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ＣＤＫ１在口腔鳞状细胞癌中的表达及意义

石　静，马　洪，段晓峰
（贵州医科大学，贵州 贵阳　５５０００４）

［摘　要］目的：研究细胞周期蛋白依赖性激酶１（ＣＤＫ１）在口腔鳞状细胞癌（ＯＳＣＣ）组织中的表达及与ＯＳＣＣ
患者临床特征之间的关系。方法：选择２０例正常口腔黏膜组织（正常对照组）以及６４例 ＯＳＣＣ组织（ＯＳＣＣ
组），用免疫组织化学方法检测ＣＤＫ１蛋白的表达，采用ＲｅａｌＴｉｍｅｑＰＣＲ检测ＣＤＫ１ｍＲＮＡ的表达，比较ＯＳＣＣ组
及正常对照组ＣＤＫ１蛋白及ｍＲＮＡ的表达水平，同时观察不同分化程度、不同临床分期及是否发生淋巴结转移
患者的 ＣＤＫ１ｍＲＮＡ的表达水平。结果：ＯＳＣＣ组ＣＤＫ１蛋白阳性表达率显著高于正常对照组（Ｐ＜００１）；ＯＳＣＣ
组ＣＤＫ１ｍＲＮＡ表达明显高于正常对照组（Ｐ＜００１）；中、低分化ＯＳＣＣ组织中ＣＤＫ１ｍＲＮＡ相对表达量显著高
于高分化ＯＳＣＣ组织（Ｐ＜００５），Ⅲ、Ⅳ期ＯＳＣＣ组织中ＣＤＫ１ｍＲＮＡ相对表达量也高于Ⅰ、Ⅱ期ＯＣＳＳ组织（Ｐ＜
００５）；有淋巴结转移ＯＣＳＳ组织中ＣＤＫ１ｍＲＮＡ相对表达量也高于无淋巴结转移组织（Ｐ＜００５）。结论：ＣＤＫ１
表达增高可能在ＯＳＣＣ发生及发展过程中起到重要的作用。

［关键词］细胞周期蛋白依赖性激酶１；口腔肿瘤；癌，鳞状细胞；实时荧光定量聚合酶链反应；免疫组织化学
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　　口腔鳞状细胞癌（ｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏ
ｍａ，ＯＳＣＣ）是发生在口腔颌面部最常见的一种恶
性肿瘤，占口腔颌面部肿瘤的８０％以上且全球每
年新发现的ＯＳＣＣ人数超过３０００００例，死亡人数
超过１２００００例［１］。目前针对中晚期 ＯＳＣＣ病人
以手术治疗为主，手术治疗后患者面容及口腔功能

会有严重的缺陷，影响其生活质量、言语等。现已

有一些ＯＳＣＣ的诊断标志物，帮助早期诊断ＯＳＣＣ，
但肿瘤的发生发展是多基因多因素共同造成的结

果，因此仍需要更进一步探讨潜在的一些肿瘤生物

学标记物。近年来相关研究发现，细胞周期蛋白依

赖性激酶１（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ１，ＣＤＫ１）与多
种肿瘤包括乳腺癌、胃癌，卵巢癌等发生发展关系

密切，本研究采用免疫组织化学和ＲｅａｌＴｉｍｅｑＰＣＲ
法检测ＣＤＫ１基因和蛋白在 ＯＳＣＣ中的表达，同时
观察不同分化程度、不同临床分期及是否发生淋巴

结转移患者的 ＣＤＫ１ｍＲＮＡ的表达水平，为 ＯＳＣＣ
的早期发现和治疗提供依据。

１　材料与方法

１．１　标本主要仪器及试剂
１．１．１　标本采集　收集２０１５年１０月～２０１７年４
月颌面外科手术切除的新鲜ＯＳＣＣ组织６４例（ＯＳ
ＣＣ组），病理类型经病理科证实。ＯＳＣＣ患者男４５
例、女１９例，年龄 ＜６０岁２６例、≥６０岁３８例，高
分化癌４０例、中或低分化癌２４例，临床分期Ⅰ或
Ⅱ期３５例、Ⅰ或Ⅱ２９例，无淋巴结转移４５例、有
淋巴结转移１９例；另取２０例正常组织标本（正常
对照组）。本研究获医院伦理学会审核同意。切

取１～２ｍｍ３大小组织，一部分立即用 ＲＮＡｌａｔｅｒ液
暂封，－８０℃冻存，用于ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ检测ＣＫＤ１
ｍＲＮＡ的表达；另一部分用福尔马林固定，石蜡包
埋，用于免疫组织化学检测ＣＫＤ１蛋白的表达。
１．１２　主要仪器及试剂　ＣＦＸｃｏｎｎｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ
ＳｙｓｔｅｍＰＣＲ扩增仪（ＢＩＯ－ＲＡＤＣＦＸ９６，美国），
Ｓ１０００ＰＣＲ热循环仪（ＢＩＯ－ＲＡＤ，美国），ＹＳ１００光
学显微镜（Ｎｉｋｏｎ，日本），各种规格的微量移液器
（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，德国），ＤｙｎａｂｅａｄｓｍＲＮＡＤＩＲＥＣＴＴＭＫｉｔ
试剂盒 （Ａｂｃａｍ公司，美国），ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｒＦｉｒｓｔ
ＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ试剂盒（Ｒｏｃｈｅ公司，美
国），ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒＲ４８０ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩＭａｓｔｅｒ（Ｒｏｃｈｅ

公司，美国）；ＣＤＫ１引物序列（上游 ＴＡＧＣＡＴＣＡＴ
ＣＡＧＡＴＧＣＡＣＧＣ，下 游 ＧＴＧＴＣＣＡＧＣＡＧＴＣＧＣＡＣ
ＴＡＴ；上海生工，中国）。
１２　方法
１２１　免疫组织化学　采用免疫组织化学超敏二
步法检测组织切片中 ＣＤＫ１的表达。利用高温高
压修复（００１ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸盐缓冲液，４ｍｉｎ），一抗
按１∶２５０比例稀释，阴性对照以 ＰＢＳ代替一抗。
所有操作均严格按试剂盒说明进行，阳性染色主要

表现为胞质中出现棕黄色颗粒，采用双盲法在光学

显微镜下随机观察切片，根据免疫反应评分（ＩＲＳ）
评估染色强度和阳性细胞的比例；阳性细胞数 ＜
１０％、１０％～３０％、＞３０％分别计０、１、２分，染色强
度无着色、淡黄色、棕黄色及以上分别计０、１、２分；
根据两者综合计分，０～１分计阴性（－），２～３分
计阳性（＋），４分计强阳性（＋＋）。
１２２　ｑＰＣＲ　利用 ＤｙｎａｂｅａｄｓｍＲＮＡＤＩＲＥＣＴＴＭ

Ｋｉｔ试剂盒，磁珠法提取组织ｍＲＮＡ，使用Ｔｒａｎｓｃｒｉｐ
ｔｏｒＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ试剂盒逆转录成
ｃＤＮＡ（－８０℃储存备用）。按 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒＲ４８０
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩＭａｓｔｅｒ说明在冰上操作，配制１０μＬ
反应体系，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩＭａｓｔｅｒ５μＬ，上下游引物
４０μＬ，模板１μＬ。反应条件为变性９５℃，５ｍｉｎ，
变性９５℃，１０ｓ，退火６５℃，３０ｓ共６４个循环。每
个样本 ３个复孔取平均值，采用 ２－ΔΔＣＴ法进行
分析。

１３　统计学分析
应用 ＳＰＳＳ２４０软件进行统计分析。对于免

疫组化 ＣＤＫ１蛋白表达与临床病例特征关系分析
采用 χ２检验，对于荧光定量 ＰＣＲ数据不符合正
态分布应用秩和检验，Ｐ＜００５为差异有统计学
意义。

２　结果

２１　ＣＤＫ１蛋白表达
６４例ＯＳＣＣ组织中可见细胞质中出现不同染

色程度的棕黄色颗粒，少部分胞核见黄染，ＣＤＫ１
阳性率为８２８１％；正常口腔黏膜细胞胞质中也存
在少量棕黄色颗粒，ＣＤＫ１阳性率为２０００％。经
统计学分析，ＯＳＣＣ组 ＣＤＫ１阳性表达率显著高于
正常对照组（Ｐ＜００１），见图１、表１。
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　１期 石　静等　ＣＤＫ１在口腔鳞状细胞癌中的表达及意义



正常对照组　　　　　　　　　　　　　　 ＯＳＣＣ组

图１　两组口腔组织ＣＤＫ１蛋白的表达（×４００）
Ｆｉｇ．１　ＣＤＫ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｏｒａｌｔｉｓｓｕｅｓｉｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ

表１　口腔鳞癌组织及正常
口腔组织中ＣＤＫ１的表达

Ｔａｂ．１　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤＫ１ｉｎＯＳＣＣ
ａｎｄｎｏｒｍａｌｓａｍｐｌｅｓ

分组 ｎ
ＣＤＫ１蛋白表达

－ ＋ ＋＋阳性率（％） χ２ Ｐ

正常对照组 ２０ １６ ２ ２ ２０００
２７５６　＜００５

ＯＳＣＣ组 　 ６４ １１ ２４ ２９ ８２８１

２２　ＣＤＫ１ｍＲＮＡ表达
ＯＳＣＣ组及正常组织ＣＤＫ１ｍＲＮＡ相对表达量

分别为１３０１３±１０３３７，０６５６３±０１７５０，ＯＳＣＣ
组表达明显高于正常对照组（Ｐ＜００１），见图２。

（１）与正常对照组比较，Ｐ＜０．０１

图２　ＣＤＫ１ｍＲＮＡ在两组口腔组织中的相对表达
Ｆｉｇ．２　ＲｅｌａｖｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤＫ１ｍＲＮＡ

ｉｎＯＳＣＣａｎｄＮｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅ

２３　不同临床特征 ＯＳＣＣ组织中 ＣＤＫ１ｍＲＮＡ的
表达　

中、低分化 ＯＳＣＣ的 ＣＤＫ１ｍＲＮＡ的相对表达
量显著高于高分化ＯＳＣＣ（Ｐ＜００５），并且Ⅲ、Ⅳ期
ＯＳＣＣ组织中 ＣＤＫ１ｍＲＮＡ的相对表达量也高于

Ⅰ、Ⅱ期（Ｐ＜００５），存在淋巴结转移的 ＯＳＣＣ组
织中 ＣＤＫ１ｍＲＮＡ相对表达量高于未见淋巴结转
移组织（Ｐ＜００５）；但是 ＣＤＫ１ｍＲＮＡ的表达在不
同性别及年龄中，差异无统计学意义（Ｐ＞００５），
见表２。

表２　ＣＤＫ１ｍＲＮＡ的表达与ＯＳＣＣ临床特征的关系
Ｔａｂ．２　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓｂｅｔｗｅｅｎＣＤＫ１ｍＲＮＡ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ
ｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＯＳＣＣ

临床特征 ｎ　 ＣＤＫ１相对表达量 Ｚ Ｐ
性别

　男 ４５　１．３８６７±１．１４２４
－１．０１７ ０．３１３　女 １９　１．０９９１±０．６９８５

年龄（岁）

　＜６０ ２６　１．１８８７±１．０８４３
－０．７１８ ０．４７５　≥６０ ３８　１．３７８３±１．００５０

分化程度

　高分化 ４０　１．１００８±１．０２１７
－２．１２８ ０．０３７　中、低分化 ２４　１．６５８６±０．９７６４

临床分期

　Ⅰ～Ⅱ ３５　１．００４８±０．７６５６
－２．６３７ ０．０１１　Ⅲ～Ⅳ ２９　１．６５９１±１．２０４１

淋巴结转移

　否 ４６　１．２００２±１．０２０１
－１．９０８ ０．０３１　是 １９　１．５４０７±１．１９９４

３　讨论
细胞周期主要通过细胞周期蛋白依赖性激酶

（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｓ，ＣＤＫＳ）的活化进行调
控。ＣＤＫＳ功能的失调在许多肿瘤中均有报道，推
测ＣＤＫＳ因子在肿瘤的发生发展中起重要作用［２－４］。
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贵 州 医 科 大 学 学 报　 ４４卷　



细胞周期蛋白依赖性激酶 １（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉ
ｎａｓｅ１，ＣＤＫ１）为丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶家族的
成员之一，其是ＣＤＣ２基因编码的相对分子质量为
３４×１０４的蛋白质。ＣＤＫ１与 ｃｙｃｌｉｎＢ组成的复合
物（即有丝分裂促进因子，ＭＰＦ），促使细胞周期从
Ｇ２期进入 Ｍ期，是影响细胞有丝分裂的主要因
素［５－６］。ＣＤＫ１是细胞周期的一个重要的调节分
子，在细胞由 Ｇ２期进入 Ｍ期中发挥着重要的作
用。研究表明，多种恶性肿瘤的发生发展都与细胞

周期调节机制的紊乱有着密切的关联，认为肿瘤是

一种细胞周期性疾病 ［７］。ＣＤＫ１在非小细胞肺
癌、结肠癌及乳腺癌中是影响临床预后的标志

物［８］。因此，推测ＣＤＫ１与肿瘤的发生发展有潜在
的相关性。本研究在 ＯＳＣＣ组织中，检测出 ＣＤＫ１
蛋白和基因的表达水平均增高，可能与大量癌细胞

的增殖、恶性程度以及侵袭性的增加有关，可能有

望成为判断ＯＳＣＣ临床预后的标志物。
本研究中免疫组织化学结果显示６４例 ＯＳＣＣ

组ＣＤＫ１蛋白阳性表达率显著高于２０例正常对照
组，同时 ｑＰＣＲ结果显示 ＯＳＣＣ中 ＣＤＫ１ｍＲＮＡ的
表达明显高于正常对照组，这与ＣＤＫ１在其他肿瘤
病变如胃癌［９］、乳腺癌［１０］、卵巢癌［１１］、肝癌［１２］等

中的报道相一致，其作用机制均是ＣＤＫ１的含量增
高，引起肿瘤细胞的增殖和发展。同时进一步分析

比较不同临床特征 ＯＳＣＣ患者中 ＣＤＫ１ｍＲＮＡ的
表达情况，结果显示，中、低分化 ＯＳＣＣ中的 ＣＤＫ１
ｍＲＮＡ的相对表达量显著高于高分化的ＯＳＣＣ，Ⅲ，
Ⅳ期ＯＳＣＣ组织中ＣＤＫ１相对表达量也高于Ⅰ、Ⅱ
期 ＯＳＣＣ组织，伴有淋巴结转移 ＯＳＣＣ组织的
ＣＤＫ１ｍＲＮＡ相对表达量高于无淋巴结转移组织，
推测ＣＤＫ１可作为判断 ＯＳＣＣ临床预后的一个标
志物，但是在性别以及年龄的分组中无明显差异，

推测随着ＯＳＣＣ组织分化程度的降低以及临床分
期的进展，ＣＤＫ１ｍＲＮＡ的相对表达量就越高，肿
瘤恶性程度随之升高，从而促进肿瘤细胞增殖，加

重侵袭性，临床预后较差。

基于本次实验，推测 ＣＤＫ１的高表达在 ＯＳＣＣ
中可能加速细胞周期Ｇ２／Ｍ期的转化，促进细胞有
丝分裂，进一步促进肿瘤细胞的增殖。有关于

ＣＤＫ１更精准的调控机制有待进一步研究，为进一
步实现早期诊断及精准治疗做准备。
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