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　　细胞过度增殖是恶性肿瘤的重要特征之一 ,长期以来 ,抗

癌药物的研究多集中在抑制肿瘤细胞增殖活性方面。近年发

现 ,细胞凋亡 (apoptosis , APO) 与肿瘤的发生、发展、治疗及预

后关系密切 ,APO 在肿瘤化疗中的作用成为研究热点 1 ,2 。本

文比较 24 例口腔鳞癌 (oral squamous cell carcinoma ,OSCC) 患者

经 VM(vincristine methotrexate) 方案化疗前后 APO 和增殖细胞

核抗原 (proliferating cell nuclear antigen , PCNA) 的变化 ,以探讨

VM方案的抗癌机理。

1 　材料和方法

1. 1 　标本收集

1998～1999 年武汉大学口腔医院颌面外科及中山大学附

二院颌面外科病理确诊24 例 Ⅲ、Ⅳ期未经任何治疗的 OSCC

患者 ,予 VM方案诱导化疗后再行手术治疗。术前病检组织

视为化疗前标本 ,术中切取癌组织则为化疗后标本。

1. 2 　治疗方案

VM方案为长春新碱 2 mg 加生理盐水 20 ml 静脉推注。

6 h后 ,氨甲蝶呤 50 mgΠm2 加生理盐水 40 ml 静脉推注。每周

1 次 ,2 周一个疗程。

1. 3 　染色方法

1. 3. 1 　HE染色 　切片脱蜡入水后常规 HE染色、脱水、透明、

封片。

1. 3. 2 　原位末端标记 (proliferating cell nuclear antigen , ISEL) 检

测凋亡细胞 (POD 法) 　组织切片脱蜡入水后 ,3 %H2O2 室温

处理 10 min ,加 TBS (1∶100) 稀释的蛋白酶 K于 37°C 消化 5

min ;加标记缓冲液 10μl ;每张切片滴加标记缓冲液 TdT、DIG-

dUTP各 1μl、8μl 于 37°C标记 2 h ;加封闭液 50μl 室温放置 20

min ;加 SABC液 25°C反应 30 min ;DAB 显色、复染、脱水、封片。

1. 3. 3 　PCNA 染色 (SABC 法) 　切片脱蜡入水后 ,用 3 %H2O2

室温下处理 10 min ;微波抗原修复 ;滴加抗原修复液及封闭

液 ;加稀释 75 倍的 PCNA 抗体置室温 90 min ;加生物素化的 Ⅱ

抗 ,室温孵育 20 min ,加 SABC液 ,DAB 显色、复染、脱水、封片。

1. 4 　组织对照

以正常口腔粘膜上皮为阳性对照 ,用 TBS 分别代替 DIG-

dTUP、Ⅰ抗作阴性对照。

1. 5 　形态学观察和计数方法

采用单盲法进行观察 ,以主要病理变化作为记录依据。

凋亡指数 (apoptosis index ,AI)和增殖指数 (proliferation index ,PI)

的计算参照 Gaffney法 3 ,每例在肿瘤细胞丰富区取 10 个高倍

视野 ( ×400) ,每个视野计 100 个肿瘤细胞中的阳性细胞数。

AI = ( ISEL 阳性细胞计数Π1 000) ×100 % ,PI = ( PCNA 阳性细

胞计数Π1 000) ×100 %。

2 　结 　　果

2 . 1 　临床疗效

参照实体瘤化疗客观疗效的临床判定标准 (WHO) 4 :肿

瘤完全消失为完全缓解 ;肿瘤缩小 50 %以上为部分缓解 ;肿瘤

缩小 50 %以下或增大 25 %以内为无效 ;肿瘤增大 25 %以上或

有新的病变出现为进展。疗效在化疗结束 (即术前) 评定。本

研究中完全缓解 4 例、部分缓解 16 例 ,完全缓解和部分缓解

为有效 ,其临床有效率为 8313 %。

2. 2 　病理疗效

参照放疗后组织病理评价分级标准 5 ,对 24 例患者的术

后组织切片评级。结果 4 级 6 例 ,3 级 9 例 ,2 级 8 例 ,1 级 1

例 ,病理有效率为 6215 %。

2. 3 　细胞凋亡和增殖的检测

凋亡细胞胞核着色呈棕黄色颗粒或固缩成团 ,凋亡细胞

散在孤立分布 (图 1、2) 。PCNA 染色胞核棕黄色着色 ,但在癌

组织中的癌巢周边相对较多 (图 3、4) 。24 例患者化疗前后

PI、AI的检测值见表 1。从表 1 可见 ,化疗后 AI值显著高于化

疗前 ( P < 0101) ,PI值显著低于化疗前 ( P < 0105) ,且化疗前后

AI和 PI的差值均无线性相关。

表 1 　24 例患者化疗前、后的 PI、AI( �x ±s)

Tab 1 　The values of PI and AI in 24 cases of OSCC before

and after chemotherapy according to VM- plan

( �x ±s)

检测项目 化疗前 化疗后 P

PI( %) 28. 67 ±6. 70 22. 80 ±5. 40 < 0. 05

AI( %) 7. 43 ±2. 50 17. 60 ±4. 70 < 0. 01

·061· 华西口腔医学杂志　WCJS　2003 年 4 月第 21 卷第 2 期　　　　　　　　　　　　　　　　　



图 1 　化疗前 OSCC中凋亡细胞呈少量散在孤立分布　ISEL 　×200

Fig 1 　The apoptosis cells in OSCC before chemotherapy 　ISEL 　×200

图 2 　化疗后 OSCC中凋亡细胞呈散在孤立分布数量增多 　ISEL

　×200

　　Fig 2 　The apoptosis cells in OSCC after chemotherapy 　ISEL 　×200

图 3 　化疗前 PCNA 阳性细胞在 OSCC 中分布 ,癌巢边缘较多 　

SABC　×200

Fig 3 　The expression of PCNA cells in OSCC before chemotherapy 　

SABC　×200

图 4 　化疗后 PCNA 阳性细胞在 OSCC 中分布 ,较化疗前少 　

SABC　×200

Fig 4 　The expression of PCNA cells in OSCC after chemotherapy 　

SABC　×200

3 　讨 　　论

作为综合治疗颌面恶性肿瘤的一种手段 ,有效的术前诱

导化疗可明显提高患者的远期生存率或延长生存时间 6 。

OSCC单纯手术治疗后复发率高 ,诱导化疗可最大限度使肿瘤

缩小 ,控制微小转移灶 ,提高疗效 ,减少术后并发症 ,无效化疗

对远期生存亦无不利影响 7 。在美国化疗已成为治疗头颈部

晚期鳞癌治疗常规 5 。本研究应用 VM 方案治疗 24 例 OSCC

患者 ,取得较满意的临床和病理疗效。

近年来发现 ,APO 与肿瘤的发生、发展、治疗以及预后关

系密切。化疗药物通过诱导和增强肿瘤细胞 APO 而发挥治

疗作用 ,为临床化疗提供了一条新思路。Eiche 检测经 4HPR

(N-4- droxyphenyl- retinanide)作用后的 OSCC ,发现该药物可有效

诱导 APO ;Pulkinen等 2 则发现紫衫醇可有效诱导头颈部鳞癌

细胞系 APO ;PCNA是一种分子量为 36 kD 的 DNA 多聚酶的辅

助蛋白 ,其合成与表达能有效反应组织细胞的增殖状况。本

研究中 ,经 VM方案化疗后 PCNA 的表达明显下降 ,证实了化

疗药物在抑制细胞增殖中发挥了重要作用。AI值化疗后明显

高于化疗前 ( P < 0101) ,说明诱导细胞凋亡是化疗药物发挥抗

癌作用的重要方面。

有学者认为 8 :“组织内环境稳定是细胞增殖和死亡的平

衡 ,肿瘤的发生可来自细胞死亡过少或增殖过多。”所以 ,研究

抗癌药物的机理应对其抑制细胞增殖和诱导细胞凋亡的作用

予以重视。本文发现化疗前后 AI、PI 差值间无线性相关 ,提

示化疗抑制细胞增殖和诱导细胞凋亡可能是相对独立的过

程 ,但谁占主导作用尚需进一步研究。
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