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Abstract :Objective　 To explore expression of P TEN in oral squamous cell carcinoma (OSCC) and it s

clinicopathological significance. Methods　PTEN protein expression in paraffin embedded tissues f rom 10

cases of normal oral mucosa , 10 cases of oral epithelial hyperplasia ,15 cases of oral leukoplakia and 72

cases of OSCC was analyzed by SP immunohistochemical method and tissue microarray techniques , mean2
while analysed clinical pathological data. Results 　The positive rate of PTEN protein was 72 . 2 % (52/

72)、93 . 3 %(14/ 15)、100 %(10/ 10) and 100 % (10/ 10) in OSCC ,oral leukoplakia ,oral epithelial hyper2
plasia and normal oral mucosa ,there was significant correlation among them( P < 0 . 05) . PTEN expression

was not obviously correlated with age , different gender , and TNM classification etc ( P > 0 . 05) ,but there

was significant correlation with nodal metastases and degree of OSCC ( P < 0 . 05) . Conclusion 　Loss of

PTEN protein expression may play an important role on the tumorigenesis and development of OSCC ,

PTEN can be used as a reference marker for judging prognosis of patient s with OSCC.

Key words :PTEN ; OSCC ; Tissue microarray techniques ; Immunohistochemical method

摘　要 :目的　从蛋白水平探讨口腔鳞癌组织中肿瘤抑制基因 P TEN的表达及临床病理意义。方法　

应用 SP免疫组化染色法和组织芯片技术 ,检测 10例正常口腔粘膜、10例口腔上皮单纯增生、15 例口腔

粘膜白斑及 72例 OSCC(其中高分化 30例、中分化 26例、低分化 16例)组织中 PTEN蛋白的表达 ,同时

分析 P TEN的表达与患者临床病理资料的关系。结果　PTEN基因在口腔鳞癌、口腔粘膜白斑、口腔上

皮单纯增生和正常口腔粘膜组织中的阳性率分别为72 . 2 % (52/ 72)、93 . 3 % (14/ 15)、100 % (10/ 10)和

100 %(10/ 10) ,口腔鳞癌组与其他各组间有显著性差异 ( P < 0 . 05) ; PTEN的阳性表达率在不同性别、年

龄和 TNM分期等临床病理参数间无显著性差异 ( P > 0 . 05) ,但与淋巴结转移、组织分化程度等临床病

理参数间有显著性差异 ( P < 0 . 05)。结论　PTEN基因表达的下调在 OSCC的发生、发展中起着重要作

用 ,其表达的异常可作为判断预后的参考指标之一。
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0　引言

口腔鳞癌 ( Oral squamous cell carcinoma , OS2
CC)是口腔颌面部最常见的恶性肿瘤 ,其发生的机

制尚不清楚。癌基因和抑癌基因的突变及表达异

常在肿瘤的形成过程中起着重要的作用。新近发

现的抑癌基因 PTEN是第一个具有磷酸酶活性的

肿瘤抑制基因 ,与多种恶性肿瘤的发生和发展有

密切关系 ,其表达下调促进肿瘤发展 ,但 PTEN 与

OSCC的关系尚未见报道。我们采用组织芯片和

免疫组化技术检测 PTEN 在 OSCC 中的表达情

况 ,探讨 PTEN在 OSCC发生、发展及转移中的作

用。

1　材料与方法

1 . 1　研究对象

收集泸州医学院病理学教研室 1999～2004 年

72例口腔鳞癌手术存档石蜡标本 ,并随机选取 10

例正常口腔粘膜、10 例口腔上皮单纯增生及 15 例

口腔粘膜白斑的石蜡标本。所有病例均为首次发

病 ,术前均未接受放疗、化疗。患者男 49 例 ,女 23

例 ;年龄在 22～86岁之间 ,中位年龄 58岁。其中淋

巴结转移 37 例 ,无淋巴结转移 35 例。所有标本均

经 10 %中性甲醛固定 ,石蜡包埋 ,4μm连续切片。

1 . 2　试剂与方法
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1 . 2 . 1 　组织芯片的制备　采用手工制作芯片。(1)

定位 :由两位高年资病理医师进行筛选 ,找出肿瘤组

织中具有代表性的区域 ,并在相应的石蜡块上做出

标记。(2)微阵列蜡块的制作 :先制作空白受体蜡

块。采用包埋框方法制出直径为1 . 8 mm ,间距为

2mm ,横向编号为 1～7 ,纵向为 A～F ,共 42个小孔

的空白受体蜡块。然后用一内径为1 . 7 mm空针头

依次在上述标记好的蜡块上钻取组织 ,依次放入空

白受体蜡块中。将构建好的阵列蜡块放入模具中 ,

再放入二次包埋仪中进行二次包埋制出微阵列蜡

块。(3)切片 ,裱片 :将制作好的组织微阵列蜡块重

新切片 ,厚度为 4μm。将切片裱于经多聚赖氨酸处

理的载玻片上 ,制成组织芯片。共制作微阵列 3 个

包含 123个组织样本 ,有 16个重复标本。

1 . 2 . 2 　免疫组化染色　采用链霉素抗生物素蛋白

- 过氧化物霉连接法 (SP法) ,即用型鼠抗人单克隆

P TEN抗体、SP试剂盒、DAB显色剂均购至北京中

杉公司。严格按试剂盒说明书方法染色 ,所有切片

染色均在相同条件下进行。用 PBS液代替一抗做

阴性对照 ,用已知阳性前列腺组织切片做阳性对照。

1 . 3　结果判断

所有免疫组化染色结果均由两位病理医师在不

知病例资料的情况下盲法阅片判断 ,对每张切片至

少在高倍镜 ( ×400)下观察 10个不重复视野来判断

结果。P TEN蛋白表达的阳性部位在细胞核。参照

Salvesen 等的标准采用半定量的方法将染色强度分

为 4级 :不着色为 0分 ;黄色为 1分 ;棕黄色为 2分 ;

黄褐色为 3分。将阳性细胞的比例也分为 4 级 :阳

性细胞数 < 10 %为 0分 ;10 %～40 %为 1分 ;40 %～

70 %为 2 分 ; ≥70 %为 3 分。两种评分相加 ,0～1

分为 ( - ) ;2分为 ( + ) ;3～4 分为 ( ++ ) ;5～6 分为

( +++ ) 。统计时 ( - )为阴性 ,其余为阳性。

1 . 4　统计方法

应用 SPSS 11 . 5统计软件进行分析 ,实验数据

率的比较采用χ2检验。

2　结果

2 . 1　组织芯片质量　制备阵列蜡块过程中无组织

芯脱落 ,组织芯片排列整齐。在制备芯片过程中 ,有

4片组织折叠 ,但不影响观察 ,没有组织缺失。免疫

组化染色过程中无组织脱落。

2 . 2　免疫组化染色结果　(1) P TEN蛋白在口腔鳞

癌中的表达 : P TEN蛋白染色的阳性部位在细胞核 ,

呈棕黄色颗粒。鳞癌组织中阳性表达的细胞主要是

癌巢组织中分化较好的细胞或在癌珠周围的细胞 ,

见图 1。正常口腔粘膜、上皮单纯增生中 P TEN 蛋

白表达均为阳性 ,见图 2 ; 15 例口腔粘膜白斑中

P TEN蛋白表达率为93 . 3 % (14/ 15 ) ; 72 例口腔鳞

癌中 P TEN蛋白表达率为72 . 2 % (52/ 72) 。正常口

腔粘膜、口腔上皮单纯增生和口腔粘膜白斑组织中

P TEN蛋白表达与口腔鳞癌组织有统计学意义 ( P

< 0 . 05) ,见表 1。(2) P TEN 表达与患者临床病理

参数的关系 ,经过χ2检验 , P TEN 的表达在不同性

别 ,年龄及 TNM 分期间均未有统计学意义 ;而在

高、中、低分化组织中 P TEN 蛋白的表达率分别为

90 %(27/ 30) 、76 . 9 % (20/ 26) 、31 . 3 % (5/ 16) ,高分

化组与中分化组之间无统计学意义 ( P > 0 . 05) ;中

分化组与低分化组之间也无统计学意义 ( P >

0 . 05) ;高分化、中分化组合并后与低分化组之间有

统计学意义 ( P < 0 . 05) ,同时 P TEN 的表达与淋巴

结转移之间也有统计学意义。P TEN蛋白的表达与

OSCC的组织分化程度及淋巴结转移明显相关 ,见

表 2。

表 1　不同组织中 PTEN蛋白的表达情况

组别
总
例
数

PTEN 表达 ( n)

- + ++ +++

阳性率
( %)
χ2 　P

正常 10 0 1 2 7 100

增生 10 0 2 3 5 100

粘膜白斑 15 1 4 4 6 93 . 3

鳞癌 72 20 19 24 9 72 . 2

9 . 27 < 0 . 05

表 2　PTEN蛋白在 OSCC中表达与临床病理参数的关系

Group Total
PTEN expression ( n)

- + ++ +++

Positive
rate
( %)
χ2 P

Value

Age
≤50 15 2 4 6 3 86 . 7

> 50 57 18 15 18 6 68 . 4
1 . 97 > 0 . 05

Gender
M 49 11 13 17 8 77 . 6

F 23 9 6 7 1 60 . 9
2 . 17 > 0 . 05

Nodal
status

Positive 37 15 10 7 5 59 . 5

Negative 35 5 9 17 4 85 . 7
6 . 18 < 0 . 05

HM GS

Ⅰ 30 3 5 19 3 90 . 0

Ⅱ 26 6 10 4 6 76 . 9

Ⅲ 16 11 4 1 0 31 . 3

17 . 21 < 0 . 05

TNM
Stage

Ⅰ～Ⅱ 23 6 6 9 2 73 . 9

Ⅲ～Ⅳ 49 14 13 15 7 71 . 4
0 . 048 > 0 . 05

3　讨论

3 . 1　应用组织芯片的意义

组织芯片又称组织微阵列 ( Tissue microarray)

是应用基因芯片概念而发展而来的一种方法。可在

同一张切片上一次性完成成百上千例组织标本的基

因扩增、mRNA转录及基因表达产物的分析[ 1 ]。本
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研究中 ,我们构建了大样本 OSCC组织芯片进行免

疫组化试验 ,结果与文献报道的采用传统方法进行

的研究结果基本一致。说明我们我们构建的口腔鳞

癌组织芯片具有良好的代表性。组织芯片具有以下

优点 :①一张普通的切片上含有很多块组织 ,信息量

大 ,可以一次获得大量数据 ,操作更具标准化 ,结果

可比性强 ,更具说服力。②由于制作组织芯片钻取

的组织较小 ,不会对标本的整体造成影响 ,并且可以

多次钻取 ,因此大大节省了有限的病理资源 ,是一种

高效、快速、低耗的方法。③可用于多领域如科研、

教学、生物试剂测试等。当然组织芯片也有一定的

局限性 ,主要是由于我们取材比较小 ,不能完全代表

常规切片。但我们研究的是一个整体而不是个体 ,

所以对结果没有多大的影响。Moch 等[ 2 ]对组织差

异性的影响进行了组织芯片与普通切片的对比研究

发现 :在普通切片上得到的结果在组织芯片上也能

得到。认为在大多数情况下 ,组织芯片的试验结果

是能够代表组织的。

3 . 2　P TEN蛋白的表达与口腔鳞癌发生、发展的关

系

P TEN ( Phosp hatase and tensin homolog dele2
ted on chromosome 10)基因是 1997 年发现的一个

抑癌基因 ,它定位于 10q 23 . 3 ,含 9 个外显子 ,编码

一种含 403 个氨基酸的蛋白 ,分布于细胞浆[ 3 ]。

P TEN是一个高度保守的基因 ,在细胞生命中起着

重要作用。Shin等[ 4 ]对 81 例微卫星稳定和 5 例微

卫星不稳定的 OSCC的 P TEN 基因全部序列进行

检测 ,发现有 4 例 P TEN 基因有错义突变 ,有 2 例

OSCC的染色体的第 5 外显子有缺失。Cairns等[ 5 ]

认为 P TEN基因丢失率较高 ,而突变率低 ,因此经

免疫组化检测到的 P TEN 蛋白可能为野生型而非

突变型。而无义突变和错义突变均可使 wt2P TEN

失活 ,从而导致蛋白表达丢失。当 P TEN 基因发生

体细胞突变或缺失而失活时 ,导致细胞内 PIP3的水

平增高 , Akt 过度活化 ,使细胞无限增值形成肿

瘤[ 6 ]。因此 ,P TEN基因在肿瘤的发生和发展过程

中起着重要作用。

本实验中正常口腔粘膜和单纯增生组织中

P TEN蛋白的阳性率为 100 % ,提示 P TEN 基因参

与维持口腔上皮细胞正常功能 ,调控正常上皮细胞

的物质代谢、细胞增殖和分化 ;在口腔粘膜白斑中

P TEN阳性表达率为93 . 3 % ,说明口腔粘膜白斑组

织中已经出现了功能的异常 ; OSCC组织中 P TEN

阳性表达率为72 . 2 % ,与正常口腔粘膜、口腔上皮单

纯增生和口腔粘膜白斑组织中 P TEN 的表达差异

有统计学意义 ,这与 Lee等[ 3 ]的研究结果相似 ,都表

明 P TEN在 OSCC的发生、发展中起着重要作用。

P TEN蛋白表达缺失或减弱不能很好地拮抗蛋白激

酶 PI3 K的作用 ,丧失了对 PI3 K/ P KB/ A KT信号转

导途径的负调控 ,导致该信号转导途径功能异常 ,这

可能使口腔上皮细胞失去正常的细胞周期调控 ,从

而使细胞无限增殖而形成肿瘤。而 P TEN在 OSCC

的发生发展中的作用有待进一步的研究。

本试验还发现在高、中分化 OSCC 组织的

P TEN 蛋白表达率明显高于低分化的 OSCC组织

中 P TEN 蛋白阳性表达率 ,差异有统计学意义。

P TEN蛋白表达水平越低 ,肿瘤的恶性程度越高 ,这

提示该基因在诱导肿瘤的分化过程中起着重要作

用。这于 Squarize等[ 7 ]的研究结果一致。另外 ,本

研究还发现 P TEN 蛋白在有淋巴结转移组表达率

明显低于无淋巴结转移组表达率 ,差异有统计学意

义。这可能是因为 P TEN 蛋白对局部黏附激酶

( FA K)和 Shc都有调节作用 ,可抑制肿瘤细胞的侵

袭和转移。同时本实验中 P TEN 蛋白主要染色在

细胞核 ,有少数出现在细胞浆 ,这与王颖等[ 8 ]报道

P TEN蛋白主要染色在细胞质相反。确切的机制有

待进一步研究。

(本文图见插页)
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