ７ ４ １１
　　Ⅲ：Ｔ１２Ｎ１Ｍ０ｏｒＴ３Ｎ０Ｍ０ １３ ５ １８
　　Ⅳ：Ｔ４Ｎ０１ｏｒＴ１４Ｎ２３ ２０ ３０ ５０
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｄｅｇｒｅｅ
　　Ｈｉｇｈ １３ ７ ２０
　　Ｍｏｄｅｒａｔｅ ２１ １９ ４０
　　Ｌｏｗ ７ １３ ２０

１．３　ＳＮＰ基因芯片检测　利用ＳＮＰ基因芯片技术
分析８０例头颈部鳞状细胞癌标本，按照Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ
３７０ＫＳＮＰ（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）基因
芯片的操作规程进行基因组ＤＮＡ提取、酶切、连接
接头、ＰＣＲ扩增、纯化和洗脱、片段化、标记、杂交，以
及芯片洗涤和染色。

１．４　统计学处理　利用ＩｌｌｕｍｉｎａＢｅａｄｓｔｕｄｉｏ分析
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系统进行Ｃｏｘ回归分析结果，以相对危险度（ｒｅｌａ
ｔｉｖｅｒｉｓｋ，ＲＲ）为衡量基因对患者发生远处转移情况
影响强度的指标。

２　结　果

２．１　ＳＮＰ检测结果　ＳＮＰ检测结果显示，在位于

１１ｑ１３的区域出现了一个基因组增多所致的独特的
峰值（图１）。

图１　ＳＮＰ结果显示１１号染色体ｑ１３区的

基因扩增频率显著增加

Ｆｉｇ１　Ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｒｅｓｕｌｔｓ

ｒｅｖｅａｌｉｎｇｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔｐｅａｋｏｆａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏｔｈｅ１１ｑ１３ａｍｐｌｉｃｏｎ
ＳＮＰａｒｒａｙｄａｔａｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙｇａｉｎｓ（ｒｅｄ）ａｎｄｌｏｓｓｅｓ（ｇｒｅｅｎ）

２．２　ＳＮＰ等位基因对肿瘤远处转移的影响　在这
个基因组内，利用Ｃｏｘ分析基因芯片的数据，结果
（图２）显示，ＳＨＡＮＫ２基因的ｒｓ９６５１７３８位点的 Ｔ
等位基因相对 Ｇ 等位基因的相对危险度是３．６１
（Ｐ＝０．００３），ＦＧＦ４基因的ｒｓ４９８０６９０位点的Ｔ等位
基因相对 Ｇ等位基因的相对危险度是３．６３（Ｐ＝
０．００６），ＡＮＯ１基因的ｒｓ７９２９８８５位点的Ｔ等位基因
相对Ｇ等位基因的相对危险度是４．３５（Ｐ＝０．００８），

ＰＰＦＩＡ１基因的ｒｓ６８７６６０位点的Ｔ等位基因相对Ｇ
等位基因的相对危险度是４．２４（Ｐ＝０．０１１），ＯＲＡＯＶ１
基因的ｒｓ６６０６６５１位点的Ｔ等位基因相对Ｇ等位基
因的相对危险度是３．０４（Ｐ＝０．０１３），ＣＣＮＤ１基因的

ｒｓ５９２４１２位点的Ｔ等位基因相对Ｇ等位基因的相对
危险度是４．０７（Ｐ＝０．０１３）。

３　讨　论

　　目前基因芯片技术在肿瘤研究中得到了广泛的
应用，基因芯片能够为肿瘤基因组研究提供大量的
转录水平上的基因表达数据，相应的数据分析技术
为肿瘤相关基因的研究提供了一种全新的、系统的
研究方法，在众多基因芯片技术中，人们越来越关注

ＳＮＰ基因芯片。２００４年Ｍｕｒｒａｙ等［６］首次应用ＳＮＰ

芯片研究人类肿瘤全基因组拷贝数目异常，发现与
传统ＢＡＣ和ｃＤＮＡ芯片比较，ＳＮＰ芯片密度高、分
辨率高，可提供更为精确的包含抑癌基因和癌基因
的候选位点。本研究使用高分辨率的ＳＮＰ芯片（Ｉｌ
ｌｕｍｉｎａ３７０ＫＳＮＰ），分析了８０例头颈鳞状细胞癌患
者的标本。结果发现了一个基因组增多所出现的独
特的峰值，这个基因组位于１１ｑ１３［７８］。而有些学者
也发现１１ｑ１３区的基因扩增会导致头颈鳞癌患者较
差的预后［９］，也有学者发现１１ｑ１３区的基因扩增会
导致一些其他肿瘤较差的预后［１０］。还有学者在对下
咽癌的研究中，发现１１ｑ１３区的扩增与淋巴结转移
和肿瘤较高复发率具有相关性［１１］。ＳＮＰ阵列的高
分辨率使我们能够识别在扩增的１１ｑ１３区中，与肿
瘤转移相关的基因。本研究采用Ｃｏｘ回归分析基因
芯片的数据，结果发现，在１１ｑ１３区域的一些基因的
扩增或过表达与未来发生远处转移具有高度相关

性，分别是 ＳＨＡＮＫ２ 基因、成纤维生长因子 ４
（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ４，ＦＧＦ４）基因、ａｎｏｃｔａｍｉｎ
１（ＡＮＯ１）基因、蛋白酪氨酸性磷酸酶（ＰＰＦＩＡ１）基
因、口腔癌过表达序列１（ｏｒａｌｃａｎｃｅｒｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
１，ＯＲＡＯＶ１）基因和细胞周期蛋白 Ｄ１（ｃｙｃｌｉｎＤ１，

ＣＣＮＤ１）基因。

图２　利用Ｃｏｘ分析ＳＮＰ位点与肿瘤远处转移的关系

Ｆｉｇ２　Ｃｏｘａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ

ｏｆＳＮＰｄａｔａｗｉｔｈｄｉｓｔａｎｔｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

　　在上述基因中，ＣＣＮＤ１是研究最多的基因，它
定位于人染色体１１ｑ１３，全长１２０ｋｂ，基因跨距约为

１５ｋｂ，其编码蛋白主要分布在细胞核和胞质中，是
重要的细胞周期调控蛋白，一旦发生改变，就有可能
导致细胞周期的异常调控，最终导致细胞转化甚至
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癌变。ＣＣＮＤ１基因结构异常常见于鳞癌和腺癌，主
要表现为基因拷贝数增加，染色体重组及ＣＣＮＤ１基
因多态性的发生等。ＣＣＮＤ１与肿瘤的浸润、转移和
恶化有关，在转移癌中的扩增明显高于原发癌［１２］。

ＳＨＡＮＫ２基因是ＳＨＡＮＫ家族的３种剪切变异型
（ＳＨＡＮＫ １、ＳＨＡＮＫ ２ 和 ＳＨＡＮＫ ３）之 一。

ＳＨＡＮＫ分子含有多个蛋白结合位点，如ａｎｋｙｒｉｎ、

ＳＨ３、ＰＤＺ结构域、脯氨酸富集区和ＳＡＭ结构域，所
有结构域都包含有与特定蛋白质结合的位点，这种
多结构域的特点使之能很好地行使骨架蛋白的功

能。其ＰＤＺ结构域可连接突触后致密区，或将膜受
体与细胞骨架相连，从而使ＳＨＡＮＫ蛋白在细胞间
信号传递中发挥关键作用［１３］。ＰＰＦＩＡ１编码蛋白分
布于细胞质，可行使信号转导、蛋白结合的功能，可
调节细胞黏附点的解除，调节细胞和基质之间的相
互作用。ＯＲＡＯＶ１是一个定位于１１ｑ１３的新基因。
现有的研究显示ＯＲＡＯＶ１是口腔鳞状细胞癌（ＯＳ
ＣＣ）的一个重要的候补癌基因，它参与了口腔黏膜
的癌变，以及ＯＳＣＣ肿瘤细胞生长和血管生成的调
控。ＦＧＦ４具有广泛的生物学活性，并且在肿瘤形
成中起到重要作用，包括细胞增殖、运动，血管形成
和抑制细胞死亡［１４］，它与头颈部鳞状细胞癌等多种
不同恶性肿瘤的浸润性（累及的淋巴结，进展等级）
或与患者预后有关，可能影响癌症的进展［１５］。

　　在前述与未来发生远处转移具有高度相关性的
基因中，ＡＮＯ１是一个研究较少的基因，包含２６个
外显子，位于人１１号染色体内。目前已知ＡＮＯ１的
编码蛋白属膜蛋白，具有８个穿膜片段，Ｎ端和Ｃ端
面向细胞质一侧。ＡＮＯ１有２个保守区域，但并不
知道其功能，有一个区域参与有丝分裂，并具有多个
潜在的糖基化和磷酸化位点。有学者利用免疫组化
检测ＡＮＯ１在软组织肿瘤中的表达情况，结果发现

ＡＮＯ１在１３９例胃肠道间质瘤表达的特异性高达

９７．８％，而在４３８例其他类型的软组织肿瘤中阳性
率不足ｌ％，因而推测其可作为诊断和治疗胃肠间质
瘤的指标［１６］。在本研究中，ＡＮＯ１的 ＳＮＰ探针的
相对危险度最大，为４．９４。这说明在１１ｑ１３区内，

ＡＮＯ１与头颈鳞癌转移具有高度相关性。

　　综上所述，以上多个基因的扩增与头颈鳞癌发
生远处转移具有相关性，可能具有特别重要的功能。
而由于ＡＮＯ１是一种膜蛋白，定位并暴露在细胞表
面，也许将来有可能利用抗体来进行肿瘤治疗。

ＡＮＯ１与头颈鳞癌转移高度相关，鳞癌细胞的转移涉
及到细胞的迁移，而细胞迁移与细胞膜和周围介质的
作用密切相关，ＡＮＯ１作为膜蛋白，在这方面可能具有
重要的作用，基于以上考虑，下一步本课题组将研究

ＡＮＯ１过表达如何促进头颈鳞癌发生转移。
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