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摘 要
: 【目的】检测 p 巧 蛋白在舌鳞状细胞癌 ( T CS c )中的表达

,

探讨其与临床病理及预后的关系
。

【方法】

应用免疫组化超敏 S
一
P 法检测 45 例 ST C C 和 10 例正常舌组织中 p巧 蛋白的表达

,

染色结果进一步用图像分析

仪定量测定
。

t 结果 1 T s e e 中 p一5 表达缺失率为 4 6
.

7% ( 2一/ 4 5 )
; 临床 I

、

fl 期 p l s 表达水平 ( 54
.

2 5 土 2 1
.

14 )明

显高于 111
、

W 期 (2 9
.

62 士 9
.

2 8 )
,

无颈淋 巴结转移组 (59
.

05
土 18

,

03 )明显高于有转移组 (26
.

8 3 土 8
.

58 )
,

各组间差

异显著 (尸 < 。
.

0 5 )
; c

o 、

模型分析表明 p 巧 缺失与预后不良有关 ( 尸 < 0
.

0 5 )
。

【结论】p巧 蛋白表达缺失是

飞C C 发生发展中较常见分子事件
,

对准确评估 ST C C 的生物学行为和预后有重要 的临床意义
。
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s 。
ell ca or ino m a ,

性及预后一直是广大临床医生极为关注的问题
。

肿

sT c c
,

下简称舌鳞癌 ) 患病率居 口腔癌首位
,

在人 瘤发生发展 的关键是细胞周期调节失控
。 p巧 在

群中的发病率有上升的趋势
,

患病年龄亦趋向年轻 G
, / S 转换时起着 十分重要的负调节作用

,

它作为

化
。

舌鳞癌容易局部复发且早期即可发生颈淋巴结 抑癌基因的事实 已被大量研究证实
。

头颈鳞癌中

转移
,

预后较差
。

如何准确评估舌鳞癌的生物学特 p 巧 蛋白缺失率在 10 % 一
53 % 之间 11

一 ’ j。 由于各研
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究人员采用的检测技术
、

研究的肿瘤类型 以及病例

选择等方面的不同
,

结果有所不同
。

p巧 在舌鳞癌

中的表达情况
、

与临床病理及预后的关系如何仍不

清楚
。

本实验利用免疫组化和 图像分析技术对 4 5

例 T s c c 组织标本的 p 巧 蛋 白进行检测
,

以探讨其

表达与 ST C C 生物学行为和预后的关系
。

1 材料和方 法

取阳性率 > 5% 的切片
,

在 10 x 2 0 倍显微镜下
,

每

张切片中选取 3 个背景清晰
、

染色明确的部位进行

图像分析
,

计算出平均灰度值
。

1
.

5 统计学处理

采 用 扩 检 验 和 单 因 素 方 差分析 ( on
e 一w ay

A N o v A )
,

乘积限法 ( p or d u e t
一

l im i t m e t h o d )估计生存

率
,

C ox 模型进行多 因素预后分析
。

统计学处理软

件为 S P S S 1 0
.

0 软件包
。

1
.

1 临床资料

选 19 9 3 年 1 月 一 1999 年 11 月间在本院确诊

为 ST C C 后行根治术 的患者 45 例
,

男性 22 例
,

女性

2 3 例
,

中位年龄 5 2 岁 ( 2 4
一 7 3 岁 )

。

按 u l e e ( 1 9 9 7 )

标准分期
: I 期 9 例

,

11 期 6 例
,

111 期 5 例
,

W期 25

例 ; 2 4 例无颈淋巴结转移
,

21 例有同侧和 / 或对侧

颈淋 巴结转移 ; 组织病理学分级
:
高分化 33 例

,

中

分化 9 例
,

低分化 3 例
。

取良性肿物周围的正常舌

组织 10 例作为对照
。

所有病例有完整临床病理资

料和术后随访结果
,

中位随访时间为 37 个月 ( 1 -

1 04 个月 )
。

全部标本均为术 中切除的原发灶组织

块
,

经 100 m L / L 福尔马林固定后常规石蜡包埋
,

5

林m 厚连续切片
。

1
.

2 主要试剂和仪器

小 鼠抗人 p巧 单克隆抗体和超敏 S
一

P 免疫组

化试剂盒 (迈新生物技术开发公司 )
,

K o N T R o N

BI AS 2
.

5 全 自动图像分析系统 (德国 )
。

1
.

3 方 法

超敏 S
一

P 法免疫组化染色 (高温高压抗原修

复 )
,

按说明书步骤操作并通过预实验调整抗体的

工作浓度
、

反应温度和反应时间
。

新鲜配制的 D A B

显色
,

苏木素复染
。

每批次均设立对照
,

其中阳性对

照为已知阳性反应的 胃癌组织 ; 阴性对照则分别用

P B S 和非免疫小鼠血清代替一抗 ; 以同一张切片中

的间质细胞 (淋巴细胞和成纤维细胞 ) 核染色作为

阳性 内对照
。

阳性染色切片进一步行图像分析定量

测定
。

1
.

4 结果判定

根据 G e ar dt s
确立的免疫组化判断标准 l4]

,

以

背景清晰
,

细胞核内出现明显棕黄 / 棕褐色颗粒作

为阳性染色
。

以同一张切片中的间质细胞核染色作

为阳性内对照
。

双盲法
、
10 x

40 倍光镜下选取 5 个

典型视野
,

微测量网格计数 3 00 个上皮细胞
,

计数

阳性细胞并计算其所占比例作为阳性率
,

据此对染

色结果分级
: 阳性率蕊 5% 为 (

一
)

,

6% 一 3 0% 为

( + )
,

3 2% 一 5 0% 为 (
+ +

)
,
> 5 0% 为 (

+ + + )
。

选

2 结 果

.2 1 p 1 5 蛋 白的表达

舌鳞癌 中 p巧 蛋 白的表达 特点 主要表现为细

胞核的均匀浅染 (图 I A )
,

中到强 阳性染色共 7 例 ;

4 例阳性染色切 片中部分癌细胞无着 色或染色深

浅不一 (图 I B )
。

本组中 p巧 蛋 白的表达缺失率为

4 6
.

7% ( 2 1 / 4 5 )
。

翼潺翼翼撇罐翼黔麟蘸潺霎鬓鬓瓢黝霎黝黔羹
图 1 舌鳞癌中 p ls 蛋白阳性表达

F i g
.

1 xE P r e s is o n o f P1 5 P r o et i n in t o n gu e s q u a m o u s

ce ll c a r c in o m a

A : T h e 即 s i t i v e s ig n al s w e祀 m
akr

e d i n e e l l n u e l e u s ; B
:

I
n
h o m o

-

g e n e o u s e x p er s s i o n of p 15 por t e i n in s o m e t u m o r e e ll s
,

b u t n e g a t i v e

s t` n i n g in s o m e o t h e r t u m o r e e l l s ( S p m e t h o d x 1 00 )

2
.

2 1P 5 蛋白表达与舌鳞癌临床病理的关系

p巧 蛋白表达水平与患者的性别
、

年龄
、

原发

灶部位及病理学分级无关
。

临床 I
、

n 期 p 巧 表达

水平 (平均灰度值 )明显高于 l
、

W期 ( 尸 < 0
.

0 5 )
。

有颈淋 巴结转移组 p 巧 蛋白表达水平显著低于无
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转移组 (尸 < 0
.

0 1
,

表 l )
。

3 讨 论
表 1 舌鳞癌临床病理指标与 p巧 蛋白表达的关系

aT b le 1 eR l
a t i o n日

h i p b
e tw e e n P 1 5 p or t e i n e x p er s s io n a n d

e li n ie o p a th o
l
o

ig
e以 伴ar m e t e sr Of t o n gu e s q u a

mo
u s e e

ll
e a

cr in o m a

(me an g er y v a
l
u e

)

C l i
n i e o p a ht OI 鳍 ica l C

a se E
x p er

s s io n o f p 15

P a r a 刃n e t e sr n u m b e r

C l i
n i e al

s t a ge

I
、

11 15 5 4
.

2 5 士 2 1
.

14
’ )

111
、

VI 3 0 2 9
.

6 2 土 9
.

2 8

D i月毛r e n t i a it o n

w e
ll 3 3 4 2

.

8 1 士 1 4
.

6 0

m od
e ar t e o r Poo

r 1 2 35
.

2 0 土 1 1
.

9 2

衍m ph
n
od

e m e tas at
s i s

P o s i t i v e 2 1 2 6
.

8 3 土 8
.

5 8 2 )

en ga t iv e 2 4 5 9
.

0 5 土 1 8
.

0 3

l ) e
o m p

, d iw th lll
、

VI
s t鳍

e , p < 0
.

0 5 ; 2 ) e o m p a er d

w i th p a it e n t s w i th
o u t l ym p h

n o
d

e m e t as ast i s
,

P < 0
.

0 1

2
.

3 1P 5 蛋白表达与舌鳞癌预后的关系

24 例 p ls 表达阳性患者 中 4 例死亡
,

病死率

为 16
.

7%
,

死亡 患者 的 中位 生 存时 间为 10 个

月
。

2 1 例 p 巧 表达阴性者中
,

10 例死亡
,

病死率

为 4 7
.

6%
,

其中位生存时间为 n 个月
。

通过估计

生存率并经 oL g
一

arn k 检验表明
:

1P 5 阳性组病死

率与阴性组的相 比有统计学差异 ( 尸
= 0

.

04 0 9
,

图 2 )
。

多 因素 C ox 模型分析显示 p巧 表达 水平

与舌鳞癌预后不 良有关 ( P < 0
.

0 5)
。

巨巨全全全
PPP 15 n e g a t i v e e x P r e s s i o n g r o u PPP

p巧 基因定位于人染色体 9 p 21 区域邻近 p 16

基因的部位
,

含 2 个外显子
,

编码的 p巧 蛋白分子

质量为 14
.

7 k u ,

具有 4 个锚蛋白重复序列
。

目前已

有越来越多的研究结果支持 1P 5 是一种新型的抑

癌基因
,

它在多种人类原发性肿瘤及肿瘤细胞株中

异常表达
,

被认为与这些肿瘤的发生和发展有关
。

本研究中 p巧 蛋白缺失率为 4 6
.

7%
,

是舌鳞癌

发生发展中较常见 的分子事件
。

舌鳞癌组织 中 p巧

蛋白主要表现为细胞核的均匀浅染
。

4 例标本中部

分癌细胞染色不均匀和 / 或部分肿瘤细胞无着 色
,

其原 因可能与舌鳞癌的异质 性及病人 的遗传背景

有关 ; 另外还与 p 巧 表达受多种细胞内外信号的调

控有关
。

实验表明
: 经 T G F

一

p 处理后 HaC aT 细胞中

p巧 m RN A 和蛋白水平增加 3 0 倍
,

蛋白稳定性亦显

著增加
,

且 1P 5 与 c D K 4 / 6 结合明显增多
。

多位学

者的研究显示 p巧 不仅阻抑 G
l
/ S 过渡

,

其过表达

亦作用于 G Z / M 期
,

并与
e 一m y e 及 Sm a d 4 / D p e 4

、

E G FR 等表达受抑密切相关
15 一 ’ 。 S ta l le r

等
19 ]还发现

M i z l 和 m y e 结合锌 指蛋 白 l ( m y e 一

i n te ar e ti n g z i n e

ifn ge : p m iet ln ) 可通过与启动子特异性结合来上调

p巧 m RN A 的表达水平
。

此外
,

本研究中还观察到 1

例 p巧 强阳性染色切片中肿瘤细胞的胞浆亦有较

明显着色
,

这可能是 由于该标本在手术切除后未能

及时甲醛固定造成
,

也可能与免疫组化高温高压抗

原修复导致抗原弥散有关
。

1P 5 与血液系统恶性肿瘤
、

神经胶质瘤
、

非小

细胞肺癌
、

甲状腺癌以及头颈部鳞癌等的发生发展

和预后不 良相关
,

但 目前有关它与 口腔癌关系的研

究报道极少
。

本研究 中
,

1P 5 表达水平与患者的年

龄
、

性别
、

原发灶部位及肿瘤分化程度无关
,

但与临

床分期和颈淋巴结转移呈正相关 ( 尸 < 0
.

05 )
,

这表

明 1P 5 表达缺失与舌鳞癌的进展和转移有关
。

考虑

到中
、

低分化病例较少
,

1P 5 与细胞分化程度的关

系仍有待进一步证实
。

通过对生存率估计并利用多因素 C ox 模型分

析
,

结果发现除临床分期及淋巴结转移状况明显影

响舌鳞癌预后外
,

p 巧 表达缺失还与患者预后不 良

有关
,

p 巧 表达阳性患者预后 明显较阴性患者好
,

说明 p巧 有可能作为独立的舌鳞癌预后风险评估

08911
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致命损伤时
,

U U S 的促增殖作用减弱
。

同时 U US

还可显著提高 K D R 在 V E C 的表达
,

即使细胞受到

一定的辐射损伤时
,

此作用也不会完全消失
。

这为

我们进一步的体内实验和临床治疗研究提供 了理

论基础和实验依据
。
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指标
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并可为临床治疗措施的制定提供参考
。
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