
作者简介：王倩（１９８７－），在读研究生，主要从事口腔颌面外科学肿瘤方面的研究。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：１３６０７９１９０１６；Ｅｍａｉｌ：２３６０１５３７９＠

ｑｑ．ｃｏｍ。

论著·临床研究　　ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１４．３１．０２９

ＤＮＭＴ１、ＰＤＣＤ４在舌鳞状细胞癌中的表达及临床意义

王　倩
１，唐维平１△，魏智艺２，金丹丹３

（１．南昌大学第二附属医院口腔科，南昌３３０００６；２．中国人民解放军第１８０医院烧伤整形科，

福建泉州３６２０００；３．广东医学院检验学院，广州５１００００）

　　摘　要：目的　探讨ＤＮＡ甲基转移酶１（ＤＮＭＴ１）、程序性细胞死亡因子４（ＰＤＣＤ４）在舌鳞状细胞癌（ＴＳＣＣ）组织中的表达

及临床意义。方法　采用免疫组织化学Ｅｌｉｖｉｓｉｏｎ二步法检测４０例ＴＳＣＣ组织及其相对应的癌旁非肿瘤组织中ＤＮＭＴ１、ＰＤＣＤ４

蛋白表达水平，并分析两者蛋白表达与临床病理参数的关系。结果　在ＴＳＣＣ组织中ＤＮＭＴ１蛋白呈高表达，而ＰＤＣＤ４蛋白呈

低表达甚至不表达；两者在癌旁非肿瘤组织中的表达则与之相反。两者的表达呈明显的负相关（狉＝－０．４５２，犘＜０．０５）。ＤＮ

ＭＴ１蛋白表达与组织分化类型、有无淋巴结转移及ＴＮＭ临床分期相关（犘＜０．０５），与性别、年龄无关；而ＰＤＣＤ４蛋白的表达则

只与区域淋巴结有无转移和ＴＮＭ分期有关，与性别、年龄及组织病理分化程度无关。结论　提示ＤＮＭＴ１、ＰＤＣＤ４蛋白异常表

达与ＴＳＣＣ的发生、发展密切相关，ＤＮＭＴ１可能通过负向调节ＰＤＣＤ４的蛋白表达使抑癌基因沉默或消失而致肿瘤发生。
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　　舌癌是最常见的口腔癌，９８％以上为鳞状细胞癌。舌细胞

恶变是受多种因素影响且经过多个阶段的复杂变化过程。目

前，舌癌发生、发展及术后复发机制尚不明确，但研究结果证实

舌癌的发生、发展与某些肿瘤相关基因的调控有关。ＤＮＡ甲

基化是表观遗传学研究的焦点，它在基因的表达调控中发挥着

关键的作用。ＤＮＡ甲基转移酶１（ＤＮＡｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ１，

ＤＮＭＴ１）是ＤＮＡ甲基转移酶众多成员之一，对ＤＮＡ复制、修

复并维持其正常甲基化起到至关重要的作用，是ＤＮＡ进行正

常甲基化的关键酶。程序性细胞死亡因子４（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌ

ｄｅａｔｈ４，ＰＤＣＤ４）是与细胞周期及细胞凋亡相关的抑癌基因。

当ＤＮＭＴ１超表达时可以通过催化抑癌基因启动子区的ＣｐＧ

岛使基因发生异常甲基化，异常甲基化的抑癌基因转录复制异

常导致表达缺失。研究证实在胃癌、肝癌、肺癌中ＤＮＭＴ１呈

高表达而ＰＤＣＤ４呈低表达，且二者表达具有负相关性
［１３］。舌

鳞状细胞癌（ｔｏｎｇｕｅｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＴＳＣＣ）组织中两

者的表达情况目前尚无研究。本实验通过检测ＤＮＭＴ１、ＰＤ

ＣＤ４在ＴＳＣＣ组织中的表达，研究两者在ＴＳＣＣ发生、发展过

程中的作用，分析两者表达的关系及与临床病理参数的关系，

为ＴＳＣＣ的早期诊断治疗及预后评价提供有力的科学依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２００９年４月至２０１３年４月，南昌大学

二附院病理科ＴＳＣＣ与癌旁非肿瘤组织标本蜡块１８例，中国
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人民解放军第１８０医院病理科ＴＳＣＣ与癌旁非肿瘤组织标本

蜡块２２例（所采集的患者标本均无其他恶性肿瘤且术前也未

接受过放化疗）。男２３例，女１７例；年龄大于或等于６０岁２４

例，小于６０岁１６例；高分化８例，高／中分化８例，中分化１８

例，低分化６例；根据ＴＮＭ临床分期Ⅰ＋Ⅱ２４例，Ⅲ＋Ⅳ１６

例；区域淋巴结转移１３例，远处转移１例。以上标本（石蜡块）

以４μｍ厚度连续切片后备用。

１．２　主要试剂　兔抗人ＤＮＭＴ１、ＰＤＣＤ４多克隆抗体（浓度

１∶２００，购自北京博奥森生物公司），免疫组织化学检测试剂盒

（ＰＶ６００１二步法，购自北京中杉金桥公司），ＤＡＢ显色试剂盒

（购自北京中杉金桥公司）。

１．３　方法

１．３．１　免疫组织化学检测方法　采用Ｅｌｉｖｉｓｉｏｎ二步法免疫

组化检测。（１）将蜡块进行脱蜡水化处理，用３％ Ｈ２Ｏ２ 去离

子水孵育１０ｍｉｎ以阻断内源性过氧化物酶，磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）冲洗２ｍｉｎ×３次；（２）滴加一抗３７℃孵育２ｈ，ＰＢＳ冲洗

２ｍｉｎ×３次；（３）滴加检测试剂ＰＶ６００１山羊抗兔ＩｇＧ抗体

ＨＲＰ多聚体３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗２ｍｉｎ×３次；（４）

ＤＡＢ显色后自来水充分冲洗；（５）苏木精复染脱水透明；（６）中

性树胶封片，光学显微镜观察。每例标本均用ＰＢＳ液代替一

抗进行阴性对照，滴加一抗作为阳性对照。

１．３．２　免疫组织化学结果判读　ＤＮＭＴ１、ＰＤＣＤ４蛋白表达

与细胞质和（或）细胞核中。镜下观察到细胞质和（或）细胞核

呈淡黄色、棕黄色甚至棕褐色均为阳性指标。标本于２００倍视

野随机观察，（１）以着色细胞占总视野细胞数多少评分：无阳性

细胞０分，阳性细胞数小于２５％１分，阳性细胞数２５％～５０％

２分，阳性细胞数５１％～７５％３分，大于７５％阳性细胞数４

分；（２）按细胞着色强度评分：细胞无着色０分，细胞着色淡黄

色１分，细胞着色棕黄色２分，细胞着色棕褐色３分。选取５

个视野细胞观察统计，采用两种评分的平均值计算阳性结果，

小于或等于２分表示阴性（－），３～７分为阳性（＋）。所有染

色结果判断均采用统一评分标准和双盲法，由两名病理医师对

实验结果进行判断、打分，所有评分均平均２次。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析。分析

ＤＮＭＴ１、ＰＤＣＤ４蛋白在ＴＳＣＣ组织及癌旁非肿瘤组织中的表

达及对比二者表达的差异；二者的表达与临床病理参数的关系

均采用阳性率及χ
２ 检验进行分析，二者蛋白表达的相关性用

Ｓｐｅａｒｍａｎ秩相关分析，由于组织分化类型两两比较样本数量

小于４０例，故采用Ｆｉｓｈｅｒ′ｓ精确概率法直接求得犘，其余采用

两样本率的χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＤＮＭＴ１、ＰＤＣＤ４蛋白的表达　ＤＮＭＴ１、ＰＤＣＤ４蛋白在

细胞质和（或）细胞核中表达，阳性指标细胞呈淡黄色、棕黄色

甚至棕褐色程度不等，见图１～４。ＤＮＭＴ１蛋白在ＴＳＣＣ组织

及癌旁非肿瘤组织中阳性表达率分别为７２．５％、１２．５％，组间

差异有统计学意义（犘＜０．０５）；ＰＤＣＤ４阳性表达率分别为

３０．０％、７７．５％，组间差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表１。

２．２　ＴＳＣＣ组织中ＤＮＭＴ１、ＰＤＣＤ４蛋白表达水平与临床病

理参数的关系　ＤＮＭＴ１蛋白表达水平与组织分化类型、有无

淋巴结转移及ＴＮＭ 分期有关，组间差异有统计学意义（犘＜

０．０５）；与患者的性别、年龄无关（犘＞０．０５）。ＰＤＣＤ４蛋白表达

水平与有无淋巴结转移及ＴＮＭ分期有关，组间差异有统计学

意义（犘＜０．０５）；与患者的性别、年龄、组织分化类型无关（犘＞

０．０５），见表２。

２．３　ＤＮＭＴ１、ＰＤＣＤ４蛋白在ＴＳＣＣ组织表达的相关性　４０

例ＴＳＣＣ患者，两种蛋白表达均为阳性５例，均为阴性４例，采

用Ｓｐｅａｒｍａｎ秩相关分析在ＴＳＣＣ组织中ＤＮＭＴ１、ＰＤＣＤ４蛋

白表达水平呈负相关（狉＝－０．４５２，犘＜０．０５）。

图１　　ＤＮＭＴ１在癌旁非肿瘤组织中呈阴性（×２００）

图２　　ＤＮＭＴ１在ＴＳＣＣ组织中呈阳性（×２００）

图３　　ＰＤＣＤ４在癌旁非肿瘤组织中呈阳性性（×２００）
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表１　　ＤＮＭＴ１、ＰＤＣＤ４蛋白在ＴＳＣＣ组织及癌旁非肿瘤组织的表达及比较（狀）

组织类型 狀
ＤＮＭＴ１

阳性 阴性 阳性率（％）
χ
２ 犘

ＰＤＣＤ４

阳性 阴性 阳性率（％）
χ
２ 犘

ＴＳＣＣ组织 ４０ ２９ １１ ７２．５ ２９．４６３ ０．０００ １２ ２８ ３０．０ １８．１５２ ０．０００

癌旁非肿瘤组织 ４０ ５ ３５ １２．５ ３１ ９ ７７．５

表２　　ＤＮＭＴ１、ＰＤＣＤ４蛋白表达与ＴＳＣＣ临床病理参数的关系（狀）

临床病理特征 狀
ＤＮＭＴ１

阳性 阴性 阳性率（％）
χ
２ 犘

ＰＤＣＤ４

阳性 阴性 阳性率（％）
χ
２ 犘

性别

　男

　女

２３

１７

１６

１３

７

４

６９．６

７６．５
０．０１６ ０．９００

９

３

１４

１４

３９．１

１７．６
２．１４８ ０．１４３

年龄（岁）

　＜６０

　≥６０

１７

２３

１１

１８

６

５

６４．７

７８．３
０．３４９ ０．５５５

５

１２

７

１６

２９．４

３０．４
０．００５ ０．９４４

组织分化程度

　高 ８ ３ ５ ３７．５ － ０．０２６ａ ４ ４ ５０．０ － ０．６０８ａ

　高中 ８ ８ ０ １００ － ０．１３２ｂ ２ ６ ２５．０ － １．０００ｂ，０．４７３ｆ

　中 １８ １２ ６ ６６．７ － ０．２１８ｃ，０．２７７ｄ ６ １２ ３３．３ － ０．６６４ｃ，０．２７７ｄ

　低 ６ ６ ０ １００ － ０．０３１ｅ ０ ６ ０ － ０．０８５ｅ

区域淋巴结转移

　有

　无

１３

２７

１３

１６

０

１１

１００

５９．３
５．４０５ ０．０２０

０

１２

１３

１５

０

４４．４
６．２７３ ０．０１２

ＴＮＭ分期

　Ⅰ＋Ⅱ

　Ⅲ＋Ⅳ

２４

１６

１３

１６

１１

０

５４．２

１００
７．９４７ ０．００５

１２

０

１２

１６

５０．０

０
９．１７２ ０．００２

　　ａ：犘＞０．０５，高中分化程度比较；ｂ：犘＞０．０５，与中分化程度比较；ｃ：犘＞０．０５，与高分化程度比较；ｄ：犘＞０．０５，与低分化程度比较；ｅ：犘＞０．０５，

与高分化程度比较；ｆ：犘＞０．０５，与低分化程度比较；－：表示此项无数据。

图４　　ＰＤＣＤ４在ＴＳＣＣ组织中呈阴性（×２００）

３　讨　　论

舌癌的病因学及发生、发展是一个复杂多因素的过程，众

多研究得出与组织中相关基因遗传学及表观遗传学的改变有

关。随着分子生物学表观遗传学的不断深入研究及发展，发

现ＤＮＡ甲基化是表观遗传修饰基因表达调控机制的关键
［４］。

Ｕｎｇ等
［５］研究得出雌激素受体α影响肿瘤基因启动子ＣｐＧ岛

甲基化可促进乳腺癌的发生。ｄｅＦｒｅｉｔａｓＣｏｒｄｅｉｒｏＳｉｌｖａ等
［６］

的研究也得出ＤＮＡ异常甲基化可导致口腔鳞状细胞癌发生

的结论。ＤＮＭＴ１是催化 ＤＮＡ 甲基化的关键酶，具有维持

ＤＮＡ甲基化的重要作用
［７］。研究表明，ＤＮＭＴ１表达增高作

用于抑癌基因的ＣｐＧ岛使ＤＮＡ异常甲基化，发生异常甲基化

的抑癌基因得不到正常表达基因沉默致肿瘤发生［８］。ＤＮＭＴ１

在胃癌［１］、胰腺癌［９］、肺癌［１０］、卵巢癌［１１］、喉癌［１２］等多种恶性

肿瘤中呈高表达，并和肿瘤的组织分化类型、有无淋巴结转移

及ＴＮＭ临床分期相关，还有研究证明ＤＮＭＴ１的表达程度与

肿瘤的预后相关，蛋白表达越高则预后越不理想［１３］。

ＰＤＣＤ４是与细胞周期及凋亡相关的抑癌基因，它的蛋白

水平变化与肿瘤的发生、发展密切相关［１４］。ＰＤＣＤ４基因转录

水平下降使蛋白表达水平相应降低甚至缺失，其主要原因是基

因转录过程中ＣｐＧ岛区域发生异常甲基化，正常的ＤＮＡ转录

受阻甚至中断抑癌基因沉默。Ｐａｒｋ等
［１５］在胶质瘤中发现抑制

基因ＰＤＣＤ４的５′ＣｐＧ岛发生异常甲基化导致ＰＤＣＤ４ｍＲ

ＮＡ转录缺失，同时当ＰＤＣＤ４超表达时则可以抑制细胞的无

限制转录。Ｙａｎｇ等
［１６］用鼠细胞做实验，通过减少ＰＤＣＤ４的

表达，发现细胞无限繁殖，相反提高ＰＤＣＤ４的表达，细胞的恶
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性转化能力则受到一定程度的抑制。说明ＰＤＣＤ４基因表达

降低或缺失与恶性肿瘤的发生有密切关系。目前在食管癌、卵

巢癌、喉癌、泌尿系统等多种恶性肿瘤中发现ＰＤＣＤ４蛋白或

ｍＲＮＡ表达都有不同程度的下降或缺失，且与肿瘤的恶性程

度密切相关［１７１９］。Ｆａｎ等
［２０］研究发现，ＰＤＣＤ４在有 ＤＮＭＴ１

参与的ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞中 ｍＲＮＡ表达水平明显下降。

戴兵等［２］应用ＤＮＭＴ１抑制剂５ａｚａＣＤ作用于相同肝癌细胞

株ＳＭＭＣ７２２１，发现ＰＤＣＤ４ｍＲＮＡ蛋白的表达明显上升。

说明ＤＮＭＴ１高表达可促使ＰＤＣＤ４基因５′ＣｐＧ岛区域发生

异常甲基化，使ＰＤＣＤ４蛋白表达水平降低或不表达。

本实验研究表明，在 ＴＳＣＣ组织中 ＤＮＭＴ１呈高表达，

ＰＤＣＤ４呈低表达，癌旁非肿瘤组织的表达结果则与之相反，且

两者的表达呈负相关（狉＝－０．４５２，犘＜０．０５），此结论在胃癌、

肝癌、肺癌等恶性肿瘤中得到证实，提示 ＤＮＭＴ１、ＰＤＣＤ４蛋

白表达水平的改变可能是肿瘤发生的重要原因之一；ＤＮＭＴ１

与肿瘤组织分化类型、有无淋巴结转移及ＴＮＭ分期有关（犘＜

０．０５），与患者的性别、年龄无关（犘＞０．０５）；而ＰＤＣＤ４的表达

则只与有无淋巴结转移及ＴＮＭ 分期有关，与患者的年龄、性

别及组织分化类型无关。

本试验尚有不足之处，如只应用了免疫组织化学得出病理

结果，方法比较陈旧单一，但免疫组织化学是目前临床较常用

且非常成熟的方法，得出的病理结果也是临床诊断的“金标

准”。本试验得出的结果可以更好地指导ＴＳＣＣ的研究及癌细

胞移植动物体进行相应的动物实验研究提供依据。本试验样

本量较少，试验结果尚需其他方法及动物实验进一步研究，以

此进一步完善。但此结论有助于舌癌表观遗传学ＤＮＡ甲基

化的理论研究。通过联合检测 ＤＮＭＴ１、ＰＤＣＤ４蛋白的表达

水平有望成为舌癌早期诊断的又一方法，希望通过改变两者的

表达水平找到治疗舌癌的突破口。
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２００３，９（８）：２８７９２８８１．

［１４］ＹａｎｇＨＳ，ＣｈｏＭＨ，ＺａｋｏｗｉｃｚＨ，ｅｔａｌ．Ａｎｏｖｅｌｆｕｎｃｔｉｏｎ

ｏｆｔｈｅＭＡ３ｄｏｍａｉｎｓｉｎｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ

ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒＰＤＣＤ４ｉｓｅｓｓｅｎｔｉａｌｆｏｒｉｔｓｂｉｎｄｉｎｇｔｏｅｕｋａｒｙ

ｏｔｉｃｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４Ａ［Ｊ］．ＭｏｌＣｅｌｌＢｉｏｌ，

２００４，２４（９）：３８９４３９０６．

［１５］ＰａｒｋＹＭ，ＨｗａｎｇＳＪ，ＭａｓｕｄａＫ，ｅｔａｌ．Ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓｎｕ

ｃｌｅａｒｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎＣ１／Ｃ２ｃｏｎｔｒｏｌｓｔｈｅｍｅｔａｓｔａｔｉｃｐｏ

ｔｅｎｔｉａｌｏｆｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＰＤＣＤ４［Ｊ］．ＭｏｌＣｅｌｌ

Ｂｉｏｌ，２０１２，３２（２０）：４２３７４２４４．

［１６］ＹａｎｇＨＳ，ＫｎｉｅｓＪＬ，ＳｔａｒｋＣ，ｅｔａｌ．ＰＤＣＤ４ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ

ｔｕｍｏｒｐｈｅｎｏｔｙｐｅｉｎＪＢ６ｃｅｌｌｓｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＡＰｌｔｒａｎｓａｃｔｉ

ｂａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２００３，２２（２４）：３７１２３７２０．

［１７］ＦａｓｓａｎＭ，ＰｉｚｚｉＭ，ＢａｔｔａｑｌｉａＧ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌ

ｄｅａｔｈ４（ＰＤＣＤ４）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｕｒｉｎｇｍｕｌｔｉｓｔｅｐＢａｒｒｅｔｔ′ｓ

ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＰａｔｈｏｌ，２０１０，６３（８）：６９２６９６．

［１８］ＷａｎｇＸ，ＷｅｉＺ，ＧａｎＦ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｏｆＰＤＣＤ４ｉｎｈｕｍａｎｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｏｖａｒｉａｎｃａｒｃｉ

ｎｏｍａ［Ｊ］．ＡｎｔｉｃａｎｃｅｒＲｅｓ，２００８，２８（５Ｂ）：２９９１２９９６．

［１９］ＦｅｎｇＧ，ＬｉＰ，ＹｏｕＨ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌ

ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｏｆＰＤＣＤｉｎｌａｒｙｎｇｏｃａｒｃｉｎｏｍａ

［Ｊ］．ＬｉｎＣｈｕｎｇＥｒＢｉＹａｎＨｏｕＴｏｕＪｉｎｇＷａｉＫｅＺａＺｈｉ，

２０１１，２５（１）：１６１９．

［２０］ＦａｎＨ，ＺｈａｏＺＪ，ＱｕａｎＹＭ，ｅｔａｌ．ＤＮＡｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ

１ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｉｎｄｕｃｅｓｓｉｌｅｎｃｅｄＣＤＨ１ｇｅｎｅｒｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｂｙｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｆｍｅｔｈｙｌａｔｅｄＣｐＧｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ

ｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅＳＭＭＣ７７２１［Ｊ］．ＥｕｒＪＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ

Ｈｅｐａｔｏｌ，２００７，１９（１１）：９５２９６１．

（收稿日期：２０１４０３１０　修回日期：２０１４０６１５）

９０２４重庆医学２０１４年１１月第４３卷第３１期




