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[摘要]暋目的:研究白细胞介素-24(IL-24)在口腔鳞状细胞癌(简称鳞癌)组织中的表达并探究其临床意义。方

法:分别采用免疫组化和实时聚合酶链反应(Real-timePCR)技术的方法检测75例口腔鳞癌组织和30例正常口

腔黏膜组织中IL-24的蛋白和基因表达。结果:免疫组化染色显示IL-24在口腔鳞癌组织中的阳性表达率

45.33%(34/75)低于正常口腔黏膜组织中的阳性表达率70.00%(21/30)(P=0.022)。IL-24的表达与口腔鳞癌

的组织分化程度(P=0.002),淋巴结转移(P=0.033),临床分期(P=0.035)有密切相关性,与患者的性别(P=
0.917)、年龄(P=0.812)、吸烟史(P=0.720)、饮酒史(P=0.847)及肿瘤生长部位(P=0.959)无相关性。Real-
timePCR检测IL-24在不同病理分化时期口腔鳞癌组织和正常口腔黏膜组织中的基因表达水平,其高、中、低分

化各组的平均表达水平分别为0.688、0.302、0.153,均低于正常口腔黏膜组织中的平均表达水平1.000(P<0.
001)。结论:IL-24在口腔鳞癌组织中呈低表达,该因子的表达情况与临床信息具有一定相关性,可初步认定为口

腔鳞癌的候补抑癌基因。
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[Abstract]暋Objective:Tostudytheexpressionsandclinicalsignificancesofinterleukin-24 (IL-24)intheoral
squamouscellcarcinoma(OSCC).Methods:TheproteinandgeneexpressionsofIL-24weredetectedrespectively
byimmunohistochemistryandreal-timepolymerasechainreaction(real-timePCR)techniquemethodin75cases
ofOSCCpatientsand30casesofcontrolswithnormaloralmucosatissues.TherelationshipbetweenIL-24ex灢
pressionsandtheclinicopathologicfeatureswasanalyzed.Results:Immunohistochemicalstainingshowedthatthe

positiveexpressionsofIL-24intheOSCC (45.33%,34/75)weresignificantlylowerthanthoseofnormaloral
mucosatissue(70.00%,21/30)(P=0.022).TheexpressionsofIL-24werecloselyassociatedwiththedifferenti灢
ationdegree(P=0.002),lymphnodemetastasis(P=0.033)andclinicalstage(P=0.035),buttheywerenot
correlatedwiththegender(P=0.917),age(P=0.812),smokinghistory(P=0.720),drinkinghistory(P=
0.847),andthesiteoflesion(P=0.959).Real-timePCRwasusedtodetectthegeneexpressionsofIL-24in
differentpathologicaldifferentiationperiodofOSCCandinnormaloralmucosatissues.Theaverageexpressionsof
IL-24inhighlydifferentiatedOSCCwere0.688,inmoderatelydifferentiatedOSCCwere0.302,andinpoorlydif灢
ferentiatedOSCCwere0.153.AllofthemwerelowerthantheaverageexpressionsofIL-24innormaloralmucosa
tissues,whichwere1.000(P<0.001).Conclusion:TheexpressionsofIL-24inOSCCwerelowerthanthatin
normaloralmucosatissues.Thisgenehascertaincorrelationwithclinicalinformation.
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暋暋口腔鳞状细胞癌(简称鳞癌)是一种主要发生于
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颌面部皮肤及口腔黏膜的上皮性恶性肿瘤,约占颌

面部恶性肿瘤的90%以上[1]。其容易向周围正常

组织浸润和早期发生淋巴结转移,目前以手术为主

联合放疗、化疗是主要的治疗手段,但患者的生存质

量及预后情况仍不甚理想[2]。白细胞介素 -24
(IL-24)又称黑色素瘤分化相关基因-7(melano灢
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madifferentiationassociatedgene7,MDA-7),

1995年由美国哥伦比亚大学的Jiang等[3]通过差示

杂交 的 方 法 从 人 干 扰 素 (IFN)-毬 和 瑞 香 素

(mezerein,MEZ)诱导的人类黑色素瘤细胞 HO-
1中获得的。近年有研究证明,IL-24能诱导癌细

胞凋亡、抑制癌细胞浸润和转移以及抑制肿瘤血管

生成,同时增加对放、化疗的敏感性[4]。IL-24对

黑色素瘤、卵巢癌、乳腺癌、胰腺癌、肠癌、肺癌、肝癌

等多种肿瘤细胞的生长均有抑制效应,而对正常组

织细胞未见明显作用[5~8]。本研究通过分析IL-
24的表达与口腔鳞癌临床病理参数之间的关系,以
期为今后探究口腔鳞癌的发生发展、转移、预后以及

肿瘤的治疗提供理论基础。

1暋材料与方法

1.1暋材料暋选取2015年6月~2016年9月期间

就诊于哈尔滨医科大学附属口腔医院的75例口腔

鳞癌患者的新鲜标本和石蜡标本作为研究对象,其
中男性49例,女性26例,年龄37~84岁,平均年龄

(51.4暲10.7)岁。病变范围包括舌、颊、牙龈、及口

底,病理分化程度:高分化38例,中低分化37例,并
根据2002年国际抗癌联盟(UICC)制订的 TNM 分

期标准对口腔鳞癌进行临床分期。另收集30例正

常口腔黏膜新鲜组织和石蜡标本作为实验对照。据

病例资料显示,所有患者术前均未行放、化疗等治

疗,且所有患者均采取口腔鳞癌完整病灶切除术加

颈部淋巴结清扫术。

1.2暋 主 要 试 剂 暋IL-24 兔 抗 人 多 克 隆 抗 体

(26772-1-AP)(武汉三鹰生物技术有限公司),免
疫组织化学检测试剂盒、DAB显色试剂盒(武汉博

士德生物工程有限公司);TrizolReagent、反转录试

剂盒、SYBR(赛默飞世尔科技有限公司)。

1.3暋免疫组织化学检测暋65曟烤箱中放入病理切

片60min,二甲苯脱蜡30min,梯度酒精脱水后水

洗2遍。现配3%H2O2 中10min,蒸馏水洗2遍。
行柠檬酸钠高压蒸汽抗原修复,水洗2遍,PBS冲洗

5min暳3 次。滴加封闭液 37 曟,60 min,滴加

IL-24多克隆抗体(1暶200),4 曟恒温过夜,PBS
冲洗5min暳3次;滴加二抗37曟,30min,PBS冲

洗3min暳3次;DAB试剂盒显色,蒸馏水洗5min暳
2次。苏木素复染,自来水冲洗10min,梯度酒精脱

水,二甲苯透明,封片。

1.4暋Real-timePCR 检测暋用 TRIzol法提取新

鲜标本组织中的总RNA并检测浓度。按照 ABI反

转录试剂盒要求行逆转录。引物设计,IL-24上游

引物5暞-CACAGGCGGTTTCTGCTATTC-3暞,
下游引物 5暞-ATCCAGGTCAGAAGAATGTC灢
CAC-3暞,产物长度为101bp;毬-actin上游引物

5暞-TACCTCATGAAGATCCTCACC-3暞,下游

引物 5暞-TTTCGTGGATGCCACAGGAC-3暞,
产物长度268bp。以逆转录得到的cDNA 为模板,
按照95曟10min预变性,95曟15s,60曟1min,
共40个循环进行反应,分析结果。

1.5暋结果判读暋免疫组化检测IL-24于口腔鳞癌

组织中,主要在细胞膜和细胞质中可见阳性表达,染
色为棕褐色颗粒。由2位病理科医师随机在10个

高倍镜不重叠视野(暳400)下观察每张切片,每个视

野计数100个细胞。采用双盲法,以细胞阳性率和

染色强度行半定量评分,细胞阳性率以曑10%为

0分,>10%~25%为1分,>25%~50%为2分,>
50%为3分;按染色程度评分:无染色为0分,浅黄

色为1分,棕黄色为2分,棕褐色为3分;两者的得

分之积判定结果:<3分计为阴性(-),曒3分计为

阳性(+)[9]。Real-timePCR检测IL-24在口腔

鳞癌组织中的基因表达低于正常组织。

1.6暋统计学处理暋采用SPSS22.0统计软件,统计

IL-24的表达率及相关临床信息和实时荧光定量

检测数据,资料采用氈2 检验。以P<0.05为差异

有统计学意义。

2暋结果

2.1暋免疫组化检测IL-24蛋白表达暋在口腔鳞癌

组织中,IL-24主要表达于细胞膜和细胞质,呈棕

褐色。高分化组织中多处可见;中分化组织中部分

1a:正常口腔黏膜组织;1b:高分化口腔鳞癌组织;1c:中分化口腔鳞癌组织;1d:低分化口腔鳞癌组织

图1暋IL-24在正常口腔黏膜及口腔鳞癌组织中的表达(暳400)

Fig.1暋TheexpressionofIL-24betweennormaloralmucosatissuesandOSCC(暳400)
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可见;低分化组织中未见明显染色;在正常口腔黏膜

组织中,上皮细胞可见明显染色(图1)。IL-24在

口腔鳞癌组织中的阳性表达率为45.33%(34/75)
明 显 低 于 正 常 口 腔 黏 膜 组 织 中 的 阳 性 表 达 率

70.00%(21/30)(P=0.022),见表1。

表1暋IL-24在口腔鳞癌及正常口腔黏膜组织中的表达

Table1暋TheexpressionofIL-24betweenOSCCandnormaloral

mucosatissues 例

组别 例数 IL-24
+暋暋暋-

阳性率/%

口腔鳞癌组织 75 34 41 45.33*

正常口腔黏膜 30 21 9 70.00

暋注:与正常口腔黏膜组织相比,* P<0.05

2.2暋口腔鳞癌组织中IL-24的表达与临床病理参

数关系暋在口腔鳞癌组织中,IL-24的表达与组织

分化程度、淋巴结转移及肿瘤临床分期有显著相关

性(P<0.05),与患者性别、年龄、吸烟史、饮酒史及

肿瘤生长部位无相关性,见表2。

表2暋IL-24的表达与口腔鳞癌临床病理参数关系

Table2暋CorrelationbetweentheexpressionofIL-24andclinico灢

pathologicfeaturesofOSCC 例

分组 例数 IL-24
暋暋+暋暋暋暋-暋暋

性别
男 49 22 27
女 26 12 14
年龄/岁

曑60 32 14 18
>60 43 20 23
吸烟史
是 38 18 20
否 37 16 21
饮酒史
是 34 15 19
否 41 19 22
部位
舌侧 34 16 18
颊侧 13 6 7
牙龈 15 7 8
口底 13 5 8
分化程度
高分化 38 24 14*

中/低分化 37 10 27*

淋巴结转移
否 50 27 23*

是 25 7 18*

临床分期

栺~栻 43 24 19*

栿~桇 32 10 22*

暋注:* P<0.05

2.3暋Real-timePCR检测IL-24基因表达暋在

不同病理分化时期的口腔鳞癌组和正常对照组中,

Real-timePCR检测得到高分化组IL-24的平均

表达 水 平 为 0.688,中 分 化 组 平 均 表 达 水 平 为

0.302,低分化组平均表达水平为0.153,均低于正

常对照组中IL-24的平均表达水平1.000,具有统

计学差异(P<0.001),见图2。

NOM:正常口腔黏膜组织IL-24的平均表达水平1.000;高分化口

腔鳞癌组织IL-24的平均表达水平为0.688;中分化口腔鳞癌组织

IL-24的平均表达水平为0.302;低分化口腔鳞癌组织IL-24的平

均表达水平为0.153
图2暋Real-timePCR检测IL-24的基因表达水平

Fig.2暋Real-timePCRtodetectthegeneexpressionofIL-24.

3暋讨论

暋暋IL-24是近年来发现的具有细胞因子特性的

抗肿瘤基因,能参与多种不同的信号通路,调节多种

细胞的增殖分化、免疫效应、自噬效应,发挥诱导癌

细胞凋亡、抑制癌细胞浸润和转移、抗血管生成、延
缓血管钙化等作用[10,11]。IL-24正常表达于单核

细胞、巨噬细胞等免疫细胞,但在肿瘤细胞中呈低表

达。有体内和体外实验证明,上调IL-24能抑制肺

癌、胰腺癌、乳腺癌、肝癌[12]、前列腺癌[13]等癌细胞

生长,而对上皮细胞、纤维母细胞、星形胶质细胞、黑
色素细胞或内皮起源的细胞等正常细胞却没有明显

影响。目前在口腔鳞癌中关于IL-24的研究罕有

报道。

暋暋本次研究通过免疫组化和 Real-timePCR检

测IL-24在口腔鳞癌组织中的表达。免疫组化显

示口腔鳞癌组织IL-24的阳性表达率为45.33%
(34/75),明显低于正常口腔黏膜组织的阳性表达率

70.00%(21/30)(P=0.022)。随着肿瘤组织分化

程度降低,IL-24表达量相对减少甚至不表达

(P=0.002),符 合 抑 癌 基 因 的 基 本 条 件。同 时

IL-24的表达与淋巴结转移(P=0.033)、临床分期

(P=0.035)有密切关系;与性别(P=0.917)、年龄

(P=0.812)、吸烟史(P=0.720)、饮酒史(P=0.
847)以及肿瘤生长部位(P=0.959)无明显相关性。
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提示IL-24在口腔鳞癌组织中呈低表达,可以初步

作为口腔鳞癌的候选抑癌基因。

暋暋Real-timePCR 显示,高分化口腔鳞癌组中

IL-24的平均表达水平为0.688,中分化组中平均

表达水平为0.302,低分化组中平均表达水平为

0.153,而正常黏膜对照组中IL-24的平均表达水

平为1.000(P<0.001),表明IL-24在口腔鳞癌组

织中的表达量明显低于正常口腔黏膜组织,同时表

明IL-24表达量随组织分化程度降低而减少。此

结论总体上与免疫组化及临床资料结果相一致,进
一步证明了IL-24在口腔鳞癌中呈低表达,可初步

将IL-24作为口腔鳞癌的候补抑癌基因。

暋暋有研究表明,IL-24抑制癌细胞增殖并诱导凋

亡 可 通 过 调 控 MAPK/ERK、PI3K - AKT、

NF-毷B、JNK和 AP-1 等多条信号通路,活化多

个蛋 白 激 酶,调 控 多 个 蛋 白,抑 制 抗 凋 亡 蛋 白

Bcl-2、增加促凋亡蛋白Bax的表达,上调执行凋亡

机制的caspase-3/7蛋白酶的表达,阻断肿瘤细胞

周期,诱导细胞凋亡[14,15]。目前,肿瘤治疗仍是世

界难题,IL-24作为一种新的抑癌基因,有望为口

腔鳞癌的治疗提供理论方向,但其在口腔鳞癌中的

作用及调控机制仍有待进一步研究。
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