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人端粒酶逆转录酶与 c- myc 和刺激蛋白 1
在成釉细胞瘤中的表达
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[摘要 ] 　目的 　研究原癌基因转录因子 c-myc 和刺激蛋白 1 (SP1) 在人成釉细胞瘤 (AB) 中的表达及与端粒酶逆转

录酶 (hTERT)的关系。方法 　选取 54 例 AB (原发 31 例 ,复发 19 例 ,恶变 4 例) 存档蜡块 ,采用原位杂交检测 AB 中

c-myc mRNA、hTERT mRNA的表达 ,采用免疫组化 SP法 ,检测 AB 中 SP1 蛋白的表达。结果 　c-myc mRNA 在 AB 中

阳性率为 8115 %(44Π54) ,hTERT mRNA为 9414 %(51Π54) ,SP1 为 8313 %(45Π54) ;伴随 AB 的复发与恶变 ,3 者表达强

度上升 ;相关性分析得出 hTERT 与 c-myc 之间存在相关性 ( rs = 01853 , P < 01001) , hTERT 与 SP1 之间存在相关

性 ( rs = 01900 , P < 01001) 。结论 　hTERT在 AB 中明显增加的活性可能与转录因子 c-myc 和 SP1 有关 ,3 者在 AB 中

的表达趋势与 AB 的临床生物学特性相关。
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[Abstract ] 　Objective 　To study the oncogene transcriptor c-myc , stimulatory protein 1 (SP1) expression in ameloblastoma

(AB) and their relation with telomerase reverse transcripase (hTERT) , and to investigate the clinical biological characteristics of

AB. Methods 　The expression was observed in AB by in situ hybridization and SP method. Results 　The positive rates of c-myc

mRNA , hTERT mRNA and SP1 protein were 8115 %(44Π54) 、9414 %(51Π54) and 8313 %(45Π54) , respectively. Their positive

rates increased as AB recurred and transformed malignantly. A strong correlation was found between hTERT and c-myc , hTERT

and SP1 ( rs = 01853 , P < 01001 ; rs = 01900 , P < 01001) . Conclusion 　Activity of telomerase plays an important role in the tu2

morigenesis development of AB. Increasing of hTERT expression may be related to c-myc and SP1. The expression of these three

parameters has a significant correlation with the clinical biological characteristics of AB.
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　　端粒酶是一种可延伸真核生物染色体端粒长度

的特殊的反转录酶 ,人端粒酶的催化核心包括端粒酶

逆 转 录 酶 ( tuman telomerase reverse transcripase ,

hTERT) 和 hTR ( human telomerase RNA) 1 。hTERT 的

表达是人细胞中端粒酶激活的关键步骤 ,而且在细胞

永生化和肿瘤形成中具有重要作用 2 。许多研究表

明不同基因的扩增可直接或间接的调节端粒酶活性 ,

这些基因包括病毒癌基因 c-myc ,刺激蛋白 1 (stimula2
tory protein 1 ,SP1) 等。c-myc 是 myc 基因家族的重要

一员 ,主要存在于未分化的细胞中 ,c-myc 及其蛋白产

物对细胞增殖、分化、凋亡、肿瘤的发生等均有调控作

用。C-myc 蛋白通过与 hTERT启动子上的近端 E-box

相结合使组蛋白乙酰化而上调 hTERT。SP1 家族中

至少含有 20 种因子 ,SP1 为转录激活因子之一 ,存在

于各种组织中 ,但在肿瘤中表达明显升高。Kyo 等 3

的研究表明 hTERT 启动子上有 SP1 结合位点 ,为

hTERT启动子上的重要顺式作用元件 ,也可以说 SP1

是 hTERT重要的反式作用因子。有实验 4 提示 SP1

的作用机制可能也与 hTERT启动子的组蛋白乙酰化

有关。在成釉细胞瘤 (ameloblastoma ,AB) 中 hTERT的

高表达可能与 P53 蛋白的蓄积及 bcl-2 的高表达相

关 5 ,但AB 中 hTERT在转录水平上与c-myc和 SP1 的

关系还不十分清楚 。本实验采用原位杂交方法检测

AB 中 c-myc、hTERT mRNA 表达 ,免疫组化法检测 AB
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中 SP1 蛋白的表达 ,以探讨 AB 中 hTERT 与 c-myc、

SP1 表达的关系。

1 　材料和方法

1. 1 　研究对象

取自中国医科大学附属第一医院病理科 1996～

2000 年存档蜡块 ,AB 54 例 (原发 31 例 ,复发 19 例 ,恶

变 4 例) ,患者男女之比为 25 :29 ,年龄 9～69 岁 ,平均

3315 岁。另选取牙源性角化囊肿 (odontogenic kerato2
cyst ,OKC) 16 例 ,正常口腔黏膜 (牙龈 ,颊) 7 例。

1. 2 　主要试剂

碱性磷酸酶标记的抗地高辛抗体、NBTΠBCIP 显

色液 (Boemringer Mannhein 公司 ,德国) , CRNA 探针

(北京大学医学部病理系提供) ,鼠抗人单克隆抗体

SP1 和 Ig G二抗 (Santa Cruz 公司 ,美国) 工作浓度 1∶

100。

1. 3 　原位杂交检测

切片脱蜡水化 ,011 mol ΠL HCL 浸泡 10 min ,蛋白

酶 K 37 ℃消化 30 min。4 %多聚甲醛固定 ,90 %冰乙

醇脱水 15 s ,滴杂交液封口膜 42 ℃封片 20 h ,杂交结

束后 SSC液冲洗 ,马血清封闭 ,碱性磷酸酶标记的抗

地高辛抗体处理 , TBS 冲洗 ,NBTΠBCIP 显色 ,封片。

阳性对照为口腔鳞癌组织切片 ,阴性对照则不加探

针。

1. 4 　原位杂交结果判定

hTERT、c-myc 在肿瘤细胞胞质中呈紫蓝色颗粒

为阳性着色。根据阳性细胞所占比例的结果分为以

下几级 : < 10 %为 ( - ) ,10 %～40 %为 ( + ) ,40 %～

70 %为 ( ++ ) , ≥70 %为 ( +++ ) 。

1. 5 　免疫组化检测

采用 SP 法检测 SP1 蛋白水平 ,常规设立阳性对

照 ,阴性对照则用 PBS代替一抗。

1. 6 　免疫组化结果判定

细胞核呈棕黄色颗粒为阳性着色 ,低倍镜 ( ×40 ,

×100)下观察每例切片 ,然后在高倍镜下 ( ×200) 计

数阳性细胞 ,用双盲法取 3 个视野的平均值 ,3 组切

片按同一病例对应观察。

1. 7 　统计方法

采用 SPSS10. 0 统计软件对数据进行χ2 检验、方

差分析、Kendall 和 Sperman 相关分析 , P < 0105 为有

统计学意义。

2 　结果

2. 1 　hTERT mRNA 的原位杂交结果

hTERT mRNA 在 1 例正常口腔黏膜上皮基底层

为弱阳性 ;OKC 中 14 例 (14Π16) 阳性表达 ,表达范围

从基底层向副基底层扩展 ,以弱至中度阳性为主 ;AB

中 51 例 (51/ 54) 为阳性 ,在 AB 的外周柱状或立方状

细胞及散在或密集增生的多边形、梭行细胞中均表

达 ,阳性表达以中高度为主。统计分析表明 ,AB、OKC

与正常黏膜的阳性表达差异有显著性 ( P < 01001)

(表 1) 。按 AB 临床生物学行为分组 ,从表达趋势看 ,

随着 AB 复发恶变 ,病理学组织学分级的增加 ,hTERT

mRNA 阳性率及阳性表达强度均增高 (表 1) 。

表 1 　hTERT mRNA、c- myc mRNA和 SP1 蛋白在 AB、OKC及正常口腔黏膜中的表达

Tab 1 　Expression of hTERT mRNA , c- myc mRNA and SP1 in AB, OKC and normal oral mucosa

组别编号 组别 例数
hTERT mRNA( %)

- 　　　+ 　　　++ 　　　+++

c-myc mRNA( %)

- 　　　 + 　　　++ 　　　+++
SP1( �x ±s)

Ⅰ 正常口腔黏膜 7 85. 7 14. 3 0. 0 0. 0 85. 7 14. 3 0. 0 0. 0 1. 71 ±0. 52

Ⅱ 牙源性角化囊肿 16 12. 5 18. 8 50. 0 18. 8 25. 0 31. 2 25. 0 18. 8 4. 25 ±2. 02

Ⅲ 　AB 54 5. 5 14. 8 27. 7 51. 8 18. 5 25. 9 27. 8 27. 8 128. 02 ±50. 12

原发 AB 31 6. 5 0. 0 61. 3 32. 3 29. 0 22. 6 32. 3 16. 1 120. 03 ±41. 21

复发 AB 19 5. 3 10. 5 10. 5 73. 7 5. 3 36. 8 26. 3 31. 6 97. 11 ±40. 10

恶性 AB 4 0. 0 0. 0 0. 0 100. 0 0. 0 0. 0 0. 0 100. 0 336. 75 ±63. 47

2. 2 　c-myc mRNA 的原位杂交结果

c-myc mRNA 阳性表达部位及表达趋势与 hTERT

mRNA相似 ,正常口腔黏膜上皮中 1413 % (1Π7) 为阳

性 ,以弱至中度为主 ;OKC 中基底与副基底层 7510 %
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(12Π16)为阳性 ,表达强度有所增高 ;AB 中阳性率为

8115 %(44Π54) ,主要表达于 AB 的外周层及密集增生

的星网状细胞层中 ,表达强度以中高度为主 (图 1) 。

经卡方分析 ,c-myc mRNA 在不同组织中阳性表达强

度有差异 (χ2 = 151488 , P < 0105) (表 1) 。

图 1 　c-myc mRNA 在原发成釉细胞瘤星网状及外周层细胞浆中

表达中度阳性　原位杂交　×200

Fig 1 　The expression of c-myc mRNA in the plasma of the stellate retu2

lulum and peripheral columnar or cuboidal cells of primary amelo2

blastoma 　in situ hybridization 　×200

c-myc mRNA 在原发 AB 中阳性率为 7411 %

(23Π31) ,在复发 AB 中阳性率为 8914 % (17Π19) ,在恶

性 AB 中为 100 % (4Π4) 。可见随着 AB 的复发与恶

变 ,c-myc mRNA 阳性率及阳性表达强度均增高 (图

2) 。

图 2 　c-myc mRNA 在复发成釉细胞瘤实性上皮细胞浆中表达强

阳性　原位杂交　×400

Fig 2 　The expression of c-myc mRNA in the plasma of the epithelial cy2

toplasma of the solid part in recurrent ameloblastoma 　in situ hy2

bridization 　×400

2. 3 　SP1 蛋白的免疫组化结果

SP1 在不同组织中所表达的阳性率 :正常口腔黏

膜中为 4218 % (3Π7) ,OKC 中为 5612 % (9Π16) ,AB 中

为 8313 %(45Π54) 。SP1 在不同组织中所表达的阳性

强度 :正常口腔黏膜中核阳性少且位于棘深层 ;OKC

中核阳性少 ,大部分在基底 ,副基底层 ;AB 中核阳性

多 ,外周层、星网状层均可见 (图 3) ,经方差分析 3 者

表达的阳性强度有显著差异 ( F = 81771 , P < 01001) ,

见表 1。

图 3 　SP1 蛋白在良性成釉细胞瘤星网状及外周层细胞核呈阳性

表达　SP 　×200

Fig 3 　SP1 protein was positive in the cell nucleus of the stellate retulu2

lum and peripheral columnar or cuboidal cells in benign amelo2

blastoma 　SP 　×200

随着 AB 的分级及复发恶变 ,SP1 阳性表达率逐

渐升高 : 在原发 AB 为 8016 % (25Π31) ,复发 AB 为

8412 %(16Π19) ,恶性 AB 为 100 % (4Π4) 。恶性 AB 核

阳性数目多 ,最多达 400 个Π高倍视野 (图 4) ,经方差

分析 ,3 者表达的阳性强度有显著差异 ( F = 51760 , P

< 0101)见表 1。此外牙源性上皮岛可有阳性表达 ,

角化细胞 ,颗粒细胞没有阳性表达。

图 4 　SP1 蛋白在恶性淋巴结转移的成釉细胞瘤细胞密集增生的

核中呈阳性表达　SP 　×200

Fig 4 　SP1 protein was positive in the cell nucleus of the concentrated hy2

bridization in metastatic node of malignant ameloblastoma 　SP 　

×200

2. 4 　hTERT mRNA、c-myc mRNA 和 SP1 蛋白在 OKC

及 AB 中表达的相关关系

AB 中 hTERT mRNA 强表达与 c-myc mRNA 表达

具有相关性 ( rs = 01853 , P < 01001) , 复发 AB 中

hTERT mRNA 和 c-myc mRNA 的表达呈高度正相关

( rs = 01611 , P < 01001) ;恶性 AB 由于表达的一致性

而未能比较 。hTERT mRNA 和 c-myc mRNA 表达分

别与 SP1 蛋白呈高度正相关 ( rs = 01900 , P < 01001 ;
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rs = 01955 , P < 01001) 。

此外 ,把 AB 中 hTERT mRNA、c-myc mRNA 及 SP1

蛋白的表达与其临床发生部位 ,组织发生形式 (单房

与多房改变) ,组织病理分型 ,性别与年龄相对应进行

统计学相关性分析 , 未发现有显著相关性 ( P >

0105) 。

3 　讨论

hTERT在端粒酶阳性细胞高表达 ,在端粒酶阴性

细胞不表达。hTERT是端粒酶的催化亚基 ,利用端粒

酶自身的 RNA 模板催化 DNA 端区的合成 ,是端粒酶

活性的重要成分。以往的研究 6 中发现 hTERT mR2
NA 在 AB 中有着较高的表达 9414 % ( 51Π54) , 但

hTERT的高表达与转录因子 c-myc 和 SP1 的关系还

不十分清楚。结果表明 ,c-myc mRNA 及 SP1 蛋白在

AB 中均有较高的表达 , 分别为 8115 % ( 44Π54 ) ,

8313 %(45Π54) ;且表达趋势与 AB 的临床生物学行为

相关 ,伴随着 AB 临床上的复发及恶变 ,阳性率及强

度均增高 ;正常口腔黏膜表达较低 ,且为弱阳性 ;OKC

中的表达大多在上皮的基底或副基底层中。

OKC上皮具有较高的增殖活性 ,主要表现为棘

层细胞比基底层细胞有较高的 PCNA 和 Ki-67 的表

达 ,且细胞核 DNA 含量也较高。但从 OKC 的体外培

养来看 7
,OKC 与 AB 有着明显不同 ,所以 OKC 的侵

袭性生长与其间质中囊壁中的成纤维细胞等成分有

关。本实验表明 , hTERT mRNA、c-myc mRNA 及 SP1

蛋白的表达部位在 OKC 中一致 ,主要在基底与副基

底层或棘层 , 但 SP1 所表达的核数目相对较少 ;

hTERT mRNA 及 c-myc mRNA 所表达的百分率比在

AB 中均低 ,且阳性强度比 AB 为弱 ;OKC 间质中也观

察到成纤维细胞有 hTERT mRNA、c-myc mRNA 及 SP1

蛋白的阳性表达 ,提示 OKC 的间质成分共同参予其

临床的侵袭生物学行为。

端粒酶活性的调节体现在不同的水平 ,包括转录

mRNA 拼接 ,hTR 和 hTERT的成熟和修饰 8 。研究表

明 hTERT的表达及调控与众多因素有关 ,其中主要

调控方式是发生在转录水平。人类端粒酶启动子已

经被克隆出来 ,序列分析表明 hTERT 包含 SP1、AP-2

等多个转录因子结合位点3
,也存在着 c-myc 的结合

位点 ,提示在不同的细胞环境下 ,hTERT 的表达受不

同因素的多重调节。c-myc 能启动细胞的增殖、生长

和凋亡 9 ,多种肿瘤的发生与 c-myc 过表达相关 10 ,

c-myc 对 hTERT的激活与 ATG上游-34 和-242 个核苷

酸之间的中心区域的两个 E-box 相结合有关 8
,这一

激活途径与细胞增殖及蛋白合成无关 ,所以 hTERT

是 c-myc 的直接转录靶基因。研究表明11
Myc 常与

一种叫做 Max 的相伴蛋白形成二聚体复合物来发挥

作用 ,此复合物与核心序列为 CACGTG的特异性DNA

序列结合可以激活许多基因。

在 hTERT核心启动子上还含有 5 个能与转录因

子 SP1 结合的 GC-box3 ,他们位于两个 E-box 之间 ,

是转录起始子的成分。hTERT 的启动子缺乏 TATA

盒 ,而 hTERT 核心启动子区内的 SP1 结合位点为此

启动子发挥活性所必需。SP1 不但可单独调节

hTERT ,还可与 c-myc 共同协调作用以一种细胞类型

依赖性的方式激活 hTERT 的转录 3 。SP1 是一种普

遍存在的转录因子 ,其过表达对细胞的增殖、血管生

成、肿瘤的形成和凋亡发生产生影响 12 。

通过本实验初步观察 ,hTERT在 AB 中的表达与

转录因子 c-myc 和 SP1 相关 ,作为调控基因转录因子

之一的 myc 基因 ,其在调控 hTERT的过程中 ,还受其

他转录因子的影响 ,如 mad 1、max 这些转录因子的参

与 ,形成了一个 mycΠmaxΠmad 网络。目前研究提示 ,

利用现代分子生物学技术改变端粒酶的活性表达 ,将

可能成为肿瘤基因治疗的新靶点。
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