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摘  要 

目的：本研究通过比较口腔鳞状细胞癌(OSCC)、口腔潜在恶性病变(OPMD)及对照组的唾液中IL-6、IL-8、
MMP-9的浓度差别，筛选出能够用于预测OSCC发生的特异性的唾液分子标记物。方法：将60名受试者

分为3个研究组，即OSCC组(n = 20)、OPMD组(n = 20)和健康对照组(n = 20)。所有受试者均提供非刺

激性的唾液样本，使用ELISA试剂盒检测IL-6、IL-8、MMP-9的浓度。结果：OSCC组的唾液IL-6、IL-8、
MMP-9浓度显著高于对照组(P < 0.05)，OPMD组的唾液IL-6、IL-8、MMP-9浓度高于对照组，且IL-8的
浓度具有统计学差异(P < 0.05)。OSCC组的唾液IL-6、IL-8、MMP-9的浓度显著高于OPMD组(P < 0.05)。
结论：本研究表明OSCC唾液中的IL-6、IL-8、MMP-9的浓度相比对照组显著增高，且OSCC和OPMD组间

唾液IL-6、IL-8、MMP-9的浓度存在统计学差异。唾液IL-6、IL-8、MMP-9在OSCC和OPMD的治疗、癌

前预测及随访中是一种有临床参考价值的特异唾液分子标志物。 
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Abstract 
Objective: To screen specific salivary biomarkers that can be used to predict the occurrence of 
OSCC by comparing the concentrations of IL-6, IL-8 and MMP-9 in saliva of oral squamous cell car-
cinoma (OSCC), oral potential malignant disease (OPMD) and control group. Methods: 60 subjects 
were divided into three study groups, named OSCC group (n = 20), OPMD group (n = 20) and 
healthy control group (n = 20). All subjects provided non irritant saliva samples, and detected the 
concentrations of IL-6, IL-8 and MMP-9 with ELISA kit. Results: The salivary concentrations of IL-6, 
IL-8 and MMP-9 in OSCC group were significantly higher than those in control group (P < 0.05). 
The salivary concentrations of IL-6, IL-8 and MMP-9 in OPMD group were higher than those in 
control group, and the concentration of IL-8 was statistically different (P < 0.05). The saliva con-
centration of IL-6, IL-8 and MMP-9 in OSCC group was significantly higher than that of OPMD group 
(P < 0.05). Conclusions: This study shows that the saliva concentration of IL-6, IL-8 and MMP-9 in 
OSCC is significantly higher than that of the control group, and the saliva concentration of IL-6, IL-8 
and MMP-9 between OSCC and OPMD groups is statistically different. Salivary IL-6, IL-8 and MMP-9 
are specific salivary biomarkers with clinical reference value in the treatment, precancerous pre-
diction and follow-up of OSCC and OPMD. 
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1. 前言 

口腔鳞状细胞癌(Oral squamous carcinoma, OSCC)是头颈部最常见的恶性肿瘤之一，占口腔恶性肿瘤

的 90% [1] [2]。大多数 OSCC 是在晚期临床阶段(即 III 或 IV)被发现[1] [2] [3]，因此，OSCC 诊断的延迟

是高发病率和高死亡率的主要原因之一，严重影响公共卫生健康[3] [4]。口腔鳞状细胞癌(OSCC)作为一

种危及生命的疾病，大多数是由口腔潜在恶性疾病(Oral potential malignant disorders, OPMD)发展而来[5] 
[6]。世界卫生组织将白斑(Leukoplakia)、红斑(Erythroplakia)、口腔粘膜下纤维化(Oral submucous fibrosis, 
OSMF)和口腔扁平苔藓(Oral lichen planus)等存在癌症发展风险的疾病定义为口腔潜在恶性病变(OPMD) 
[7] [8]，并且此类疾病的癌变往往发生在口腔癌进展的早期[9] [10]。早期诊断的 OSCC 相对于晚期病损

的患者具有较好的预后及生存率[11]。 
目前，组织学活检仍是口腔鳞癌诊断的“金标准”[4]。但病理活检采样部位灵活，采样技术要求高，

因此，仅依靠病理活检可能会延迟口腔癌的诊断。最近的研究评估了一种非侵入性的方法——“液体活

检”，通过检测体液(包括血浆、唾液、尿液等)中的生物标记物在口腔鳞癌患者诊断和预后中的潜在应用[12] 
[13] [14]。口腔鳞状细胞癌与口腔微环境密切相关，直接与唾液接触[15] [16] [17]，因此选择唾液作为检

测媒介，分析其中的生物标志物，可为 OSCC 的早期诊断和改善预后提供有用的信息[12] [17] [18]。对于

口腔科医生来说，利用唾液采集具有无创性和易于收集的特点进行早期口腔鳞癌的预测，通过寻找并验

证反映 OPMD 癌变风险的标志物对 OSCC 的早期筛查具有重要意义。 
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有研究发现，分子标志物白细胞介素 6 (IL-6)、白细胞介素 8 (IL-8)、基质金属蛋白酶 9 (MMP-9)对
于口腔黏膜内的恶性转化过程非常重要。唾液中 IL-6 的浓度作为 OSCC 早期诊断的生物学标志物具有重

要参考价值，且 IL-6 浓度变化还与 OSCC 早期复发率正相关[19] [20]。已有研究证实慢性炎症可以促进

OPMD 的恶变，而 IL-8 作为一种炎症状态下的促炎因子与多种恶性肿瘤的侵袭关系密切[21]。除此之外，

MMP-9 能够导致基底膜的蛋白水解，从而促进肿瘤的侵袭和转移[22]。近年来针对口腔鳞癌的非侵入性

检测研究中，缺乏有效的证据用于佐证 IL-6、IL-8 及 MMP-9 在口腔鳞癌早期预测及诊断的特异性及准

确性。到目前为止，还没有合适的生物标记物在临床实践中用于口腔癌的早期诊断[23] [24]。 
因此，本研究旨在通过检测 OPMD 患者中唾液生物标志物 IL-6、IL-8 及 MMP-9 的情况，比较 OPMD

与 OSCC 唾液生物标记物 IL-6、IL-8 及 MMP-9 含量的差别，找到并验证唾液生物标志物的特异性，用

于监测 OPMD 及 OSCC 的病情变化，将可能出现恶性转化的病变发现在早期，施加干预，改善患者预后，

期望为医生提供临床诊断的预警指标及一种新的可靠的癌前预测方法。 

2. 材料与方法 

2.1. 研究分组 

本研究将诊断为口腔鳞状细胞癌(n = 20)的患者，口腔白斑和口腔扁平苔藓等 OPMD (n = 20)的患者

以及完全健康(n = 20)的患者分为三组，共采集 60 份唾液样本纳入研究。该研究方案得到了郑州大学附

属洛阳中心医院伦理委员会的批准，且该研究是参照 2008 年的《赫尔辛基宣言》进行的。研究开始之前，

所有患者或家属均签署知情同意书。 

2.2. 口腔唾液样本的采集 

采集所有受试者非刺激条件下的唾液样本，唾液样本采集前 2 小时内不得进食、刷牙或使用漱口水。

嘱受试者做吞咽和咀嚼动作 60 秒，让他们前倾头部，将 5 毫升唾液吐入无菌容器。临床获取的唾液样本

立即置于冰上运送至实验室处理待用。 

2.3. 纳入标准 

组织病理学确诊的 18 岁以上的 OSCC 和临床诊断为 OPMD 病例以及健康对照组纳入研究。OPMD
组主要包括白斑、红斑和扁平苔癣。对照组为口腔黏膜健康，无明显牙龈及牙周炎症，无吸烟习惯的健

康人。 

2.4. 排除标准 

排除自身免疫性疾病、既往恶性肿瘤史、放化疗史、手术或替代药物治疗、免疫缺陷、肝炎、人类

免疫缺陷病毒感染、妊娠或哺乳期妇女。 

2.5. 口腔鳞癌唾液分子标志物的验证 

将上述临床收集到的唾液样本用 PBS 缓冲液按 1:5 的比例稀释，4℃，12,000 rpm 离心 10 分钟，收

集上清液，于−80℃保存，待用。酶联免疫吸附试验(ELISA)检测各实验组上清中的 MMP-9、IL-6、IL-8
等唾液生物标志物水平。在波长 450 nm 处读取所得混合物的强度。一组标准品与样品一起运行，最终值

以 pg/mL，ng/mL 为单位。该实验程序由经过培训的专业实验人员执行。 

2.6. 统计分析 

所有分析均使用 SPSS 版本 21.0 (IBM，USA)完成。P 值 < 0.05 被认为具有统计学意义。组间比较采
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用 Tukey 检验后的单因素方差分析(ANOVA)。 

3. 结果 

3.1. 三组患者唾液特征及 IL-6、IL-8、MMP-9 的含量数据统计 

表 1 总结了三组患者进行生物标志物分析的唾液特征，为减少个体间的差异，我们尽可能的控制性

别、年龄及系统性疾病的差异。从表 2 中我们可以看出健康组中 IL-6、IL-8、MMP-9 三种生物标志物的

含量低于 OPMD 及 OSCC 组，且三组间生物标志物含量存在统计学差异。 
 

Table 1. Characteristics of saliva samples used for biomarker analysis 
表 1. 用于生物标志物分析的唾液样本特征 

特征 健康组 OPMD 组 OSCC 组 

年龄：范围/平均年龄 21~80/51 29~68/49 31~77/54 

性别：男性/女性数量 5/15 7/13 4/16 

系统性疾病：有/无 8/12 11/9 14/6 

 
Table 2. Salivary biomarker content in three groups 
表 2. 三组唾液生物标志物含量 

分类 
健康组 OPMD 组 OSCC 组 ANOVA 

P 值 均值 标准差 均值 标准差 均值 标准差 

IL-6 22.27 2.16 23.18 2.94 27.57 2.43 P < 0.001 

IL-8 30.98 2.80 38.61 1.01 42.56 1.88 P < 0.001 

MMP-9 20.80 1.37 23.00 1.56 25.87 3.12 P < 0.001 

P < 0.05 被认为具有统计学差异，该实验统计方法采用单因素方差分析(ANOVA)，IL-6、IL-8 的含量单位为 pg/mL，
MMP-9 的含量单位为 ng/mL。 

3.2. OPMD 患者唾液中 IL-6、IL-8、MMP-9 的含量改变 

相比健康对照组，OPMD 患者唾液中的 IL-8 含量显著增加(P = 0.003，图 2)，IL-6 (P = 0.725，图 1)，
MMP-9 (P = 0.059，图 3)的含量增加，差异虽无统计学意义，但是依然反映出了增加趋势。IL-8 作为炎

症状态下产生的促炎因子，差异具有统计学意义，佐证了 OPMD 患者口腔内的炎症状态。 

3.3. OSCC 患者唾液中 IL-6、IL-8、MMP-9 的含量明显升高 

与健康对照组相比，我们发现 OSCC 组患者口腔唾液中的 IL-6、IL-8、MMP-9 的含量均显著增加(图
1~3)，差异具有统计学意义。结果表明与癌症改变相关的 IL-6、IL-8、MMP-9 在口腔鳞状细胞癌人群唾

液中的浓度是大大增加的，这对我们进行口腔鳞癌的诊断、检测及预后评价方面是具有重要意义的。 

3.4. OSCC 与 OPMD 患者唾液中 IL-6、IL-8、MMP-9 含量存在显著差异 

除了与健康组的比较，我们还比较了 OPMD 组与 OSCC 组间三种唾液生物标志物的含量差异。结果

发现，OSCC 组的 IL-6、IL-8、MMP-9 的含量显著高于 OPMD 组(图 1~3)，证实了上述三种唾液生物标

志物的癌前预测作用。当 OPMD 患者口腔唾液中该类生物标志物含量增高时，要高度警示其癌变可能，

这为我们在临床上对 OPMD 患者进行癌前预测及早期无创诊断提供了一种方法。 
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Figure 1. Comparison of IL-6 concentration in saliva among three groups. The saliva concentration of IL-6 in OSCC group 
was significantly higher than that of healthy control and OPMD group (P < 0.001) 
图 1. 三组间唾液中 IL-6 含量的比较。OSCC 组唾液中 IL-6 的含量显著高于健康对照和 OPMD 组(P < 0.001) 
 

 
Figure 2. Comparison of IL-8 concentration in saliva among three groups. The saliva concentration of IL-8 in OPMD group 
was significantly higher than that of healthy control group (P < 0.001), and the saliva concentration of IL-8 in OSCC group 
was significantly higher than that of healthy control group (P < 0.001) and OPMD group (P < 0.01) 
图 2. 三组间唾液中 IL-8 含量的比较。OPMD 组唾液中 IL-8 的含量显著高于健康对照组(P < 0.001)，OSCC 组唾液中
IL-8 的含量显著高于健康对照(P < 0.001)和 OPMD 组(P < 0.01) 
 

 
Figure 3. Comparison of MMP-9 concentration in saliva among three groups. The saliva concentration of MMP-9 in OSCC 
group was significantly higher than that of healthy control group (P < 0.001) and OPMD group (P < 0.05) 
图 3. 三组间唾液中 MMP-9 含量的比较。OSCC 组唾液中 MMP-9 的含量显著高于健康对照(P < 0.001)和 OPMD 组(P 
< 0.05) 
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4. 讨论 

口腔鳞癌是口腔中最常见的恶性肿瘤，它具有侵袭性和高转移率的风险，且发生率在世界范围内呈

上升趋势。OSCC 通常存活率较低，原因主要是诊断过晚[25]。OSCC 疾病早期常无自觉症状或症状不明

显，发展至中后期才表现出明显的临床症状，因此患者极少在疾病早期阶段寻求诊治，导致大部分患者

诊断过晚。组织学活检作为口腔鳞癌诊断的“金标准”，是一种侵入性技术，需要癌变高风险人群的配

合，增加了医疗成本负担，对临床医生的采样技术及病理医生的诊断能力都有极高的要求。此外，OSCC
和几种类型的口腔潜在恶性疾病(OPMD)具有相似的外观，导致难以区分OPMD和OSCC [26] [27]。OPMD
的发生往往先于 OSCC 的出现，在病变发展的早期阶段，识别具有较高恶性转化风险的 OPMD 对于预测

早期 OSCC 似乎是非常重要的[28] [29]。唾液富含来自口腔的肿瘤 DNA，使其成为检测口腔 OSCC 的有

价值的生物标记物。重要的是，在这项原则性研究中，即使是早期口腔癌也与唾液中高度可检测的肿瘤

源性 DNA 水平有关。这一发现证明了根据肿瘤的解剖位置检查特定体液的重要性，基于唾液的检测可以

纳入口腔肿瘤的诊断实践，以补充常规检查，以及疾病监测和临床决策[16] [30] [31]。 
使用唾液进行 OPMD 监测从而预测 OSCC 的早期发生相比其他标本有许多优点：1) 它被认为是“身

体的镜子”，反映身体局部和远处的任何生理和病理变化；2) 它代表了一种更简单、更快和更容易使用

的筛查工具；以及 3) 它使我们有机会收集更大数量的样本进行检查，便于重复分析，并随着时间的推移

监测 OSCC 的发生发展[14] [32] [33]。 
各种研究已经证实，慢性炎症可以影响细胞内环境稳定和各种代谢过程，导致基因组水平的变化，

从而促进癌变。此外，一些炎症因子可以促进肿瘤细胞的迁移和侵袭，导致癌症进展。IL-6 是一种具有

促生长和抗凋亡活性的多功能细胞因子，其水平的升高与癌症风险的升高有关，并且 IL-6 的水平与 OSCC
的预后也有关。IL-8 作为癌细胞环境中重要的趋化因子，是炎症状态下产生的促炎因子，主要作用于肿

瘤相关的巨噬细胞、中性粒细胞和癌细胞上。IL-8 的致癌潜能源于其对中性粒细胞募集、血管生成潜能、

增殖能力以及对凋亡的保护能力，能促进 OSCC 的侵袭和迁移[34]。基质金属蛋白酶作为致癌改变的介

质可能在调节致癌和侵袭的初始步骤中发挥作用。基质金属蛋白酶-9 (Matrix Metalloproteinase-9, MMP-9)
能引起基底膜的蛋白水解解体，具有细胞间粘附和细胞外基质间粘附的作用，这是促进肿瘤侵袭和转移

的关键步骤[9] [35]。 
唾液作为一种液体活检的媒介，其检测的潜力是深远的，其广泛的临床应用才刚刚开始出现[15] [36]。

不仅可用于诊断目的，还可以识别和跟踪疾病过程中的肿瘤特异性改变，并指导治疗决策[32] [37] [38]。
然而，只有定义标准化程序并进行大型验证研究，才能实现临床实施。因此，本研究期望通过验证与癌

变进程关系密切的唾液分子标志物 IL-6、IL-8、MMP-9 在 OPMD 和 OSCC 患者唾液中的改变，起到对

OSCC 的癌前预测，有效改善患者的预后及生存率。 
本研究发现 IL-6、MMP-9 在健康对照组和 OPMD 之间未见明显统计学差异，这两种细胞因子主要

与癌变和转移有关，表明了 OPMD 组在未出现癌变时，口腔内仅表现出慢性炎症状态，仅存在 IL-8 等炎

症细胞因子的显著增高。而在 OPMD 和 OSCC 组间，我们发现 IL-6、IL-8、MMP-9 三种唾液生物标志

物均存在统计学差异，高度印证了以上三种唾液生物标志物能够在疾病癌变时反应出口腔唾液内细胞因

子水平的改变，为临床早期诊断 OSCC 起到关键作用，使临床医生能够早期干预，延缓疾病的发展进程，

改善患者预后。 
本研究在患者签署知情同意书时，会有一些 OPMD 患者在完整阅读知情同意书后产生恐癌心理，少

数患者因此拒绝采样，导致样本量没有达到预期。在采样时，患者对非刺激性唾液的理解存在偏差，导

致收集样本中存在痰液、血液等污染物。应激状态下唾液分泌减少，因此在规定时间内没有收集到规定
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样本量而导致采样时间偏长。且本研究大部分样本采集于春夏，室外温度高，尽管使用冰盒进行样本转

运，但结合上述综合原因，可能还是存在蛋白分子的降解问题，导致部分实验结果不如预期。目前收集

样本仅为 1 家医院口腔科就诊的患者人群，覆盖面不够广。将来可以考虑多家医院合作，多中心合作，

覆盖更多人群，增大样本量，使实验结果更具代表性。 
本研究不够完善的是 OPMD 组未经组织活检进行验证，且缺乏对同一患者的组织、血液、唾液进行

同质性研究，佐证唾液分子诊断的有效性。未来除了验证唾液中相关诊断唾液生物标志物的有效性，还

需完善采样种类，并发现一些检测结果稳定且有特异性的诊断分子用于鳞状细胞癌的癌前诊断，并长期

用于疾病的监测。唾液分子诊断是一个快速发展的领域，因其无创性和低成本的特点，具有极大的潜力，

可以极大地促进公众健康。 
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