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成釉细胞瘤中细胞周期素D1
及其抑制因子和hTERT的表达
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[摘要] 目的 研究端粒酶逆转录酶（ hTERT）、细胞周期素D1（ cyclin D1）、周期素依赖激酶抑制因子p16INK4、

p21WAF1 mRNA和p27KIP1蛋白在人成釉细胞瘤（ ABs）中的表达。方法 用原位杂交和免疫组化SP法分别检测ABs中

hTERT、cyclin D1、p16INK4、p21WAF1 mRNA和p27KIP1蛋白的表达。结果 hTERT mRNA在ABs中有较强表达，51例为

阳性表达，cyclin D1 mRNA在ABs中23例为阳性表达，而p16INK4、p21WAF1 mRNA和p27KIP1蛋白在ABs中分别有17、

12、9例为阳性表达。伴随ABs的复发和恶变，hTERT、cyclin D1 mRNA阳性率逐渐上升，p16INK4、p21WAF1 mRNA和

p27KIP1蛋白阳性表达丢失。经Kendall相关性分析得出，hTERT mRNA与p16INK4、p21WAF1 mRNA、p27KIP1蛋白之间在

ABs中rk分别为- 0.587、- 0.652、- 0.783，均有统计学意义（ P<0.001）。结论 hTERT在ABs中的活性可能与p16INK4、

p21WAF1 mRNA、p27KIP1蛋白丢失等多种因子共同调控有关。
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[Abstract] Objective To investigate the expression of human telomerase reverse transcripase（ hTERT）, cyclin D1

mRNA, p16INK4, p21WAF1 mRNA and p27KIP1 protein in human ameloblastoma（ ABs）. Methods The expression of hTERT,

cyclin D1, p16INK4, p21WAF1 mRNA and p27KIP1 protein in 54 cases of human ABs were detected by in situ hybridiza-

tion or immunohistochemistry. Results The positive cases of hTERT mRNA, cyclin D1 mRNA was 51, 23, respectively.

The positive cases of p16INK4, p21WAF1 mRNA and p27KIP1 protein was 17, 12, 9. Comparing with recurred and

transformed malignantly, the expression of hTERT mRNA, cyclin D1 mRNA increased, and the expression of p16INK4,

p21WAF1 mRNA and p27KIP1 protein decreased or lost. The expression of hTERT mRNA and p16INK4, p21WAF1 mRNA and

p27KIP1 protein in ABs had middle to high negative relation（ rk=- 0.587, rk=- 0.652, rk=- 0.783, P<0.001）. Conclusion

The hTERT mRNA expression in ABs is related to the reguation of p16INK4, p21WAF1 mRNA and p27KIP1 protein.
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目前研究认为恶性肿瘤增殖失控的关键在于端

粒酶的激活，永生化细胞和恶性肿瘤细胞通过激活

端粒酶活性来维持端粒长度并阻止细胞死亡[1]。大

部分肿瘤细胞表达端粒酶活性，而正常细胞大多没

有端粒酶活性表达，因而端粒酶已成为新的肿瘤标

志物，其可能为肿瘤基因治疗新的突破口[2]。研究

表明端粒酶活性上调与多种肿瘤的发生密切相关[3]，

其中包括成釉细胞瘤（ ameloblastomas, ABs）。ABs中

端粒酶的高表达与许多因素相关，包括细胞周期素

（ cyclin）E、A及周期素调控相关因子c- myc、SP1、Rb、

E2F- 1[4- 6]，但周期素D1及抑制因子p16INK4、p21WAF1、

p27KIP1与端粒酶活性的关系尚不清楚，本文对此进

行了初步观察与探讨。

1 材料和方法

1.1 材料

端粒酶逆转录酶（ human telomerase reverse tran-

scripase, hTERT）、周期素D1、p16INK4、p21WAF1 mRNA

探针由北京大学医学部病理系提供，鼠抗人单抗
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p27KIP1、超敏SP试剂盒、DAB（ 福建迈新公司）。

选取中国医科大学附属口腔医院及第一医院病

理科ABs存档蜡块54例，其中原发性ABs31例、复发

性ABs19例、恶性ABs4例。其中复发间隔时间为2个

月～26年（ 平均6.7年），个别患者复发多达4次。蜡块

采用中性甲醛固定，常规石蜡包埋，4 μm厚连续切

片，每一个蜡块切取5张切片，其中4张分 别 做

hTERT、cyclin D1、p16INK4、p21WAF1的原位杂交，1

张做p27KIP1免疫组化染色。

1.2 方法

对p27KIP1采用免疫组化染色，常规设阳性对照，

PBS代替一抗作阴性对照；对hTERT、cyclin D1、

p16INK4、p21WAF1采用原位杂交方法，具体参见文献[4]。

原位杂交 hTERT、 cyclin D1、 p16INK4、 p21WAF1

后，胞质中出现紫蓝色颗粒为阳性着色，小于10%，

计（ -）；10%～40%，计（ +）；40%～70%，计（ ++）；大

于70%，计（ +++）。p27KIP1蛋白阳性为核呈棕黄色颗

粒，低倍镜下观察每例切片，然后在高倍镜（ ×200）

下计数阳性细胞核，用双盲法取3个视野，计算平

均值，5组切片按同一病例对应观察。

1.3 统计学处理

采 用 SPSS11.0 统 计 软 件 对 数 据 进 行!2 检 验 ，

Fisher′s确切概率法，kendall秩相关分析。P<0.05为

有统计学意义。

2 结果

2.1 hTERT mRNA的原位杂交结果

hTERT mRNA在ABs中51例为阳性，在ABs的外

周柱状或立方状细胞及散在或密集增生的多边形、

梭形细胞中均有表达，阳性表达以中高度为主（ 图

1）。按ABs临床生物学行为分组，从表达趋势看，

随着ABs复发和恶变，hTERT mRNA阳性率及阳性

表达强度均增高。

图 1 hTERT mRNA在成釉细胞瘤上皮中为强表达（ +++） 原

位杂交 ×200

Fig 1 The hTERT mRNA were strong positive（ +++） in the epi-

thelia of ameloblastoma in situ hybridization ×200

2.2 cyclin D1 mRNA的原位杂交结果

cyclin D1 mRNA 在 ABs 中 23 例 为 阳 性 ， 与

hTERT在ABs中的表达部位相一致（ 图2）。角化退变

样细胞及颗粒样细胞中为阴性表达，间质淋巴细胞

中有阳性表达，但大部分无cyclin D1 mRNA信号，

按ABs临床生物学分组，伴随ABs的复发和恶变，

cyclin D1 mRNA的阳性率及表达强度增高（ !2=6.034，

P=0.049）。

图 2 cyclin D1 mRNA在成釉细胞瘤细胞浆中为强表达（ +++）

原位杂交 ×200

Fig 2 The cyclin D1 mRNA was strong positive（ +++） in cyto-

plasm of the ameloblastoma in situ hybridization ×200

2.3 p16INK4、p21WAF1 mRNA的原位杂交和p27KIP1蛋白

的免疫组化结果

p16INK4、p21WAF1 mRNA的表达比cyclin D1 mRNA

信号弱，且阳性丢失率较高。p16INK4 mRNA在ABs中

17例为阳性，伴随其复发和恶变，p16INK4 mRNA的

丢失率增高，表达强度下降。

由 于 掉 片 使 得 p21WAF1测量的总例数为53例，

p21WAF1 mRNA在ABs中12例为阳性，阴性丢失达41例

（ 图3），其中包括原发ABs22例、复发ABs15例、恶

性ABs4例。伴随ABs的复发和恶变，其丢失增加。

图 3 p21WAF1 mRNA 在成釉细胞瘤细胞浆中为弱阳性表达（ +）

原位杂交 ×200

Fig 3 The p21WAF1 mRNA was weakly positive（ +） in the cy-

toplasm of ameloblastoma in situ hybridization ×200

p27KIP1蛋白在ABs的胞核中大部分丢失，仅9例

有阳性表达（ 图4），45例为阴性表达，其中包括原
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发ABs24例，复发ABs17例，恶性ABs4例。随着ABs

的复发和恶变，阴性丢失增加。

图 4 p27KIP1蛋白在良性成釉细胞瘤核中的表达 SP ×200

Fig 4 The p27KIP1 protein was positive in the nuclear of amelo-

blastoma SP ×200

2.4 hTERT、 cyclin D1、 p16INK4、 p21WAF1 mRNA和

p27KIP1蛋白在ABs中表达的相关关系

经kendall秩相关分析，hTERT mRNA与cyclin

D1 mRNA的表达无统计学意义，hTERT mRNA与

p16INK4、p21WAF1 mRNA和p27KIP1蛋白表达两两比较，

相关系数rk分别为- 0.587、- 0.652、- 0.783，均有统

计学意义（ P<0.001）；cyclin D1 mRNA与p16INK4无统

计学意义，cyclin D1 mRNA与p21WAF1 mRNA之间相

关系数rk=- 0.213，P=0.024，cyclin D1 mRNA与p27KIP1

之间相关系数rk=- 0.284，P=0.002。

原发ABs中hTERT mRNA与p16INK4、p21WAF1mRNA

和p27KIP1蛋白表达之 间 相 关 系 数 rk 分 别 为 - 0.525、

- 0.684、- 0.684，均有统计学意义（ P<0.001）。复发

ABs 中 hTERT mRNA 与 p16INK4、 p21WAF1 mRNA 和

p27KIP1蛋白表达之间相关系数rk分别为- 0.794、- 0.746、

- 0.843，均有统计学意义（ P<0.001）。恶性ABs由于

表达的一致性而未能比较。

3 讨论

hTERT为单一拷贝基因，含4 030 bp，有16个外

显子和15个内含子，其蛋白质由1 132个氨基酸组

成。其结构的内含子和启动子序列中有多个转录因

子的潜在结合位点，提示该DNA片断含有一个或多

个顺式作用元件（ 增强子和/或沉寂子），可结合能调

节hTERT活性的转录因子，从而影响端粒酶活性的

表达和细胞的分化与增殖[7]。myc为细胞周期调节因

子，可激活G1期细胞周期依赖激酶cyclin E/CDK2[8]，

使 细胞周期通过 G1 期 。 在通过 G1/S 期调 控 点 中 ，

cyclin D1和cyclin E的高表达，p16INK4的低表达可促

使Rb的磷酸化，不能与E2F转录因子结合，致使

E2F- 1聚积，从而激活DNA复制和细胞周期进展所

需的许多基因的转录[9]。研究发现cyclin D的过表达

与端粒酶活性有关，p16INK4的下调使Rb蛋白磷酸化

失活而提高细胞增殖率，但对p16INK4与端粒酶活性

的关系目前尚不清楚。有学者认为p16INK4单独与端

粒酶活性无显著相关性，因此仅有p16INK4的下调不

足以使端粒酶活化和通过M2点，应有cyclin D或

cyclin E 高 表 达 这 些 细 胞 周 期 缺 陷 的 协 同 作

用[10]。虽然p16INK4与端粒酶活性无关，但有资料表明

端粒酶活性高却都发生于p16INK4低表达的肿瘤中，

同样在本实验中虽然hTERT与cyclin D1统计学上无

相关性，但伴随ABs的复发和恶变，cyclin D1高表

达的病例也有着hTERT的高表达。在紫外线诱导的

皮肤癌SKH- 1裸鼠模型中发现，端粒酶活性持续升

高，肿瘤形成后端粒酶活性水平是正常皮肤的45

倍，同时cyclin D1、cyclin E的表达和CDK4、CDK2

水平上调，而p16INK4、p21WAF1和p27KIP1均呈有意义的

改变，表明细胞周期G1期调控与之密切相关[11]。在

ABs中，本实验表明hTERT mRNA与p16INK4 mRNA

之间呈显著负相关，rk=- 0.587, P<0.001，但同时存

在着cyclin D1和cyclin E mRNA的较高表达。p16INK4

等位基因在ABs中的丢失目前已得到证实[12]。DNA

损害导致CDK3抑制剂如p21WAF1、p27KIP1的产生，从

而使G1期阻断[13]，在肿瘤中p21WAF1的过度表达可导

致端粒酶活性的减弱 [14]，p27KIP1在正常上皮中表达

最高，Ki- 67表达最低，伴随上皮异常增生，p27KIP1

表达下降，Ki- 67表达升高，在癌组织中，p27KIP1表

达最低，Ki- 67表达最高[15]。本研究中，p21WAF1 mRNA

和p27KIP1蛋白在ABs大部分病例中丢失，伴随ABs的

复发与恶变，阴性丢失率增加，而hTERT mRNA阳

性率却逐渐上升。经统计学表明，hTERT mRNA阳

性率与p21WAF1 mRNA及p27KIP1蛋白阴性率有着负相

关，具有统计学意义（ P<0.001）。

目前研究表明癌基因的过度表达可累积信号转

导，细胞周期的调节和抑制生长的基因失活导致突

变的细胞不像正常细胞那样有控制的生长分化、衰

老和死亡。端粒酶活化是细胞永生化和肿瘤形成的

关键步骤，也与ABs的发生、发展密切相关，而端

粒酶的活性表达及其调控机制与细胞周期密切相

关，阐明端粒酶与细胞周期的关系，对深入了解

ABs的发病机制及肿瘤的预防、诊断和治疗均有重

要意义。
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第十六届国际口腔颌面放射学大会（ ICDMFR）将于2007年6月26—30日在北京举行，大会由中华口腔医学会口腔颌面放射

专业委员会主办，北京大学口腔医学院、中国科协国际科技会议中心承办，国际口腔颌面放射学会（ IADMFR）主席马绪臣教授

担任本次大会主席。

大会已邀请到来自美国、瑞典、荷兰、南非、日本及韩国等国家的10余名著名口腔颌面放射学家做特邀讲演，将有来自

世界各地的约400名代表参加会议。大会包括会前课程、学术活动、口腔器械展览及丰富多彩的交流活动。会议学术内容涉及

口腔颌面医学影像学、口腔颌面外科学、口腔种植学、牙体牙髓病学、牙周病学、口腔修复学、儿童牙病学等学科，欢迎全

国口腔颌面放射工作者、口腔医学各专业人员及相关企业参加。第六届全国口腔颌面放射学大会将同期召开。

征文要求：参加第十六届国际口腔颌面放射学大会者，请将论文英文摘要（ 不超过250个单词）于2007年3月15日前发电子

邮件至zhangzy- bj@vip.sina.com，张祖燕收，或将Word格式打印稿及软盘寄至北京市海淀区中关村南大街22号，北京大学口腔

医学院放射科刘燕婷收（ 邮政编码为100081）。摘要按目的、方法、结果、结论格式书写，文题下方注明作者姓名、单位、电

子邮件地址、详细通信地址和邮政编码。论文交流方式包括大会发言和墙报两种，请注明所要求的论文交流方式。经第十六

届ICDMFR学术委员会审核接受者，可以英文在国际大会报告，也可以墙报形式发表。如仅拟在第六届全国口腔放射学大会作

中文报告者，亦可仅提供论文中文摘要。参加第六届全国口腔颌面放射学大会者，可同时参加第十六届国际口腔颌面放射学

大会。

会议时间：2007年6月26—30日，会议地点：北京友谊宾馆，会务费：1 000元（ 与国际会议注册费的差价，由大会补贴），

大会秘书处联系方式：北京市海淀区中关村南大街22号，北京大学口腔医学院放射科张祖燕收。邮政编码：100081，电话：

010- 62179977- 2325，传真：010- 62173402，电子邮件：zhangzy- bj@vip.sina.com，会议网址：http://www.iadmfrcn.org。

中华口腔医学会口腔颌面放射专业委员会

第十六届国际口腔颌面放射学大会征文通知
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