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摘要：摘要；目的 探讨口腔鳞状细胞癌（OSCC）中血管内皮生长因子－C 的表达与血管和

淋巴管生成及其下游通路的关系，为临床靶向治疗头颈部肿瘤提供理论依据。方法 本实验

拟用质粒转染技术调控 VEGF-C 在头颈部肿瘤细胞系 HN5，MDA1986 和 Tu195 中的表达。

通过细胞体外培养，通过划痕实验和 MTT 生长曲线观察表达不同含量的 VEGF-C 的肿瘤细10 

胞的迁移能力，并使用 Western－blot 实验检测 AKT、MAPK 等通路的变化情况。通过细胞

体内成瘤实验探究在头颈部肿瘤细胞中 VEGF-C 对血管和淋巴管生成的作用。结果 上调

VEGF-C 的口腔鳞癌细胞增殖能力和迁移能力增强；AKT,STAT－1 可能是其下游通路。 
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 The role of VEGF-C in head and neck squmous cell 

carcinoma cells  

Hong Yun, Wu Jiaying, CHENG Zhilan, YAN Yinuo, TU Yezi 
(Guanghua school of Stomatology,Sun Yat-sen University) 20 

Abstract:Objective: We investigated the relationship between the expression of vascular endothelial 

growth factor-C and angiogenesis , lymphangiogenesis and its downstream pathway in oral squamous 

cell carcinoma (OSCC) to provide a theoretical basis for the clinical treatment of head and neck tumors. 

Methods  The expression of VEGF-C in head and neck tumor cell lines HN5, MDA1986 and Tu195 

was controlled by plasmid transfection. We observed The migration ability of VEGF-C cells by scratch 25 
test and MTT growth curve. And we detected the changes of AKT and MAPK pathways by 

Western-blot. The effect of VEGF-C on the production of blood vessels and lymphatic vessels in head 

and neck tumor cells was investigated by in vivo tumor experiments. Results The proliferation and 

migration ability of oral squamous cell carcinoma with VEGF-C were up-regulated. AKT and STAT-1 

might be the downstream pathway. 30 
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0 引言 

口腔鳞状细胞癌（OSCC）占所有人类恶性肿瘤的 1-2％，是最常见的口腔癌类型[1,2]。35 

大约 50％的 OSCC 患者在诊断时存在淋巴结转移。因此，OSCC 存在预后不良和存活率低

的问题［3］。目前的 5 年生存率约为 50％[4] 

VEGF-C 在恶性肿瘤中普遍高表达，与淋巴管和血管的形成及肿瘤转移有一定关系。国

内外研究显示，VEGF-C 在直肠癌、前列腺癌、大肠癌等肿瘤细胞中表达均增高，位于胞

质内，间质无表达。VEGF-C 及其下游通路在细胞中均具有调节细胞生长的作用：乳腺浸润40 

性导管癌（IDC）组织中 VEGF、p - AKT 呈过度表达状态, 在淋巴结转移的早期阶段起关键

作用；肿瘤中可能存在丝裂原激活蛋白激酶 p38(p38  mitogen-acti-rated protein 

kinase,p38MAPK)信号通路通过调控 VEGF-C 的表达促进肿瘤的侵袭转移[4]。更有研究表明
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VEGF-C 与其下游相关调节因子 MAPK,AKT 等共同促进细胞增殖以及血管和淋巴管的生长

[9]。但目前在口腔鳞状细胞癌中尚无研究探索此机制，也无研究明确提出此机制中 VEGF-C45 

对细胞，血管和淋巴管生长的作用与其他信号通路的关系，尚未有直接的证据，显示 VEGF-C

与头颈部肿瘤转移的关系，因此本实验拟应用带 VEGF-C 的荧光质粒转染三种头颈部肿瘤

细胞系 HN5，MDA1986 和 Tu195，通过体内外实验探究在体外头颈部肿瘤细胞中 VEGF-C

的作用及其下游通路的表达状况，并最终为临床靶向治疗头颈部肿瘤提供理论依据。 

1 材料与方法 50 

1.1 材料 

 人头颈部鳞癌细胞系HN5，MDA1986和Tu195来自中山大学口腔医学院研究所；带荧光

素酶Luciferase报告基因的vc质粒来自美国MD ANDERSON CANCER CENTER的FAN 

ZHEN教授。 

1.2 方法 55 

1.2.1 细胞培养 

MDA1986 和 Tu195 （含 10%新生牛血清）培养基，37℃，5%CO2，饱和湿度的二氧

化碳培养箱培养，按照Lipofectamine 2000(Invitrogen)说明书配制Lipofectamine2000 复合体，

转染体系为 500μL，每孔终体积为 2ml。MDA1986 和 Tu195 两组 HNSCC 细胞系各自分为

两组进行培养，Tu195 命名为 A1,A2 组，MDA1986 命名为 B1,B2 组。用带荧光素酶 Luciferase60 

报告基因的 VEGF-C 质粒通过细胞转染技术分别转入三种头颈瘤细胞系中 A1,B1；带荧光素

酶 Luciferase 报告基因的 GFP 质粒转染入 A2，B2。 

1.2.2 裸鼠接种实验 

20 只裸鼠分成 4 组，每组 5 只，分别为 Tu159-GFP 组,Tu159-VEGF-C 组,MDA1986-GFP

组和 MDA1986－VEGF-C 组。各组用 Dox 20mg／Kg 腹腔注射，每天一次诱导。将上述 465 

种细胞用 5 号针头反复吹打成单细胞悬液，以 0.2ml／只，接种于裸鼠左腹股沟皮下，接种

后裸鼠均给予自由给水，饮食，无菌饲养。 

1.2.3 裸鼠体内成瘤观察 

每天一次，记录皮下肿瘤出现时间。3 天 1 次测量裸鼠体重和移植瘤大小，用电子天平

称量裸鼠体重，用 0～125mm 规格的游标卡尺测量移植瘤的最大直径（L）和最小直径（W），70 

用体积公式 V=W
3
×L×0.52 计算移植瘤体积。通过腹膜内注射 D-荧光素（3.3mg / 100mL）并

通过吸入 2.5％异氟烷（IsoSol; Vedco，Inc.，St.John）诱导麻醉后，用 Xenogen 体外成像系

统进行异种移植物的生物发光成像 - seph，MO）。使用 Living Image 4.3.1 软件分析生物发

光成像数据。 

1.2.4 免疫组织化学方法检测裸鼠移植瘤组织中 CD31 和 LYVE-1 的表达 75 

使用 VECTASTAIN ABC 试剂盒（Vector Laboratories）进行免疫组织化学染色。简言

之，在脱蜡和再水合后，在 0.01M 柠檬酸盐回收缓冲液（pH6.0）中，使用微波炉对 5-mm

切片进行加热诱导的表位检索 10 分钟。内源性过氧化物酶活性在 3％过氧化氢中封闭 10
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分钟。非特异性结合被阻断 1％山羊血清在室温下 1 小时。 然后将幻灯片在 4℃与一抗孵

育过夜。将幻灯片用 3-30-二氨基联苯胺进行显色，并用血红素毒素复染。每次染色时总是80 

包含无一抗的阴性对照载玻片。 

1.2.5 体外细胞 MTT 生长曲线测定 

取对数生长期的 MDA1986 细胞,MDA1986-VEGF-C 细胞,Tu159 细胞和 Tu159-VEGF-C

细胞,0.25%胰酶消化成单细胞悬液接种至 96孔板(104个/孔),每 24 h 取样 6孔,每孔加入甲基

噻唑基四唑(MTT)液 50 μL,37°C 培养 4 h,吸出培养基加 150 μL DMSO, 37°C 孵育器上 400 g85 

混匀 10 min,用酶标仪于 492 nm 处测得 OD 值,以 OD 值的均值为纵坐标,时间为横坐标绘制

细胞生长曲线。  

1.2.6 体外细胞划痕实验 

将 4 组细胞每组 3 孔接种于 6 孔板，等细胞贴壁后，用 10μl 移液器抢头沿培养液底部

呈对角线划痕，静下观察划痕区细胞迁移状况，培养 48h 后，观察并拍照。 90 

1.2.7 Western-bloting 检测 

收集以上四组细胞 PBS 洗涤 2～3 次，每孔各含 100μl 蛋白裂解液，充分裂解后，匀浆

器匀浆提取总蛋白，BCA 法蛋白质定量取 50μg 总蛋白，100°C，变性 5 min；10%聚丙烯酰

胺凝胶电泳，100V，1.5h；电泳移至硝酸纤维素膜 90V，1.5h；5%脱脂奶粉室温封存，摇 1h；

一抗 兔抗人 1:100，4°C 摇过夜；TBS-T 洗膜×3 次；二抗 等抗兔 1：500 HRP 标记，室温95 

摇 1h；TBST 洗膜×3 次；ECL 发光剂 1min；X 光片曝光 1min，洗片，显影，定影，阅片，

比较分析各组头颈瘤细胞中 AKT,p-AKT,MAPK,STAT1,P-STAT1 的表达水平。 

1.2.8 统计学分析 

应用统计学软件 SPSS10.0 for Windows 中进行比较分析，确定 P<0.05,为差异有统计学

意义。 100 

2 结果 

2.1 ELISA 实验（图 1） 

可观察到转染 VEGF-C 组中 VEGF-C 分泌量高于对照组。 

 
               BK   Tu159-GFP   Tu159-VC  MDA-GFP  MDA-VEGF-C 105 

图 1ELISA 检测 VEGF-C 

Fig. 1Detection of VEGF-C by ELISA 
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2.2 诱导 VEGF-C 蛋白高表达对裸鼠体内成瘤的影响  

Tu159 组,Tu159-VEGF-C 组,MDA1986 组和 MDA1986－VEGF-C 组，在接种后均出

现明显肿块，但是差异无明显统计学意义（P>0.05）。 110 

A 组 Tu159Tu159-vC 

 

B 组 MDA1986     MDA1986-VEGF-C 

 

 115 

Tu159Tu159-VEGF-C 

 

MDA1986MDA1986-VEGF-C 

图 2  体内成瘤瘤体大小比较 

Fig 2 the size of the tumor 120 
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2.3 免疫组化法 

免疫组织化学结果显示：CD31 主要存在于内皮细胞组织，用于评估肿瘤血管生成，结

果如图所示，VEGF-C(+)组癌巢内 CD31(+)高于 VEGF-C（－）组。淋巴管内皮细胞透明质

酸受体-1(LYVE-1)是肿瘤组织淋巴管特异性较好的标志之一,是淋巴管壁透明质酸(HA)的主

要受体，结果如图所示 VEGF-C(+)组癌巢内 LYVE-1 阳性染色淋巴管高于 VEGF-C（－）组。125 

(图 3) 

Tu159MDA1986     

 

 

CD31 IHC  130 

Tu159-vCMDA1986-vc 

 

 

Tu159  MDA1986 

 135 

 

 LYVE-1 IHC 

Tu159-vCMDA1986-vC 

 

图 3 免疫组化实验结果 140 

Fig 3 Results of IHC 
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2.4 细胞体外培养 MTT 生长曲线测定和划痕实验结果 

2.4.1 划痕实验 

取对数生长期的Tu159组,Tu159-VEGF-C组,MDA1986组和MDA1986－VEGF-C组细胞145 

进行划痕实验。结果发现带VEGF-C组细胞迁徙速度较快,在24h后可以看到划痕带处已经有

细胞出现,并且划痕带较前变窄。48h后划痕带已基本愈合,充满大量细胞,且与周围细胞形态

一致。未带VEGF-C组在24h后划痕带处未见细胞出现,48h后划痕带未愈合。 见（图4）。  

 

图4 划痕实验结果 150 
Fig 4 Wound Healing Test Rusults 

2.4.2 MTT 生长曲线 

所示 VEGF-C（＋）组，生长速度快于普通肿瘤细胞组，且生长速率在第二天，第四天

及第五天都较高。见（图 5）. 

 155 
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图 5 MTT 生长曲线 

Fig 5 growth curve by MTT method 

 

2.5 Western-bloting 检测细胞中下游蛋白质表达含量 160 

HN5 组 VEGF-C(+)中 p－AKT 和 p－STAT1 的上游表达显著上升，而 MDA1986 组和

Tu159 组中变化明显的是 p－STAT1，见图 6。 

 

图 6 Western Blot 实验检测 

Fig 6 Results of Western Blot 165 

3 讨论  

本研究通过体内外细胞培养发现，在肿瘤细胞中，VEGF-C 高表达与其增殖和迁移能力

密切相关。相同时间内，MTT 生长曲线更陡，且位于对照组的肿瘤细胞生长曲线之上，同

时划痕实验中 48h 内 VEGF-C（＋）组的细胞迁移速度快，基本填补划痕，而对照组中则变

化不大。体内实验，免疫组化发现，VEGF-C（＋）组的瘤组织中血管内皮细胞标志物 CD31170 

表达高于对照组，且淋巴管的标志物 LYVE-1 表达也高于对照组。因而该发现提示我们可以
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认为，VEGF-C 在头颈部肿瘤中的表达增高可能对促进肿瘤细胞的增殖和迁移，促进血管和

淋巴管的生成。 

   VEGF-C 及其下游通路在细胞中均具有调节细胞生长的作用：IDC 组织中 VEGF、p 

- AKT 呈过度表达状态, 在淋巴结转移的早期阶段起关键作用；肿瘤中可能存在 p38 信号通175 

路通过调控 VEGF-C 的表达促进肿瘤的侵袭转移［5］；还有 VEGF－C 和 p38MAPK 在 DIC

中可能起协同作用,VEGF－C受p38MAPK信号通路的调控,参与乳腺浸润性导管癌淋巴结转

移。因此 VEGF-C 的高表达并激活其下游通路，与肿瘤细胞的发生发展有密切关系。本研

究通过 Western blot 实验看到 VEGF-C 表达的状况对其下游 AKT,p-AKT ,STAT1,以及 p－

STAT1 表达的影响。转录组的 AKT，STAT1 含量高于对照组，在 HN5 组中尤其明显，该180 

结果提示我们 VEGF-C 的表达上升，对于其下游控制细胞增殖的 AKT，STAT1 通路有调节

作用。结合上述实验结果细胞增殖迁移能力快，故可提示我们 VEGF－C 在头颈部肿瘤中也

可通过控制下游 AKT，STAT1 通路对细胞增殖起调解作用。目前认为肿瘤侵入淋巴管的途

径主要有○1侵入周围组织的癌细胞进入癌周淋巴管；○2血流中的癌细胞通过淋巴－血管连接

进入淋巴管［6］。 185 

4. 结论 

本研究认为促使头颈部肿瘤转移的因素中 VEGF-C 的高表达有助于血管和淋巴管的生

长，并且通过控制其下游有关细胞增殖的通路的方法来促进肿瘤细胞的增殖迁移，在增强细

胞增长和迁移能力的同时，加快血管和淋巴管的生长，以此促进头颈部肿瘤的转移。 
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