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摘要　两两多元相关分析发现, PCR 2SSCP 分析异常、P53 染色阳性与 PCNA 指数之间无论是在口腔粘膜癌前损

害、口腔粘膜鳞癌原发灶或淋巴结转移灶中, 均有明显的相关关系; 将患者的性别、年龄共同引入进行多元判别分

析, 获得利用这些指标进行口腔粘膜癌前损害病理分度、口腔粘膜鳞癌病理分级、以及判定口腔粘膜鳞癌患者是否

淋巴结转移的多元判别方程; 初步的判别结果显示其判别准确率分别达 82. 5% , 78% , 80% , 说明这些方程已具备

了临床应用前景。通过这些研究同时也说明分子、细胞水平的研究不仅仅在探索疾病的发病机理方面具有重要的

意义, 而且在疾病分类、疾病转归预测等方面也可能有应用潜力。
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　　作者曾报道采用自行建立的银染聚合酶链反

应- 单链构象多态性 (PCR 2SSCP ) 分析方法, 对口

腔粘膜鳞癌发生发展过程中 p 53 基因的突变进行

研究的结果 1 , 后又对 P53 蛋白的异常表达情况及

与其基因异常的一致性和可能意义进行了讨

论 2, 3 。但是, 这些异常改变与细胞增殖状态之间的

关系如何? 能否利用这些指标来辅助病理学分级及

判定有无淋巴结转移? 本部分即进行这些相关探

索。

1　材料和方法

1. 1　研究所用的标本, 进行 PCR 2SSCP 分析的方法、扩增

引物、条件, PCR 产物确定的杂交探针制备、杂交过程均同

参考文献 1 。

1. 2　P53 蛋白的免疫组织化学染色分析

方法、抗体及流程同参考文献 2, 3 。

1. 3　细胞增殖状态的免疫组织化学染色分析

以增殖细胞核抗原 (PCNA ) 为指标, 反映细胞增殖状

态。鼠抗 PCNA 单克隆抗体可以与所有脊椎动物细胞中的

增殖细胞群细胞核特异性结合。采用微波煮沸脱交联

ABPA P法。具体流程同参考文献 2, 3 。

实验中以 PBS 代替第 1 抗体作为空白对照, 以正常鼠

血清代替第 1 抗体作为替代对照, 以已知免疫组织化学染

色阳性的结肠癌标本作为阳性对照。

结果判定: PCNA 染色则根据阳性细胞数所占上皮细

胞 (正常或癌前)或肿瘤细胞 (癌及淋巴结转移灶) 中的百分

比分为 4 级记录: É < 25% ; Ê 为 26%～ 50% ; Ë 为 51%～

75% ; Ì > 76%。

2　结　　果

2. 1　 p 53 基因 PCR 2SSCP 分析结果、P53 蛋白免

疫组织化学染色

结果详见参考文献 1, 2 。

2. 2　PCNA 免疫组织化学染色

所有 PCNA 阳性反应均定位于细胞核。在 5

例正常口腔粘膜, PCNA 总指数平均为 1, 5 例口腔

粘膜上皮单纯性增生患者为 1. 2, 而 30 例口腔粘膜

癌前损害组织中, 总的 PCNA 平均指数达 2. 633,

34 例无淋巴结转移的鳞癌患者平均为 1. 794, 15

例已有淋巴结转移的浸润性鳞癌则为 2. 811。

在正常口腔粘膜及口腔粘膜上皮单纯性增生

组, PCNA 阳性染色仅局限于基底细胞层及少许棘

细胞下层细胞; 在口腔粘膜癌前损害组织中,

PCNA 阳性细胞定位情况与上皮异常增生度之间

存在一定关系。在上皮轻、中度异常增生组织中,

PCNA 阳性定位情况与正常组织及上皮单纯性增

生者相差无几, 仅是阳性细胞数明显增加; 而上皮

重度异常增生组中, PCNA 阳性细胞可在上皮增生

状态下出现在颗粒细胞层或上皮细胞全层。在口腔

粘膜鳞癌口腔原发灶及淋巴结转移灶中, 当上皮岛

中心有角化物质形成 (或形成趋势) 时, PCNA 阳性

细胞主要定位于外周基底细胞及棘细胞, 而当原发

灶或转移灶上皮岛没有角化物质形成时, PCNA 阳
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性细胞则散在分布于癌巢区域内。

口腔粘膜癌前损害组中不同上皮异常增生度

间 PCNA 指数的比较显示: 各组 PCNA 指数呈逐

渐上升趋势, 差异具有显著性 (P < 0. 01)。无淋巴

结转移的粘膜鳞癌与已有淋巴结转移的粘膜鳞癌

间差异也具有显著性 (P < 0. 01) , 说明淋巴结转移

组较无淋巴结转移组 PCNA 指数为高, 但口腔粘

膜鳞癌组总的 PCNA 指数较口腔粘膜癌前损害组

相比略低。有淋巴结转移患者的淋巴结转移灶与其

相应的口腔原发灶相比, PCNA 指数间无显著性差

异 (P > 0. 05)。

2. 3　p 53 基因 SSCP 分析异常、P53 免疫组织化学

染色阳性及 PCNA 指数间的相互关系及应

用意义

采用严格双盲方法分别获得各样本的 SSCP

分析、P53 免疫组织化学染色及 PCNA 指数后, 再

进行两两多元相关分析发现, SSCP 分析异常、P53

染色阳性与 PCNA 指数间无论在口腔癌前损害、

口腔粘膜鳞癌原发灶及粘膜鳞癌的淋巴结转移灶

中, 均有明显的相关关系 (P < 0. 01) , 证明它们在

反映问题的本质上是一致的。

为了评估 SSCP 分析结果、P53 免疫组织化学

染色及 PCNA 指数与口腔粘膜鳞癌发生、发展各

阶段的关系, 探讨在实际工作中应用这些指标辅助

进行病理学分级及预测患者的预后的价值, 作者将

已有研究证实与口腔粘膜癌前损害及鳞癌的发生、

淋巴结转移具有一定关系, 且在病理资料中又易获

得的信息——患者的性别、年龄共同引入作为自变

量, 患者的病理分级或预后作为应变量进行了多元

逐步判别分析 4 。其代号分别是性别 (X 1) , 男性计

为 1, 女性计为 0, 年龄 (X 2) , SSCP 分析 (X 3) , P53

蛋白染色阳性率 (X 4) , PCNA 指数 (X 5)。

当利用这些指标进行正常粘膜、口腔粘膜上皮

单纯性增生以及口腔粘膜癌前病损的 3 个不同程

度上皮异常增生的鉴别时, 获得了如下的方程:

正常粘膜= - 9. 2403+ 0. 8768X l+ 0. 3674X 2

- 0. 4822X 3+ 4. 3163X 4- 1. 1144X 5

单 纯 性 增 生 = - 28. 0805 - 1. 5680X l +

0. 8343X 2- 1. 6642X 3+ 5. 7257X 4+ 0. 3182X 5

轻度异常增生 = - 37. 0293 - 2. 7379X 1 +

0. 85l0X 2+ 10. 6053X 3+ 8. 5627X 4+ 0. 4616X 5

中度异常增生 = - 58. 3208 - 5. 0631X l +

1. 0872X 2+ 12. 6705X 3+ 10. 3233X 4+ 4. 8421X 5

重度异常增生 = - 54. 1044 - 3. 6297X 1 +

0. 9243X 2+ 12. 2217X 3+ 11. 4526X 4+ 9. 6044X 5

这 5 个方程的回代自动鉴别判断时, 40 例患

者中 33 例与原临床病理诊断相符, 仅 7 例鉴别有

误, 准确率达 82. 5% , 鉴别错误的主要原因在于将

3 例上皮中度异常增生中 2 例归入了上皮重度异

常增生, 1 例归入轻度异常增生。3 例上皮轻度异常

增生分别判为 1 例上皮单纯性增生和 1 例上皮中

度异常增生和 1 例上皮重度异常增生。1 例上皮重

度异常增生判为轻度异常增生。

利用这些指标辅助进行口腔粘膜鳞癌病理学

分级时获得的方程如下:

É 级分化= - 22. 0259- 5. 1838X l+ 0. 7739X 2

- 11. 6601X 3+ 6. 6448X 4+ 4. 9138X 5

Ê 级分化= - 34. 6074- 5. 8116X l+ 0. 9728X 2

- 18. 9396X 3+ 9. 1244X 4+ 8. 3803X 5

Ë 级 分 化 = - 43. 4743 - 7. 0862X l +

1. 0554X 2- 20. 6909X 3+ 10. 3337X 4+ 10. 2089X 5

根据这些方程, 将 49 例口腔粘膜鳞癌患者的

病理诊断资料自动回代, 38 例自动计算判定与原

病理诊断相符, 判别准确率为 78%。判别错误主要

发生在将 3 例É 级分化判为Ê 级分化, 3 例Ê 级分

化归入É 级分化, 5 例Ê 级分化纳入Ë 级分化。

利用这些指标判定口腔粘膜鳞癌患者是否已

有淋巴结转移时, 其方程为:

无淋巴结转移 = - 18. 0133 - 4. 6825X 1 +

0. 6475X 2 - 6. 8663X 3 + 4. 5057X 4 + 2. 0093X 5 -

2. 2683X 6

已淋巴结转移 = - 19. 5268 - 3. 7291X 1 +

0. 5700X 2 - 4. 9603X 3 + 5. 2144X 4 + 2. 1253X 5 -

1. 5383X 6

用此 2 方程将 49 例口腔粘膜鳞癌患者的临床

病理诊断资料回代, 39 例判定与原临床病理诊断

相符, 判别准确率为 80% , 判别错误主要是将 4 例

无淋巴结转移者判为了有淋巴结转移, 而 6 例已有

转移者判为了无淋巴结转移。

3　讨　　论

3. 1　PCNA 免疫组织化学染色与口腔鳞癌的发生

及发展

PCNA 作为DNA 多聚酶 ∆的辅助蛋白直接参
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与了DNA 合成, 它在细胞周期 G1 期始升高, 在

G1 与 S 期交界处达高峰。在经去垢剂处理过的标

本中, PCNA 仅标记 S 期细胞, 而未经去垢剂处理

过的标本中, PCNA 抗体可以在 G1, S, G2,M 期细

胞均有标记反应 5, 6 , 本研究标本在未经去垢剂处

理的情况下, PCNA 指数在口腔粘膜癌前病损时期

较正常口腔粘膜和单纯性上皮增生组为高, 说明上

皮细胞群体中存在着代偿性修复无效, 处于增殖活

跃的细胞群; 另外, 作者的研究结果还显示, 有淋巴

结转移的口腔粘膜鳞癌较无淋巴结转移的口腔粘

膜鳞癌 PCNA 指数为高, 说明虽同属增殖失控的

状态, 但增殖活跃细胞多的病例更易发生淋巴结转

移; 这组病例的 SSCP 异常率、P53 免疫染色阳性

率都高于无淋巴结转移组, 而且 PCNA 与 SSCP 异

常、P53 免疫组织化学染色阳性率之间密切相关,

也证明了 p 53 基因与细胞的生长、分化具一定的关

系, 从一个侧面支持作者将口腔粘膜癌前损害的细

胞群分为 3 个亚群的观点 2, 3 。至于口腔粘膜癌前

损害 PCNA 指数较无淋巴结转移的鳞癌组为高则

可能与所研究的上皮重度异常增生组中含有部分

原位癌病例有关, 也可能与口腔粘膜癌前损害中各

种不同程度上皮异常增生的病例量不大相关, 有待

加大样本量进一步明确两组之间的 PCNA 指数差

异的实质及意义。

3. 2　SSCP 分析、P53 蛋白免疫染色、PCNA 指数

检测的实践意义

多元逐步判别分析方法是一种判别个体所属

类别的一种统计学方法, 它在医学上的用途主要在

于根据患者的各种症状, 综合判别患者所患的疾

病, 根据检查结果, 综合判定患者的预后等等 4 。作

者的初步探试结果表明, 利用 SSCP 分析、P53 蛋

白免疫组织化学染色以及 PCNA 指数, 结合患者

的性别、年龄进行口腔癌前损害的分类、口腔粘膜

鳞癌组织的病理学分级以及预测口腔粘膜鳞癌是

否有淋巴结转移等方面, 与实际情况符合率 (回代

率)分别为 82. 5% , 78% 和 80%。据统计学家经验,

由于从临床病例所得实际资料个体变异较大, 因

此, 若回代率达 70% 已属较好的判别方程, 在实践

中即有实际应用价值。因此, 在实践工作中只要测

得患者上述指标的实际值, 并根据相应的目的, 选

择代入所得的 3 组方程, 所获得最大值的方程, 即

为该患者的归类。也就是说, 只要获得方程所需的

指标进行计算, 就有约 80% 的把握判定患者的实

际病理分级或有无淋巴结转移, 供临床作出相应的

处理作参考。假如将口腔粘膜癌前损害患者所测指

标输入方程, 患者被判为上皮轻、中度异常增生, 则

提示临床上应加强随访、积极保守治疗; 若患者被

判为上皮重度异常增生, 根据临床治疗原则, 则提

示有可能要实施手术治疗。对口腔粘膜鳞癌患者来

说也具有相似意义。假如被判为淋巴结转移, 则提

示临床医生在处理口腔原发灶的同时, 还应注意收

寻有无淋巴结转移灶, 并采取相应的措施及时处

理, 定期检查, 追踪观察。这在口腔粘膜癌前损害异

常增生分度存在较大主观性、早期判定鳞癌患者是

否已有淋巴结转移缺乏客观指标的临床实践中, 可

能是一个良好的辅助手段。我们曾试图单独利用 3

项指标中的单指标进行判别分析, 但回代率都不理

想, 说明在实际工作中仍以多指标进行判别为好。

此外, 通过多元相关分析发现, SSCP 分析结果异

常、P53 蛋白染色阳性及 PCNA 指数两两之间存在

着密切的相关关系, 而且都被选入了判别方程, 说

明它们在反映患者的病情方面在本质上是统一的。

作者分别从 30 例和 49 例患者的检测结果及病例

资料所求得的判别方程就已得到了近 80% 的良好

回代率, 假如进一步扩大研究对象, 再结合其它细

胞或分子水平的检测, 可能会将回代率进一步提

高, 使其临床应用可能更进一步。由此, 也可以看

出, 分子、细胞水平的研究不仅仅在探索疾病的发

病机制方面具有重要的意义, 而且在疾病分类、疾

病转归预测等方面也可能同样具有应用潜力, 值得

进一步深入探索。
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A Study on the Sign if icance of p53 Gene M uta tion , P53 Prote in
Posit ive Sta in ing and PCNA Sta in ing

Chen Q ianm ing, Fu J iliang, Yang Guanghua, et a l

Colleg e of S tom a tology , W est Ch ina U n iversity of M ed ica l S ciences

Abstract
A fter ob tain ing the resu lts of p 53 gene m utat ion by a silver sta in ing m ethod to po lym erase chain react ion2single strand

confo rm ation po lymo rph ism (PCR 2SSCP) analysis, P53 p ro tein sta in ing and p ro liferat ion cell nuclear an tigen (PCNA ) index

by doub le2b lind m ethod, m u lt ivaria te co rrela t ion analysis tw o by tw o show ed that PCR _ SSCP, P53 po sit ive p ro tein sta in ing

and PCNA index had m arkedly co rrela t ion no t on ly in o ral p recancerous lesions (O PL ) bu t also in p rim ary sites and reginoal

m etastast ic lymph nodes of o ral squamous cell carcinom as (O SCC). T h is indicated that the natu re of the th ree indexes w as

the sam e. A fter in troducing the sex and age of pat ien tsw h ich have been p roved to be related to the in it ia t ion and developm en t

of O PL and O SCC acco rding to o ther researchers and are easy to be ob tained in clin ics, m u lt ivaria te discrim inato ry analysis

w as carried on and th ree group s of discrim inato ry equations w ere go tten abou t the patho logical grading of O PL and O SCC and

m etastasis condit ion of O SCC. the accu racy of these equations w as 82. 5% , 78% and 80% , individually. T h is suggests that

the equations have app licab le po ten tia lity already.
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P53 Express ion and Cl in ica l Sign if icance in Ora l Squam ous Cell Carc inoma
L ong Yan, L ing D isheng, Yue W en, et a l

S tom a tolog ica l H osp ita l, S hand ong M ed ica l U n iversity

Abstract
P53 p ro tein exp ression w as invest igated in o ral squamous cell carcinom as and o ral p rem alignan t lesions by monoclonal an2

t ibody Do21 and imm unoh istochem istry techn ique. 4 of 12 (33. 3% ) samp les of severe ep ithelia l dysp lasia and 25 of 44 (56.

8% ) samp les of squamous cell carcinom a exp ressed P53 p ro tein w h ile all the nom alm uco sa, m ild and moderate ep ithelia l dys2
p lasia w ere negative. T he P53 exp ression in carcinom as w as associated w ith differen t ia t ion, lymphonode m etastasis and tu2
mour stage. T h is resu lt indicated that P53 gen ic m u tat ion m igh t be an early even t in o ralm uco sa carcinogenesis and related to

o ral tumo r p rogression. D etect ion of P53 p ro tein p robab ly has clin ical sign ificance in iden tifying the p rem alignan t lesions of o2
ra l m uco sa and p redict ing the p rogno sis of o ral carcinom as.
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