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　　摘　要：　目的　比较舌癌患者和正常人中转移相关蛋白２（ｍｅｔａｓｔａｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ２，ＭＴＡ２）的ｍＲＮＡ和
蛋白表达水平，并探讨其差异的临床意义。方法　选取经病理确诊为舌鳞癌患者９５例，同时选取癌旁正常舌黏膜
２５例；同期另各取２０例舌癌组织与２０例癌旁正常上皮组织，采用免疫组化方法检测９５例确诊为舌癌组织及２５例
相应癌旁正常舌黏膜上皮组织中ＭＴＡ２的表达；采用 ＲＴ－ＰＣＲ和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ分别检测２０例舌癌组织与癌旁正
常上皮组织中ｍＲＮＡ和蛋白的表达。分析ＭＴＡ２在舌癌组织中的表达与患者的性别、年龄及癌组织分化程度的关
系。结果　ＭＴＡ２的ｍＲＮＡ和蛋白在舌癌组织中的表达明显高于癌旁组织（Ｐ＜０．０５）。ＭＴＡ２在舌癌组织中的表
达与患者性别、年龄无显著相关（Ｐ＞０．０５），而与癌组织的分化程度呈负相关（Ｐ＜０．０５）。结论　ＭＴＡ２在舌癌组
织中的表达高于癌旁组织，ＭＴＡ２的表达与癌组织的分化程度呈负相关。
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　　舌癌是口腔颌面部常见的一种恶性肿瘤，有研
究表明舌癌通常在４０岁以后发病，其中男性比女性

患舌癌的概率高出１０％［１］。目前研究发现，吸烟酗

酒、镶嵌假牙，咀嚼甜菜属坚果以及在部分亚洲国家

常见的一些咀嚼物等因素与舌癌的发生发展密切相

关，但其具体的发病机制尚不清楚［２］。转移相关蛋

白（ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ－ａｓｓｏｅｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＴＡ）家族总共有
·９４４·
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３个成员：ＭＴＡ１、ＭＴＡ２和ＭＴＡ３，ＭＴＡ１在实质固态
瘤中高表达，包括乳腺癌、食管癌、胰腺癌以及肝癌，

与癌细胞的侵袭和迁移成正相关［３］。目前有研究

表明ＭＴＡ２与头颈部鳞癌存在相关性，但目前还没
有关于ＭＴＡ２与舌鳞癌的关系报道，因此本文拟采
用免疫组化、ＲＴ－ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的方法来观
察ＭＴＡ２在舌癌中表达的变化并探讨其临床意义，
为舌鳞癌的发病机制的研究提供新的线索。

１　资料与方法

１．１　临床资料
选取２０１４年１０月～２０１５年４月湖南省肿瘤医

院耳鼻咽喉头颈外科外科手术切除并经病理确诊为

舌鳞癌的９５例患者，癌旁正常舌黏膜２５例。舌癌患
者中男６０例，女３５例；大于４０岁组为５０例，小于
４０岁组为４５例。分化程度：高－中分化５５例，低分
化４０例。全部病例术前均未做放疗和化疗，我们另
分别取２０例舌癌组织与癌旁正常上皮组织（经病理
证实无瘤组织浸润）的新鲜标本提取蛋白及ｍＲＮＡ。
１．２　研究方法
１．２．１　免疫组织化学染色　用３７％福尔马林（甲醛
溶液）固定组织、石蜡包埋后进行石蜡切片。二甲苯

处理使切片脱蜡、再用梯度酒精水化，最后目的蛋白

的表达情况用链霉素抗生物素蛋白—过氧化物酶法

检测。阴性对照选用ＰＢＳ溶液代替。免疫组化结果
均由２位病理医师单独做出病理诊断。对于评分结
果不一致的切片结果再由两位医师讨论后重新评分，

直到取得一致性。在每张切片中计数统计４００个左
右的肿瘤细胞，如果切片内阳性细胞数＞１０％则被判
定为ＭＴＡ－２阳性表达，否则为阴性表达。
１．２．２　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ　向舌组织加入裂解液 ｌｙｓｉｓ
ｂｕｆｆｅｒ（２０ｍＭＴｒｉｓ－ＨＣｌ，１ｍＭＥＤＴＡ，５０ｍＭＮａＣｌ，
５０ｍＭＮａＦ，１ｍＭＮａ２ＣＯ４，１％ Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ１００，１ｍＭ
ＰＭＳＦ），将其剪碎，冰上充分匀浆、裂解；离心并吸取
上清；利用考马斯亮蓝法测定蛋白样品的浓度。将

蛋白样品置于 １００℃沸水中，使其变性。制胶、上
样、电泳和转膜后，加入 ＨＲＰ标记的山羊抗小鼠二
抗，室温孵育，ＴＢＳＴ洗涤３次，于暗房中用 ＥＣＬ发
光显色。用ＢｉｏＩｍａｇｉｎｇＳｙｓｔｅｍ采集蛋白条带后进行
灰度值测定。目的蛋白与 β－ａｃｔｉｎ的灰度值比值
即为该样品的蛋白相对含量。

１．２．３　Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ　取组织标本取下立即置
于液氮中，舌癌和癌旁组织 ＲＮＡ采用 Ｔｒｉｚｏｌ法提

取。采用逆转录试剂盒，再行 Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ检测
舌癌和癌旁组织中ＭＴＡ２的ｍＲＮＡ表达水平。ＰＣＲ
反应在ＡＢＩ７５００Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ系统上进行。引物
由上海生物工程有限公司。ＰＣＲ引物购于铂尚生
物公司，引物序列如下：ＭＡＴ２：Ｆ－ＴＧＴＡＣＣＧＧＧＴ
ＧＧＧＡＧＡＴＴＡＣ，Ｒ－ＴＧＡＧＧＣＴＡＣＴＡＧＡＡＡＴＧＴＣＣＣ
ＴＧ；β－ａｃｔｉｎ：Ｆ－ＧＡＧＣＴＡＣＧＡＧＣＴＧＣＣＴＧＡＣＧ，Ｒ－
ＧＴＡＧＴＴＴＣＧＴＧＧＡＴＧＣＣＡＣＡＧ。根据溶解曲线，采
用２－△△ＣＴ法处理Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ数据，以对照
组ｍＲＮＡ的表达水平为１００％，对目的基因的 ｍＲ
ＮＡ表达进行分析处理。
１．３　统计学处理

应用ＳＰＳＳ１７．０软件对所有数据进行统计学分
析。采用Ｐｅａｒｓｏｎ＇ｓＣｈｉ－Ｓｑｕａｒｅ检验分析ＭＴＡ－２的
表达与舌癌患者临床病理因素的关系。ＲＴ－ＰＣＲ和
ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果采用 Ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ－ＳａｍｐｌｅｓＴ检验
分析，数据采用 珋ｘ±ｓ表示。规定Ｐ＜０．０５为差异具
有统计学意义。

２　结果

２．１　ＭＴＡ－２在舌癌组织和舌癌旁组织中的蛋白表达
免疫组化染色显示，ＭＴＡ－２在舌癌旁组织中

为阴性表达（０％，０／２５），而在舌癌组织中 ＭＴＡ－２
呈现高表达，且阳性信号主要定位于胞核，其阳性表

达率为６７．３８％（６４／９５），明显高于癌旁组织的表达
水平（Ｐ＜０．０５）。见图１。

图１　ＭＴＡ－２在癌旁组织及舌癌中的表达　（免疫组化
×２００）　Ａ：ＭＴＡ－２在癌旁组织中呈阴性表达；Ｂ：ＭＴＡ－
２在舌癌组织中高表达

２．２　舌鳞癌患者中 ＭＴＡ２在不同临床病理因素间
的表达

ＭＴＡ２在舌鳞癌患者中的表达与性别（χ２＝
０．１３，Ｐ＞０．０５），年龄（χ２＝３．１５，Ｐ＞０．０５）无明显
相关性；ＭＴＡ２在舌鳞癌中的表达与肿瘤的分化程
度有关，两者之间差异有统计学意义（χ２＝５．３１，Ｐ＜
０．０５）。具体数据见表１。
·０５４·
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表１　ＭＴＡ２表达与舌鳞癌患者临床病理因素的关系［例（％）］

组别
ＭＴＡ２

阳性 阴性 阳性率
χ２ Ｐ

性别

　男 ３２ ２８ ５３．３ ０．１３ ＞０．０５
　女 ２０ １５ ５７．１
年龄（岁）

　≥４０ ２２ ２８ ４０ ３．１５ ＞０．０５
　＜４０ ２８ １７ ６６．７
分化程度

　高－中分化 ３０ ２５ ５４．５ ５．３１ ＜０．０５
　低分化 ３１ ９ ７７．５

２．３　ＭＴＡ－２的ｍＲＮＡ在舌癌组织及癌旁组织的表达
选取２０例新鲜的舌癌标本和相应的癌旁正常

舌黏膜组织的总 ＲＮＡ，运用 ＲＴ－ＰＣＲ检测了这些
样本中ＭＴＡ－２的ｍＲＮＡ表达情况。１／３／５组样品
为３次独立提取的舌癌组织的 ｍＲＮＡ，２／４／６位对
于的３次独立提取的舌癌旁组织的ｍＲＮＡ。结果显
示：与舌癌旁组织比较，舌癌组织中ＭＴＡ２的ｍＲＮＡ
的表达水平显著上调（Ｐ＜０．０５）。具体见图２。
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图２　ＲＴ－ＰＣＲ检测 ＭＴＡ２ｍＲＮＡ在舌癌组织及癌旁组织
的表达情况　Ａ：ＭＴＡ－２的 ｍＲＮＡ在舌癌组织中以及舌癌
旁组织中的表达情况；Ｂ：两组灰度数据量化分析ＭＴＡ－２的
ｍＲＮＡ水平

２．４　ＭＴＡ－２的蛋白在舌癌组织及癌旁组织的表
达情况

采用ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测了这些样本中 ＭＴＡ－２
的蛋白表达。为了更好更直观的分析蛋白水平，我

们用灰度分析软件对电泳结果图进行灰度分析，

１／３／５组样品为３次独立提取的舌癌组织的蛋白，
２／４／６位对于的３次独立提取的舌癌旁组织的蛋白。
舌癌组织中ＭＴＡ２的蛋高表达显著高于舌癌旁组织
（Ｐ＜０．０５）。具体见图３。
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图３　ＭＴＡ－２的蛋白在舌癌组织及癌旁组织的表达情况　
Ａ：ＭＴＡ－２的蛋白在舌癌组织中以及舌癌旁组织中的表达
情况；Ｂ：两组灰度数据量化分析ＭＴＡ－２的蛋白水平

３　讨论

目前舌癌准确的发病机制尚不十分清楚，特别

是诱发舌癌的因素在不同的国家和地区发生都不尽

相同，因此探寻其病因和发病机制具有重要的现实

意义。肿瘤转移相关基因（ｍｅｔａｓｔａｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄ，
ＭＴＡ）在肿瘤的发生和转移中发挥着关键作用，
ＭＴＡ家族总共有 ３个 成 员：ＭＴＡ１、ＭＴＡ２和
ＭＴＡ３［４］。ＭＴＡ－２基因是属于 ＭＴＡｓ家族成员之
一，ＭＴＡ２在蛋白质结构上与 ＭＴＡ１高度同源，都是
由核小体结构和组蛋白脱乙酰化（ｈｉｓｔｏｎｅｈｉｓｔｏｎｅ
ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ，ＮｕＤＲ）酶复合体组成，ＭＴＡ２的功能与
ＭＴＡ１相似。人的ＭＴＡ－２蛋白分子量约为７０ＫＤ，
主要在细胞核中表达，定位在人染色体的１１ｑ１２－
１３．１［５］。ＭＴＡ２包含了１８个外显子，这些外显子的
碱基个数大约都在２８至２２９ｂｐ之间变动，ＭＴＡ２基
因有１７个内含子，除了有３个内含子比较大，均超
过１ＫＢ，其余１６个内含子都很小。启动子在 ＡＴＧ
上游３５０ｂｐ左右的位置，分子结构中有ＧＡＴＡ锌脂
模体区域和亮氨酸链区域［６］。

ＭＴＡ２还可以调节 Ｔｗｉｓｔ介导的主细胞状态的
活性［７］。Ｔｗｉｓｔ是胚层诱导和上皮间质转化过程中
必不可少的因素［８］。Ｆｕ及其同事发现，Ｔｗｉｓｔ能够
结合含有 ＭＴＡ２的 Ｍｉ２ＮｕＲＤ复合物，而这个复合
物是钙黏蛋白抑制、迁移、侵袭和转移必备条件［９］。

然而，更充分的定义 ＭＴＡ２、细胞核调节因子和 Ｒｈｏ
信号通路的复杂关系需要进一步深入研究。自从报

·１５４·
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道在卵巢颈癌中发现 ＭＴＡ２有高表达以来，ＭＴＡ２
逐渐被发现并报道在多种肿瘤中表达，ＭＴＡ－２不
仅在正常的组织如心、肝、肺、肾等组织中均有所表

达，而且在人类恶性肿瘤中的表达是异常的，说明

ＭＴＡ－２基因在生理和病理机制中发挥着双重功
能［１０］。目前认为核小体重塑活性的组蛋白脱乙酰

基酶（ｎｕｃｌｅｏｓｏｍｅｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇｄｅａｃ－ｅｔｙｌａｓｅ，ＮｕＲＤ）
的亚基有多个，ＭＴＡ－２则是其中的一个成员，细胞
分裂是ＭＴＡ２表达水平很高，说明 ＭＴＡ２与生物个
体的发育密切相关。ＭＴＡ－２和 ＭＴＡ－１功能很
近，但是它们两者参与组成的复合物是不同的，ＭＴＡ
－２具有相对保守的基因转录抑制结构，而ＭＴＡ－１
是具有细胞特异性的。

ＭＴＡ２作为发现时间较晚的肿瘤相关基因，其
基础研究工作目前尚不充分，现阶段研究认为

ＭＴＡ２是肿瘤细胞转移传播途径的关键调控基
因［１１］。大多数研究突出了ＭＴＡ２在癌转移级联反应
的基本过程中的调节作用，尤其是细胞骨架和细胞运

动。同时亦有研究发现ＭＴＡ２与雌激素受体α通过
影响雌激素靶基因的表达参与了肿瘤的发生和发展

过程，甚至有研究发现ＭＴＡ２与肿瘤血管生成存在可
能的相关性，但目前ＭＴＡ２其他癌基因和抑癌基因的
联系尚不完全知晓。ＭＴＡ２在舌癌中的研究甚少，其
与舌癌的临床病理特征间的联系仍没有相关研究。

ＭＴＡ２在肿瘤发生发展过程中作用机制仍有较
多关键问题尚未解决。虽然ＭＴＡ２和Ｒｈｏ信号通路
被认为是形成前馈式调节循环机制，但是这种调节

方式的分子机制尚未被充分阐述。在未来的研究中

需要继续揭示更多有关此方式的机制和增进对调控

细胞运动过程的探索。ＭＴＡ２是近些年发现的肿瘤
转移相关蛋白家族的成员之一，是核小体重塑的核

心组件并在组蛋白的去乙酰化中起着复杂的作用，

ＭＴＡ２是细胞骨架组织和转录的中央枢纽，并为细
胞核和细胞骨架组织提供联系。目前ＭＴＡ－２在乳
腺癌、扁桃体癌、肺癌等恶性肿瘤中的研究颇多，但

在舌癌中的研究报道目前还较少。通过对 ＭＴＡ家
族的研究概况的认识、其介导肿瘤转移的分子机制

进行学习，同时对 ＭＴＡ２在舌癌的研究前景进行展
望，旨在为该类疾病的诊疗提供新思路。

本文为了进一步了解 ＭＴＡ２与舌癌发生的关
系，检测ＭＴＡ２在舌癌中的表达情况，利用多种手段
如免疫组化、ｑＰＣＲ以及蛋白质印记证实了ＭＴＡ２在
舌癌组织的表达也是上升的，这就进一步确认了

ＭＴＡ２与舌癌的发病存在必然联系，也确认了ＭＴＡ２

在舌癌这类肿瘤中也是高表达的，提示 ＭＴＡ２可能
是舌癌的一个分子标记。

今后将进一步研究在舌癌细胞系中，ＭＴＡ－２
蛋白对瘤细胞生物学行为的影响（包括细胞增殖，

细胞凋亡，侵袭转移，形态学变化等），已知有多条

信号通路与肿瘤发生相关，目前研究最透彻的就是

ＴＧＦ－β信号通路，我们试图探究 ＭＴＡ２对 ＴＧＦ－β
信号通路的影响，并通过染色质免疫共沉淀技术深

入研究ＭＴＡ－２在肿瘤组织中的直接靶基因。相信
随着研究的深入，对 ＭＴＡ２的作用机制进行详细研
究后，将会为未来开发出针对 ＭＴＡ－２的肿瘤生物
靶向治疗药物提供重要的实验和理论依据。
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