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摘 要"$目的% 检测
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信号通路相关蛋白
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&磷酸化
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&

./018!

&磷酸化
./012!

在口
腔鳞状细胞癌组织中的表达"探讨其对口腔鳞状细胞癌术后肿瘤复发的影响' $方法% 收集
61

例口腔鳞癌患者临床病理资料及癌组织标本" 用免疫组化法检测口腔鳞癌组织中的
*+,

蛋白和
-!*+,

蛋白&

./012!

蛋白和
-! ./012!

蛋白的表达情况"样本率的比较采用
!

! 检验"对
可能影响口腔鳞癌治疗后复发的因素采用

9):

比例风险回归分析"绘制
*+,

&

./012!

蛋白的
表达情况与口腔鳞癌治疗后的生存曲线(

*+,

与
./012!

相关性研究采用
;(<=>?=@

秩相关分
析( $结果%
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在口腔鳞癌组织中阳性表达主要位于细胞核与细胞质中"

-!*+,
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./018!

&
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./018!

阳性表达位于细胞质中(

*+,

阳性表达与肿瘤大小&肿瘤组织分化程度&淋巴结有无
转移有关!

!

! 分别为
7A733

"

6A333

"

7AB%3

"

-"5A56
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./0#2!

阳性表达与肿瘤的大小+肿瘤组织分
化程度有关!

!

! 分别为
7ACB#

"

#5A!%!

"

-"5A56

)( 肿瘤的大小是影响口腔鳞癌患者术后复发的危
险因素!

-"5A56

)(

*+,

与
./0#2!

表达呈负相关!
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)( $结论%
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信号通路参
与口腔鳞癌的发生&发展(
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./018!

&
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蛋白与口腔鳞癌的预后情况相关(
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信号通路是近年在果蝇体内发现的信号 传导通路"其主要作用为保持细胞增殖&调节器官大

小以及凋亡的平衡(研究表明"通路的调控异常可能

会导致肿瘤的发生及发展 $

1

%

(

*+,

蛋白是其信号通

路下游的转录激活因子" 其异常表达可导致组织细

胞癌变&促进肿瘤细胞侵袭及转移$

!l7

%

( 口腔颌面部

的恶性肿瘤" 约
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以上为口腔鳞状细胞癌!
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具有较高的

转移性及侵袭性!是导致患者死亡的主要原因# 目前

有关于口腔鳞状细胞癌的发生$发展以及侵袭$转移

的具体机制仍然尚未明确# 因此!探索口腔鳞癌的发

生发展中的关键机制!寻找有效的靶向治疗分子!对

口腔鳞癌的早期诊断及治疗至关重要# 本研究通过

免疫组织化学的方法检测
?@A

$ 磷酸化
?@A

%

B!

?@A

"蛋白及
C2D8E!

$磷酸化
C2D#E!

%

B!C2D#E!

"在口

腔鳞状细胞癌组织中的表达及定位! 探讨
F0GG'

信

号通路中的相关蛋白与口腔鳞癌患者临床病理特征

的关系!初步明确其在口腔鳞癌中表达的意义#

8

资料与方法

!"!

材 料

经过患者同意及医院伦理委员会同意! 口腔鳞

状细胞癌标本收集于
!"8%

年
8"

月至
!"8H

年
%

月

就诊于新疆医科大学第一附属医院口腔颌面肿瘤外

科的口腔鳞状细胞癌患者
H8

例!具有完整的临床病

理资料及随访资料# 其中男性
!"

例!女性
%8

例&年

龄
%IJK"

岁!平均年龄
LH

岁# 舌部鳞癌
!8

例!颊部

鳞癌
8L

例!口底鳞癌
!

例!唇部鳞癌
H

例!牙龈部鳞

癌
$

例# 高分化
!M

例!中分化与低分化共
!$

例# 所

有病例
?;C

分期均为手术医师及病理科医师按

NO..

分期标准完成!所有标本均为未经过放疗及化

疗的肿瘤原发病灶#

实验中所有标本离体后立即经
8PQ

福尔马林浸

泡固定!石蜡包埋!每例标本取
M!=

连续切片
H

张!

每例标本常规
FR

染色!余
M

张用于免疫组化实验#

!"#

诊断标准

根据患者术前的临床表现及专科检查!

.?

检查

提示局部肿物具有癌特征的占位性病变! 术前肺部

高分辨
.?

检查提示是否有肺部转移情况! 术前活

检结果提示为鳞状细胞癌的患者# 术后根据切除下

的恶性肿物大小及常规病理结果以及
NO..

分期标

准给予术后最终诊断#

!"$

主要试剂

兔抗人
?@A

蛋白多克隆抗体购自美国
@S4+=

公司%

+S##P!%K

"&山羊抗人
G!?@A

%

>1) IK

"

!T

蛋白

多克隆抗体购自美国
>+*D+ 4)(U

公司%

24!#$L#P!T

"&

兔抗人
C2D#E!

蛋白多克隆抗体购自美国
@S4+=

公

司%

+S#!M$I$

"&兔抗人
C2D#EC2D!

%

G/'2G/') ?#I%

"蛋

白多克隆抗体购自美国
@S4+=

公司%

+S$K#KK

"# 二

抗'兔二步法检测试剂盒%

V8H!%8$@

!北京中杉金桥

生物技术有限公司"! 山羊超敏二步法检测试剂盒

%

V8HL$8KW

! 北京中杉金桥生物技术有限公司 "#

X@Y

显色试剂盒%

V8HLK!8@

!北京中杉金桥生物技

术有限公司"#

!"%

实验方法

免疫组化染色!石蜡切片后脱蜡$水化!蒸馏水

冲洗!

BY>

%

GF$:M

"缓冲液浸泡
H=0*

!

%

次# 切片完全

浸泡于枸橼酸钠溶液%

GFL:"

"中!微波法抗原修复

!"=0*

冷却至室温!

BY>

缓冲液浸泡
H=0*

!

%

次#

%Q

F

!

3

!

室温下孵育
8H=0*

%以阻断内源性过氧化物

酶"!

BY>

缓冲液浸泡
H=0*

!

%

次# 甩干擦净
BY>

!滴

加一抗体%

?@A

抗体稀释浓度为
8"8"""

!

G!?@A

抗体

稀释浓度为
8 "8""

!

C2D8E!

抗体稀释浓度为
8 "8""

!

C2D8EC2D!

%

G/'2G/') ?8I%

"抗体稀释浓度为
8"8""

"!

M#

冰箱孵育过夜# 冰箱中取出!室温下放置
8/

!

BY>

缓冲液浸泡
H=0*

!

%

次!加二抗体%根据北京中杉金

桥生物技术有限公司二抗试剂盒说明书进行操作"!

BY>

缓冲液浸泡
H=0*

!

%

次!甩干擦净
BY>

!根据北

京中杉金桥生物技术有限公司
X@Y

试剂盒说明书

进行操作!每例切片滴加
X@Y

试剂进行显色!自来

水冲洗!进行复染!脱水!透明!自然干燥后封片#

!"&

免疫组织化学染色判定方法

在每例患者的组织标本中选取
H

个具有代表性

的高倍视野%

!""

倍"!进行染色细胞计数!染色强度

以阳性细胞呈色反应为评价标准' 无特异性染色记

"

分!浅棕色记
8

分!棕黄色记
!

分!深棕色记
%

分#

染色的阳性细胞所占比例评定' 阳性细胞数
$HQ

为

"

分!

HQJ!HQ

为
8

分!

!LQJH"Q

为
!

分!

H8QJ$HQ

为
%

分!

$HQ

以上为
M

分#

根据染色强度和阳性细胞所占的百分比的乘积

将结果分为'

"

分为阴性!

8JM

分为弱阳性!

HJI

分为

中度阳性!

KJ8!

分为强阳性# 阴性纳为阴性表达!弱

阳性$中度阳性$强阳性则为阳性表达(

H

)

#

!"'

随 访

通过门诊$电话等方式对术后患者进行随访#患

者术后
8

个月$

%

个月$

L

个月$

8!

个月进行住院随

访!定期住院随访需检测颌面部
.?

平扫加增强$肺

部高分辨
.?

$全身骨
R.?

$全身淋巴
R.?

$腹部及腹

!""
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膜后淋巴结超声!男性
&

女性肿瘤标志物检查排除肿

瘤复发及转移"随访期间!在
#

年内未能到医院随访

者#电话无音讯者记为失访$患者因肿瘤复发死亡为

终点" 随访期间!患者死于其他疾病或意外#患者失

访均记为截尾数据"

!"#

统计学处理

应用
'('' !#)*

统计软件进

行分析! 计数资料多个样本率的

比较和两个样本率之间的比较采

用
!

! 检验" 对可能影响口腔鳞状

细胞癌治疗后复发的因素采用

+,-

比例风险回归分析! 并绘制

./0

蛋白#

1234&!

蛋白的表达情

况与口腔鳞状细胞癌治疗后的生

存曲线"

./0

蛋白与
1234&!

蛋白

的相关性研究采用
'567897:

秩

相关系数"

!

结 果

$"! ;<55,

信号通路中相关蛋白

在口腔鳞状细胞癌组织中的表达

./0

蛋白在口腔鳞状细胞癌

组织中阳性表达主要位于细胞核

与细胞质中%

=<>?86 #

&!而磷酸化

./0

蛋白在癌组织阳性表达定位

于细胞质中%

=<>?86 !

&!

123#&!

及

磷酸化
123#&!

蛋白在口腔鳞状细

胞癌组织中主要定位于细胞质中%

=<>?86 %

&!

./0

及

磷酸化
./0

蛋白在口腔鳞状细胞癌组织中的阳性

表 达 率 分 别 为
$*)@AB

%

%C&@4

&#

%4)%$B

%

4C&@4

&"

1234&!

及磷酸化
1234&!

蛋白在口腔鳞状细胞癌组

/

'
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.I6 5,2<3<J6 6-58622<,: ,K ./0 58,36<: <: 3I6 :?GE6?2

+

'

.I6 5,2<3<J6 6-58622<,: ,K ./0 58,36<: <: 3I6 :?GE6?2 7:L GM3,5E729

%&'()* ! +,-)*..&/0 /1 234 -)/5*&0 &0 /)67 .8(69/(. :*77 :6):&0/96 ;< =+ .56&0&0'>!$??@

/ H +

N

'
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B'20=0C1 ! ! "

":HJ$ ":%G!

" !

8:G$I ":!"I

;15+=0C1 NI %N 8G !! !$

织中的阳性表达率分

别 为
N%:8NS

!

!!AG#

"#

%#:%$S

!

#JAG#

"$

!"! >TU

蛋白与
@2=#A

!

蛋白的阳性表达与口

腔鳞状细胞癌临床病

理特征的关系及两者

相关性

>TU

蛋 白 的 阳 性

表达与肿瘤大小%

"

期

手术清扫的颈部淋巴

结有无转移#肿瘤组织

分 化 程 度 有 关 !

B "

F:FG

"&

@2=#A!

蛋白阳性

表达与肿瘤大小%肿瘤

组织分化程度有关!

B"

F:FG

"!

>+V,1 8

"&

在口腔鳞状细胞癌组织中'

@2=8A!

蛋白

与
>TU

蛋白同向表达
8%

例!同为阳性
8"

例'

同为阴性
%

例"&

@2=8A!

蛋白与
>TU

蛋白异向

表达
%H

例!

@2=8A!

蛋白为阳性'但
>TU

蛋白

表达阴性共
8!

例'

@2=8A!

蛋白为阴性则
>TU

蛋白表达阳性共
!J

例"&

@2=8A!

蛋白与
>TU

蛋白的表达呈负相关
W)XF:NH$

'

BXF:FFFY

&

!"#

术后肿瘤复发的单因素分析

肿瘤大小是影响口腔鳞状细胞癌患者术

后肿瘤复发的危险因素!

B"F:FG

"!

>+V,1 !

"&

!"$ >TU

蛋白!

@2=8A!

蛋白表达对口腔鳞状

细胞癌患者术后
%

年生存影响

>TU

蛋白阳性表达者比
>TU

蛋白阴性

表达者术后
%

年生存较短!

K05()1 N

"&

@2=8A!

蛋白阳性表达者比
@2=8A!

蛋白阴性表达者

术后
%

年生存较长!

K05()1 G

"&

%

讨 论

M0<<'

信号通路最初在果蝇细胞内发

现'是果蝇细胞增殖与凋亡调节的信号通路'

其 中 的 分 子 组 成 包 含
M<'

%

Q+C

%

P=2

以 及

@+=2

' 通过下调果蝇凋亡抑制蛋白
8

等的表

达' 从而起到抑制细胞增殖及诱导细胞凋亡

%&'() * +)(&,-./01-2 '),3))/ %45 26.,)-/ &/7 80,*9! 26.,)-/ ):26)00-./

-/ ;< =&0)0 .> .6&( 0?@&A.@0 =)(( =&6=-/.A&

%&'() ! B-/C() >&=,.6 &/&(D0-0 .> 2.0,.2)6&,-E) 6)=@66)/=) .> ;<

2&,-)/,0 3-,1 .6&( 0?@&A.@0 =)(( =&6=-/.A&

K+4=') ; Z14())1*41 3Z IGS.[ B

>TU <)'=10*

B'20=0C1 %J I

8:%J! F:%IH\N:JGG F:J!%

;15+=0C1 8G !

B#>TU <)'=10*

B'20=0C1 8J %

!:N$N F:IFF\J:$II F:F$I

;15+=0C1 %G H

@2=8A! <)'=10*

B'20=0C1 !! N

8:$FN F:N!F\J:I8F F:NGJ

;15+=0C1 !I $

B#@2=8A! <)'=10*

B'20=0C1 8J !

F:NHI F:!F%\8:8$H F:888

;15+=0C1 %G I

D1*E1)

@+,1 !F N

F:GHN F:%G%\!:FJJ F:$!J

K1L+,1 %8 $

Q0?1

!

4L

"

!N %% $

%:GJ$ 8:8HJ\8F:$!G F:F!N

!N 8H N

R6L</ *'E1 L1=+2=+202

B'20=0C1 !! J

F:J!H F:!N!\8:J!$ F:%%H

;15+=0C1 !I G

O02=+*= L1=+2=+212

B'20=0C1 ! !

G:N88 ] F:IIH

;15+=0C1 NI I

;+=0'*

M+* %J 88

F:I!$ F:%!F\!:JHJ F:HHI

3=/1) 8G F

O0--1)1*=0+=0'*

P1,, !N J

F:H$J F:%FH\!:NIJ F:HFN

B'',6 !$ G

Z+E0'=/1)+<6

^12 !% F

F:JG8 F:8IH\!:8NG F:NHF

;' !H 88

!F!



肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
%

期

!"#$%& ' ($%)")*+ ,$%)- ./ 0-1*2")- *03 4.5"2")-

-64%-55".0 ./ 75289: 4%.2&"0 "0 .%;+ 5<$;=.$5 >&++

>;%>"0.=; ;/2&% ? @-;%5

的作用!

&

"

# 在随后的研究中发现$果蝇中的
'()

蛋白

为
*)++,

信号通路下游效应蛋白$ 而当
*)++,

信号

通路失活及
'()

蛋白高表达时$ 可以表现出组织的

过度增殖和凋亡的不足!

$

"

% 在果蝇体内&

*)++,

信号

通路中的
*+,

&

-./

&

012

以及
3.12

均为抑癌基因&而

'()

为
*)++,

通路中的主要效应蛋白&为癌基因% 而

人类同果蝇
*)++,

信号通路中相对应的同源蛋白

为'

32145!

&

0067

&

8.12

&

3,94

以及
':;

(

'<2!.22,=)!

.1<> +?,1<)@

&

':;

)蛋白!

A

"

# 另外&

B:C

*

1?.@2=?)+1),@.D

=,!.=1)/.1,? E)1F ;GC!9)@>)@H I,1)J

+与
':;

同源&功

能同
':;

相似&均为癌基因!

K

"

,

*)++,

信号通路的失活可能与肿瘤的发生有

关& 例如
321#5!

-

0067

-

8.12

-

3,9#

因子的失活或

':;5B:C

的过度表达存在于多种肿瘤中&例如胃癌!

#L

"

-

肝癌!

44

"

-宫颈癌-前列腺癌!

4!

"

-乳腺癌!

4%

"等#但在某些

情况下&

':;5B:C

蛋白具有促进凋亡的作用& 而在

乳腺癌中&

':;5B:C

蛋白的缺失反而使癌细胞生长

加速&侵袭能力增强# 在动物模型研究中&敲除小鼠

的
':;5B:C

基因后&小鼠肿瘤的发生反而更早且生

长更为迅速!

46

"

# 因此&有学者认为
':;5B:C

作为癌

基因的角色仍有待论证# 但是&也有学者认为
':;5

B:C

到底作为癌基因还是抑癌基因& 可能与肿瘤或

体内环境有关!

47

"

#

本研究结果表明'

B:C

蛋白在口腔鳞状细胞癌

组织中表达率高达
$MN7KO

&而
321#P!

在口腔癌中的

表达率为
6%N46O

#

B:C

蛋白在肿瘤直径大于
6=I

以

上的组织中表达较高& 而在中低分化的组织中阳性

表达率较高分化组织中高&可见&

B:C

蛋白染色的阳

性率随着肿瘤恶变程度的增加而增加#同时&研究表

明
B:C

蛋白与存在淋巴结转移的病例有一定的相

关性&且存在淋巴结转移的病例中
B:C

表达较无淋

巴结转移的病例高# 而本实验中
B:C

蛋白在口腔癌

组织中多定位表达于细胞核中& 即表明未磷酸化的

B:C

蛋白由细胞质中进入细胞核参与细胞异常增

殖-转移和侵袭#

3214P!

蛋白表达的缺失可能导致下

游
B:C

蛋白的过量表达&从而导致口腔癌的发生发

展#在本研究的
74

例病例中&共有
44

例患者出现术

后复发&

7

例患者治疗后死亡&

4

例患者出现远处转

移#

B:C

蛋白阳性表达者比
B:C

蛋白阴性表达者口

腔鳞状细胞癌术后
%

年生存较短&

3214P!

蛋白阳性

表达者比
3214P!

蛋白阴性表达者口腔鳞状细胞癌

术后
%

年生存较长& 可能提示在口腔鳞状细胞癌中

B:C

作为癌基因&

3214P!

作为抑癌基因&从而影响患

者术后的生存# 在复发-转移与死亡的病例中&以肿

瘤中低分化及肿瘤直径
"6=I

以上的病例居多&

B:C

蛋白的表达均为中度阳性至强阳性表达& 且磷酸化

B:C

-

3214P!

-磷酸化
3214P!

表达均以阴性及弱阳性

为主&提示在口腔癌组织中磷酸化
3214P!

蛋白的表

4M !M %M 6M

B.Q

R<H.1)/<

;,2)1)/<

4NM

MNA

MN&

MN6

MN!

M

-
S
?
/
)
/
.
D

B)I<TI,@1FU

A"1$%- B C$%)");+ >$%)- ./ 0-1;2")- ;03 4.5"2")-

-64%-55".0 ./ DEF 4%.2-"0 "0 .%;+ 5<$;=.$5 ,-++

,;%,"0.=; ;/2-% ? @-;%5

#L !L %L 6L

321

R<H.1)/<

;,2)1)/<

#NL

LNA

LN&

LN6

LN!

L

-
S
?
/
)
/
.
D

B)I<TI,@1FU

!L%



肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
%

期

&'()*+, '- ./0*121 3*4','567!"8$79',:!%7;':%

达减少导致
<2=#>!

蛋白的减少!从而导致下游
?@A

蛋白未能磷酸化从而进入细胞核参与异常表达!促

进口腔鳞状细胞癌的发生与发展" 本实验结果提示

口腔癌的预后情况可能与
?@A

# 磷酸化
?@A

#

<2=#>

!

#磷酸化
<2=#>!

存在一定的关联!我们假设在口腔

鳞状细胞癌组织中!若磷酸化
?@A

#

<2=#>!

#磷酸化

<2=#>!

蛋白的表达增高可能提示该肿瘤的预后较

好! 但在本实验研究中影响口腔癌患者术后肿瘤复

发的因素分析中提示肿瘤的复发与
?@A

# 磷酸化

?@A

#

<2=#>!

#磷酸化
<2=#>!

无统计学意义!考虑可

能与样本总量较少或随访时间较短有关! 应扩大样

本量#延长随访时间进行进一步实验研究证明"

<2=#>!

作为
?@A

蛋白的上游因子!与
B@9#

蛋

白结合后转为磷酸化
<2=#>!

!进而促使
?@A

蛋白磷

酸化!磷酸化后的
?@A

蛋白与
#C!%!%

蛋白结合后停

滞于细胞质内!进而抑制癌转录!而为磷酸化的
?@A

蛋白进入细胞核 ! 与
?D@E2 F?D@ G'H+0* -+H0,6

H1HI1)2J

结合促使异常基因转录!最终参与细胞增

殖#分化$

8K

!

8$

%

" 在口腔鳞癌组织中
?@A

蛋白与
<2=8>!

蛋白表达的相关性研究中显示!两者之间存在负相关

关系! 证明了
<2=8>!

蛋白的缺失可能导致下游
?@A

蛋白的过量表达!从而促使口腔癌的发生与发展"

综上所述!

?@A

蛋白高表达于口腔鳞状细胞癌

组织中!且与肿瘤大小#淋巴结转移#肿瘤组织的分

化程度有关!

?@A

#磷酸化
?@A

#

<2=8>!

#磷酸化
<2=8>

!

蛋白可初步进行早期临床评估口腔鳞状细胞癌的

预后情况"

L0MM'

信号通路是调控机体内环境稳定的

信号通路"当通路中某个基因出现异常可使整个通路

内调节失常!从而促使肿瘤的发生发展" 阐明
L0MM'

通路在肿瘤发生#发展中的重要作用!为靶向治疗口

腔鳞状细胞癌提供一个新的方向显得尤为重要"
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