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【摘要】　目的 　初步探讨 Fas 和 Fas L 蛋白在口腔黏膜癌前损害发生发展过程中的作用及变化规律。方法 　

分别选出正常口腔黏膜、上皮单纯增生、上皮轻度异常增生、上皮中度异常增生、上皮重度异常增生与原位癌、鳞状

细胞癌标本 ,共 64 例 ,采用免疫组织化学染色技术 ———酶标链亲和素生物素法 (LsAB) 染色并进行光镜下观察。结

果 　多数口腔鳞癌显示 Fas 表达的下调和 Fas L 表达的上调 ,同样的结果见于口腔癌前损害黏膜组织。结论 　Fas

和 Fas L 的表达参与了口腔癌变过程 ,且可能是癌细胞逃避宿主免疫攻击的机制。FasΠFas L 系统有望成为判定口

腔癌前损害预后的生物标志。
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【Abstract】　Objective 　The purpose of the study is to investigate the mechanism of immune escape and the expression of

Fas and Fas L in oral premalignant lesions (OPLs) and oral squamous cell carcinomas (OSCCs) . Methods 　64 samples , includ2
ing normal oral mucosa(7) , hyperkeratosis(9) , premalignant lesions(24) and squamous cell carcinomas(24) , were studied. The

cells in the test specimens , which demonstrate granular staining , were considered as positive. The expression of Fas and Fas L was

evaluated semi- quantitatively as follows : - ,no expression ; + (mild) , < 5 % positive cells ; ++ (moderate) ,6 %～25 % positive

cells ; +++ (intense) ,26 %～50 % positive cells ; or ++++ (very intense) , > 50 % positive cells. Results 　 In the process of

oral carcinogenesis , each stage had Fas expression. The positive staining appeared essentially on cell membrane. Various degrees

of Fas expression were seen in the diseased tissues. The number of positively stained cells in the moderately and severely dysplastic

tissues appeared higher than that in the normal control ( P < 0105) . In the OSCC group , the level of expression of Fas antigen de2
creased significantly by comparison with the normal controls ( P < 0105) . Fas L expression was discovered in each stage of the

process of oral carcinogenesis. The positive staining appeared in cytoplasm. In hyperkeratotic tissues and OPLs , the number of

Fas L expression cells was significantly higher than that in the normal controls. The number of Fas L expression cells of OSCCs in2
creased by comparison with both normal controls and OPLs. Conclusion 　The results indicate that the expression of Fas and Fas L

is involved in oral carcinogenesis and this may be directly related to the mechanism by which the cancer cells evade the host im2
mune assault. Perhaps , FasΠFas L system may be used as a prognostic biomarker in predicting the behavior of oral premalignant le2
sions in the near future.
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　　Fas 又称 Apo-1 ,即 CD95 分子。它是一种与引发

细胞凋亡 (程序性细胞死亡) 的信号传导有关的重要

分子 ,当它与 Fas L 结合后 ,会触发细胞内一系列导

致细胞凋亡的事件。Fas 是细胞表面蛋白受体家族

的成员之一 ,Fas L 属于肿瘤坏死因子超家族 1 。Fas

除表达于免疫细胞如 T细胞、B 细胞和自然杀伤细胞

以外 ,还表达于成人组织 ,如肝脏、卵巢、胸腺、心脏和

皮肤 1 ～4 。最初认为 Fas L 只表达于免疫系统 ,但近

来在多种人类肿瘤组织如食管癌、肺癌、神经胶质瘤、

结肠癌、胰腺癌等中均检测到功能性 Fas L 的表达或

表达上调 ,提示肿瘤细胞自身可能通过表达 Fas L 来

抵抗 T 细胞或免疫系统其他效应细胞的攻击 5 。借
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助这种方式 ,肿瘤源性细胞似乎与免疫隔离部位的细

胞一样 ,能够成功逃逸免疫监视6 。本文通过应用

LsAB 免疫组织化学技术检测正常口腔黏膜、癌前损

害到口腔鳞状细胞癌全过程中 Fas 和 Fas L 蛋白的表

达水平 ,以期了解该两种分子在口腔黏膜癌变过程中

的变化及其规律。

1 　材料和方法

1. 1 　病例选择

从 1996～1997 年原华西医科大学口腔医院病理科存档的

石蜡标本中 ,根据 WHO 1983 年标准 ,由两位工作 5 年以上的

病理医师以双盲法确诊后 ,分别选出正常口腔黏膜、上皮单纯

增生、轻度上皮异常增生、中度上皮异常增生、重度上皮异常

增生与原位癌、鳞状细胞癌标本 ,共计 64 例。

1. 2 　主要试剂

鼠抗人 Fas 和 Fas L 蛋白多克隆抗体 (Santa Cruz 公司 ,美

国) ,LsAB Kit、DAB (DAKO 公司 ,丹麦) 。

1. 3 　对照设计

选取正常人淋巴结作阳性对照 ,以 PBS 代替一抗作为空

白对照 ,以非免疫猪血清代替一抗作为替代对照。

1. 4 　LsAB 免疫组化染色

根据LsAB Kit 说明进行。过程如下 :3μm厚切片 ,系列脱

蜡 ,水化 ,于枸橼酸缓冲液中微波处理脱交联 ;滴加 3 % H2O2

阻断内源性过氧化物酶活性 ; 依次滴加一抗 ( Fas 浓度为

1∶400 ,Fas L 浓度为 1∶100) 、桥抗、酶标 SA ;DAB 显色 ;苏木素

复染 ,梯度脱水 ,透明 ,封片 ,镜检。

1. 5 　结果判定

采用半定量评估法 ,选择 5 个典型高倍视野 ( ×400) ,每

视野内随机计数 100 个上皮细胞 ,共计 500 个。读片时以阳性

对照片为基准 ,将在细胞膜或细胞浆中出现棕黄色颗粒的细

胞判定为阳性细胞。阴性“-”表示无明显阳性细胞 ;弱阳性

“+ ”表示阳性细胞数低于 5 % ;中度阳性“++ ”表示阳性细胞

数为 6 %～25 % ;强阳性“ +++ ”表示阳性细胞数为 26 %～

50 % ;极强阳性“++++ ”表示阳性细胞数超过 50 %。

分别由两位研究者独立阅片后再进行核对 ,不一致者共

同读片后确定。

1. 6 　统计处理

用 SPSS 8. 0 统计软件包对数据进行秩和检验分析 ,检验

水准取双侧α= 0105。

2 　结 　　果

2. 1 　口腔上皮组织中 Fas 染色

口腔黏膜组织癌变过程各阶段 Fas 免疫组织化

学染色结果见表 1。镜下观察可见 ,从正常口腔黏

膜、癌前损害各阶段到口腔鳞癌 ,各组均有上皮细胞

表达阳性 ,阳性信号多数见于细胞膜。

7 例正常口腔黏膜组织中均有 Fas 表达 ,主要见

于分化层如粒层和棘层上层细胞 ,基底细胞层无表

达。

病变组织中可见不同程度的 Fas 表达。9 例上皮

单纯增生组织 ,阳性染色规律类似于正常口腔黏膜。

3 组口腔癌前损害 (上皮异常增生) 的阳性细胞数量

低于正常组 ,其中中度和重度上皮异常增生的阳性细

胞数量与正常组相比有显著性差异 ( P < 0105) (图

1) 。

在口腔鳞癌组 ,Fas 表达较正常口腔黏膜显著降

低( P < 0105) ,并与肿瘤分化程度具有相关性。例

如 ,12 例分化较好的肿瘤中有 6 例为弱阳性 (阳性细

胞数低于 5 %) ,且仅见于癌巢中 (图 2) ;低分化鳞癌

的上皮细胞中未见 Fas 阳性细胞。
表 1 　Fas 蛋白免疫组织化学染色

Tab 1 　Expression of Fas in oral carcinogenesis

染色 正常口
腔黏膜

上皮单
纯增生

上皮异常增生

轻度　中度　重度

鳞癌

高分化 中分化 低分化

++++ 0 0 0 0 0 0 0 0

+++ 1 2 0 0 0 0 0 0

++ 5 6 4 2 1 0 0 0

+ 1 1 4 7 3 6 2 0

- 0 0 1 0 2 6 6 4

合计 7 9 9 9 6 12 8 4

图 1 　中度异常增生黏膜组织细胞表面可见 Fas 表达　LsAB

×400

Fig 1 　Some evidence of Fas staining on cell surface in moderate dyspla2

sia 　LsAB 　×400

2. 2 　口腔上皮组织中 Fas L 染色

口腔黏膜组织癌变过程各阶段 Fas L 免疫组织

化学染色结果见表 2。镜下观察可见 ,从正常口腔黏

膜、癌前损害各阶段到口腔鳞癌 ,各组均有上皮细胞

表达为阳性 ,阳性信号多数见于细胞浆。

所有正常口腔黏膜组织均见 Fas L 表达 ,阳性反

应细胞多位于基底层 ,棘层有少量细胞表达阳性 ,且

强度较弱。
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图 2 　高分化鳞癌 Fas 表达主要局限于癌巢　LsAB 　×400

Fig 2 　A well-differentiated tumour , where the Fas reaction appeared ma2

inly in cell nests 　LsAB 　×400

在上皮单纯增生组和上皮异常增生各组中 ,阳性

细胞数量增高 ( P < 0105) (图 3) 。24 例口腔鳞癌组织

与正常对照及上皮异常增生组织比较 ,均具有更高的

阳性细胞数 ( P < 0105) (图 4) 。
表 2 　Fas L 蛋白免疫组织化学染色

Tab 2 　Expression of Fas L in oral carcinogenesis

染色 正常口
腔黏膜

上皮单
纯增生

上皮异常增生

轻度　中度　重度

鳞癌分化

高　　中　　低

++++ 0 0 0 1 3 8 4 4

+++ 0 1 4 6 1 3 3 0

++ 1 5 1 2 2 1 1 0

+ 6 2 3 0 0 0 0 0

- 0 1 1 0 0 0 0 0

合计 7 9 9 9 6 12 8 4

图 3 　中度异常增生黏膜组织的细胞浆可见 Fas L 表达 　LsAB 　

×400

Fig 3 　The positive staining appeared in cytoplasm of moderate dysplasia

　LsAB 　×400

2. 3 　浸润淋巴细胞的 Fas 和 Fas L 表达

正常口腔黏膜和上皮异常增生组织以及鳞癌组

织的固有层中 ,浸润淋巴细胞可见 Fas 和 Fas L 表达。

图 4 　口腔鳞癌上皮与癌前损害黏膜比较 ,表达 Fas L 阳性细胞数

增高 ,同时浸润淋巴细胞也有 Fas L 表达　LsAB 　×400

Fig 4 　Epithelium from an oral squamous cell carcinoma demonstrating

increased cell number of Fas L expression compared with the oral

premalignant lesions , with simultaneous Fas L expression in infil2

trating lymphocytes 　LsAB 　×400

3 　讨 　　论

目前已有一些关于健康或病变口腔组织中 Fas

表达的报道 ,但是 ,对口腔癌变组织的 Fas 表达存在

争议。Muraki 等7 报道口腔鳞状细胞癌的上皮中的

Fas 表达降低 ,而 Sundelin 等 8 发现舌鳞状细胞癌的

Fas 表达增高 ,且在正常口腔黏膜中无表达。

关于口腔癌变组织中 Fas L 表达的报道较少 ,

Loro等 9 应用免疫组织化学和 TUNEL 法研究了 8 例

正常口腔黏膜和 19 例口腔鳞状细胞癌 ,发现 Fas L 的

表达与口腔鳞状细胞癌的分化程度和凋亡程度呈负

相关。

本研究结果表明 ,Fas 表达于正常口腔黏膜分化

较好的细胞层和高分化鳞癌组织的细胞中 ,而在后者

主要表达于癌巢中心。这些发现似乎提示 Fas 表达

与鳞状上皮 (包括正常口腔黏膜上皮和癌组织) 的分

化程度有关 ; 这些结果与 Gratas 等 10 和 Yoshioka

等 11 的研究结果一致 ,他们报道在口腔鳞癌和食管

癌有 Fas 表达的下调。但是 ,Sundelin 等 8 在正常口

腔黏膜中未检测到 Fas 表达。

本研究显示 ,在口腔癌前损害组织中 , Fas 表达

显著下调。而且在本研究中涉及的多数口腔鳞状细

胞癌组织中 ,Fas 表达出现完全丧失或仅限于少量的

肿瘤细胞。这提示 Fas 表达下调可能是异常增生细

胞试图逃避免疫监视和活化的细胞毒性 T 细胞的破

坏 ,是口腔癌变过程中的一个早期事件 5 ,6 。Strand

等 5 、Gratas 等 10 、Yoshioka 等 11 对肝细胞癌、食管

癌、口腔癌的研究均有类似发现 ,但这些报道与 Sun2
delin 等 8 的报道不一致 后者发现舌癌的 Fas 表达增
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加。

研究还发现 Fas L 表达于正常口腔黏膜 ,主要在

基底细胞层和基底细胞层之上的细胞。Fas L 在正常

口腔黏膜上皮的这种表达形式的生物学意义尚有待

于进一步研究。由于在正常黏膜固有层有一定程度

的淋巴细胞浸润12
,可以推测 Fas L 的表达可能有助

于保护基底细胞不受该区域的浸润淋巴细胞的诱导

而发生凋亡。

研究结果还显示 ,Fas L 表达上调在鳞癌组织中

很普遍 ,并且在癌前损害组织中也很明显 ,提示这也

是口腔癌变自然病程中的早期事件。这与 Loro 等9

的报道一致 ,他将 Fas L 的免疫组织化学表达与口腔

鳞癌分化程度结合比较发现 ,Fas L 在低分化和一些

中分化鳞癌组织表达很高。

研究还发现 ,鳞癌组织中浸润淋巴细胞同时表达

Fas 和 Fas L ,而笔者过去的研究发现 ,在鳞癌组织中

浸润淋巴细胞的数量显著降低 12 。这可能是两个具

有关联性的事件。最近关于肝细胞癌、黑素瘤、肺癌、

胶质母细胞瘤、结肠癌和食管癌的研究均表明 ,癌细

胞 Fas L 的表达是功能性的。这些肿瘤细胞功能性

Fas L 的表达能通过引发淋巴细胞的凋亡反应 ,从而

保护细胞免受细胞毒性 T 细胞或免疫系统其他效应

细胞的攻击。因此 ,作者认为 Fas L 的上调是口腔上

皮肿瘤细胞的防御性策略 ,旨在逃避免疫清除。

综上所述 ,Fas 的表达与正常口腔黏膜的分化程

度相关。多数口腔鳞癌证实有 Fas 表达的下调 ,且同

时有表达 Fas L 的淋巴细胞的浸润 ,提示这是这些细

胞逃避 Fas 介导细胞凋亡的机制。而且 ,与口腔癌前

损害比较 ,多数侵袭性口腔鳞癌表现为 Fas L 表达的

上调 ,提示肿瘤细胞可能通过杀死表达 Fas 的细胞毒

性 T细胞而与免疫系统对抗。可以这样认为 , Fas L

的上调和 Fas 的下调是口腔癌变过程中的同期事件。

上述研究表明 FasΠFas L 系统在将来可能成为判定口

腔癌前损害预后的指标。
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