
2 　结果

6 例患者经术前矫治、牙槽外科手术复位及术后细微调

整等治疗后 ,均达到了预期矫治目标。手术移动的骨块均为

一期愈合 ,骨性粘连牙的位置及覆　覆盖均正常。

3 　讨论

牙外伤脱位再复位固定后 ,多数患牙牙骨质与牙槽骨直

接发生骨性愈合 ,牙周膜消失 1 。骨性粘连的牙齿不仅本身

不能做任何正畸移动 ,还妨碍邻牙的正畸移动。若发生骨性

粘连的牙齿错位严重 ,且患牙所在牙弓内存在中度以上拥挤 ,

则应考虑拔除骨性粘连牙 ,利用该间隙排齐牙弓 2 。若骨性

粘连牙所在的牙弓存在轻度拥挤或不存在拥挤 ,则应尽量保

留骨性粘连牙。本文所介绍的牙槽外科配合固定正畸的方

法 ,较好地解决了骨性粘连牙的保存与正畸移动之间的矛盾。

笔者认为由于骨性粘连牙牢固、稳定 ,可充分发挥其强有

力的支抗作用。在术前正畸排齐其他牙齿的过程中 ,可充分

利用这一支抗 ,加快其他牙齿的排齐与内收速度。但也应注

意避免骨性粘连牙因其稳固不动而对正畸力的消耗。如在弓

丝上弯制恰当的“　　”形曲 ,越过过于唇向错位的骨性粘连

牙 ,则可获得事半功倍的效果。
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　　端粒酶是一种辅助延长染色体末端端粒重复序列的核糖

核蛋白 ,是依赖 RNA 的 DNA 聚合酶 ,属于逆转录酶。端粒酶

活性的改变与人类大多数恶性肿瘤的发生发展有关 ,大约有

85 %的肿瘤组织表达端粒酶活性 ,如神经母细胞瘤、肺癌、结

肠直肠癌、肝癌、胃癌、前列腺癌、乳腺癌、头颈鳞癌等 1 。端

粒酶活性在头颈口腔颌面部鳞癌中的表达已经被诸多学者所

证实 ,但对患者唾液中端粒酶活性的定性和定量研究尚少见。

本研究运用端粒酶 mRNA 的 TRAP- PCR- ELISA 法检测口腔鳞

癌患者唾液中的端粒酶活性 ,并探讨其与口腔鳞癌的关系。

1 　材料和方法

1. 1 　研究对象

32 例口腔鳞癌患者来自 2002 年 4 月～2002 年 12 月浙江

大学医学院附属第二医院口腔颌面外科住院病例 ,均经病理

确诊为鳞癌。32 例患者中 ,男性 23 例 ,女性 9 例 ,年龄 31～84

岁 ,平均年龄 58184 岁。肿瘤部位 :舌部 15 例 ,牙龈 7 例 ,颊部

5 例 ,口底 4 例 ,腭部 1 例。肿瘤最大 510 cm ×410 cm ×

410 cm ,最小 110 cm ×115 cm ×110 cm。临床分期 : Ⅰ期 6 例 ,

Ⅱ期 12 例 , Ⅲ期 8 例 , Ⅳ期 6 例。32 例患者中有淋巴结转移

者 10 例 ,但均无远处转移。30 例正常对照者来自同期相同年

龄段的健康人。

1. 2 　方法

端粒酶活性测定的方法采用德国 Biohringer Mannheim 公

司生产的 Telomerase PCR ELISA 试剂药盒进行。(1) 标本处

理 :收集无刺激状态的唾液 3 ml ,立即用生理盐水稀释至

15 ml ,4 ℃、3 300 g离心 15 min ,弃上清液 ,将离心细胞重新悬

浮在 115 ml 生理盐水中再次离心 ,弃上清液后用于检测。(2)

检测前 ,用 50～200μl 裂解液溶解 ,混匀 ,4 ℃培养 30 min ,然

后 4 ℃、15 000g离心 20 min ,将上清液转移到新鲜试管中用于

TRAP反应。(3) PCR 扩增 :将 25μl 扩增液和 3μl 标本提取物

加无菌水至 50 ml ,覆盖石蜡油 ;混合物在 25 ℃、30 min ,94 ℃、

5 min ,做 1 个循环 ;尔后于 94 ℃、30 s ,50 ℃、30 s ,72 ℃、90 s ,

做 30 个循环 ;再在 72 ℃反应 10 min ;最终产物在 4 ℃保存。

(4)杂交及酶联免疫吸附测定 :取 015 ml 管 ,加入 20μl 变性液

和 5μl PCR产物 ,室温 10 min ,管内加入 225μl 杂交液并混匀 ;

按每孔 100μl 放入包被板中 ,室温避光 2 h ;用洗涤液洗 5 次 ,

拍干 ;加入酶工作液每孔 100μl ,室温避光 30 min ;用洗涤液洗

5 次 ,拍干 ;加入四甲基联苯胺底物每孔 100μl ,室温避光 30

min ;加入终止液每孔 100μl ,30 min ;450 nm 波长比色 (半自动

酶标仪 ,Opsys MRTM NYNES型 ,美国 Wearmax Holdings公司) 。
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1. 3 　判定标准

端粒酶活性检测的 OD450 值大于、等于 012 为阳性 ,小于

012 则为阴性。

1. 4 　统计分析

采用 SPSS10. 0 对检测结果进行χ2 检验。

2 　结果

32 例口腔鳞癌患者中端粒酶活性检测阳性者 24 例 ,占

7510 % ,阴性者 8 例 ,占 2510 % ,此组患者端粒酶活性 OD450值

均值为 01504 ±01470。30 例正常对照组中端粒酶活性阳性者

2 例 ,占 6167 % ,阴性者 28 例 ,占 93133 % ,其端粒酶活性

OD450 值均值为 01136 ±01028。口腔鳞癌患者组唾液中端粒

酶活性的阳性检出率与正常对照组相比 ,其差异有统计学意

义 (χ2 = 291693 , P < 01001) 。口腔鳞癌早期 ( Ⅰ、Ⅱ期) 和晚期

( Ⅲ、Ⅳ期)患者的唾液端粒酶活性的检测结果见表 1。表 1 结

果经统计学分析 ,可见早期和晚期患者唾液中端粒酶活性的

阳性检出率无统计学差异 (χ2 = 01169 , P = 01681) 。口腔鳞癌

早期、晚期患者与正常对照组的端粒酶活性的阳性检出率均

有统 计 学 差 异 (χ2 = 221503 , P < 01001 ;χ2 = 231709 ,

P < 01001) 。

表 1 　32 例不同临床分期的口腔鳞癌患者唾液中端粒酶

活性检测结果

Tab 1 　Results of telomerase activity in saliva from 32 oral

squamous cell carcinoma patients with different

clinical stages

临床分期 n
端粒酶活性阳性

( %)
端粒酶活性阴性

( %)

Ⅰ、Ⅱ期 18 13(72122) 5 (27178)

Ⅲ、Ⅳ期 14 11(78157) 3 (21143)

在有淋巴结转移的 10 例患者中 ,端粒酶活性阳性者 6

例 ,在无淋巴结转移的 22 例患者中 ,端粒酶活性阳性者 18

例。有无淋巴结转移的患者唾液中端粒酶活性的阳性检出率

的差异无统计学意义 (χ2 = 11745 , P = 01186) 。

3 　讨论

端粒的功能是保护基因组 DNA ,使染色体末端在正常情

况下不发生降解、重组、融合 ,并能使之不被识别为断裂 DNA

末端。端粒的长度随着正常体细胞的分裂而缩短 ,当缩短到

一定程度时 ,细胞染色体就会失去活性而进入一种不能再分

裂的状态 ,细胞发生凋亡。端粒酶在其他因素作用下 ,能以自

身 RNA 为模板 ,不断延长端粒 ,使得细胞获得不断地分裂增

生或“永生化”的能力 ,并有可能发展成为肿瘤。近来研究表

明肿瘤的进展以端粒酶的重新激活为特征 ,端粒酶活性被认

为是组织细胞恶性变的诊断标志之一 ,可用于判别肿瘤的发

展 ,并有可能成为治疗肿瘤的新靶点。

以往学者 2 ～7 对头颈口腔颌面部鳞癌的研究发现 ,约

75 %肿瘤组织表达端粒酶活性 ,并且其与肿瘤的预后有关 ,而

正常对照组织中几乎不表达端粒酶活性。Califano 等 6 采用

基于 PCR 技术的放射性方法检测头颈鳞癌患者漱口水中的端

粒酶活性 ,阳性检出率仅为 32 %。本文运用非放射性反应技

术 ,提供了一种高敏感性的光测酶联免疫吸附测定方法用于

检测患者唾液中的端粒酶活性。它不仅避免了使用放射性显

影技术所致的环境污染 ,同时简化了操作步骤。这种方法主

要基于以下几个依据 : (1)肿瘤来源于口腔黏膜表面 ; (2) 唾液

中不停有口腔鳞状上皮细胞脱落 ; (3)癌前和浸润性肿瘤组织

中存在端粒酶活性 ; (4) PCR 法具有检测少量端粒酶活性的能

力。在研究中 ,作者采用自然分泌的唾液 ,其中含有的肿瘤细

胞较多 ,同时采用 TRAP- PCR- ELISA 法 ,使口腔鳞癌患者唾液

中端粒酶活性的检出率达到 7510 % ,明显高于采用 PCR 免疫

放射法 6 。本文研究发现 ,口腔鳞癌患者与健康人相比 ,唾液

中端粒酶活性的检出率具有显著性差异 ,而端粒酶活性的表

达与其临床分期及有无淋巴结转移没有明显的联系。在口腔

鳞癌的早期 ,患者唾液中端粒酶活性的检出率为 72122 % ,这

提示对患者唾液中端粒酶活性的检测可以为口腔鳞癌的早期

诊断提供帮助 ,但其能否作为口腔鳞癌早期诊断的指标之一

尚需要进一步的研究。
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