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口腔黏膜白斑和口腔鳞癌中 -2、
2 1的基因表达和临床意义
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摘要：目的 研究在口腔黏膜白斑和口腔鳞癌组织中 Bcl-2和 CDK2AP1的表达情况及临床意义。方法 运

用免疫组织化学和实时荧光定量 PCR技术对组织中 Bcl-2、CDK2AP1表达进行检测。结果 在口腔正常黏膜

组织、口腔黏膜白斑组织和口腔鳞癌组织中 Bcl-2蛋白细胞阳性率依次为（2.72±1.45）%、（19.29±8.18）%和

（57.20±19.37）%；CDK2AP1蛋白细胞阳性率依次为（62.68±11.07）%、（25.68±8.17）%和（7.87±2.18）%。Bcl-2

和 CDK2AP1 mRNA表达水平与蛋白表达水平一致。各组之间差异有统计学意义（ <0.05）。结论 随着口腔

病变恶性程度增高，在口腔正常黏膜、口腔黏膜白斑和口腔鳞癌中 Bcl-2表达水平上升，而 CDK2AP1表达水

平降低，这 2个指标可能与口腔肿瘤的发生、发展及预后有关。
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Expression and clinical value of Bcl-2 and CDK2AP1 in oral
leukoplakia and oral squamous carcinoma tissue
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Absract: Objective To investigate expression levels of Bcl-2 and CDK2AP1 in oral leukoplakia and oral
squamous carcinoma tissue and its potential clinical value. Methods Patient samples of oral leukoplakia, oral
squamous carcinoma and normal tissue were collected in this study. Immunohistochemistry and the
fluorescence quantitative PCR were utilized to identify expression of Bcl -2 and CDK2AP1. Results
Immunohistochemistry data suggested that ratio of Bcl-2 positive cells in oral leukoplakia and oral squamous
cell carcinoma tissue were increased significantly when compared with normal oral mucosa [(19.29 依 8.18) % vs
(2.72 依 1.45) % ( < 0.05), (57.20 依 19.37) % vs (2.72 依 1.45) % ( < 0.05), respectively]. However, ratio of
CDK2AP1 positive cells in oral leukoplakia and oral squamous cell carcinoma tissue were decreased
dramatically when compared with normal oral mucosa [(25.68 依 8.17) % vs (62.68 依 11.07) % ( < 0.05), (7.87
依 2.18) % vs (62.68 依 11.07) % ( < 0.05), respectively]. Immunohistochemistry data were well echoed by PCR
results and statistical significance among each groups were obtained. Conclusion Expression levels of Bcl-2
increase while CDK2AP1 decreases along with the increase of malignancy from normal oral mucosa, oral
leukoplakia to oral squamous cell carcinoma tissue, which may indicates that Bcl-2 and CDK2AP1 may be
involved in development as well as prognosis of oral tumors.
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近年来，随着生活的环境、习惯及饮食等结构的

变化，口腔癌前病变及口腔鳞癌呈现年轻化的趋势，

发病率有明显的上升。口腔黏膜白斑是最常见的口

腔角化异常，往往伴有上皮异常增生，属于癌前病

变，研究表明，4%～6% [1]的口腔黏膜白斑恶变为口

腔鳞状细胞癌。口腔鳞癌是口腔颌面部最常见的恶

性肿瘤，占全身恶性肿瘤的 2%～4%，其 5年生存率

仅 30%～40%[2-3]，严重威胁人们的生活和健康。口腔

颌面部肿瘤病因复杂，涉及多种癌基因和抗癌基因

的功能改变和相互作用以及环境和饮食习惯，本研

究通过对口腔黏膜白斑恶变为口腔鳞状细胞癌中 B
淋巴细胞瘤 -2基因（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）和

细胞周期蛋白依赖激酶 2-相关蛋白 1 ( cyclin-de-
pendent kinase 2 associated protein 1，CDK2AP1）表达

的检测，观察其在口腔白斑癌变过程中的变化，可为

口腔鳞癌的早期诊断、治疗以及预后提供理论依据。

1 资料与方法

1.1 资料

1.1.1 临床资料 选取 2015年 3～10月于湖北三

峡职业技术学院附属医院口腔科收治的患者，口腔

正常黏膜组织 12例；口腔黏膜白斑 11例，口腔鳞癌

8例，标本来自宜昌市中心医院和一医院口腔科。所

有患者均有完整的随访资料，术后均由病理科确诊。

1.1.2 主要试剂 鼠抗人抗体 Bcl-2和鼠抗人抗体

CDK2AP1（购自上海博英生物有限公司），二步法检

测试剂盒、即用型 SABC试剂盒和酶底物 DAB显色

剂（北京中杉金桥生物技术有限公司提供），Oligod T

（购自上海生工生物有限公司），逆转录酶 Revert Aid TM

M-MuLV（购自美国 Fermentas公司），SYBR Premix

Ex Taq TM（购自 TaKaRa公司），Bcl-2、CDK2AP1和

β-actin基因的引物（由上海铂尚生物合成）。

1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学（免疫组化）结果分析 Bcl-2

蛋白主要表达在细胞浆内，棕黄色颗粒；CDK2AP1

蛋白主要表达在细胞浆内，呈棕黄色颗粒。在高倍镜

下进行结果评估方法参照 CAMPO 等[4]标准综合计

分。基本不着色为 0分，着色弱为 1分，着色中度的

为 2分，着色强的为 3分；阳性细胞数所占比例为 4

个等级：0～5%为 0 分，6%～25%为 1 分，25%～

50%为 2分，50%～为 3分。最后以阳性细胞的百分

比和染色强度计分之和所得的总分进行结果判定：0

分为阴性（-）；1、2分为弱阳性（+）；3、4分为中等阳

性（++）；5分或 6分以上为强阳性（+++）。

1.2.2 实时荧光定量 PCR（quantitative real-time

polymerase chain reaction，qRT-PCR）分析 提取

细胞总 RNA，逆转录合成 cDNA后，用 Taq Man U-

niversal PCR Master Mix 和 Taq Man microRNA

Assay Kit 检测样本中 Bcl-2 mRNA、CDK2AP1

mRNA含量。采用的特异性引物序列为见附表。

反应条件为 95℃ 5 min 变性；95℃ 30 s，60℃

40 s，40个循环，反应结束后得到各个标本和内参

β-actin的基本循环数（Ct值）。根据公式计算目的

基因相对含量：2-△△Ct，即 Bcl-2 mRNA、CDK2AP1

mRNA的相对含量，实验重复 3次。

1.3 统计学方法

数据分析采用 SPSS 18.0统计软件，计量资料以

均数±标准差（x±s）表示，比较做秩和检验（ 检

验）， <0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 Bcl-2蛋白表达情况

Bcl-2蛋白在人正常口腔黏膜组织中阳性细胞

分散在上皮基底层；在口腔黏膜白斑组织中随着上

皮异常增生程度的增加，其阳性细胞也呈进一步的

增加，分布范围从上皮基底层向表层扩散，甚至可

达上皮全层；在口腔鳞癌组织中，Bcl-2蛋白分布于

浸润性鳞癌的癌性团块、条索和浸润癌细胞之中。见

图 1。

在人正常口腔黏膜上皮细胞中 Bcl-2蛋白微量

或少部分阳性表达，其平均阳性率为（2.72±1.45）%，

在口腔白斑上皮细胞平均阳性率为（19.29±8.18）%。

而在口腔鳞癌细胞组织中 Bcl-2 蛋白大部分组织

呈阳性表达，细胞平均阳性率为（57.20±19.37）%。

3组 Bcl-2蛋白表达差异有统计学意义（ =23.504，

=0.000），且经两两比较，任意两组间 Bc1-2 蛋白

细胞阳性率差异有统计学意义（ <0.05）。

附表 Bcl-2 mRNA、CDK2AP1 mRNA的引物序列

基因 引物

-2 正向：5'-GGTGGGGTCATGTGTGTGG-3'

反向：5'-CGGTTCAGGTACTCAGTCATCC-3'

2 1 正向：5'-GCTGCGAAGTGGAAACCATC-3'

反向：5'-CCTCCTTCTGCACACATTTGAA-3'

正向：5'-CCAACCGCGAGAAGATGA-3'

反向：5'-CCAGAGGCGTACAGGGATAG-3'
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A 正常口腔黏膜组织 B 口腔黏膜白斑组织 C 口腔鳞癌组织

图 1 Bcl-2蛋白在不同组织中的表达

A 口腔正常黏膜组织 B 口腔黏膜白斑组织 C 口腔鳞癌组织

图 2 CDK2AP1蛋白在不同组织中的表达

2.2 CDK2AP1蛋白表达情况

CDK2AP1蛋白在人正常口腔黏膜组织中阳性

细胞分散在上皮基底层，在口腔黏膜白斑组织中随

着上皮异常增生程度的增加而减少，在口腔鳞癌组

织中，CDK2AP1 蛋白分布于浸润性鳞癌的癌性团

块、条索和浸润癌细胞之中，癌组织中癌巢周围的

阳性表达强于癌巢中央，阳性细胞数进一步减少。见

图 2。

在人正常口腔黏膜上皮中 CDK2AP1蛋白大部

分组织呈阳性表达，其细胞平均阳性率为（62.68±

11.07）%，在口腔白斑上皮细胞平均阳性率为

（25.68±8.17）%。而在口腔鳞癌细胞组织中 CDK2AP1

蛋白微量或少部分阳性表达，细胞平均阳性率为

（7.87±2.18）%。经统计学分析，在口腔正常黏膜、口

腔黏膜白斑、口腔鳞状细胞癌中 CDK2AP1蛋白表

达差异有统计学意义（ =25.172， =0.000），且经两

两比较，任意两组间 CDK2AP1蛋白表达差异有统

计学意义（ <0.05）。

2.3 Bcl-2 mRNA表达情况

正常口腔黏膜、口腔黏膜白斑和口腔鳞状细胞

癌组织中 Bcl-2 mRNA表达水平组间比较，差异有

统计学意义（ =36.840， =0.000），两两比较结果显

示，口腔白斑组织中 Bcl-2 mRNA表达水平与正常

口腔黏膜组织中 Bcl-2 的 mRNA 表达水平相比前

者升高，差异有统计学意义（ <0.05），而口腔鳞癌

组织中 Bcl-2的 mRNA表达水平最高（ <0.05），与

口腔黏膜白斑组织和正常口腔黏膜组织比较差异

有统计学意义（ <0.05）。

2.4 CDK2AP1 mRNA表达情况

正常口腔黏膜、口腔黏膜白斑和口腔鳞状细胞

癌组织中 CDK2AP1 mRNA表达水平组间比较，差

异有统计学意义（ =19.271， =0.000），两两比较结

果显示，口腔黏膜白斑组织中 CDK2AP1 mRNA表

达水平比口腔鳞癌组织中 CDK2AP1的 mRNA表达

1）与正常口腔黏膜组织比较， <0.05；2）与口腔黏膜白斑组织比较， <0.05

图 3 Bcl-2 mRNA、CDK2AP1 mRNA在正常口腔黏膜组织、口腔黏膜白斑组织、口腔鳞癌组织中的相对表达情况
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水平提高，差异有统计学意义（ <0.05），而口腔正常

黏膜中 CDK2AP1的 mRNA表达水平在 3者之中最

高，与口腔黏膜白斑组织和口腔鳞癌组织比较差异

有统计学意义（ <0.05）。

3 讨论

-2基因是一种抑制凋亡基因，该蛋白位于

细胞中的线粒体内膜、核膜及胞浆内质网膜上 [5]。

Bc1-2可以通过抑制细胞凋亡，破坏细胞的动态平

衡，导致癌变[6]。本研究发现，Bc1-2蛋白在正常口腔

黏膜可见微量表达，在口腔黏膜白斑中呈部分阳性

表达，在口腔鳞状细胞癌组织中呈强阳性表达，各组

间 Bc1-2蛋白的表达有差异，可推断 Bc1-2蛋白在

口腔黏膜白斑和口腔鳞癌的发病过程中可能是通过

抑制细胞凋亡，从而使 DNA受损的细胞得以存活、

复制，破坏细胞的动态平衡，继而诱导癌基因的激活

和抑癌基因的失活，产生癌变[7-8]。Bc1-2蛋白在鳞癌

细胞中的表达较白斑上皮细胞的表达水平增高，可

能是在鳞癌组织中有更多的 DNA受损细胞得以存

活、累积，使得 Bcl-2在鳞癌细胞中的表达水平增

高，这或许能为口腔鳞癌的治疗提供一个新思路。

CDK2AP1是在仓鼠的口腔癌模型研究中最先

被 TODD 等发现 [9]，在细胞各周期的调控过程中起

到很大作用，可以让各种信号在细胞内外进行传递，

通过整合汇集到细胞核，进而调控细胞的增殖[10-11]。

在细胞的增殖过程中，依赖性激酶 CDK4C能和 Gi/S

期转换的调控因子 DK2AP1发生特异性结合，进一

步让 S期相关基因的转录启动，从而加剧 G期的细

胞进入 S期，最终让细胞增殖失去控制[12-13]。由此可

见口腔黏膜组织的病变发生与细胞周期调控机制紊

乱关系密切，细胞周期的调控因子发生异常变化可

以导致细胞出现失控性生长，而促进肿瘤细胞的增

殖[14]。本实验结果显示，在口腔正常黏膜组织、口腔

黏膜白斑组织和口腔鳞癌组织中 CDK2AP1表达率

依次降低。各组间有差异，说明 CDK2AP1在口腔黏

膜组织恶变的初始阶段就已经参与并起到一定的

作用，并且在口腔黏膜中的阳性表达率有随着组织

的恶变程度增强而减弱的趋势，可以初步判断

CDK2AP1蛋白与口腔的恶性病变程度相关。

综上所述，同时用免疫组化和 qRT-PCR两种

方法检测 Bc1-2蛋白和 CDK2AP1蛋白在口腔黏膜

白斑和口腔鳞癌中的表达情况，不仅可以了解口腔

白斑和口腔鳞癌的癌变过程，而且可以为患者早期

诊断和干预提供分子生物学支持。
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