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　　肿瘤侵袭转移是一个多基因、多步骤的复杂过

程 ,其中转移相关基因功能丧失是肿瘤细胞由非转

移型发展为转移型的一个重要事件。M TA1 基因

作为一个肿瘤转移促进基因已越来越被关注 ,研究

发现 M TA1基因在乳腺癌、食管癌、胃肠癌、前列

腺癌、肝癌、喉癌等多种恶性肿瘤中表达上调并与

肿瘤发生发展尤其是侵袭转移密切相关〔1 - 4〕。鼻

咽癌 ( nasop haryngeal carcinoma , N PC) 在我国是

一种常见的恶性肿瘤 ,易早期发生局部淋巴结转

移 ,但目前国内外对 M TA1基因与 N PC的相关性

研究报道甚少。我们应用原位分子杂交技术检测

M TA1 mRNA 在 N PC原发灶及转移淋巴结中的

表达水平 ,并对其表达改变与患者临床病理特征之

间的关系进行分析 ,从而了解 M TA1 在判断 N PC

的转移、复发和预后中的意义 ,现将结果报告如下。

1　资料与方法

1 . 1　临床资料

选择 2000201 - 2002212 湖南省肿瘤医院有完

整资料的病理标本 90例 ,其中 N PC60例、N PC颈

部转移淋巴结 10 例和鼻咽黏膜慢性炎症组织
( non2t umor nasop haryngeal tissue , NN P) 20 例。

全部患者经病理切片证实 ,且取病理检查前均未接

受放疗和化疗。N PC患者 60例中 ,男 41例 ,女 19

例 ;年龄 32～75 岁 ,平均 50. 4 岁。分为有颈淋巴

结转移组和无颈淋巴结转移组 ,各 30 例。按 2005

年 W HO推荐的 N PC临床分期标准〔5〕进行分期 ,

其中Ⅰ期 1 例 , Ⅱ期 23 例 , Ⅲ期 30 例 , Ⅳ期 6 例。

病理确诊后经根治性放疗 ,生存期 ≥5 年者 33 例
(55 %) , < 5 年者 27 例 ( 45 %) ;复发者 20 例
(33. 3 %) ,未复发者 40 例 (66. 7 %) 。所有标本均

由病理医师取材阅片 ,经 4 %多聚甲醛固定 ,石蜡

包埋 ,切片厚 5μm ,贴附于多聚赖氨酸处理的载玻

片上备用。

1 . 2　探针与试剂

M TA1寡核苷酸探针和原位杂交检测试剂盒

购自武汉博士德生物工程有限公司。M TA1 寡核

苷酸探针序列为 : 5′2CGCCCGT GGCACGCT2
GCGCGGAACCCCTACCT GCC23′; 5′2ACGA G2
CA GCACAACGGGGT GGACGGCAACCT GAA G

23′;5′2CGGA T GAACT GGA TCGACGCCCCGG2
GT GACGT GT T23′。

1 . 3　检测方法

原位杂交实验所用器皿、刀片、玻片、缓冲液、

双蒸水均行灭活 RNA 酶处理 ,玻片均予硅化处

理。石蜡切片经常规脱蜡至水 ,3 % H2 O2 室温处

理 10 min以灭活内源性过氧化物酶 ,蒸馏水洗 3

次 ,切片上滴加 3 %柠檬酸新鲜稀释的胃蛋白酶 ,

37℃消化 20 min ,以暴露 mRNA核酸片断 ,原位杂

交用 PBS洗 5 min×3次 ,蒸馏水洗 1 次。经后固
定和预杂交 ,在每张切片上滴加地高辛标记的

M TA1寡核苷酸探针杂交液 20μl ,42℃杂交过夜 ,

2倍标准柠檬酸盐水 ( standard salinecit rate , SSC)

洗涤 5 min×2次 ,0. 5倍 SSC洗涤 15 min×1次和

0. 2倍 SSC洗涤 15 min ×2 次 ,滴加封闭液 37℃
30 min后甩去多余液体 ,不洗。滴加生物素化鼠

抗地高辛 37℃60 min后原位杂交用 PBS洗5 min

×4 次 ;滴加 SABC 37℃ 20 min 后原位杂交用

PBS洗 5 min ×3 次 ,滴加生物素化过氧化物酶
37℃20 min后原位杂交用 PBS洗涤 5 min×4次 ,

DAB显色 20 min ,充分水洗 ,苏木精复染 ,充分水

洗 ,乙醇脱水 ,二甲苯透明 ,封片。不加探针为空白

对照 ,以排除非特异性染色。

1 . 4　结果判断
由两位有经验的病理医生采用双盲法对原位

杂交结果进行评定。M TA1 mRNA在石蜡切片中

阳性染色主要位于细胞质中 ,呈棕黄色。根据肿瘤

细胞染色反应的深度及阳性细胞的数量分别记为

0～3分 , 其中染色深度以多数细胞的呈色反应为
标准 , 不着色为 0分 ,黄色为 1分 ,棕黄色为 2分 ,

深棕黄色为 3 分。无细胞染色为 0 分 ,阳性细胞

数 < 50 %为 1 分 ,50 %～80 %为 2 分 , > 80 %为 3

分 ,并根据这两项指标的积数分 4级 , 即阴性 ( - )

为 0分 , 弱阳性 ( + )为 2 分 , 阳性 ( + + )为 3～4
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分 , 强阳性 ( + + + )为 5～6分。

1 . 5　统计学分析

应用 SPSS15. 0 统计学软件进行χ2 检验和

Fisher确切概率计算 ,以 P < 0. 05 为差异有统计

学意义。

2　结果

2 . 1　M TA1 mRNA在各组织中的表达

M TA1在 NN P、N PC原发灶和 N PC 转移淋

巴结 3 种组织中有不同程度的阳性表达 (图 1～

3) ,其总阳性表达率分别为 30. 0 %(6/ 20) 、71. 7 %

(43/ 60)和 80. 0 % (8/ 10) ,其中 N PC有颈淋巴结

转移组与无颈淋巴结转移组的阳性率分别为

83. 3 %(25/ 30)和 60. 0 %(18/ 30) 。N PC原发灶和

N PC转移淋巴结中 M TA1 mRNA 表达水平较

NN P明显上调 ,其差异均有统计学意义 (均 P <

0. 05) 。

2 . 2　M TA1表达与 N PC临床病理参数的关系

M TA1表达与 N PC临床病理参数的关系见

表 1。N PC原发灶中 M TA1 mRNA 阳性表达率

与患者性别、年龄之间的差异无统计学意义 (均

P > 0. 05) 。T3 ～ T4 分 期 N PC 阳 性 表 达 率
(71. 9 %)高于 T1～T2 分期 (71. 4 %) ;临床Ⅲ～Ⅳ

期阳性表达率 ( 72. 2 %) 高于临床 Ⅰ～ Ⅱ期
(70. 8 %) ,但其差异均无统计学意义 (均 P >

0. 05) 。有颈淋巴结转移者阳性率 (83. 3 %)高于无

颈淋巴结转移者 (60. 0 %) ;复发者阳性率 (90. 0 %)

高于无复发者 (62. 5 %) ;N PC治疗后生存期≥5年

者的 M TA1 mRNA 阳性表达率 (60. 6 %)低于生

存期 < 5年者 (85. 2 %) ,其表达差异均有统计学意

义 (均 P < 0. 05) 。

3　讨论

M TA1基因位于人染色体 14q32. 3区 ,已有研

究表明 ,它与肿瘤发生、发展及转移过程密切相关 ,

尤其是在上皮源性肿瘤中。M TA1 在肿瘤侵袭转

移过程中的确切机制尚不明确 ,可能通过对细胞转

录水平的调控和参与信号转导来调节与肿瘤转移

相关蛋白的水平 ,从而参与肿瘤侵袭转移的许多过

程〔6〕。有转移潜能的肿瘤细胞或已发生转移的肿

瘤组织内 M TA1 表达上调 ,其表达上调与肿瘤的

侵袭转移及预后相关。在胃肠癌和食管癌中 ,

M TA1 的过表达与癌浸润的深度、淋巴转移和血

管侵犯等恶性表型显著相关 ,并与预后相关〔1〕。有

作者将反义 M TA1 寡核苷酸导入至 M TA1 表达

阳性的乳腺癌细胞 ,可以抑制其生长和侵袭性〔6〕。

上述结果表明 M TA1是一个重要的肿瘤转移促进

基因 ,可能成为肿瘤治疗的一个新的分子靶点。

目前对 M TA1基因与 N PC的关系研究很少 ,

有作者运用 R T2PCR 方法检测了 N PC组织和正

常鼻咽部组织中 M TA1 mRNA 的表达 ,发现

M TA1基因在 N PC中高表达并与 N PC的浸润转

移密切相关〔7〕 ,但邱前辉等〔8〕则认为M TA 1基因

　　表 1　MTA1的表达与 NPC临床病理参数的关系

例 ( %)

临床病理参数 例数
M TA1 mRNA

阳性 阴性

性别

　男 41 32 (78. 0) 9 (22. 0)

　女 19 11 (57. 9) 8 (42. 1)

年龄/岁

　< 50 26 21 (80. 8) 5 (19. 2)

　≥50 34 22 (64. 7) 12 (35. 3)

T分期

　T1～T2 28 20 (71. 4) 8 (28. 6)

　T3～T4 32 23 (71. 9) 9 (28. 1)

淋巴结转移

　有 30 25 (83. 3) 5 (16. 7)

　无 30 18 (60. 0) 12 (40. 0)

临床分期

　Ⅰ～Ⅱ 24 17 (70. 8) 7 (29. 2)

　Ⅲ～Ⅳ 36 26 (72. 2) 10 (27. 8)

复发

　是 20 18 (90. 0) 2 (10. 0)

　否 40 25 (62. 5) 15 (37. 5)

生存期/年

　≥5 33 20 (60. 6) 13 (39. 4)

　< 5 27 23 (85. 2) 4 (14. 8)

　　图 1　MTA1 mRNA在 NNP中的阳性表达　×400 ; 　图 2　MTA1 mRNA在 NPC原发灶中的阳性表达　×400 ;

图 3 MTA1 mRNA在 NPC转移淋巴结中的阳性表达　×400　
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表达在 N PC的侵袭中未起作用 ,也不是诱发 N PC

转移的原因 ,可能在 N PC转移的后期起了一定的

协同作用。为了进一步评估 M TA1 基因与 N PC

的关系 ,我们采用原位杂交方法检测了 NN P、N PC

原发灶和 N PC转移淋巴结中 M TA1 mRNA 的表

达情况 ,结果表明 M TA1 mRNA在 N PC原发灶和

转移淋巴结中均过度表达 ,提示 N PC作为肿瘤转

移促进基因可能在 N PC侵袭转移过程中起重要作

用。

本研究对 M TA1 mRNA 表达与 N PC患者临

床病理参数的关系进行了分析 ,发现M TA1 mRNA

表达与患者性别、年龄、T 分期和临床分期之间的

差异无统计学意义 ,但 N PC早期 ( T1～ T2 分期和

临床 Ⅰ～ Ⅱ期) 与进展期 ( T3～ T4 分期和临床

Ⅲ～Ⅳ期)患者中 M TA1 mRNA 的阳性表达率均

较高 ,提示 M TA1可能参与 N PC侵袭转移的全过

程 ,是 N PC病程进展的早期事件和普遍事件。目

前已有研究发现 M TA1 不仅与癌转移有关 ,与癌

的发生、发展也有一定关系〔9〕。Hofer 等〔2〕运用免

疫组织化学技术检测前列腺标本中 M TA1蛋白的

表达水平 ,结果发现 ,M TA1 蛋白的平均表达强度

和阳性表达率在良性组织、局限性前列腺癌和转移

性前列腺癌标本中呈逐步上升趋势 ,说明 M TA1

基因的表达与前列腺癌的演进有关。Qian等〔10〕通

过研究发现 M TA1蛋白的过表达与食管癌的发生

发展有关 ,且发现 M TA1能促进癌细胞的侵袭、黏

附和运动 ,并利用 M TA1 RNA 干扰技术可降低癌

细胞的恶性表型。文献报道 M TA1 基因的表达上

调与肿瘤淋巴结转移显著相关〔4〕 ,本研究亦证实了

M TA1的过表达与 N PC颈淋巴结转移相关 ,提示

M TA1在 N PC 颈淋巴结转移过程中扮演重要角

色。本研究还发现 M TA1 过表达与 N PC复发及

生存期有关 ,复发者和生存期低于 5 年者 M TA1

表达阳性率高 ,提示 M TA1可作为评估 N PC复发

及预后的分子标志。Martin等〔11〕通过对乳腺癌的

研究发现 M TA1过表达可增加其早期复发的可能

性。Hamat su等〔3〕运用 R T2PCR技术检测了 33例

行根治性切除的肝细胞癌患者手术标本中 M TA1

的表达情况 ,发现 M TA1 高表达组的无瘤生存率

明显低于低表达组 ,提示 M TA1 的表达水平可作

为肝癌患者的预后指标之一。

M TA1基因在多种肿瘤中所起的侵袭转移促

进作用引起了国内外学者的广泛关注 ,认为其可能

成为上皮源性恶性肿瘤新的基因治疗靶点。本研

究亦证实 M TA1基因与 N PC的转移、复发及预后

密切相关 ,它在 N PC的进展中可能起重要作用 ,可

以作为预测 N PC颈淋巴转移和判断 N PC复发及

预后的参考指标。
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