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术前间质化疗对口腔鳞状细胞癌中Ｋｉ６７、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的影响
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（延边大学附属医院口腔科，吉林延吉１３３０００）

　　摘　要：目的　探讨术前间质化疗对高分化口腔鳞状细胞癌（ＯＳＣＣ）中Ｋｉ６７和Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达的影响及其意义。方法

　高分化ＯＳＣＣ６０例分为术前未化疗组（３０例）、术前静脉化疗组（１５例）、术前间质化疗组（１５例），均采用免疫组织化学ＰＶ

６０００通用型二步法检测Ｋｉ６７和Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达，各组之间进行比较。结果　ＯＳＣＣ组织中Ｋｉ６７蛋白标记指数在术前未

化疗组、术前静脉化疗组、术前间质化疗组比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５），癌旁黏膜中３组比较差异有统计学意义（犘＜

０．０５）；Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达在３组之间比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　ＯＳＣＣ中术前间质化疗较静脉化疗相比更能有

效抑制细胞增殖及诱导细胞凋亡，从而抑制肿瘤生长。
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　　口腔鳞状细胞癌（ｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＯＳＣＣ）是

口腔颌面部最常见恶性肿瘤。Ｋｉ６７和Ｃａｓｐａｓｅ３是表达细胞

增殖和凋亡的主要蛋白之一，能准确地反应肿瘤细胞的增殖活

性和凋亡情况［１２］。本实验通过ＰＶ６０００通用型二步法检测

缓释５氟尿嘧啶术前间质化疗后高分化 ＯＳＣＣ 中 Ｋｉ６７、

Ｃａｓｐａｓｅ３的表达，为其临床应用提供理论依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择延边大学附属医院口腔科２００１～２００９

年收治的高分化ＯＳＣＣ患者６０例，其中，３０例术前均未接受

过任何抗肿瘤药物治疗，１５例为术前平阳霉素静脉化疗，１５例

为术前缓释５氟尿嘧啶间质化疗，且经苏木素伊红（ＨＥ）染色

病理诊断证实６０例均为高分化ＯＳＣＣ。术前向患者及其家属

交代病情及治疗方案，经同意后分为未化疗组、静脉化疗组和

间质化疗组。其中，男４７例，女１３例；年龄２９～８０岁，平均

６０．１岁。按发病部位：舌癌１７例，口底癌１８例，颊癌６例，软

腭癌３例，牙龈癌８例，唇癌８例。根据世界抗癌联盟（ＵＩＣＣ）

ＴＮＭ临床分类分期方法（２００２）分为：Ⅰ期２９例，Ⅱ期２４例，

Ⅲ期７例。

１．２　方法

１．２．１　化疗方案　间质化疗方法：将５氟尿嘧啶１００ｍｇ缓释

剂（１００ｍｇ／支，植入剂为白色圆柱形颗粒，长４．０ｍｍ，直径０．８

ｍｍ；安徽中人科技有限公司研制；批准文号为国药准字

Ｈ２００３０３４５）；植入于肿瘤组织、瘤周组织或肿瘤切除后的周围

组织内，给药后７～１０ｄ均行手术。静脉化疗方法：１５例行平

阳霉素单一化疗，化疗结束后１周内手术切除肿瘤；化疗采用

天津市河北制药厂生产的盐酸平阳霉素注射剂（８ｍｇ／支），静

脉滴注给药，每天１次，每次８ｍｇ，连续８～１２ｄ。化疗完成后

１周内，如无手术禁忌则行手术。

１．２．２　病理切片　每个标本连续切片４张，厚４μｍ，３张进行

免疫组织化学染色，１张进行 ＨＥ染色。

１．２．３　染色方法　石蜡切片常规脱蜡至水，磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）冲洗，洗３次，每次２ｍｉｎ。将切片浸入ｐＨ６．０柠檬盐

溶液加热至沸腾，切片放入其中继续加热３ｍｉｎ抗原修复，置

室温下自然冷却后ＰＢＳ冲洗，每次洗５ｍｉｎ，共洗３次。３％

Ｈ２Ｏ２ 去离子水孵育５～１０ｍｉｎ，以消除内源性过氧化物酶活

性，室温１０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗，洗３次，每次５ｍｉｎ。每片滴加一抗

（Ｋｉ６７，Ｃａｓｐａｓｅ３），４℃冰箱过夜，ＰＢＳ冲洗，洗３次，每次５

ｍｉｎ。每片滴加通用型ＩｇＧ抗体ＨＲＰ多聚体（二抗），３７℃温
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箱孵育３０～６０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗，洗３次，每次５ｍｉｎ。每片滴加

新鲜配制的ＤＡＢ溶液显色５ｍｉｎ，在显微镜下掌握染色程度。

自来水充分冲洗，苏木素复染、脱水、透明、中性树胶封片镜检，

试剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司。

１．３　结果判断　Ｋｉ６７的结果判定标准：Ｋｉ６７蛋白在细胞核

上出现棕黄色颗粒为阳性标准，每张切片中观察５个高倍视

野，每个视野１０００个肿瘤细胞中计阳性细胞数，取其均值并

以百分数表示，作为Ｋｉ６７细胞增殖指数。

　　Ａ：未化疗组；Ｂ：静脉化疗组；Ｃ：间质化疗组。

图１　　ＯＳＣＣ组织中Ｋｉ６７阳性表达图（免疫组织化学×２００）

　　Ａ：Ｃａｓｐａｓｅ３在未化疗组中弱阳性表达；Ｂ：Ｃａｓｐａｓｅ３在静脉化疗组中中度阳性表达；Ｃ：Ｃａｓｐａｓｅ３在间质化疗组中强阳性表达。

图２　　ＯＳＣＣ组织中Ｃａｓｐａｓｅ３阳性表达图（免疫组织化学×４００）

　　Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的结果判定标准：Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白主要表现

在细胞质中，在显微镜下观察５个高倍视野。阳性表达是以下

２组分数的和：（１）按阳性细胞所占比例计分，无阳性细胞为０

分，阳性细胞小于２５％为１分，２５％～５０％为２分，＞５０％为３

分。（２）按切片中细胞染色强度计分，细胞无显色为０分，呈浅

黄色为１分，呈棕黄色为２分，呈棕褐色为３分。（１）＋（２）为

总评分（－～＋＋＋）：其中０～１分为（－），２分为（＋），３～４

分为（＋＋），５～６分为（＋＋＋）。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行分析处理，计量

资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　高分化ＯＳＣＣ癌中心和癌旁黏膜中Ｋｉ６７表达　在ＯＳ

ＣＣ组织中Ｋｉ６７阳性反应定位于细胞核内，细胞质与胞膜不

着色，呈棕黄色颗粒，分布于癌巢中，化疗后阳性表达明显减少

（图１）。在癌中心与癌旁黏膜中Ｋｉ６７在３组之间阳性表达率

比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表１～２。

表１　　各组高分化ＯＳＣＣ癌中的Ｋｉ６７

　　　表达比较（狓±狊）

组别 狀 Ｋｉ６７

未化疗组 ３０ ３０７．２６±６２．１４

静脉化疗组 １５ １６２．３２±２１．３４ａｂ

间质化疗组 １５ １１１．３２±１０．３４ａ

　　ａ：犘＜０．０５，与未化疗组比较；ｂ：犘＜０．０５，与间质化疗组比较。

２．２　高分化 ＯＳＣＣ中未化疗组与化疗组 Ｃａｓｐａｓｅ３表达　

Ｃａｓｐａｓｅ３的阳性细胞主要表现在细胞质中，少数在细胞核，化

疗后阳性表达明显增高（图２）。化疗后Ｃａｓｐａｓｅ３表达较化疗

前显著增高，癌中心Ｃａｓｐａｓｅ３在３组之间比较，差异有统计学

意义（犘＜０．０５），见表３。

表２　　各组高分化ＯＳＣＣ癌旁黏膜Ｋｉ６７

　　　表达比较（狓±狊）

组别 狀 Ｋｉ６７

未化疗组 ３０ １９３．３２±２６．３４

静脉化疗组 １５ １２３．３２±１３．３４ａｂ

间质化疗组 １５ ６７．３２±１１．３４ａ

　　ａ：犘＜０．０５，与未化疗组比较；ｂ：犘＜０．０５，与间质化疗组比较。

表３　　各组高分化ＯＳＣＣ中Ｃａｓｐａｓｅ３表达

　　　比较（狓±狊）

组别 狀 Ｃａｓｐａｓｅ３

未化疗组 ３０ ２．８１±０．１２５

静脉化疗组 １５ ４．７５±０．４３ａｂ

间质化疗组 １５ ５．４６±０．３４ａ

　　ａ：犘＜０．０５，与未化疗组比较；ｂ：犘＜０．０５，与间质化疗组比较。

３　讨　　论

细胞增殖与凋亡相辅相成，协同调节机体内细胞数目及状

态的稳定，细胞增殖失控及细胞凋亡失衡可导致肿瘤的发生发
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展。肿瘤细胞增殖和凋亡与肿瘤的生物学行为之间有密切关

系，且影响患者的预后。术前化疗可使肿瘤体积缩小，减少微

小转移灶和术中播散的可能，提高了局部控制能力，减少局部

复发［３４］。间质化疗与静脉化疗相比，可明显提高局部组织内

药物浓度，延长药物与癌细胞作用时间，抑制肿瘤生长和减少

局部复发 ［４５］。因术前化疗抑制ＯＳＣＣ增殖、诱导细胞凋亡，

因此，检测术前化疗前后口腔癌组织中 Ｋｉ６７、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白

变化，对评价其疗效有帮助［６］。

Ｋｉ６７与细胞增殖密切相关，Ｇ０ 期外所有细胞周期中均能

表达，能准确地反映肿瘤细胞的增殖活性。Ｋｉ６７蛋白的高表

达可以反映肿瘤的高恶性度及高复发转移倾向，ＯＳＣＣ中 Ｋｉ

６７蛋白高表达者与低表达者之间局部复发有差异，两组间差

异有统计学意义（犘＜０．０５）
［７８］。Ａｒｃｈｅｒ等

［９］研究了６４例浸

润性乳腺癌诱导化疗后 Ｋｉ６７蛋白的表达，发现诱导化疗后

Ｋｉ６７蛋白表达明显减少，化疗前后差异有统计学意义（犘＜

０．０５），认为诱导化疗可减少乳腺癌细胞增殖。本实验结果表

明，在高分化ＯＳＣＣ患者中，术前间质化疗后癌中心及癌旁黏

膜中 Ｋｉ６７表达与静脉化疗和未化疗组相比显著下降（犘＜

０．０５）。金成日等
［１０］对延边地区５０例ＯＳＣＣ进行 Ｋｉ６７与临

床分期之间相关性研究，Ⅰ、Ⅱ期时Ｋｉ６７表达率明显低于Ⅲ、

Ⅳ期。本实验中未化疗组Ⅰ、Ⅱ期占９０．０％、Ⅲ期占１０．０％，

静脉化疗组分别占９３．３％和６．７％，间质化疗组分别占８０．０％

和２０．０％，按理Ｋｉ６７蛋白表达在间质化疗组中最高，其次为

未化疗组和静脉化疗组，但本实验结果由高向低顺序依次为未

化疗组、静脉化疗组和间质化疗组，而且高分化ＯＳＣＣ患者中

Ｋｉ６７在间质化疗组与未化疗组和静脉化疗组相比，差异有统

计学意义（犘＜０．０５）。因此，更能说明术前间质化疗与未化疗

和静脉化疗组相比，明显降低了ＯＳＣＣ细胞的增殖活性，抑制

了肿瘤细胞的增殖和生长。

细胞增殖、分化、凋亡是体内组织保持平衡的主要特征，抑

制细胞凋亡是通过延长细胞寿命和维持癌组织生长来引起癌

的主要发病机理之一［１１］。天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶

（ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，Ｃａｓｐａｓｅｓ）级联反应是

调控细胞凋亡的主要途径之一。Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白是该家族成员

中执行细胞凋亡的关键酶之一，主要分布在细胞质，在细胞凋

亡中起关键作用［１２］。Ｃｈｅｎ等
［２］报道，Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白基因变

异可能与头颈部鳞癌发生有关。文献报道，星孢菌素通过活化

Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白途径来促进癌细胞凋亡
［１３］。郭建文等［１４］报道，

平阳霉素化疗后 ＯＳＣＣ组织中Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达量较化疗

前显著升高。张志伟等［１５］报道，ＯＳＣＣ组织中Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白

表达与ＯＳＣＣ患者的临床分期呈负相关。本组实验中Ⅰ、Ⅱ期

和Ⅲ期 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白阳性表达率，未化疗组为９０．０％和

１０．０％，静脉化疗组为９３．３％和６．７％，间质化疗组为８０．０％

和２０．０％，按理Ｃａｓｐａｓｅ３表达静脉化疗组中最高，其次为未

化疗组和间质化疗组，但本实验结果由高向低顺序依次为间质

化疗组、静脉化疗组和未化疗组，而且高分化 ＯＳＣＣ患者中

Ｃａｓｐａｓｅ３在间质化疗组与未化疗组和静脉化疗组相比，差异

有统计学意义（犘＜０．０５）。所以，术前间质化疗可明显提高

Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达，促进 ＯＳＣＣ细胞凋亡，从而抑制肿瘤生

长。虽然本次试验病例数较少，但通过本实验可认为，抑制癌

细胞增殖、促进癌细胞凋亡是术前间质化疗发挥疗效的有效途

径之一。
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