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  [摘要] 目的 研究过氧化物还原酶4(PRDX4)的表达对口腔鳞状细胞癌(OSCC)颈部淋巴结转移的影

响及其和预后的关系。方法 利用生物信息数据库探索PRDX4基因在头颈部鳞状癌中的表达情况、预后分析

及相关通路预测,同时收集124例OSCC患者的临床病理资料,包括颈部淋巴结转移情况,通过免疫组织化学

法检测124例OSCC组织中PRDX4的表达情况。结果 在线生物信息数据库分析结果显示PRDX4在头颈部

鳞状细胞癌中高表达且与肿瘤级别明显相关。免疫组织化学结果显示,OSCC中颈部淋巴结转移的发生与

PRDX4表达强度显著 相 关,且 PRDX4高 表 达 是 影 响 OSCC发 生 颈 部 淋 巴 结 转 移 的 独 立 危 险 因 素(P=
0.010),PRDX4表达强度还与有无多枚淋巴结转移(P=0.020)及淋巴结转移灶最大径(P=0.031)有关,而与

淋巴结被膜外侵犯无关。生存分析显示,PRDX4表达为强阳性与OSCC患者的较差的无瘤生存(DFS)率和总

生存(OS)率相关。结论 PRDX4表达为强阳性的OSCC患者发生颈部淋巴结转移率越高,预后越差。
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  [Abstract] Objective To

 

Explore
 

the
 

effect
 

of
 

expression
 

of
 

peroxidase
 

reductase
 

4
 

(PRDX4)
 

on
 

cervi-
cal

 

lymph
 

node
 

metastasis
 

in
 

oral
 

squamous
 

cell
 

carcinomas
 

(OSCC)
 

and
 

its
 

relationship
 

with
 

prognosis.
Methods Using

 

bioinformatics
 

databases
 

to
 

explore
 

the
 

expression,prognosis
 

analysis,and
 

related
 

pathway
 

prediction
 

of
 

PRDX4
 

gene
 

in
 

head
 

and
 

neck
 

squamous
 

cell
 

carcinoma.At
 

the
 

same
 

time,clinical
 

and
 

pathologi-
cal

 

data
 

including
 

cervical
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

were
 

collected
 

from
 

124
 

OSCC
 

patients,the
 

expression
 

of
 

PRDX4
 

was
 

detected
 

in
 

124
 

OSCC
 

tissues
 

using
 

immunohistochemical
 

experimental
 

methods.Results Analy-
sis

 

of
 

online
 

bioinformatics
 

databases
 

showed
 

that
 

PRDX4
 

was
 

highly
 

expressed
 

in
 

head
 

and
 

neck
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

and
 

significantly
 

correlated
 

with
 

tumor
 

grade.The
 

immunohistochemical
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

occurrence
 

of
 

cervical
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

was
 

significantly
 

correlated
 

with
 

the
 

intensity
 

of
 

PRDX4
 

stai-
ning

 

in
 

124
 

OSCC
 

cases
 

studied,and
 

high
 

expression
 

of
 

PRDX4
 

was
 

an
 

independent
 

risk
 

factor
 

for
 

cervical
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

in
 

OSCC
 

(P=0.010).The
 

staining
 

intensity
 

of
 

PRDX4
 

was
 

significantly
 

correlated
 

with
 

the
 

presence
 

of
 

multiple
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

(P=0.020)
 

and
 

the
 

the
 

maximum
 

diameter
 

of
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

(P=0.031),but
 

not
 

related
 

to
 

the
 

invasion
 

of
 

lymph
 

nodes
 

outside
 

the
 

membrane.Survival
 

a-
nalysis

 

showed
 

that
 

strong
 

PRDX4
 

positivity
 

was
 

significantly
 

correlated
 

with
 

poor
 

disease-free
 

survival
 

(DFS)
 

rate
 

and
 

overall
 

survival
 

(OS)
 

rate
 

in
 

OSCC
 

patients.Conclusion OSCC
 

patients
 

with
 

strong
 

expres-
sion

 

of
 

PRDX4
 

have
 

a
 

higher
 

incidence
 

of
 

cervical
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

and
 

a
 

poorer
 

prognosis.
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  口腔鳞状细胞癌(oral
 

squamous
 

cell
 

carcino-
mas,OSCC)是口腔癌中最常见的组织学亚型,占所

有组织学亚型的90%以上,尽管治疗已经取得了很大

进步,但OSCC的生存率依然无明显提升[1-4]。OSCC
患者的高死亡率主要原因为诊断晚、局部转移和治疗

耐药,其中颈部淋巴结转移被认为是主要不良预后因

素[5-6]。目前,临床上判断淋巴结转移的常用方法主

要为触诊及影像学检查(如超声、CT及 MRI等),但
都存在一定的假阳性及假阴性率,对于位置较深及转

移灶较小的淋巴结判断仍存在难度,还没有明确的指

标和靶点可作为预测 OSCC淋巴结转移的主要危险

因素,因此探索影响OSCC淋巴结转移的主要临床病

理因素及相关的生物学标志物至关重要。
过氧化物还原素(peroxiredoxins,PRDXs)属于

氧化还原家族蛋白,其广泛分布在人体各组织中,具
有重要的抗氧化作用[7-8]。癌细胞中的活性氧(reac-
tive

 

oxygen
 

species,ROS)由于基因突变、代谢率升高

和缺氧而增加,作为一种生存策略,癌细胞能利用抗

氧化系统有效地抵消ROS积累的有害后果[9]。过氧

化物还原酶4(peroxiredoxin
 

4,PRDX4)是唯一位于

内质网中的过氧化物酶家族成员,PRDX4除了是氧

化还原稳态的关键调控因子外,还通过氧化内置网中

的蛋白二硫异构酶(protein
 

disulfide
 

isomerase,PDI)
调节蛋白质折叠,从而参与多种肿瘤的发生、增殖、侵
袭和转移[4,10-12]。OSCC是头颈部鳞状细胞癌(head

 

and
 

neck
 

squamous
 

cell
 

carcinoma,HNSC)中的主要

瘤种组成,因此本研究通过生物信息学分析PRDX4
在HNSC中的表达情况、可能的作用通路及与预后的

关系,并结合124例OSCC患者PRDX4免疫组化染

色结果分析,探讨PRDX4与OSCC患者颈部淋巴结

转移的相关性及预后评估的影响。
1 资料与方法

1.1 一般资料

选择2012-2016年在福建医科大学附属第一医

院、2015-2022年在宁德师范学院附属宁德市医院行

肿瘤手术切除并经术后病理证实为 OSCC的124例

患者为研究对象,患者均有完整临床与病理资料,并
取其术后石蜡标本进行研究。所有患者均接受原发

肿瘤扩大切除术及颈淋巴清扫术且术前未接受任何

放疗或化疗。手术切除根据肿瘤的发生部位主要分

为经口、下颌骨舌侧松解和下颌骨切开入路,包括舌

切除、颊黏膜切除、口底切除术、颌骨切除术等,同时

对手术缺损采用必要的修复重建,颈部手术采用选择

性或根治性清扫淋巴结,必要者术后辅助放、化疗。
患者中12例接受了术后化疗,28例接受了术后放疗,
26例接受了术后放、化疗。根据是否发生颈部淋巴结

转移将研究对象分为转移组(n=47)和非转移组(n=
77)。随访资料通过门诊病历或电话随访,开始时间

为肿瘤确诊的时间,终止事件为 OSCC导致的死亡,

随访时间为4~120个月。本研究已通过宁德师范学

院附属宁德市医院伦理委员会、福建医科大学附属第

一医院医学伦理委员会审批(审批号:20221025,闵医

大附一伦理医研〔2019〕268号)。
1.2 PRDX4免疫组织化学

免疫组织化学抗体:PRDX4抗体(英国 Abcam
公司,克隆号:184167);浓度为1∶1

 

000;严格按试剂

盒说明进行操作。
1.3 PRDX4免疫组织化学染色结果判定

 

通过细胞质内是否存在棕色染色来评估PRDX4
染色的表达,并根据阳性细胞的强度和百分比计算每

张载玻片的评分并进行分级。PRDX4染色强度分为

4个等级:无阳性细胞为0分,浅棕色为1分,棕色为

2分,深棕色为3分。阳性染色细胞的百分比分为4
级:0~5%为0分,>5%~30%

 

为1分,>30%~
60%为2分,>60%为3分。将阳性细胞百分比的得

分与强度的得分相乘得到总分,并做为判断依据:0~
3分为阴性,>3~6分为弱阳性,>6分为强阳性。
1.4 在线公共数据库分析

UALCAN 数 据 库(https://ualcan.path.uab.
edu/)能够有效进行癌症数据在线分析和挖掘,主要

通过在癌症基因图谱(The
 

Cancer
 

Genome
 

Atlas,
TCGA)数据库对相关癌症进行分析,进入网站后,选
择TCGA分析,在基因框中输入PRDX4,癌种选择

TCGA-HNSC,通过 UALCAN 数据库分析PRDX4
在HNSC及正常组织中的表达差异。基于TCGA数

据库分析PRDX4在不同分期及分级的 HNSC组织

中的表达差异。
1.5 PRDX4基因相关生物通路分析

基因本体(gene
 

ontology,GO)是针对基因功能

进行分类的国际标准系统。京都基因组百科全书

(Kyoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes,KEGG)
是主要的生物通路公共数据库。在TCGA数据库的

HNSC患者基因表达进行检索,以PRDX4的表达情

况对其进行分组,以PRDX4表达水平的中位数作为

阈值,将患者分为高表达组和低表达组。通过R语言

的 DESeq2 包 开 展 相 关 的 差 异 基 因 分 析,使 用

Benjamini&Hochbeg法矫正 P 值,将|log2FC
 

|>1
且Padj<0.05的基因认定为差异表达基因(differen-
tially

 

expressed
 

genes,DEG),将DEG作为整体使用

ClusterProfilier包进行KEGG、GO富集分析。
1.6 统计学处理

采用SPSS23.0软件对数据进行分析。非正态分

布的计量资料采用 M(Q1,Q3)表示,组间比较采用

Wilcoxon秩和检验;计数资料采用例数或百分比表

示,组间比较采用χ2 检验;采用多因素logistic回归

进行独立危险因素分析。采用Spearman相关分析各

指标间的相关性;等级资料的组间比较采用 Mann
 

Whitney
 

U 检验分析。生存分析采用 Kaplan-Meier
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法,绘制生存曲线,并通过log-rank检验比较生存率

差异。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 UALCAN数据库分析结果

在 UALCAN
 

数 据 库 中,PRDX4表 达 水 平 在

HNSC标本和正常标本中差异有统计学意义(P<
0.001),见图1A;且PRDX4表达水平在不同分级的

HNSC标本中存在差异(图1B);与正常标本相比,
PRDX4表达水平在不同临床分期的HNSC标本中明

显升高(P<0.001),但在不同分期的 HNSC标本之

间PRDX4 的 表 达 水 平 差 异 无 统 计 学 意 义(P >
0.05),见图1C。
2.2 124例OSCC患者颈部淋巴结转移与各临床病

理因素及PRDX4表达强度之间的单因素及多因素

分析

对124例OSCC患者颈部淋巴结转移情况分析

发现,淋巴结转移的发生与肿瘤分化程度、神经侵犯、
脉管癌栓、肿瘤浸润深度相关(P<0.05),而与患者的

性别、年龄、有无淋巴间质无关(P>0.05),见表1;
PRDX4的染色强度与淋巴结转移有关(P<0.05),见
图2。

 

将单因素分析中两组比较差异有统计学意义的

指标纳入二元logistic回归分析。赋值如下:颈部淋

巴结转移(未发生=0,发生=1);神经侵犯(未发生=
0,发生=1);脉管癌栓(未发生=0,发生=1);分化程

度(高分化=1,中-低分化=2);PRDX4染色强度(阴
性=1,弱阳性=2,强阳性=3);肿瘤浸润深度按实际

值赋 值,结 果 显 示,肿 瘤 浸 润 深 度、有 脉 管 癌 栓、
PRDX4表达强阳性是OSCC发生颈部淋巴结转移的

独立危险因素,见表2。

  A:PRDX4表达水平在正常标本和 HNSC标本中的比较;B:PRDX4表达水平在正常标本和 HNSC分级为1、2、3、4级标本中的比较;C:

PRDX4表达水平在正常标本和 HNSC肿瘤Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ期标本中的比较;a:P<0.05,与正常标本比较;b:P<0.05,与 HNSC分级为
 

1级标本比

较;c:P<0.05,与 HNSC分级为
 

2级标本的比较。

图1  PRDX4在 HNSC中表达的数据库分析

  A:PDRX4在非转移组和转移组中的免疫组织化学染色情况(100×);B:PDRX4在转移组中的免疫组织化学染色情况(100×);C:非转移组和

转移组中的免疫组织化学评分比较;a:P<0.05,与非转移组比较。

图2  PRDX4在转移组和非转移组OSCC组织中的表达

表1  OSCC患者颈部淋巴结转移与各临床病理特征及PRDX4表达强度的关系

项目
颈部淋巴结转移

否(n=77) 是(n=47)
χ2/Z/U P

性别(n) 1.804 0.179

 男 52 37

 女 25 10

年龄(n) 0.069 0.793

 ≤60岁 49 31
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续表1  OSCC患者颈部淋巴结转移与各临床病理特征及PRDX4表达强度的关系

项目
颈部淋巴结转移

否(n=77) 是(n=47)
χ2/Z/U P

 >60岁 28 16

分化程度(n) 6.018 0.014

 高分化 42 15

 中-低分化 35 32

神经侵犯(n) 5.209 0.022

 无 52 22

 有 25 25

脉管癌栓(n) 7.376 0.007

 无 74 38

 有 3 10

淋巴间质(n) 0.617 0.432

 无 37 26

 有 40 21

肿瘤浸润程度[M(Q1,Q3),cm] 0.60(0.35,1.00) 1.05(0.60,1.50) -3.913 <0.001

PRDX4表达强度(n) -4.004 <0.001

 阴性 34 8

 弱阳性 34 20

 强阳性 9 19

表2  二元logistic回归分析OSCC患者颈部淋巴结

   转移的影响因素

项目 β SE P OR 95%CI

神经侵犯 0.033 0.474 0.945 1.033 0.408~2.619

脉管癌栓 1.584 0.762 0.038 4.874 1.094~21.705

分化程度 0.413 0.447 0.356 1.512 0.629~3.632

PRDX4(阴性
 

vs.
 

弱阳性)0.883 0.532 0.097 2.417 0.852~6.859

PRDX4(阴性
 

vs.
 

强阳性)1.618 0.627 0.010 5.044 1.476~17.242

DOI 0.905 0.387 0.019 2.472 1.157~5.279

2.3 PRDX4表达强度与颈部淋巴结转移相关参数

的关系

PRDX4表达阴性的42例中有8例发生颈部淋

巴结转移,PRDX4表达阳性的82例中有39例发生

颈部淋巴结转移,Spearman相关性分析显示,PRDX4
表达强度与 OSCC颈部淋巴结发生转移呈正相关

(r=0.361,P<0.001);进一步通过非参数检验分析

PRDX4表达强度与有无多枚淋巴结转移、有无淋巴

结被膜外侵犯及淋巴结转移灶最大径的关系,结果显

示PRDX4表达强度与淋巴结转移个数(P=0.020)
及淋巴结转移灶的大小(P=0.031)相关,而与淋巴结

被膜外侵犯无关,见表3。
2.4 124例 OSCC患者中PRDX4表达强度与预后

的相关性

Kaplan
 

Meier生存分析结果显示,124例 OSCC
患者中PRDX4表达强度与 OSCC患者的总生存(o-
verall

 

survival,OS)率和无瘤生存(disease-free-sur-
vival,DFS)率均有关;相较于低表达组(阴性+弱阳

性),PRDX4高表达组(强阳性)的 OS率(log-rank
 

χ2=10.132,P=0.001)及DFS率明显降低(log-rank
 

χ2=11.278,P=0.001),见图3。
表3  PRDX4表达与阳性淋巴结相关参数的关系(n)

项目
PRDX4表达

阴性 弱阳性 阳性
U P

多枚淋巴结转移 -2.324 0.020

 无 5 7 3

 有 3 13 16

淋巴结被膜外侵犯 -0.611 0.541

 无 3 10 10

 有 5 10 9

淋巴结转移灶最大径 -2.155 0.031

 <1
 

cm 7 10 7

 ≥1
 

cm 1 10 2

2.5 数据库分析PRDX4基因涉及的相关分子通路

将TCGA-HNSC数按PRDX4的表达值中位数

分为高表达组和低表达组后鉴定了3
 

740个 DEG。
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筛选出526个明显上调基因和267个明显下调基因,
结果发现,GO富集分析中生物学功能主要富集于角

质形成细胞和表皮细胞的分化,细胞成分主要与细胞

骨架中间丝的形成相关,分子功能主要体现在丝氨酸

蛋白酶抑制剂的活性及胞外配体门控离子通道活性

等相关;KEGG通路主要富集于神经活性配体-受体

相互作用、血管平滑肌收缩、雌激素信号通路、金黄色

葡萄球菌感染、白细胞介素-17等通路。

  A、B分别为PDRX4表达强度对患者OS率、DFS率影响的生存分析。

图3  PRDX4表达强度对患者预后影响的Kaplan-Meier分析

  A:GO通路富集分析;B:KEGG通路富集分析。

图4  富集分析

3 讨  论

  OSCC是口腔癌的主要类型,虽然目前OSCC的

治疗方法较完善,但5年生存率仍然很低[13-14]。颈部

淋巴结转移被认为是OSCC的主要不良预后指标,出
现淋巴结转移的OSCC患者5年生存率仅有20%~
40%,而未出现淋巴结转移的患者5年生存率高达

90%[15]。因此,寻找 OSCC发生颈部淋巴结转移相

关的影响因素及生物学标志物,对于评估OSCC患者

的预后情况,促进治疗效果,提高患者的生存率具有

重要意义。
ROS是一组由自由基和稳定的氧化分子组成的

具有不成对电子的小分子,它与多种内源性抗氧化防

御系统相互作用使机体处于相对平衡状态,细胞内氧

化还原平衡的破坏与干细胞、癌症和癌症干细胞的存

活和增殖密切相关[4,16-17]。有研究表明,PRDX4作为

一种重要的抗氧化剂,在乳腺癌、前列腺癌、卵巢癌、
结直肠癌、胃癌和肺癌等多种癌症中过表达,且在肿

瘤的发生、复发和转移及肿瘤治疗耐药中起着重要作

用[4,18-19]。本研究对124例OSCC患者颈部淋巴结转

移情况进行分析,结果显示PRDX4表达为强阳性是

影响OSCC颈部淋巴结转移发生的独立危险因素,且
其表达强度与颈部淋巴结转移的发生呈正相关,与王

丹等[20]研究结果一致。同时预后分析结果也显示,
PRDX4表达为强阳性与 OSCC患者较差预后有关,
提示PRDX4在OSCC发生、发展中也起着重要作用。

抗氧化剂在各肿瘤的发生、发展中的作用机制多
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种多样,在肺腺癌中PRDX4通过加剧肺部炎症从而

促进肺腺癌的发生、发展[18];乳腺癌中PRDX4主要

通过调控细胞外调节蛋白激酶(extracellular
 

regula-
ted

 

protein
 

kinases,ERK)通路抑制乳腺癌的增殖和

迁移[21];在胃癌中PRDX4通过上皮间充质转换调控

肿瘤的侵袭及转移过程[22]。本研究经过GO富集分

析可知,在OSCC组织中PRDX4相关的差异基因的

生物学功能主要富集于角化、角质形成细胞和表皮细

胞的分化,细胞学功能主要与中间丝细胞骨架的形成

相关,分子功能主要体现在丝氨酸蛋白酶抑制剂活性

及细胞外配体-门控离子通道活性等相关。KEGG通

路主要富集于神经活性配体-受体相互作用、血管平滑

肌收缩、雌激素信号通路、金黄色葡萄球菌感染、白细

胞介素-17等通路。有研究表明,在角质形成细胞的

增殖、分化过程中涉及氧化应激和
 

ROS
 

介导的细胞

死亡等一系列过程[23],且本研究通过在线数据库分析

的结果也显示PRDX4的表达水平与肿瘤分级有关,
因此,笔者推测在OSCC中PRDX4可能通过抗氧化

作用使角质形成细胞免于凋亡,从而促进肿瘤的发

生;JAMALUDDIN等[24]发现PRDX1和PRDX4对

于预防上皮细胞中的中间丝和肌动蛋白结合蛋白子

集的氧化损伤中发挥重要作用。本研究通过富集分

析也发现在OSCC中PRDX4除了参与角质形成细胞

与表皮细胞的分化过程,还与中间丝细胞骨架组织的

形成相关。白细胞介素-17通路已被证明可以通过多

种途径促进OSCC肿瘤发生,如提供促进细胞转化和

肿瘤形成的微环境,诱导产生促进侵袭性和血管生成

的分子,增强髓系细胞的免疫抑制作用,促进肿瘤细

胞增殖、存活、侵袭和转移[20,25]。PRDX4作为这些通

路之间的交联,可推测其与 OSCC的发生、发展密切

相关。
综上所述,PRDX4的表达强度与 OSCC颈部淋

巴结转移相关,PRDX4表达为强阳性提示 OSCC患

者预后较差,PRDX4可以有效预测 OSCC颈部淋巴

结转移状态,有望成为预测OSCC患者颈部淋巴结转

移及预后情况的生物学指标,然而,PRDX4在 OSCC
中的具体作用机制,仍需进一步实验研究探讨。
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