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肿瘤发生与细胞的增殖和分化失控有着密切关

系，同源异型盒基因（Homeobox gene）作为细胞正

常增殖和分化的关键基因，控制着细胞的发展方

向，与细胞恶性转化及恶性增殖密切相关。本研究

通过定制表达谱芯片对舌鳞癌及正常黏膜标本进行

基因表达差异的对比研究，发现和认识舌鳞癌组织

内同源异型盒基因表达变化规律与疾病本身的相关

性。

1 材料和方法

1.1 病例及样本采集

四川大学华西口腔医院头颈肿瘤外科舌鳞癌住

院患者7例，男性5例，女性2例，年龄28～77岁，平

均年龄50.2岁。依UICC（2002年）[1] TNM分期，T2期2

例，T3期3例，T4期2例。所有患者均经活检确诊，

且术前未接受任何治疗。舌原发灶切除后，于病灶

中心区切取5 mm×5 mm×5 mm组织块，剔去多余组

织；同时于病灶外2 cm处切取约5 mm×10 mm的正常

黏膜（征得患者知情同意），剔除肌层，仅保留黏

膜及黏膜下层。以DEPC液清洗血迹，无菌纱布轻拭

水迹。将各标本均分为两份，一份行体积分数为

人舌鳞癌及正常黏膜中同源异型盒

基因表达差异的分析

[摘要] 目的 研究人舌鳞癌及正常黏膜中同源异型盒基因（Homeobox gene）的表达差异，认识该基因与舌鳞癌

发生发展的关系。方法 设立7组舌癌/癌旁组织标本，采用定制的含232条人类Homeobox基因探针的Oligo芯片进

行分析，Agilent扫描仪扫描芯片结果，归纳两组间差异基因信息。结果 在舌癌/癌旁组织中共同上调同源异型盒

基因为NANOG基因，且同时出现在5张芯片中；共同下调的同源异型盒基因中，出现在7张芯片中的为PHTF2基

因，出现在5张芯片中的分别为CRX、PITX1和OTEX。结论 同源异型盒基因是细胞正常增殖和分化的关键基因，

与肿瘤发生、发展密切相关。
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10%甲醛固定，石蜡切片，病理学常规苏木精- 伊红

染色检查；另一份放入DEPC液预处理的冻存管内，

并立即投入液氮中，以备RNA提取。样本采集过程

于10 min内在无菌下完成。7例舌癌患者共收集标本

舌癌组织（实验组）和癌旁正常黏膜（对照组）20例样

本。

1.2 总RNA的抽提、纯化及质检

将组织块标本称重后，首先在液氮中研碎，在

组织匀浆机上充分匀浆，移至15 mL无RNase离心管

中离心，去上清液，加入预冷的总RNA提取液Trizol

（Invitrogen 公 司 ， 美 国 ， 每 100 mg组 织 加 入 1 mL

Trizol）。然后转入1.5 mL的新鲜EP管内，氯仿提取，

异丙醇沉淀，沉淀溶解于生物级纯水中备用。为了

更好的去除基因组DNA的污染，采用无RNase的

DNA酶Ⅰ处理，从而提高样品纯度。应用分光光度

仪检测总RNA的质量和浓度，采用Oligo- dT亲和纯

化法纯化样品总RNA，质量分数为1%琼脂凝胶电泳

质检（正常电泳图谱有清晰的28、18、5 S条带）。

RNA总量不足的标本进行平行的线性放大，以便进

行后续检测。

1.3 定制同源异型盒基因表达谱芯片

利用美国国立生物技术信息中心网站上的人类

基因组数据库，以Homeobox为检索词检索得到同源

异型盒基因各成员，依相关生物学软件设计寡核苷

酸芯片探针共232条。定制芯片使用进口Oligo基片，

点样仪采用GeneMachine公司的OmniGrid 100，总共

点制22张芯片。阳性点14个，阴性点1个，芯片内

每个矩阵的第一列和第二列的前面7个点为质控点，

各矩阵的质控点都相同，每个基因在同一芯片内重

复4次实验。

1.4 芯片杂交

应用cDNA直接标记法，其中实验组RNA采用

Cy3荧光标记，对照组RNA采用荧光Cy5标记。标记

后利用等量的探针进行杂交。扫描杂交芯片，读取

数据，计算ratio值（Cy3/Cy5比值），判定结果。ratio

值在0.5～2.0范围内的基因不存在表达差异，ratio≥2

为上调基因，ratio≤0.5为下调基因。同时对结果使

用Cluster 3.0版分析软件进行聚类分析。

2 结果

2.1 临床标本病理结果

标本组织学切片行苏木精- 伊红染色，病理诊

断证实为舌鳞癌，癌旁组织为正常黏膜组织。

2.2 RNA质检结果

分别将20例样本提取的总RNA进行1%琼脂糖凝

胶电泳，可见清晰的28、18、5 S三条区带（图1），

质检合格。

上：人舌鳞癌；下：人舌正常黏膜

图 1 20例样本总RNA电泳图

Fig 1 Electrophoregram of total RNA examples of 20 specimens

2.3 定制芯片杂交、扫描及信号分析

芯片杂交前扫描图像及各组实验杂交后扫描图

像见图2。可见芯片信号强度高，片内信号均一，

同一样品两张芯片两个重复点相关系数均高于80%，

同一芯片内部质控阳性点信号的差异系数大于0.33

的不超过30%，各项指标均达到标准。

左：定制芯片杂交前；右：定制芯片杂交后

图 2 定制芯片杂交、扫描及信号结果

Fig 2 The results of hybridization, scanning and signal of the

performed gene expression microarray

2.4 共同差异基因的筛选

将7张杂交芯片数据文件导入Excel软件，以升

序排列 ratio值。筛除差异表达倍数小于等于2或

P≥0.05数据，分别筛选出芯片中实验组出现上、下

调的Homeobox基因并存档。对照7张芯片的差异表

达基因，统计各差异表达Homeobox基因在各组样本

中出现频数（frequency，F），F值较高共同差异表达

基因见表1，统计结果显示：7组样本的实验组出现

上调的Homeobox基因15条，同时在5组样本的舌癌

标本中出现上调基因1条（NANOG）。实验组下调的

Homeobox基因数量较多，累计共79条，出现在7张

芯片中的下调基因1条（PHTF2）, 出现在5张芯片中

的下调基因3条（PITX1、OTEX、CRX）。

2.5 聚类分析

分析7张芯片的聚类结果，将结果导入图像聚
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类分析软件Tree View并以图形显示。聚类分析结果

表明：19条成簇的下调基因在第7、8号芯片中有集

体下调趋势，42条成簇的上调基因在第6、7、8号

芯片中有集体上调趋势。

3 讨论

本研究利用定制表达谱芯片在7组患者“舌癌/

癌旁组织”间发现差异表达基因共94条，进一步研

究发现，1）舌癌标本中的共同上调Homeobox基因仅

1条（F≥4），为NANOG基因，且同时出现在5张芯片

中。2）舌癌标本中的共同下调的Homeobox基因共11

条（F≥4），其中出现在7张芯片中的1条，为PHTF2

基 因 ； 出 现 在 5 张 芯 片 中 的 3 条 ， 分 别 为 CRX、

PITX1和OTEX。筛选出的共同差异表达基因与人类

肿瘤发生及细胞增殖、分化、凋亡密切相关，表明

可能与舌黏膜恶变及其恶性进程有密切关系。

1）NANOG（NANOG Homeobox）在5张芯片中表

现为舌癌组上调基因，其编码Homeobox基因中一个

关键的多能分化因子。Mitsui等[2]和Chambers等 [3]研

究表明，该因子负责维持胚胎干细胞的多能分化潜

力和自我更新能力，在保持未分化的胚胎干细胞中

表达较高，而在胚胎干细胞开始分化时基因会发生

下调，随之带来的是多能分化潜力的丢失。Hoei-

Hansen等[4]对人类全基因组的基因表达谱研究表明，

NANOG基因在精原细胞瘤和胚胎干细胞中高表达。

2）PHTF2（putative homeodomain transcription factor

2）在7张芯片中均表现为舌癌组下调基因。它是位于

人类基因组7号染色体q11.23- q21上的一条Homeobox

基因，它的同源基因PHTF1位于1号染色体p11- p13。

Manuel等[5]报道PHTF2主要表达于肌肉组织，它的同

源基因PHTF1主要在睾丸中表达。但查阅文献未见

其与人类肿瘤相关报道。3）PITX1（paired- like homeo-

domain transcription factor 1）在5张芯片中表现为舌

癌组下调基因。该基因编码的蛋白是RIEG/PITX

Homeobox家族的成员之一，该家族的成员参与器官

的发育。有研究发现PITX1蛋白还作为转录调控子

参与了泌乳素活性的基础和激素调节。Lord等[6]报道

PITX1在与Barrett′s食道炎综合征相关联的食管癌标

本中发现的mRNA平均水平远远低于Barrett′s食道炎

综合征以及正常食道标本，表明PITX1可能在食道

Barrett' s化生—发育异常—腺癌的发生演变过程中扮

演重要角色。4）CRX（cone- rod Homeobox）在5张芯片

中表现为舌癌组下调基因。该基因编码的蛋白是一

种光感受器特异性转录因子，在感光细胞的分化中

发挥一定作用，对于维持正常锥、杆细胞的功能必

不可少。研究发现[7]，这一基因的变异与感光细胞

发生退化的一些疾病有一定联系，如Leber先天性全

盲（Ⅲ型） 常染色体显性遗传的锥- 杆细胞营养不良

症，然而尚没有证据表明CRX与人类肿瘤有联系。5）

OTEX（paired- like Homeobox protein）在5张芯片中表

现为舌癌组下调基因。它编码在X染色体，有3个内

含子，是新发现的Homeobox基因。种系发生学分析

表明，OTEX隶属配对Homeobox基因中PEPP亚家族

的一员。现阶段研究 [8]发现，除了在卵巢、睾丸、

附睾中检测到该基因的转录外，在前列腺、乳腺中

也有发现。Geserick等[9]认为OTEX表达受到雄激素

的调节而升高，可能与人类的生殖功能具有极为重

要的关系。目前虽未发现有关于OTEX与人类肿瘤

发生的报道，但有趣的是OTEX在其他两组对照芯

片的舌癌样本中表现为明显的上调。

另外，POU2F3（POU domain, class 2, transcrip-

tion factor 3）在4张芯片中表现为舌癌组下调基因。

该基因位于11号染色体q23.3区段，值得注意的是，

有研究发现该基因的产物与角化上皮细胞的终末分

化有关。Enomoto等[10]报道POU2F3能特异性地促进

角化细胞的增殖和分化，当将其导入分化受阻Hella

细胞株后，可发现宫颈癌细胞的生长受到抑制，说

明POU2F3能通过恢复细胞分化通路，逐步抑制细胞

复制、凋亡，从而达到抑制癌细胞生长的作用。

表 1 舌癌/癌旁正常组织间主要差异表达基因

Tab 1 General Homeobox genes with differential

expression between lingual squamous cell

carcinoma and sur rounding tissues

差异表达基因 频数 比率（mean）

高表达 C3/Cy5≥2.0

NANOG 5 2.367

POU3F2 2 2.192

TPRX 2 2.201

低表达 C3/Cy5≤0.5

PHTF2 7 0.347

OTEX 5 0.197

PITX1 5 0.297

CRX 5 0.461

DUX4c 4 0.305

BARX1 4 0.316

ARGFXP1 4 0.357

POU2F3 4 0.373

PAX3 4 0.403

DUXA 4 0.414

HOXC9 4 0.446
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以上大部分Homeobox基因具有一个共同的特

点，即均在多数或全部的舌癌标本中下调，仅有

NANOG出现明显的上调。Homeobox基因的产物均

为携带与DNA结合的同源异形域的转录因子蛋白，

Homeobox基因在肿瘤中的普遍下调，暗示该转录因

子功能可能直接或间接参与了与抑制/促进细胞分

化、凋亡相关的其他因子的正向/反向调节。据初步

统计在文献中报道与肿瘤相关的差异表达基因有40

余条，而在本实验中得到频数大于等于4的共同差

异基因仅12条，且多数无法在文献中得到验证。

本研究使用Cluster分析软件进行聚类分析，将

结果导入图像聚类分析软件Tree View并以图形显

示，归为一个簇的基因在功能上可能相似或关联。

结果发现，下调基因在第7、8号芯片中有集体下调

趋势，上调基因在第6、7、8号芯片中有集体上调

趋势。对照临床资料，发现6、7、8号芯片的标本

均来自于颈淋巴结转移阳性的患者，而其余3张芯

片则来自于转移阴性患者。这提示在第6、7、8号

芯片中出现的共同上调基因和在第7、8号芯片中出

现共同下调的基因里，可能存在与鳞癌转移相关的

因子，这一结果需要采用全基因组芯片对更大规模

的样本进行分析研究。
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