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【摘要】 目的 探讨自噬相关蛋白人第 10号染色体缺失的磷酸酶及张力蛋白同源基因（phosphatase and ten⁃
sinhomology deleted on chromosome ten，PTEN）、微管相关蛋白1轻链3（microtubule⁃associated protein 1 light chain 3，
MAP1LC3）在舌鳞状细胞癌（tongue squamous cell carcinoma，TSCC）、癌前病变及癌旁组织中的表达及相关性，

探讨其与 TSCC发生、发展及转移的关系。方法 采用免疫组化 SP法检测 46例 TSCC手术标本及 13例癌前病

变、13例癌旁组织标本中 PTEN、MAP1LC3的蛋白表达，分析其与临床病理特征间的关系。结果 PTEN（c2 =
9.905，P = 0.007）、MAP1LC3（c2 = 9.577，P = 0.008）在 TSCC组织、癌前病变、癌旁组织中的蛋白表达差异有统

计学意义。在 TSCC中，PTEN蛋白的阳性表达率（34.78%）明显低于癌旁组织（69.23%，c2 = 4.926，P = 0.026）
及癌前病变组织（76.92%，c2 = 7.302，P = 0.007）；MAP1LC3蛋白的阳性表达率（28.26%）明显低于癌旁组织

（61.53%，c2 = 4.896，P = 0.027）及癌前病变组织（69.23%，c2 = 7.275，P = 0.007），差异均有统计学意义。

PTEN与MAP1LC3蛋白表达与患者年龄、性别、吸烟、饮酒、细胞分化无关（P＞0.05）。颈淋巴结从无转移到转

移以及临床分期越晚，PTEN蛋白及MAP1LC3蛋白的阳性表达率降低，差异有统计学意义（P < 0.05）。PTEN
和MAP1LC3两种蛋白在复发组中阳性表达率皆较低，复发组与非复发组 PTEN的蛋白表达差异有统计学意

义（c2 = 4.269，P = 0.039），而复发组与非复发组MAP1LC3的蛋白表达差异尚无统计学意义（c2 = 0.343，P =
0.453）。PTEN 与 MAP1LC3 蛋白阳性表达呈正相关。结论 自噬相关蛋白 PTEN 与 MAP1LC3 的低表达与

TSCC的临床病理特征相关，对TSCC的诊断与预后有一定参考价值。
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【Abstract】 Objective This study aims to evaluate the expression of autophagy⁃related protein cancer phosphatase
and tensinhomology deleted on chromosome ten (PTEN) and microtubule⁃associated protein 1 light chain 3 (MAP1LC3)
and investigate its significance in tongue squamous cell carcinoma (TSCC). Methods About 46 TSCC samples, 13 cas⁃
es of precancerous lesion and 13 cases of adjacent tissues were enrolled. Immunohistochemistry were performed to ex⁃
amine the expression of PTEN, MAP1LC3. Statistical analyses were carried out to assess the associations among clinic
pathologic parameters. Results The positive expression rate of PTEN (34.78%) in TSCC was significantly lower than
that in adjacent tissues (69.23%, c2 = 4.926, P = 0.026) and precancerous lesions (76.92%, c2 = 7.302, P = 0.007). The
positive expression rate of MAP1LC3 (28.26%) in TSCC was significantly lower than that of adjacent tissues (61.53%,
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c2 = 4.896, P = 0.027) and precancerous lesions (69.23%, c2 = 7.275, P = 0.007), the difference was statistically signifi⁃
cant. The expression of PTEN and MAP1LC3 was not correlated with age, sex, smoking, alcohol consumption and cell
differentiation (P > 0.05). There was a significant difference in the expression of PTEN and MAP1LC3 in subgroup with
different clinical stage and in subgroup with or without lymph node metastasis (P < 0.05). There is a significant differ⁃
ence in the tumor recurrence between PTEN protein expression positive subgroup and PTEN protein expression nega⁃
tive subgroup (c2 = 4.629，P = 0.039), and there was no significant difference in the tumor recurrence between
MAP1LC3 protein expression positive subgroup and MAP1LC3 protein expression negative subgroup (c2 = 0.343，P =
0.453). There was a positive correlation between PTEN and MAP1LC3. Conclusion The expression of PTEN and
MAP1LC3 suggested that autophagy associated proteins play a pivotal role in the progression, diagnosis and prognosis of
TSCC. Down⁃regulation of PTEN and MAP1LC3 was observed in TSCC.
【Key words】 Tongue squamous cell carcinoma; Autophagy; PTEN; MAP1LC3; Prognosis

舌鳞状细胞癌（tongue squamous cell carcinoma，
TSCC）是最常见的口腔恶性肿瘤之一，其颈部淋巴

结转移发生较早，转移率高。临床通常采用以手术

治疗为主辅以放疗、化疗的综合治疗，其5年生存率

在 50%左右［1］。为寻找新的治疗可能，提高患者生

存率，自噬（autophagy）在肿瘤发生、发展过程中的

“双刃剑”作用受到重视。自噬是真核细胞中一种

高度保守的细胞生物学行为，是细胞的自体吞噬、

消化的过程，为细胞提供营养物质和能量，维持细

胞的代谢平衡，缓解应激压力［2］。自噬在细胞基础

水平可能有助于细胞存活，但过度自噬的活化可

能通过细胞的自降解导致细胞死亡。自噬潮（au⁃
tophagic flux）是指通过微管相关蛋白 1轻链 3（mi⁃
crotubule⁃associated protein 1 light chain 3，MAP1LC3）
在不同条件下的浓度变化来描述自噬活性［3］，

MAP1LC3的表达和MAP1LC3⁃Ⅰ至MAP1LC3⁃Ⅱ的

转化程度为自噬水平的重要标志［4］。目前，自噬相

关通路以磷脂酰肌醇⁃3⁃激酶（Phosphatidyl inositol
3 kinase，PI3K）信号通路研究较为热门，人第 10
号染色体缺失的磷酸酶及张力蛋白同源基因

（phosphatase and tensinhomology deleted on chromo⁃
some ten，PTEN）可通过负调控PI3K，诱导细胞发生

自噬，为细胞自噬的正调控因子［5］。本研究利用免

疫组化技术，检测 PTEN、MAP1LC3蛋白在 TSCC中

的表达，探讨二者与TSCC的相关性。

1 材料和方法

1.1 主要试剂与仪器

鼠抗人 PTEN 单克隆抗体和兔抗人 MAPlLC3
多克隆抗体（Abcam公司，英国）；PV⁃9001超敏型

二步法试剂盒；复合消化酶、抗原修复液、抗体稀

释液；3，3⁃二氨基联苯胺（dia minobenzidine，DAB）
显色试剂盒（北京中杉金桥生物技术有限公司）；

pH 值为 7.0、0.01 mol/L 磷酸盐缓冲液（phosphate
buffered solution，PBS）。

1.2 标本与切片制备

标本均取自 2011 年 1 月—2014 年 12 月天津

市口腔医院颌面外科病房手术患者的石蜡标本，

TSCC 46例；术后病理发生颈淋巴结转移的 17例，

未发生颈淋巴结转移的29例，随访至2015年12月，

未发生颈淋巴结转移的 29例患者中，7例出现复

发或继发颈淋巴结转移。对照组癌旁组织 13例，

均取自口腔癌组织 1.5 cm以内的组织，癌前病变

13例，为舌白斑伴上皮异常增生。所有患者均知

情同意，所有病例均未经过任何化疗和放疗。

46 例 TSCC 患者中男性 30 例，女性 16 例，年

龄 24～77 岁，中位年龄 60 岁，平均 57.5 岁；其中

高分化 25 例，中低分化 21 例。将蜡块标本连

续切片 3 张，每张切片厚 5 μm，1 张进行 HE 染

色，2张进行免疫组织化学染色。

1.3 免疫组织化学染色

组织切片经二甲苯脱蜡、乙醇脱水，保持湿

润，水浴中煮沸 15 min行抗原热修复，PBS冲洗，滴

加H2O2封闭 10 min，去除过氧化物酶活性，PBS冲

洗，滴加适当稀释的一抗（MAPlLC3：1∶200，PTEN
为工作液），37 ℃孵育 90 min。

PBS冲洗，滴加二抗，37 ℃孵育 30 min，PBS冲

洗（上述 PBS冲洗都是用 0.01 mol/L PBS缓冲液振

洗 3次，每次 2 min），显色剂显色，流水冲洗，苏木

精复染，脱水，封片。

1.4 免疫组织化学结果判定

判定方法采用半定量评分，以胞膜或胞质内
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出现黄色至棕黄色颗粒为阳性。

评价标准：A为染色强度，用 0、1、2、3分别代

表不染色、淡黄色、黄色、棕黄色；在 400倍高倍镜

下任意计数 5个视野，观察阳性细胞的染色强度；

B 为阳性细胞的比例评分，阳性染色细胞数＜1%
计 0分，1%≤阳性细胞数＜11%计 1分，11%≤阳性

细胞数＜50%计 2分，阳性细胞数≥50%时计 3分。

最后评分为：I = A × B，0～3分为阴性，I≥4分为阳

性［6］。

所有结果由两名病理医生在没有临床信息的

情况下进行独立评估。如结果有差异，协商后统一

结果。

1.5 统计学方法

应用 SPSS 21.0软件包进行数据分析，计数资

料的比较采用卡方检验，通过 Fisher检验校正，相

关性分析采用 Spearman等级相关分析，以 P＜0.05
为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 PTEN蛋白和MAP1LC3蛋白免疫组化检测结

果及阳性率表达

PTEN蛋白及MAP1LC3蛋白阳性表现为胞膜

或胞质中出现黄色或棕黄色颗粒（图 1）。PTEN蛋

白在 TSCC中的阳性表达率明显低于其在癌旁组

织（c2 = 4.926，P = 0.026）及癌前病变（c2 = 7.302，
P = 0.007）中的阳性表达率；MAP1LC3 蛋白在

TSCC 中的阳性表达率低于蛋白癌前病变（c2 =
7.275，P = 0.007）及癌旁组织（c2 = 4.896，P = 0.027）
中的阳性表达率。两者间差异均有统计学意义

（P < 0.05）（表 1）。

a b c

d e f

a：MAP1LC3在 TSCC中的表达；b：MAP1LC3在癌前病变中的表达；c：MAP1LC3在癌旁组织中的表达；d：PTEN在 TSCC中的表达；

e：PTEN在癌前病变中的表达；f：PTEN在癌旁组织中的表达。MAP1LC3：微管相关蛋白 1轻链 3；PTEN：人第 10号染色体缺失的磷

酸酶及张力蛋白同源基因；TSCC：舌鳞状细胞癌。

图 1 MAP1LC3、PTEN蛋白在TSCC、癌前病变、癌旁组织中的表达 免疫组化 ×200
Figure 1 The expression of MAP1LC3 and PTEN on tongue cell squamous cell carcinomas，oral precancer lesions and adja⁃
cent tissues IHC × 200

2.2 PTEN 蛋白、MAP1LC3 蛋白的表达与 TSCC 临

床病理特征的关系

PTEN 蛋白、MAP1LC3 蛋白的表达与患者的

年龄、性别、吸烟、饮酒、组织学类型均无明显相

关性（P＞0.05）；随着颈淋巴结从无转移到转移

以及临床分期越晚，PTEN 蛋白及 MAP1LC3 的

阳性表达率降低，差异有统计学意义（P＜0.05）
（表 2）。
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检测部位

舌癌组织

癌旁组织

癌前病变

合计

c1
2值

P1值

c2
2值

P2值

c3
2值

P3值

例数

46
13
13
72

PTEN表达

阳性

16
9
10
35

9.905
0.007
4.926
0.026
7.302
0.007

阴性

30
4
3
37

阳性率（%）

34.78
69.23
76.92

MAP1LC3表达

阳性

13
8
9
30

9577
0.008
4.896
0.027
7.275
0.007

阴性

33
5
4
42

阳性率（%）

28.26
61.53
69.23

表 1 PTEN蛋白和MAP1LC3蛋白在癌组织与癌旁组织中的表达

Table 1 The expression of PTEN and MAP1LC3 on tongue cell squamous cell carcinomas，oral precancer lesions n

注 c1
2值和 P1值为 3组的整体比较；c2

2值和 P2值为舌癌组织和癌旁组织比较；c3
2值和 P3值为舌癌组织和癌前病变比较。PTEN：人第 10号

染色体缺失的磷酸酶及张力蛋白同源基因；MAP1LC3：微管相关蛋白 1轻链 3。

临床病理特征

性别
男
女

年龄
≤60
＞60

吸烟
是
否

饮酒
是
否

临床分期
Ⅰ期
Ⅱ期
Ⅲ期
Ⅳ期

临床分期
Ⅰ+Ⅱ期
Ⅲ+Ⅳ期

病理分级
高分化
中/低分化

淋巴结转移
有
无

例数

30
16
26
20
25
21
18
28
10
13
11
12
23
23
25
21
17
29

PTEN蛋白表达

阳性

13
3
8
8
8
8
7
9
7
6
2
1
13
3
13
3
2
14

阴性

17
13
18
12
17
13
11
19
3
7
9
11
10
20
12
18
15
15

c2值

2.780

0.425

0.187

0.220

10.645

9.583

3.450

7.362

P值

0.095

0.515

0.665

0.639

0.0101）

0.0051）

0.063

0.0251）

MAP1LC3蛋白表达

阳性

8
5
5
8
7
6
6
7
5
5
1
2
10
3
8
5
1
12

阴性

22
11
21
12
18
15
12
21
5
8
10
10
13
20
17
16
16
17

c2值

0.108

2.405

0.002

0.375

5.788

5.254

0.985

5.024

P值

0.742

0.121

0.966

0.540

0.122

0.0221）

0.326

0.0411）

注 1）为P＜0.05；PTEN：人第 10号染色体缺失的磷酸酶及张力蛋白同源基因；MAP1LC3：微管相关蛋白 1轻链 3；TSCC:舌鳞状细胞癌。

表 2 PTEN蛋白、MAP1LC3蛋白的表达与TSCC临床病理因素的关系

Table 2 Association of PTEN and MAP1LC3 expression with clinical pathologic variables in tongue squamous cell carcinoma n

2.3 TSCC 复发与 PTEN 蛋白与 MAP1LC3 蛋白表

达的相关性

PTEN和MAP1LC3两种蛋白在复发组中阳性

表达率皆较低，复发组与非复发组 PTEN的蛋白表

达差异有统计学意义（c2 = 4.269，P = 0.039），而复

发组与非复发组MAP1LC3的蛋白表达差异尚无统

计学意义（c2 = 0.343，P = 0.453）。

2.4 PTEN 蛋白和 MAP1LC3 蛋白在 TSCC 中表达

的相关性

Spearman 等级相关分析显示，PTEN 蛋白和

MAP1LC3蛋白在 TSCC中的表达在双侧置信度为

95%时呈正相关（r = 0.353，P < 0.001）（表 4）。
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复发

有

无

例数

7
22

PTEN蛋白表达

阳性

1
13

阴性

6
9

c2值

4.269
P值

0.039

MAP1LC3蛋白表达

阳性

2
9

阴性

5
13

c2值

0.343
P值

0.453

表3 TSCC复发与PTEN与MAP1LC3蛋白表达的关系

Table 3 Relationship between tumor recurrence and PTEN and MAP1LC3 expression n

注 PTEN：人第 10号染色体缺失的磷酸酶及张力蛋白同源基因；MAP1LC3：微管相关蛋白 1轻链 3；TSCC:舌鳞状细胞癌。

PTEN蛋白

阳性

阴性

MAP1LC3蛋白

阳性

11
2

阴性

5
28

r值

0.353
P值

0.01

表 4 TSCC组织中PTEN与MAP1LC3的蛋白表达相关性

Table 4 Correlation between PTEN and MAP1LC3
in TSCC n

注 TSCC:舌鳞状细胞癌；PTEN：人第 10号染色体缺失的磷酸酶

及张力蛋白同源基因；MAP1LC3：微管相关蛋白 1轻链 3。

3 讨 论

口腔鳞状细胞癌（oral squamous cell carcinoma，
OSCC）为口腔的常见恶性肿瘤，约占口腔恶性肿瘤

的 90%，多发生于 40～60 岁的成人，男性多于女

性。TSCC是最常见的口腔癌之一，颈淋巴结转移

长期以来是头颈鳞状细胞癌患者预后最重要的决

定因素。TSCC患者同期行颈淋巴结清扫术，约有

40%的患者发生颈淋巴结转移，然而 14%～48%的

患者最终出现延迟颈部转移（delayed neck metasta⁃
sis，DNM），并伴随着血管外的播散和多部位侵

犯。出现 DNM的患者生存率较没有出现 DNM的

患者低。尽管在 cN0期时对淋巴结转移进行早期

预测非常重要，但仍然没有任何影像学诊断技术

能够准确识别微小转移［7］。因此，在分子病理学时

代，结合肿瘤相关分子对 TSCC进行临床病理研究

及转移潜势预测，研究 TSCC的肿瘤分子学改变，

有可能为其预后判断和分子靶向治疗提供新的

思路。

目前有研究表明［8］自噬在肿瘤发生发展过程

中发生改变，自噬缺陷可以导致口腔鳞状细胞癌

的恶化，并与预后密切相关。已被研究的自噬相关

基因及蛋白包括 Beclin⁃1、自噬相关蛋白 9A（Au⁃
tophagy⁃related protein 9A，ATG9A）、P62［9⁃11］等，自噬

相关信号通路则以磷脂酰肌醇 3激酶⁃蛋白激酶⁃
雷帕霉素靶蛋白信号通路（phosphatidyl inositol 3⁃
kinase/serine/threonine protein kinase B/mammalian
target of rapamycin，PI3K/AKT/mTOR）［12］信号通路较

为深入。

本研究中选取的 MAPlLC3 是目前已知的自

噬标志分子，参与泛素样蛋白的修饰，并定位于

前自噬泡和自噬泡的膜表面［13］；PTEN 蛋白在肿

瘤细胞中常发生突变或缺失，PTEN 的突变或缺

失可引起蛋白激酶 B（Serine/threonine protein ki⁃
nase B，AKT）的激活，AKT 能够通过磷酸化结节

性硬化症复合物 2（tuberous sclerosis complex 2，
TSC2）激活 mTORC1 的结合蛋白 PRAS40（proline⁃
rich⁃akt substate），使其与 mTORC1 解离从而激活

mTORC1［14］，而 mTORC1 的激活能促进哺乳动物

自噬相关蛋白 13 与 ULK 的结合，并通过磷酸化

ULK1 复合体来抑制自噬体的形成，从而抑制自

噬活性［15］。

本研究针对 TSCC，将以往研究的口腔癌的范

围再次缩小，排除不同部位对结果可能造成的影

响，并选取 13例癌旁组织及 13例癌前病变组织加

以对照，使对照组数目保持一致，其中 13例癌旁组

织取自未发生淋巴结转移及未出现复发及无继发

转移的患者，将 PTEN和MAP1LC3联合检测，为进

一步揭示PI3K信号通路提供一定的依据。

本研究结果显示，在 46例舌癌标本中，PTEN
和 MAPlLC3 的表达在舌癌组织中较癌旁组织均

明显降低，与年龄、性别、吸烟、饮酒、组织学类

型等临床因素无关。提示在肿瘤恶化过程中，可

能由于抑癌基因 PTEN失活，使 PTEN在癌组织中

表达明显降低，且调节细胞自噬活性降低。无论

是在口腔癌还是其他恶性肿瘤中［16⁃18］，结论均与

本研究相似，提示自噬基因能抑制舌癌肿瘤细胞

的生长，抑制肿瘤细胞的恶性增殖，降低致瘤

活性。

本研究中，PTEN和MAP1LC3的表达在不同的

病理分级标本中表达差异无统计学意义，不同文

献则有不同报道［19］，具体原因可能与病理分级、

PTEN、MAP1LC3 的结果判定均有一定主观因素

相关。
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本研究中 PTEN的低表达与肿瘤复发有关，而

MAP1LC3的低表达与肿瘤复发无关可能因 PTEN
本身为抑癌基因所致。相关Meta分析显示，PTEN
的表达缺失可导致细胞恶性增殖［20］，PTEN在原发

性前列腺癌中的研究结果［21］显示 PTEN肿瘤抑制

基因的丧失与根治性前列腺切除术后前列腺癌复

发的时间相关，PTEN丧失与较短的无复发生存期

相关，与本研究 PTEN 与肿瘤复发有关的结果相

似。关于 MAP1LC3与肿瘤复发的相关性需要进

一步进行探讨。

此外，本研究中PTEN与MAP1LC3的低表达呈

正相关，提示自噬可能与抑癌基因失活相关，抑制

自噬可能改变抑癌基因的表达水平。关于本研究

中的所有病例仍需继续临床随访，以此进一步探

究其与生存时间的关系。

综上所述，自噬相关基因PTEN和MAP1LC3蛋

白表达与 TSCC的发生、发展有关，自噬相关蛋白

在 TSCC中表达下调，由此推测，自噬可抑制肿瘤

细胞的恶性增殖，降低致瘤活性，并能诱导凋亡的

发生。目前，对于自噬究竟是阻碍肿瘤发生的屏

障还是肿瘤的适应性应答尚有争议，PTEN涉及的

信号通路在治疗中的作用还有待研究［22⁃23］。
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