
•�•国际口腔医学杂志 第  46卷 1 期 2019年 1 月    www.gjkqyxzz.cn

口腔白斑病（oral leukoplakia）是发生在口腔

黏膜上以白色为主的损害，不能被擦去，也不能

以临床和组织病理学的方法诊断为其他可定义的

损害，属于癌前病变或潜在恶性疾患（potentially 
malignant disorders，PMD）范畴，不包括吸烟、

局部摩擦等局部因素去除后可以消退的单纯性过

角化病[1]。研究[2]表明，15.6%~39.2%的白斑可发

展为口腔鳞状细胞癌（oral  squamous  cell  car-
cinoma）。

骨膜蛋白（periostin）又被称为成骨特异性因

子（osteoblast-specific factor，OSF）-2，最早由日

本学者Takeshita等从小鼠成骨细胞系中分离得

到，是一种细胞外基质分泌性蛋白质。骨膜蛋白

在多种肿瘤和细胞系中异常表达[3]，被认为与肿瘤
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[摘要]   目的     探讨骨膜蛋白和p53在口腔白斑和口腔鳞状细胞癌组织中的表达、相关性及临床意义。方法    采用

免疫组织化学法检测30例口腔正常黏膜、30例单纯增生白斑、38例异常增生白斑以及79例口腔鳞状细胞癌组织中

骨膜蛋白和p53的表达情况，并分析表达的相关性。结果    对于骨膜蛋白阳性细胞面积指数和累积光密度值，除单

纯增生与正常口腔黏膜的差异无统计学意义外，其余各组间的差异均有统计学意义（P<0.05）；对于p53阳性细胞

面积指数和累积光密度值，除单纯增生白斑与正常口腔黏膜的差异无统计学意义外，其余各组间的差异均有统计

学意义（P<0.05）。异常增生白斑和口腔鳞状细胞癌组织中骨膜蛋白与p53阳性表达呈线性正相关（P<0.05）。骨

膜蛋白和p53的阳性表达与肿瘤的分化程度、肿瘤TNM分期以及有无淋巴结转移有关（P<0.05）。结论   骨膜蛋白

和p53可能共同参与口腔鳞状细胞癌的癌变过程，骨膜蛋白和p53与肿瘤侵袭有关。
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[Abstract]   Objective     This study aimed to investigate the expression and clinical significance of periostin and p53 in 

oral leukoplakia and oral squamous cell carcinoma. Methods    The material for immunohistochemical studies consisted 

of 30 cases of normal oral mucosa, 30 cases of hyperplasia leukoplakia, 38 cases of dysplastic leukoplakia and 79 cases 

of oral squamous cell carcinoma. Results   The index of positive cell vessels and the value of integrated optical density of 

periostin and p53 between every two groups, except for oral normal mucosa and hyperplasia leukoplakia, were statistically 

significant (P<0.05). Periostin expression in dysplastic leukoplakia and oral squamous cell carcinoma positively correlated 

with that of p53. Furthermore, the expression levels of periostin and p53 were significantly related to TNM stage, tumour 

differentiation degree and  lymph node metastasis  (P<0.05). Conclusion    Periostin and p53 may be  involved  in  the 

carcinogenesis of oral squamous cell carcinoma and associated with tumour invasion. 
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转移有关。肿瘤抑制蛋白p53的突变在口腔癌中较

为常见，突变型p53在52.1%~80%的口腔鳞状细胞

癌组织中有过表达[4]。

有研究[5-6]表明，在胃癌、食管癌中，骨膜蛋

白与p53分别存在协同和抑制的作用。然而，目前

关于骨膜蛋白和p53在口腔鳞状细胞癌中相互作用

的研究尚未见报道。本研究通过检测骨膜蛋白和

p53在口腔白斑、鳞状细胞癌组织中的表达情况，

探讨其在口腔癌发生、发展、转移及浸润中的作

用。评估其作为判断恶性肿瘤生物学行为指标的

可行性，为探求肿瘤发生及转移相关基因、临床

诊断及治疗提供依据。

1   材料和方法

1.1   组织标本 
收集2010—2015年福建医科大学附属协和医

院病理科有档案记载的口腔白斑和鳞状细胞癌石

蜡包埋组织标本147例，患者术前未接受放射治

疗、化学治疗处理。其中颊部病变33例，舌部病

变41例，牙龈病变36例，唇部病变18例，口底病

变19例。男性84例，女性63例，平均年龄（52±
6.2）岁。根据国际卫生组织关于口腔黏膜癌前病

变及口腔肿瘤的诊断及分类标准：单纯增生白斑

30例，轻度异常增生白斑10例，中、重度异常增

生白斑各14例；鳞状细胞癌Ⅰ级21例、Ⅱ级19
例、Ⅲ级19例、Ⅳ期20例，高分化者28例、中分

化者21例、低分化者30例，淋巴结转移48例。30
例口腔正常黏膜作为对照。患者均签署知情同意

书。本实验获得福建医科大学附属协和医院科研

项目伦理委员会批准。

1.2   实验试剂与方法

兔抗人骨膜蛋白多克隆抗体以及小鼠单克隆

p53抗体（Abcam公司，英国），免疫组织化学

Elivision试剂盒及二氨基联苯胺（diaminobenzi-
dine，DAB）显色剂（福州迈新生物技术开发有

限公司）。

标本经过4%中性甲醛固定，采用石蜡包埋，

厚度为4 μm连续切片。按照Elivision方法进行染

色，抗原修复采用高压热修复方法，所用骨膜蛋

白和p53抗体工作浓度为1：100，用体积分数10%
的磷酸盐缓冲液（phosphate  buffer  solution，

PBS）代替一抗的病理切片作为阴性对照，已知

口腔癌的阳性切片作为阳性对照。DAB显色，苏

木精复染，乙醇脱水，二甲苯透明封片，用显微

镜观察染色结果。

1.3   结果判断

参考姜洋等[7]、汤根兄等[8]的方法对染色结果

进行分析，由2位病理专家双盲独立阅片评估，每

例组织切片随机选择5个视野（× 200）用Image-
Proplus 6.0软件测量其阳性细胞面积、阳性细胞面

积百分比及平均光密度，计算累积光密度（inte-
grated optical density，IA）。累积光密度=阳性细

胞面积×平均光密度。同时计算单位面积（mm2）

内阳性细胞面积（μm2），即为阳性细胞面积指数

（μm2·mm-2，× 10-6）。

1.4   统计学分析

采用SPSS 18.0软件进行分析，统变量以平均

值±标准差表示，计量资料比较采用ANOVA单因

素方差分析。采用χ2检验分析骨膜蛋白、p53表达

与临床病理参数之间的关系；Spearman等级相关

分析用于分析骨膜蛋白与p53的相关性，P<0.05为

差异有统计学意义。

2   结果

2.1   免疫组织化学染色

骨膜蛋白阳性表达于细胞外基质中，在正常

黏膜和单纯增生白斑组织中少量表达（图1A、

1B），在异常增生白斑组织中表达逐渐增强（图

1C），同时阳性细胞面积指数和IA值也相应增加

（表1）。在鳞状细胞癌组织中的骨膜蛋白阳性表

达多位于癌巢周围的细胞外基质中或散在分布

（图2A、2B、2C）。阳性细胞面积指数和IA值在

正常黏膜和单纯增生白斑组的表达差异无统计学

意义（P=0.767，P=0.693），其余各组间两两比

较差异均有统计学意义（P<0.05），在口腔鳞状

细胞癌组表达明显高于单纯增生白斑组和异常增

生白斑组（P<0.01）。

p53阳性表达于细胞核，在白斑组织中少量表

达（图1E、1F）。随着异常程度的加重，p53阳性

细胞面积指数和IA值也相应增加（表2）。在高分

化鳞状细胞癌组织中，主要在癌巢周围的癌细胞

区域分布（图2D）；在低分化鳞状细胞癌组织

中，在癌细胞密集区域分布（图2F）。阳性细胞

面积指数和IA值在正常黏膜和单纯增生白斑组表

达的差异无统计学意义（P=0.718，P=0.684），

其余各组差异均有统计学意义（P<0.05）。
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A、B、C：骨膜蛋白在口腔正常黏膜、单纯增生白斑、中度异常增生白斑组织中的表达；D、E、F：p53在口腔正常黏膜、单纯增生白斑、中度

异常增生白斑组织中的表达。

图  1   骨膜蛋白和p53在口腔正常黏膜、单纯增生白斑和中度异常增生白斑组织中的表达    Elivision染色    × 400

Fig  1   Periostin and p53 expression in oral normal mucosa, hyperplasia leukoplakia and moderate dysplasis    Elivision staining   × 400

表  1   口腔正常黏膜、白斑及鳞状细胞癌组织中骨膜蛋白的阳性细胞面积指数和IA值

Tab  1   The index of positive cell vessels and the IA value of periostin in oral normal mucosa, oral leukoplakia and squa-

 mous cell carcinoma

组织类别 例数 阳性表达例数 阳性细胞面积/μm2 IA值（×10-6）

正常黏膜 30 8 2.51±1.30 15.41±1.63

单纯增生白斑 30 10 2.70±1.26 15.66±1.17

异常增生白斑 38 26

  轻度异常 17 11 8.70±1.60 26.43±1.50

       中/重度异常 21 15 14.23±0.42 33.13±1.07

鳞状细胞癌 79 77

       Ⅰ期 21 20 18.69±2.81 38.15±1.42

       Ⅱ期 19 18 26.77±2.03 44.26±2.11

       Ⅲ期 19 19 33.47±1.77 51.29±2.67

       Ⅳ期 20 20 45.36±1.56 60.01±1.36

表  2   口腔正常黏膜、白斑及鳞状细胞癌组织中p53的阳性细胞面积指数和IA值

Tab  2   The index of positive cell vessels and the IA value of p53 in oral normal mucosa, oral leukoplakia and squamous cell

 carcinoma
组织类别 例数 阳性表达例数 阳性细胞面积/μm2 IA值（×10-6）

正常黏膜 30 0 0 0

单纯增生白斑 30 4 4.68±0.12 5.73±0.94

异常增生白斑 38 20

 轻度异常 17 5 11.40±0.89 21.65±1.52

        中/重度异常 21 15 12.50±0.24 28.35±0.64

鳞状细胞癌 79 62

       Ⅰ期 21 14 17.10±1.45 33.37±1.25

       Ⅱ期 19 16 24.33±1.89 39.48±2.01

       Ⅲ期 19 15 30.05±2.05 46.51±1.92

       Ⅳ期 20 17 37.16±1.75 56.31±1.78
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A、B、C：骨膜蛋白在高、中和低分化鳞状细胞癌组织中的表达；D、E、F：p53在高、中和低分化鳞状细胞癌组织中的表达。

图  2    图1骨膜蛋白和p53在鳞状细胞癌组织中的表达    Elivision染色    × 400

Fig  2   Periostin and p53 expression in oral squamous cell carcinomas   Elivision staining    × 400

骨膜蛋白在单纯增生白斑和异常增生白斑组

中阳性表达率与正常黏膜组相比，差异无统计学

意义（P>0.05），鳞状细胞癌组与正常黏膜组相

比有显著性差异（P<0.01）。p53在单纯增生白

斑、异常增生白斑以及鳞状细胞癌组中的阳性率

与正常黏膜组相比，差异均具有统计学意义（P< 
0.05），见表3。

表  3   口腔正常黏膜、白斑以及鳞状细胞癌组织中骨膜蛋白与p53阳性率比较

Tab  3   The positive expression of periostin and p53 in oral normalmucosa, oral leukoplakia and squamous cell carcinoma

骨膜蛋白 p53

  组织类别 例数 阳性细胞数
χ² P

阳性细胞数
χ² P

（阳性率） （阳性率）

正常黏膜 30 8（26.7%） 0（0.0%）

单纯增生白斑 30 10（33.3%） 1.22* 0.26 4（13.3%） 6.35** 0.01

异常增生白斑 38 26（68.4%） 1.32* 0.21 20（52.6%） 17.93** 0.00

鳞状细胞癌 79 77（97.4%） 9.07** 0.00 62（78.4%） 27.51** 0.00

注：与口腔正常黏膜相比，*P>0.05，**P<0.05。

2.2     单纯增生、异常增生白斑和口腔鳞状细胞癌

 组织中骨膜蛋白与p53表达的相关性

肿瘤的发生往往是多种基因同时或先后作用

的结果。为此，笔者进一步研究了癌基因骨膜蛋

白基因与抑癌基因p53出现阳性表达的相关性：在

单纯增生白斑组织中，骨膜蛋白与p53的表达之间

无相关性（r=1.133，P=0.261）；在异常增生白斑

组织中，骨膜蛋白与p53的表达呈正相关（r= 
0.352，P=0.031）；在口腔鳞状细胞癌组织中，骨

膜蛋白与p53的表达呈明显的正相关（r=0.601，

P=0.010）。

2.3   骨膜蛋白、p53表达与口腔鳞状细胞癌临床病

理因素的关系

将79例鳞状细胞癌组织中骨膜蛋白和p53的

阳性表达率与患者临床资料做χ2检验，由于相较于

高分化癌组织，中分化及低分化的癌组织更容易

发生局部浸润和远处转移，因此笔者将中、低分

化的病例进行合并，结果显示骨膜蛋白和p53在口

腔鳞状细胞癌组织中的表达与患者的性别、年

龄、吸烟习惯无关（P>0.05），但与肿瘤的分化

程度、TNM分期、淋巴结是否转移有关（P< 
0.05），见表4。
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3   讨论

口腔癌是头颈部肿瘤中常见的恶性肿瘤之

一，病理类型以鳞状细胞癌为主，目前对于其病

因和发病机制还不十分清楚，大量临床证据和动

物实验证明，口腔癌一般都经历了从“正常黏

膜—异常上皮增生—原位癌”规律性的变化过

程[9]。

p53基因属于抑癌基因，其编码的蛋白质是一

种能够调节细胞周期启动的转录因子，减慢或监

视正常细胞的分裂，被称为“卫士基因”[10]，一

旦突变则失去了抑制细胞增殖的作用而有利于肿

瘤的发生。有研究[11]证实，p53基因失活可导致口

腔黏膜上皮向癌变发展，甚至形成肿瘤，其可作

为辅助检测口腔黏膜癌变的基因标志物。

笔者所在课题组研究发现，在异常增生阶

段，p53的表达显著性增加，说明p53在口腔黏膜

上皮细胞发生异常增生阶段就参与调节细胞过度

生长，促使其成为“癌前病变”。

骨膜蛋白在人体多种正常组织表达，如在人

外周血和脾脏极低表达，在唾液腺和胸腺较低表

达，而在乳腺和皮肤表达较高且波动较大，在肝

脏、淋巴结中表达较均匀，其表达量可能与组织

纤维数量呈正相关[12]。作为一种独特的细胞外基

质蛋白，骨膜蛋白可募集上皮细胞生长因子受

体，调节细胞黏附、扩散以及生存能力，同时还

能通过黏合细胞外基质其他蛋白质，从而调节细

胞外基质的组成及相互作用。

笔者所在课题组[13]首次系统观察到骨膜蛋白

在正常黏膜、单纯增生白斑以及异常增生白斑组

织中主要表达在上皮基底层和棘层细胞，并且表

达量随着异常程度的增加而上调，推测在此过程

中骨膜蛋白参与重构了细胞周围基质，使细胞之

间的黏附减弱，同时调节上皮细胞的增生，上皮

细胞分泌炎症因子，如转化生长因子（transfor-
ming  growth  factor，TGF）-β、肿瘤坏死因子

（tumor necrosis factor，TNF）-α、成纤维细胞生

长因子（fibro-blast growth factor，FGF），这些因

子以旁分泌的方式作用于正常上皮细胞，使正常

上皮细胞发生增生和演化。

因此，笔者所在课题组猜想，骨膜蛋白和p53
可能共同促进了口腔正常黏膜上皮向异常上皮发

展的过程。

骨膜蛋白在肿瘤细胞外基质中广泛表达，与

其在正常组织中的表达有显著差异。目前，大部

分研究表明骨膜蛋白过表达与许多肿瘤恶性程度

相关，但有部分研究持不同的观点，如Isono等[14]

发现骨膜蛋白可通过转化生长因子β活化激酶结合

蛋白（transforming growth factor β activated kinase 

表  4   骨膜蛋白、p53在口腔鳞状细胞癌组织中的表达与临床病理因素间的关系

Tab  4   Relationship between periostin, p53 expressions and clinical pathological parameters in oral squamous cell

               carcinomas

骨膜蛋白 p53

临床病理因素 例数 阳性 阴性
χ² P

阳性 阴性
χ² P

例数 例数 例数 例数

性别     男 42 33 9 1.353 0.245 31 11 1.149 0.257

             女 37 31 6 29 8

年龄     >60 55 54 1 0.574 0.449 48 7 0.690 0.313

             ≤60 24 22 2 23 1

吸烟     是 43 37 6 0.618 0.137 30 13 0.759 0.416

             否 36 29 7 27 9

分化程度    高 34 29 5 4.800 0.028 26 8 20.230 0.000

                    中/低 45 41 4 34 11

TNM分期    Ⅰ~Ⅱ 38 29 9 5.593 0.018 37 1 6.580 0.015

                      Ⅲ~Ⅳ 41 33 8 35 6

淋巴结转移    是 48 39 9 5.792 0.016 36 12 5.390 0.021

                        否 31 27 4 28 3



•�0• 国际口腔医学杂志 第 46卷 1 期 2019年 1 月    www.gjkqyxzz.cn

binding protein，TAB）1/转化生长因子β活化激酶

（transforming growth factor β activated kinase，

TAK）1通路抑制膀胱癌细胞的侵袭。Kanno等[15]

研究发现，骨膜蛋白对胰腺癌细胞具有促进和抑

制的双重作用。可以看出骨膜蛋白对不同肿瘤组

织的作用存在着争议，并且在某一种具体癌中的

作用机制也不是很明确。本实验结果显示，口腔

鳞状细胞癌中骨膜蛋白表达与正常口腔黏膜相比

差异显著，这与Moniuszko等[16]研究骨膜蛋白在胃

癌组织中的表达结果相一致，呈增加趋势。p53家

族成员中的p73是一种特殊的转录因子，能授予细

胞侵入表型。Landré等[17]在对胶质母细胞瘤的研

究中发现，p73与骨膜蛋白可以形成一个完整的二

聚体，通过直接激活肿瘤细胞骨膜蛋白的表达使

细胞更具有侵袭性。Lister等[18]研究发现，骨膜蛋

白是p53的一种转录目标蛋白质，在肿瘤生长、转

移中至关重要，当剔除p53下调骨膜蛋白表达时，

将显著减少肿瘤的侵入与对化学治疗的耐受。

对于骨膜蛋白和p53在口腔鳞状细胞癌中的

相互作用，至今尚未见报道，本实验中骨膜蛋白

和p53在分化程度越低、有淋巴结转移的鳞状细胞

癌组织中的表达与在分化程度高、无淋巴结转移

的鳞状细胞癌组织中的表达有显著差异，说明在

骨膜蛋白和p53的共同作用下，肿瘤更具有侵袭

性。进一步分析发现，单纯增生白斑组，p53和骨

膜蛋白的出现无相关性；在单纯增生白斑组，p53
的阳性表达率高于正常组，而骨膜蛋白却基本相

似；在异常增生白斑组，p53的阳性表达率显著高

于正常组，而骨膜蛋白与正常对照组的差异无统

计学意义；在异常增生和鳞状细胞癌组，p53和骨

膜蛋白的出现呈正相关，2种蛋白质在鳞状细胞癌

中的阳性表达率明显高于正常对照组。上述结果

进一步说明，在异常增生的早期，p53突变可能起

主要作用；异常增生演变成鳞状细胞癌则是p53和

骨膜蛋白共同作用的结果，肿瘤细胞增殖不断加

剧，细胞间基质黏附减弱，导致鳞状细胞癌发

生。有研究[19]证实，骨膜蛋白分泌上调可以看作

是上皮细胞向间充质细胞转化的标志物，同时骨

膜蛋白也是这个过程的感受器，上皮-间充质转化

（epithelial mesenchymal transition，EMT）是上皮

细胞与周围间充质相互作用过程中以上皮细胞极

性消失及间充质特性获得为主要特征的过程，而

这个过程主要负责原发肿瘤上皮细胞的去分化程

序和播散转移定植网点，导致肿瘤恶性程度的增

加[20]。值得一提的是，骨膜蛋白促进肿瘤侵袭和

转移除了与其参与调控肿瘤细胞EMT外，还与骨

膜蛋白能促进肿瘤细胞存活、诱导肿瘤血管的形

成有关，但具体的机制还不是很清楚，值得深入

研究。

总之，癌症被认为是一种细胞失调的疾病，

癌基因和抑癌基因在细胞过度增殖导致肿瘤形成

的过程中至关重要。骨膜蛋白与p53在口腔白斑以

及口腔鳞状细胞癌组织中的表达及相关性研究有

助于阐明口腔疾病的发生机制，对临床监测疾病

的转归、预防疾病的发生具有一定的指导意义。
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