
现代生物医学进展 biomed .cnjournals . com Progress in Modern Biomedicine Vol.19 NO.4 FEB.2019

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2019.04.016

CXXC4、EZH2在口腔鳞状细胞癌中表达及临床意义 *
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摘要 目的：探讨口腔鳞状细胞癌(Oral Squamous Cell Carcinoma，OSCC)中 CXXC 指蛋白 4(CXXC finger protein 4，CXXC4)与

Zeste基因增强子同源物 2(Enhancer of zeste homolog 2，EZH2)的表达、相关性及与临床病理特征之间的关系，为 OSCC的早期诊

断、治疗、判断预后及预防等提供参考依据。方法：采用免疫组织化学 S-P法检测 CXXC4蛋白及 EZH2蛋白在 60例口腔鳞状细

胞癌组织及 20例非肿瘤患者正常口腔黏膜组织中的表达情况，分析二者与口腔鳞状细胞癌临床病理特征的相关性。结果：口腔

鳞状细胞癌组织中 CXXC4蛋白的表达率为 35.0% (21/60)，明显低于正常口腔黏膜组织的 60.0% (12/20)(P＜ 0.05)；口腔鳞状细胞

癌中 EZH2蛋白的表达率为 70.0% (42/60)，高于正常口腔黏膜组织的 25% (5/20)(P＜ 0.05)。CXXC4蛋白与 EZH2蛋白的表达与

口腔鳞状细胞癌的病理分化程度、TNM分期及淋巴结转移等密切相关(P＜ 0.05)，而与年龄、性别及肿瘤直径大小等无关。CXXC4

蛋白与 EZH2蛋白在 OSCC中表达呈负相关(r=-0.511，P＜ 0.001)。结论：CXXC4蛋白的表达下调或缺失以及 EZH2蛋白的表达上

调或过表达与口腔鳞状细胞癌的发生、发展及侵袭转移有关，可能作为口腔鳞状细胞癌预后预测的参考指标。
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Expressions and Clinical Significances of CXXC4 and EZH2
in the Oral Squamous Cell Carcinoma*

To investigate the expressions of CXXC finger protein 4 (CXXC4) and the enhancer of zeste homolog 2

(EZH2) in the oral squamous cell carcinoma(OSCC)and explore the correlation with the clinicopathologic features. The expres-

sion of CXXC4 and EZH2 were measured using immunohistochemistry in 60 cases of oral squamous cell carcinoma and 20 cases of nor-

mal oral tissues. Statistical analysis was used to determine the correlation between their expression and clinicopathologic parameters.

The positive expression rate of CXXC4 was 35.0% (21/60) in OSCC tissue，which was lower than that of 60.0% (12/20) in the normal

oral tissues(P＜ 0.05). However, the positive expression rate of EZH2 was 70.0% (42/60) in OSCC tissues, which was significantly higher

than that of 25.0% (5/20) in the normal oral tissues(P＜ 0.05). The expression of CXXC4 and EZH2 were significantly correlated with the

differentiation of tumor, TNM staging and the development of lymph node metastasis (P＜ 0.05). There was a negative correlation be-

tween the expression of CXXC4 and EZH2 in oral squamous cell carcinoma (r=-0.511, P＜ 0.001). The expression of

CXXC4 and EZH2 may play an important role in the initiation and development of OSCC. The low expression of CXXC4 and high ex-

pression of EZH2 may promote the invasion and metastasis of OSCC.
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前言

口腔鳞状细胞癌(Oral Squamous Cell Carcinoma，OSCC)是
口腔颌面部最常见的恶性肿瘤，约占口腔颌面恶性肿瘤的 80%

以上[1]，好发于中老年人群，其发病率、侵袭性及淋巴结转移率

较高，预后往往较差，且近年来发病趋于年轻化，发病率呈现出

增高趋势。目前，虽然治疗 OSCC的方法不断革新，但治疗效果

没有得到突破性进展，患者 5年生存率仍然较低 [2]。寻找与

OSCC发生发展的相关基因，对 OSCC进行早期诊断、治疗及

预防具有重要意义。

Zeste 基因增强子同源物 2 (Enhancer of zeste homolog 2，
EZH2) 是多梳抑制复合物 2 (Polycomb repressive complex 2，
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PRC2)的催化活性亚单位，在多种恶性肿瘤中表达明显增高，

其异常表达可使转录机制失调，从而参与肿瘤的发生、发展[3,4]，

并与肿瘤预后不良相关。CXXC指蛋白 4( CXXC finger protein

4)作为Wnt信号通路的负调节因子，具有抑制肿瘤细胞增殖的

能力[5]，扮演抑癌基因的角色，在胃癌研究中发现 CXXC4的低

表达与患者预后差呈正相关，是受到 EZH2直接调控的一个新

的下游靶基因[6]。本实验采用免疫组织化学 S-P法检测 OSCC

组织及非肿瘤患者正常口腔黏膜中 CXXC4蛋白与 EZH2蛋白

的表达情况，探讨二者与 OSCC发生及发展的关系，以期为
OSCC的早期诊断和预后判断提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 临床资料

标本来自哈尔滨医科大学附属口腔医院 2015至 2017 年

住院的 OSCC患者共 60例，所有患者此前均无手术、放化疗及

其他抗肿瘤治疗史，且术后经病理科确诊。60例 OSCC标本

中，男性 38 例，女性 22 例，中位年龄 64 岁；肿瘤直径＞ 4 cm

20例，≤ 4 cm 40例；T1-T2期 37例，T3-T4期 23例；高分化鳞

癌 35例，中 -低分化鳞癌 25例；淋巴结转移 18例，无转移 42

例。非肿瘤患者的正常口腔黏膜组织标本 20例。
1.2 主要试剂

兔抗人 CXXC4 抗体 (14127R)，兔抗人 EZH2 抗体
(bs-3521R)、S-P试剂盒及 DAB显色试剂盒购均购于哈尔滨博

士德生物技术有限公司。

1.3 免疫组织化学法
组织标本离体后均经 10％中性福尔马林固定，常规石蜡

包埋，4 滋m厚连续切片，常规 HE 染色观察并确认病理学分

型；免疫组织化学 S-P法染色，操作步骤按 S-P 试剂盒说明书

进行，DAB 显色，以磷酸盐缓冲液(PBS)代替一抗作为阴性对
照，以已知 OSCC切片为阳性对照。
1.4 结果判定标准

切片由两名病理科医师以双盲法进行评估，以细胞质或细

胞核出现棕黄色颗粒为阳性细胞。CXXC4蛋白及 EZH2蛋白

阳性着色主要表达于细胞质。结果评价参照 Pluot，杨军[7,8]等半

定量积分法，按阳性细胞百分比及染色程度分级评分：每张切

片随机选取 5个不重叠的肿瘤组织区域，高倍镜下(× 400)计数
每一百个细胞中癌细胞所占百分比，取 5个区域癌细胞所占百

分比的平均数作为阳性肿瘤比，以此进行分级：肿瘤细胞≤
10%为 1，11%-50%为 2，51%-75%为 3，>75%为 4，阴性则为 0；

按染色强度分级：棕褐色为 3，棕黄色为 2，浅黄色为 1，无着色

为 0。将两分级乘积作为总积分，0-1为 (-)，2-3为 (± )，4-5为
(+)，6-7为(++)，≥ 8为(+++)。本实验以(++)和(+++)定义为阳性，

(-)和(＋ )定义为阴性。
1.5 统计学处理

采用 SPSS17.0软件，分组数据数据进行 x2检验，相关性分

析采用 Spearman法，差异性检验标准为 P＜ 0.05。

2 结果

2.1 CXXC4与 EZH2在 OSCC中的表达
CXXC4蛋白在 OSCC中表达率为 35.0%(21/60)，明显低

于正常口腔黏膜组织的 60.0%(12/20)，差异具有统计学意义
(P＜ 0.05) (表 1，图 A，B)；EZH2 蛋白在 OSCC 中表达率为
70.0%(42/60)，显著高于正常口腔黏膜组织的 25.0%(5/20)，差

异具有统计学意义(P＜ 0.05)(表 1，图 C，D)。

Fig.A expression of CXXC4 in normal oral mucosa (SP × 400); Fig.B expression of CXXC4 in OSCC (SP× 400);

Fig.C expression of EZH2 in normal oral mucosa (SP× 400); Fig.D expression of EZH2 in OSCC (SP× 400).

CXXC4
P value

EZH2
P value

- + - +

NOM 8 (40.0%) 12 (60.0%)
0.049

15 (75.0%) 5 (25.0%)
<0.001

OSCC 39(65.0%) 21(35.0%) 18 (30.0%) 42(70.0%)

表 1 CXXC4和 EZH2在正常口腔黏膜组织及口腔鳞状细胞癌中的表达

Table 1 Expression of CXXC4 and EZH2 in normal oral mucosa and oral squamous cell carcinoma

2.2 CXXC4与 EZH2的表达与 OSCC临床病理特征的关系
CXXC4蛋白与 EZH2蛋白的表达与 OSCC患者的病理分

化程度、TNM分期及有无淋巴结转移等密切相关(P＜ 0.05)，与

患者年龄、性别及肿瘤直径大小无关(表 2)。
2.3 CXXC4与 EZH2的表达的相关性

在 60例 OSCC组织标本中，CXXC4蛋白与 EZH2蛋白同

时表达的有 8例，同时阴性的 5例，CXXC4蛋白表达而 EZH2

蛋白阴性的有 13例，CXXC4蛋白阴性而 EZH2蛋白表达的有
34例，Spearman等级相关分析显示，两者在 OSCC中表达呈显

著负相关(r=-0.511，P＜ 0.001，表 3)。
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3 讨论

OSCC的发生发展是多因素、多阶段的演变过程，涉及基

因突变、细胞分化增殖及细胞周期调控信号通路失调等过程。

众所周知，Wnt/茁-catenin 和 MAPK 信号通路失调在多种疾病
的发生发展过程中具有重要作用[9]，如肺癌[10]、结肠癌[11]等。Wnt

信号通路被异常激活时，细胞内 茁-catenin处于高水平状态，从

而激活 Wnt信号靶基因如 c-myc、Cyclin D1[12]等的转录，进而

调控细胞生长、分化，促进肿瘤发生发展。MAPK信号通路被异

常激活，细胞周期和分化、胞间的功能同步紊乱，促进细胞恶性

转化、肿瘤发生和侵袭转移等多种病理过程的发生[13]。

CXXC4 作为 Wnt 信号通路的负调节因子，通过稳定

茁-catenin降解复合物完整性，下调 茁-catenin在胞内含量，抑制
Wnt信号通路的激活；并通过破坏 Erkl/2与 MEK1/2之间的相

互作用，抑制 MAPK通路的激活[14,15]，扮演抑癌基因角色。新近

研究表明 CXXC4 在骨髓增生异常综合征[16]、胃癌[17]、肝癌[18]、

肾细胞癌及卵巢癌[19]等肿瘤中表达下调或缺失，并与患者预后

不良呈正相关。本实验数据显示在 OSCC中 CXXC4表达率为
35.0%，明显低于正常口腔黏膜组织的 60.0%，其表达率与 OS-

CC分化程度、TNM分期及有无淋巴结转移相关，且表达率随

肿瘤分化程度降低、TNM分期的进展及淋巴结转移的出现而

降低，其表达水平与患者的性别、年龄及肿瘤直径的大小无关。

以上数据表明 CXXC4表达下调或缺失与 OSCC的发生发展
密切相关。

EZH2是 PRC2的催化活性亚单位，具有组蛋白甲基转移

酶(Histone methyltransferase，HMT)活性[20]，在维持细胞的密度、

调节细胞周期及干细胞的自我更新中起着至关重要的作用[21,22]。

大量研究表明 EZH2作为癌基因[23]，在多种恶性肿瘤中呈高表

达，如前列腺癌[24]、胃癌[25]、肝癌、肠癌 [26]、肺癌 [27-29]及乳腺癌[30]

等。通过调控转化生长因子 茁(TGF-茁1)的表达、下调 TIMP和上

调 MMP的表达及抑制抗血管生成因子，促进肿瘤细胞的侵袭

转移和血管生成[31]。其表达异常可使转录机制失调，促进肿瘤

的发生、发展，并与肿瘤的早期转移、不良预后密切相关。本实

验结果显示，在 OSCC中 EZH2表达率为 70.0%，明显高于正

常口腔黏膜组织的 25.0%，其表达率与 OSCC分化程度、TNM

分期及有无淋巴结转移相关，且随肿瘤分化程度降低、TNM分

期的进展及淋巴结转移的出现而升高，但与患者的性别、年龄

及肿瘤直径的大小无关。以上述数据表明 EZH2表达上调或过

表 2 60例 OSCC患者中 CXXC4和 EZH2的表达与临床病理特征的关系

Table 2 Association of Clinicopathological Factors with CXXC4 and EZH2 Expression from 60 Patients

Variable n P value P value
- + - +

Gender

Male 38 25 13
0.886

11 27
0.81516

Female 22 14 8 7 15

Age (yrs.)

≥ 60 34 23 11
0.623

12 22
0.306

＜60 26 16 10 6 20

Tumor size(cm)

＞4 20 15 5
0.251

3 17
0.073

≤ 4 40 24 16 15 25

Clinical stage

Ⅰ -Ⅱ 37 19 18
0.005

16 21
0.005

Ⅲ -Ⅳ 23 20 3 2 21

Well 35 18 17
0.009

15 20
0.010

Moderately/Poorly 25 21 4 3 22

Lymph node metastasis

No 42 23 19
0.011

17 25
0.007

Yes 18 16 2 1 17

Tumor differentiation

CXXC4 EZH2

表 3 口腔鳞状细胞癌中 CXXC4与 EZH2表达的相关性

Table 3 Correlation between CXXC4 and EZH2 expression in OSCC

CXXC4
EZH2

r P value
+ -

+ 8 13 -0.511 ＜0.001

- 34 5
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表达与 OSCC的侵袭转移密切相关。
OSCC的发生发展与癌基因的激活及抑癌基因的沉默表

达密切相关，新近研究表明在胃癌中 CXXC4是受 EZH2直接

调控的新的靶基因，EZH2通过直接结合 CXXC4 基因的启动
子区域抑制其转录进而抑制其表达。在本实验中，CXXC4在
OSCC中低表达，EZH2过表达，两者呈负相关，我们推测在
OSCC中 EZH2抑制了 CXXC4的表达，从而导致 CXXC4参
与的Wnt/茁-catenin信号通路和MAPK信号通路激活，促进了
OSCC的发生发展、侵袭转移及不良预后等。

综上所述，CXXC4和 EZH2的阳性表达与 OSCC的发生、
发展、侵袭转移及不良预后密切相关，但 CXXC4 /EZH2 表达
失衡的相关机制尚需进一步研究和探讨。通过沉默 EZH2，上调
CXXC4 的表达可能为 OSCC 的基因诊断及靶向治疗提供新
思路。
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