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［摘　要］目的：探讨Ｂｍｉ１基因在口腔鳞癌组织中的表达及意义。方法：收集口腔鳞癌（ＯＳＣＣ）患者手术切
除新鲜标本３０例作为ＯＳＣＣ组，癌旁０５ｃｍ外正常组织及正常体检者的口腔黏膜组织共３０例作为正常对照
组，免疫组织化学染色ＳＰ法检测两组组织中Ｂｍｉ１蛋白的表达，实时定量基因扩增荧光检测系统（ＱＰＣＲ）检测
Ｂｍｉ１ｍＲＮＡ的表达，比较不同临床理特征 ＯＳＣＣ患者 Ｂｍｉ１的表达差异。结果：ＯＳＣＣ组织中，Ｂｍｉ１蛋白和
ｍＲＮＡ的表达明显高于正常对照组；在ＯＳＣＣ组织中，中低分化的ＯＳＣＣ组织的Ｂｍｉ１蛋白和ｍＲＮＡ表达高于高
分化ＯＳＣＣ组织，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５），Ｂｍｉ１表达与患者年龄、性别无关（Ｐ＞００５）。结论：Ｂｍｉ１
基因检测可作为ＯＳＣＣ的辅助诊断指标之一。
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ｔｅｉｎ）是一类在染色质水平抑制靶基因转录的蛋
白，在胚胎发育、细胞记忆、细胞周期、细胞增殖和

肿瘤形成等过程中起到非常重要的作用。Ｂ细胞
特异性莫洛尼鼠白血病病毒整合位点（Ｂｃｅｌｌｓｐｅ
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１，Ｂｍｉ１）是目前研究中最深入的哺乳动物 ＰｃＧ家
族成员。近年来，越来越多的证据表明 ，Ｂｍｉ１在
恶性肿瘤的发生发展中具有重要作用。Ｂｍｉ１在
很多肿瘤中处于高表达的状态，如髓母细胞瘤［１］、

非霍奇金淋巴瘤［２］、肝癌［３］、结直肠癌［４］、乳腺

癌［５］等，本研究通过检测口腔鳞癌（ｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓ
ｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＯＳＣＣ）组织中 Ｂｍｉ１的表达，并比
较ＯＳＣＣ不同临床病理特征患者 Ｂｍｉ１表达的差
异，为 ＯＳＣＣ的临床早期诊断、生物蛋白靶向治疗
及预后监测判断提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　标本来源　２０１２年９月 ～２０１５年３月手
术切除ＯＳＣＣ患者３０例作为ＯＳＣＣ组，男２２例，女
８例，高分化２２例、中低分化８例；无淋巴结转移
２５例、有淋巴结转移５例。术前未采用任何针对
肿瘤的治疗（放疗、化疗等），术中用尖刀切取标本

后，盐水冲洗，置 －８０℃冰箱保存；术后常规病理
检查确诊为 ＯＳＣＣ。选择口腔黏膜正常组织及癌
旁０５ｃｍ正常组织（经病理证实无癌累及）共３０
例作为正常对照组。

１．１．２　主要试剂及设备　小鼠抗人Ｂｍｉ１单克隆
抗体（Ａｂｃａｍ公司），ＳＰ免疫组化二抗试剂盒 －通
用型、苏木素及 ＤＡＢ显色试剂盒购自北京中杉金
桥生 物 技 术 有 限 公 司，ｍＲＮＡ 抽 提 试 剂 盒
Ｄｙｎａｂｅａｄｓ ｍＲＮＡＤＩＲＥＣＴＴＭ、逆转录试剂盒
ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｒＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ和 ＰＣＲ
扩增试剂 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠＭａｓｔｅｒ
购自 Ｒｏｃｈｅ公司，ＣＦＸｃｏｎｎｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅＳｙｓｔｅｍ
ＰＣＲ仪。
１．２　方法
１．２．１　Ｂｍｉ１蛋白表达　采用免疫组织化学染色
ＳＰ法，组织蜡块切成厚５μｍ连续切片，脱蜡水化
后，３％去离子过氧化氢液封闭内源性过氧化物酶，
高压锅波热处理修复抗原，正常山羊血清封闭特异

性抗原，加入Ｂｍｉ１一抗工作液、４℃孵育过夜，加
入生物素二抗，ＤＡＢ显色，苏木素复染，中性树胶
封固；ＰＢＳ代替一抗，做阴性对照，实验程序严格按
照试剂说明书进行。各组切片在光镜下观察、评分

及病理图像采集［６－７］，每个样本观察 １０个高倍镜
视野。根据阳性强度及面积记分，无色记０分，淡

黄色记１分，棕黄色及以上记２分；着色面积 ＜１／
３、１／３～２／３和 ＞２／３分别为０、１和２分；０～１分
为阴性，２～３分为阳性（＋），４分为强阳性（＋
＋）。
１．２．２　Ｂｍｉ１ｍＲＮＡ表达　采用实时定量基因扩
增荧光检测系统（ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲｄｅｔｅｃ
ｔｉｎｇｓｙｓｔｅｍ，ＱＰＣＲ），利用磁珠法提取组织 ｍＲＮＡ，
从存储在 ＲＮＡＬＡＴＥＲ试剂（－８０℃）的组织中切
取１～２ｍｍ３组织，加入蛋白溶解酶 Ｋ，５５℃恒温
箱中消化完全后，加入４０μＬＤｙｎａｂｅａｄｓｄＴ２５，置
摇床 １０ｍｉｎ，立即放入磁场中，移除上清液并用
ＢｕｆｆｅｒＡ／Ｂ液顺次洗涤。加入 ＴｒｉｓＨＣＬ，溶解磁珠
并放入８０℃恒温箱２ｍｉｎ，将收集来的大约１３μＬ
ｍＲＮＡ（在ＴｒｉｓＨＣＬ中的）直接加入事先准备好的
７５μＬｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＭａｓｔｅｒＭｉｓ中。将样品放入
热循环仪中，４２℃３０ｍｉｎ，８５℃５ｍｉｎ，４℃５ｍｉｎ，
－２０℃储存备用。将上述合成的 ｃＤＮＡ上样至
１０μＬ反应体系：ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠＭａｓｔｅｒ５０μＬ，上
下游引物 ４０μＬ，模板１μＬ，用 ＣＦＸｃｏｎｎｅｃｔＲｅａｌ
ＴｉｍｅＳｙｓｔｅｍＰＣＲ仪进行扩增，反应条件为预变性
９５℃５ｍｉｎ，变性９５℃１０ｓ，退火６５℃３０ｓ，共６４
个循环［８］。每个样品３个复孔，取 ＣＴ平均值，采
用相对定量法分析结果。

１．３　统计学方法
用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计学分析，率的比较

采用四格表资料的 χ２检验，不符合正态分布资料
间的比较采用非参数秩和检验或χ２检验，Ｐ＜００５
为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｂｍｉ１的蛋白表达
免疫组化结果显示 Ｂｍｉ１主要着色于细胞核

内，为棕黄色染色颗粒，在正常组织中几乎无阳性

表达，见图１。ＯＳＣＣ组中，Ｂｍｉ１蛋白的阳性表达
率均高于正常对照组，差异具有统计学意义（Ｐ＜
００５）。见表１。临床病理分析显示，Ｂｍｉ１的表达
随着肿瘤体积增大而升高，阳性率升高，差异有统

计学意义（Ｐ＜００５）；随着临床分期的进展，Ｂｍｉ１
蛋白在ＯＳＣＣ组织中的表达也升高，差异有统计学
意义（Ｐ＜００５）；ＯＳＣＣ组织中，Ｂｍｉ１蛋白表达与
患者年龄、性别无关，差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。见表２。
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正常口腔黏膜　　　　　　　　　　 　　　　　　ＯＳＣＣ黏膜

图１　正常口腔黏膜及ＯＳＣＣ组织中Ｂｍｉ１蛋白表达（ＳＰ法，×１００）
Ｆｉｇ．１　Ｂｍｉ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｉｓｓｕｅ

表１　ＯＳＣＣ及正常口腔黏膜组织中
Ｂｍｉ１蛋白表达

Ｔａｂ．１　Ｂｍｉ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓ
ｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓ

分组　　
Ｂｍｉ１蛋白表达

ｎ － ＋ ＋＋　阳性率（％）
χ２ Ｐ

正常对照组 ３０ ２１ ７ ２ ３００
１７３８ ＜００１

ＯＳＣＣ组　 ３０ ５１５ １０ ８３３

２２　Ｂｍｉ１ｍＲＮＡ表达
３０例ＯＳＣＣ组织中Ｂｍｉ１ｍＲＮＡ表达（平均秩

和４５５０）高于正常对照组（平均秩和１５５０），差
异有统计学意义（Ｚ＝－６６６６，Ｐ＜００１）。在 ＯＳ
ＣＣ组织中，Ｂｍｉ１ｍＲＮＡ的表达随着肿瘤体积增
大而升高，中低分化组表达高于高分化组，差异有

统计学意义（Ｐ＜００５）；Ｂｍｉ１ｍＲＮＡ表达与患者
年龄、性别无关，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
见表３。

３　讨论

已知在多种肿瘤中存在一类具有自我更新和

多向分化潜能的肿瘤干细胞（ｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌ，
ＣＳＣ）。Ｂｍｉ１与ＣＳＣ的自我更新及肿瘤的放化疗
敏感性都有关系，降低 Ｂｍｉ１的表达可以促进肿瘤
细胞的凋亡和衰老，并增强肿瘤细胞对放化疗的敏

感性，Ｂｍｉ１可能为肿瘤治疗的一个重要靶点［９１０］。

有研究发现，Ｂｍｉ１的特异性表面标志用于头颈部
鳞癌干细胞的检测和治疗方案的制定，能使健康人

类口腔角质细胞的寿命延长［１１－１２］，提示 Ｂｍｉ１在
鳞癌组织发生、发展及治疗中起重要作用。本课题

通过对ＯＳＣＣ组织中Ｂｍｉ１表达情况进行检测，发

表２　不同临床病理参数ＯＳＣＣ患者口
腔黏膜组织Ｂｍｉ１蛋白表达

Ｔａｂ．２　Ｂｍｉ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌ
ｃａｒｃｉｎｏｍａｓａｎｄｉｔｓｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈ
ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

病理参数 ｎ
口腔黏膜Ｂｍｉ１蛋白表达
阴性 阳性

性别

　男 ２２ ４ １８（８１８）

　女 ８ １ ７（８７５）

年龄

　≥５０岁 １８ ４ １４（７７８）

　＜５０岁 １２ １ １１（９１７）

分化状态

　高分化 ２２ ５ １８（８１８）

　中低化 ８ ０ ８（１０００）

临床分期（１）

　Ⅰ－Ⅱ １９ ４ １５（７８９）

　Ⅲ－Ⅳ １１ １ １０（９０９）

淋巴结转移（１）

　是 ５ ０ ５（１０００）

　否 ２５ ５ ２０（８００）

肿瘤大小（１）

　≤２ｃｍ １０ ３ ７（７００）

　５ｃｍ≥～＞２ｃｍ １５ ２ １３（８６７）

　＞５ｃｍ ５ ０ ５（９６５）
（１）同病理参数下的各指标比较，Ｐ＜００５

现在ＯＳＣＣ患者口腔黏膜中 Ｂｍｉ１蛋白的表达主
要在基底细胞层，阳性表达率为８３３％，高于文献
报道的７９０％［１３］，这可能与样本的数量有关；同时

本实验还发现，在ＯＳＣＣ组织中 Ｂｍｉ１基因的表达
高于正常对照组，且Ｂｍｉ１的高表达与临床分期及
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表３　不同临床特征ＯＳＣＣ患者口腔黏膜
Ｂｍｉ１ｍＲＮＡ表达比较

Ｔａｂ．３　ＴｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＢｍｉ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｏｆＯＳＣＣ

ＯＳＣＣ患者 ｎ 平均秩次 Ｚ Ｐ
性别

　男 ２２ １５３２
－０１８８ ０８５１　女 ８ １６００

年龄

　≥５０岁 １８ １２７１
－１４１９ ０１５６　＜５０岁 １２ １７３６

分化状态

　高分化 ２２ １２０９
－３５２０ ＜００１　中低分化 ８ ２４８８

临床分期

　Ⅰ－Ⅱ ２２ １３５９
－１９７１ ００４９　Ⅲ－Ⅳ ８ ２０７５

淋巴结转移

　是 ５ ２４６０
－２５３４ ００１１　否 ２５ １３６８

淋巴结转移成正相关，提示Ｂｍｉ１在口腔鳞癌发生
浸润转移过程中也起重要作用，其发生机制需进一

步研究。综上所述，Ｂｍｉ１基因检测可作为 ＯＳＣＣ
的辅助诊断指标之一，研究 Ｂｍｉ１在 ＯＳＣＣ中的表
达与ＯＳＣＣ的相关性及协同作用，可为 ＯＳＣＣ的临
床诊断、预防、生物蛋白靶向治疗及预后监测判断

等提供理论基础。
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