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【摘要】　目的 　从基因转录水平探讨人主要组织相容性抗原 ( HLA) I 类分子在口腔鳞癌发生、发展过程中的表

达改变。方法 　采用地高辛标记的 HLA-BΠC基因座特异性 DNA 探针通过原位杂交技术和图像分析方法分别检测了

23 例口腔鳞状细胞癌原发灶、10 例鳞状细胞癌颈淋巴结转移灶和 11 例正常的口腔粘膜上皮组织中 HLA-BΠC mRNA

的表达 ,应用 Image Pro 软件检测杂交信号平均积分光密度 ( IOD) 值。结果 　阳性杂交信号出现于正常上皮和肿瘤细

胞的胞浆内 ; IOD 值在原发灶组与正常粘膜组间存在显著性差异 ( P < 0105) ,而转移灶组的平均 IOD 值与原发灶组及

正常粘膜组均未见统计学差异 ;相同患者原发灶与转移灶的平均 IOD 值也未见有显著性差异。结论 　在口腔鳞癌的

发展过程中肿瘤组织通过下调 HLA- I分子的转录水平以最终逃脱宿主 CTL 的免疫监视功能 ,但肿瘤转移灶中 HLA-BΠ

C的转录水平却没有进一步的降低。
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【Abstract】　Objective 　The aim of this study was to investigate the mRNA expression levels of human leukocyte antigen Class

Ⅰat different progressive stages of human oral squamous cell carcinomas.Methods 　The expression of mRNA of human leukocyte

antigen - BΠC was detected in 23 primary tumors , 10 metastatic focuses and 11 histological normal oral epithelia using in situ hybrid2
ization method with a digoxigenin - labeled DNA probe. The probe was human leukocyte antigen - BΠC locus specific. Results 　The

hybridization signals were present in the cytoplasm of either normal epithelia or tumor cells. The integrated optical density values of

the hybridization signals were detected with the aid of an image analysis system. The results showed that the average integrated optical

density values of the primary tumors were statistically lower than the normal oral epithelia ( P < 0. 05) , but there was no significant

difference between metastatic tumors and the primary tumors or the normal epithelia. The integrated optical density values measured in

the metastatic tumors also did not show statistically differences compared with the primary tumors of the same patients.Conclusion 　

Impaired regulation of human leukocyte antigen - BΠC transcription could occur but might not be directly associated with metastasis of

oral squamous cell carcinomas.
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　　由 CD8
+ 细胞毒性 T淋巴细胞 (cytotoxic T lympho2

cyte ,CTL)介导的免疫反应在机体抗肿瘤反应中发挥

着重要的作用 ,而 CTL 的作用又受到由主要组织相

容性复合体 (major histocompatibility complex ,MHC) 编

码的 I类抗原分子的限制。肿瘤细胞通过降低其表

面 MHC- I 分子的表达从而减弱肿瘤抗原向 CTL 的传

递。这是肿瘤逃避机体 CTL 免疫监视作用的重要机

制之一 ,并促进了肿瘤的发生、发展 1 。本文拟通过

用地高辛标记的编码人类主要组织相容性抗原即人

类白细胞抗原 (human leukocyte antigen ,HLA) I 类分子

重链的 BΠC基因座特异性 DNA 序列作探针 ,在组织

原位与细胞内的 mRNA 进行杂交 ,结合形态学从转录

水平观察 HLA-BΠC mRNA 在口腔鳞状细胞癌 (简称鳞

癌)不同发展阶段的表达改变 ,并初步探讨了 MHC- I

类分子与人口腔鳞癌发展的关系 ,为进一步研究口腔

鳞癌免疫学特性提供了实验依据。

1 　材料和方法

1. 1 　主要试剂和仪器

含人 HLA-BΠC 基因座特异性序列 ( 356 bp ) 的质粒

pHLA-111 (Dr. Orr 惠赠) ;感受态大肠杆菌 DH5α(四川大学感
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染免疫实验室) ;LB 抗性 (Amp r ,含氨苄青霉素 100μgΠml) 液体

和固体培养基 ;柱式质粒 (小量)抽提纯化试剂盒、DNA 胶回收

纯化试剂盒 (上海华舜生物工程有限公司) ;地高辛 DNA 标记

和检测试剂盒 (Boehringer Mannheim 公司 , 德国) ;二乙基焦碳

酸 (即 DEPC) (Sigma 公司 ,美国) ;图像分析系统 (Media Cyber2
netics LP公司 ,美国) 。

1. 2 　标本收集

所有标本均取自四川大学华西口腔医院颌面外科手术患

者 ,包括口腔鳞癌原发灶 23 例 ,口腔鳞癌颈淋巴结转移灶 10

例 (其中 9 例标本取自上述鳞癌原发灶患者) ,并取原发灶切

除边缘无癌变的上皮组织 11 例。所有标本均经病理学确诊。

标本离体后立即用含体积分数为 0105 %DEPC的 PBS冲洗 ,液

氮冻存。

1. 3 　方法

1. 3. 1 　探针制备和标记 　pHLA-111 转化至感受态大肠杆菌

DH5α中 ,经含氨苄青霉素的LB 琼脂培养基筛选 ,转化阳性菌

落接种于含氨苄青霉素的LB 液体培养基中扩增 ,碱裂解法小

量抽提质粒。为得到大量的目的基因片段 ,以纯化质粒中

HLA-BΠC 基因座特异性序列为模板 ,通过 PCR 扩增其中

256 bp的特异性序列 (上游引物 : 5′GATGCAGGATTTCTTCAG

3′,下游引物 :5′AGAAGTTGCAGCTCAGTG 3′) ,产物经电泳分

离鉴定、胶回收、纯化 ,-20 ℃储存。探针标记采用随机引物法

进行 ,标记产物用膜斑点杂交法检测标记效率 2 。

1. 3. 2 　原位杂交 　冰冻切片经 4 %多聚甲醛室温固定 ,乙醇

梯度脱水后于-70 ℃储存。杂交切片经 012 molΠL HCl 室温浸

泡 20 min ,37 ℃蛋白酶 K(5μgΠml) 消化 15～20 min ,4 %多聚甲

醛室温固定 20 min , 011 molΠL 三乙醇胺乙酰化切片 10 min 后

用乙醇干燥。将切片置于盛有 2 ×SSC 的湿盒内 48 ℃预杂交

2 h(预杂交液含体积分数为 50 %的去离子甲酰胺 ,3 ×SSC ,体

积分数为 5 %的硫酸葡聚糖 ,1 ×Denhardt′s 氏液 ,800μgΠml 变

性断链的鲑鱼精 DNA) 后弃去预杂交液 ,每片滴加 20μl 杂交

液 (成分与预杂交液相同 ,仅增加终浓度为 015μgΠμl 的经地高

辛标记的煮沸变性 DNA 探针) 于 48 ℃孵育 16h。杂交后切片

于 45 ℃用含 50 %甲酰胺的 2 ×SSC 震荡冲洗 2 次 ,每次 20

min ,再经 2 ×SSC、1 ×SSC、012 ×SSC梯度震荡冲洗 ,每个梯度 2

次 ,每次 20 min。用阻断剂冲洗后 ,加入体积比为 1∶500 的抗

地高辛抗体 37 ℃孵育 2h , NBTΠBCIP 显色 ,待出现紫色信号后

终止 ,甲基绿复染 ,二甲苯透明 ,封片。阴性对照采用不含探

针的预杂交液代替杂交液进行杂交 ,其余步骤相同。

113. 3 　结果观察与图像分析 　光镜下观察组织切片杂交信

号强弱及定位。对切片上的杂交信号进行图像分析 ,系统定

标。每张组织切片随机选取 6 个视野 ,运用图像分析软件

Image Pro计算平均杂交光密度测量值 (integrated optical density ,

IOD)作为整张切片的 IOD 值。

1. 4 　统计学分析

采用 SPSS 1010 进行统计学分析 ,各组平均 IOD 值的总体

差异及组间两两比较用 ANOVA 方差分析 ,配对比较采用配对

t 检验。

2 　结 　　果

2. 1 　PCR 扩增产物的电泳结果

质粒 pHLA-1. 1 的 PCR 扩增产物电泳结果见图

1 ,从图 1 可见扩增产物片段长度为 256 bp ,说明已成

功扩增出特异性目的序列。

图 1 　质粒 pHLA-1. 1 PCR 扩增产物电泳结果
M:DNA 分子量 marker DL2000 , P : 256 bp PCR 产物

Fig 1 　Electrophoresis of the PCR product of the plasmid pHLA-111
M: DNA marker DL2000 , P :256 bp PCR product of the pHLA-111

2. 2 　HLA-BΠC mRNA 原位杂交信号的定位及分布

正常口腔粘膜上皮组织内 ,紫色杂交信号主要集

中出现于基底细胞层和棘细胞层的细胞浆内 (图 2) ,

部分切片阳性信号延伸到颗粒层。肿瘤细胞中的杂

交信号同样主要定位于鳞癌细胞的细胞浆 ,杂交信号

强弱差异较大 ,分化较好的癌巢外层棘细胞样癌细胞

内杂交信号较强 (图 3) ,分化较差的肿瘤组织内 ,杂

交信号普遍呈弱阳性或阴性。有 2 例患者的转移灶

和原发灶中的杂交信号存在明显差异 ,其中 1 例原发

灶内阳性信号明显而转移灶内信号微弱 (图 4) ;另 1

例原发灶内几乎呈阴性表达而转移灶内阳性信号明

确。阴性对照未出现特异的杂交信号。

图 2 　组织学正常的口腔粘膜上皮 HLA-BΠC mRNA 原位杂交 　
NBTΠBCIP -甲基绿　×180

Fig 2 　ISH of the HLA-BΠC mRNA detected in the histologically normal
oral epithelium 　NBTΠBCIP-methyl green 　×180
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2. 3 　HLA-BΠC mRNA 原位杂交信号的图像分析

3 组标本 HLA-BΠC mRNA 表达的 IOD 值见表 1。

统计学分析结果表明 ,原发灶组与正常粘膜组 IOD 值

存在显著差异 ( P < 0105) 。转移灶组的平均 IOD 值

无论与原发灶组还是与正常粘膜组比较均无显著差

异 ( P 值分别为 01817 和 0117) 。

对 9 例同时取到原发灶及颈淋巴结转移灶患者

标本的 IOD 值也进行了配对 t 检验 ,结果表明无显著

差异 ( P > 0105) 。

图 3 　口腔鳞癌原发灶内 HLA-BΠC mRNA 原位杂交 , 较强的阳性
信号主要分布于癌巢外层棘细胞样肿瘤细胞胞浆内 　
NBTΠBCIP-甲基绿　×100

Fig 3 　ISH of the HLA-BΠC mRNA detected in the primary OSCCs ;
strong hybridization signals were mainly distributed in cytoplasm
of the tumor cells in the periphery of the carcinoma nest 　NBTΠ
CIP-methyl green 　×100

图 4 　转移灶内肿瘤细胞 HLA-BΠC mRNA 原位杂交信号减弱 (与
图 3 来自同一患者) 　NBTΠBCIP-甲基绿　×100

Fig 4 　ISH of the HLA-BΠC mRNA detected in the metastasis focus de2
rived from the primary lesion of Fig 3 ; hybridization signals were
weak 　NBTΠBCIP-methyl green 　×100

3 　讨 　　论

许多恶性肿瘤都发现有 MHC- I 类分子表达降低

或缺失的现象并与逃避机体的免疫监视有关 3 。本

研究中采用了 HLA-BΠC 基因座特异性的 DNA 探

针 4
,在高严格度条件下进行杂交从 mRNA 转录的分

子水平上探讨了人口腔鳞癌细胞 HLA- I 类分子的改

变。
表 1 　各组 HLA- BΠC mRNA原位杂交平均 IOD 值结果

( �x ±s)
Tab 1 　Analysis of the average IOD values of the HLA- BΠC

mRNA ISH signals in the three groups( �x ±s)

组别 例数 平均 IOD 值

正常粘膜 11 　　　　66508. 74 ±93528. 50

原发灶 23 28551. 85 ±35959. 29 3

转移灶 10 35082. 33 ±46166. 17

3 与正常粘膜组比较 P < 0. 05

笔者发现 ,正常上皮层细胞 HLA-BΠC mRNA 的杂

交信号主要出现在上皮的中下细胞层的胞浆内 ,其平

均 IOD 值普遍较高并且阳性信号呈均质分布 ,提示正

常上皮 HLA-B 基因及其转录机制尚未出现明显异

常。

原发灶的肿瘤细胞杂交信号多呈异质性分布 ,分

化较好的癌巢组织内 ,阳性信号集中出现于周边细胞

内 ,而分化较差的部分阳性信号明显减弱或为阴性 ,

推测这与肿瘤的不同分化潜能有关。杂交信号强弱

不均 ,从阳性至阴性 ,而平均 IOD 值与正常组织相比

存在显著差异 ( P < 0105) 。Cruz 等 5 曾通过免疫组化

的方法在对人口腔鳞癌标本研究中也发现 HLA-BΠC

抗原的表达有明显减弱或缺失 ,其改变率高达 87 %。

HLA- I 类分子在肿瘤中的表达减弱或丢失主要有 4

种类型 3
: (1) HLA- I 类分子完全不表达 ,这主要由

MHC结构基因的缺失、β2 微球蛋白的合成障碍、抗原

加工相关转运体表达缺陷等因素引起 ; (2) HLA- I 单

倍型的缺失 ,主要由染色体不分离或分裂期基因重排

引起 ; (3) HLA- I 位点缺失 ,如 HLA-A 或 HLA-B 基因

座位点表达缺失 ,主要由于转录机制异常引起 ,如位

点特异性的启动子序列的改变以及转录因子的表达

异常 ; (4) HLA- I 等位基因的缺失 ,常由基因的点突

变、部分缺失或染色体断裂造成。以上各因素均有可

能会导致细胞内 HLA- I mRNA 转录水平的降低。本

研究也观察到了肿瘤细胞内 HLA-BΠC mRNA 总体水

平有显著性降低。但是 ,Palmisano 等 6 用 RT- PCR 的

方法检测了 25 例乳腺癌原发灶内肿瘤细胞的 HLA-

A、HLA-B、HLA-C 3 个位点上的基因转录水平 ,却没

有发现明显降低的情况 ,而在对β2 微球蛋白 mRNA

扩增时却发现有 40 %的病例标本为阴性 ,因此认为

其 HLA- I类分子表达降低的原因是由于β2 微球蛋白

的转录、合成障碍而导致了由 HLA 编码的重链分子

和β2 微球蛋白基因编码的轻链分子不能稳固的结合

于肿瘤的细胞膜上。笔者认为 ,不同组织来源的肿瘤

细胞对 HLA 的调节存在一定的差异或者说不同的调
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控方式所占比重不同。

在颈淋巴结转移灶内的肿瘤细胞杂交信号的分

布也是强弱不均的 ,平均 IOD 值虽然有降低但与正常

上皮及原发灶肿瘤组织相比均无显著性差异。研究

还发现有 2 例病例标本的原发灶与转移灶 HLA-BΠC

mRNA 的转录水平存在明显差异 ,这可能反映了多克

隆来源的口腔鳞癌细胞在生物学行为和组织相容性

抗原的表达上存在某种关联 7 。为了进一步探讨同

一肿瘤来源但转移潜能不同的肿瘤细胞是否存在

HLA-BΠC mRNA 表达上的差异 ,本实验通过配对 t 检

验统计了相同病例原发灶、转移灶 2 组阳性信号的平

均 IOD 值 ,但是也没有发现存在显著性差异。虽然

Cromme 等8 用免疫组化方法发现子宫颈癌淋巴结转

移灶内的肿瘤细胞 HLA-BΠC 表达与原发灶相比有显

著降低 ,并因此认为 HLA- I表达阴性的肿瘤细胞在机

体免疫机制的选择下更容易发生转移 ,但在其他一些

肿瘤中却发现转移灶内的肿瘤细胞有较高的 MHC- I

表达及较低的自然杀伤细胞活性 9 。笔者分析 ,肿瘤

的发展不仅需要逃避 CTL 的监视 ,还要抵抗自然杀

伤细胞的防御机制 ,而肿瘤靶细胞表面 MHC- I 特别

是某些 HLA- I等位基因的表达具有抑制自然杀伤细

胞的溶解作用10
,因此肿瘤特别是转移灶内的肿瘤

细胞可能通过特异性降低能够呈递肿瘤抗原的

HLA- I分子并同时表达能够抑制自然杀伤细胞溶解活

性的某些表型而进一步逃脱宿主对肿瘤的免疫防御

机制。肿瘤细胞如何通过改变 HLA- I 分子表达而促

进转移尚需进一步探讨。
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功能仍难以恢复正常。硬、软腭裂同期修复 ,在硬腭

骨面上遗留的裸露骨面、凿断翼钩、鼻腔粘膜遗留的

组织创面等均可严重抑制上颌骨的生长发育 ,使患儿

出现面中份发育不足 ,下颌前突等 8 。有研究表明 :

完全性腭裂患者较不完全性腭裂更易出现术后软腭

过短、语音不良、上颌骨生长发育障碍 ;但在唇裂修复

同期采用犁骨瓣封闭硬腭裂隙则不会明显影响上颌

骨的生长发育 2
,为尽早进行二期手术及二期手术中

充分延长软腭、减轻对上颌骨生长发育的影响创造了

条件。
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