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　　［摘要］　目的　探讨自体吞噬相关基因Ｂｅｃｌｉｎ１和微管相关蛋白１轻链 ３（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ
３，ＬＣ３）表达和腮腺肿瘤之间的关系。方法　所用组织取自本院２００１－２００９年手术标本，用免疫组化法和免疫印迹法检
测２０例正常腮腺组织，３７例腮腺多形性腺瘤，４１例癌在多形性腺瘤中Ｂｅｃｌｉｎ１和 ＬＣ３的表达，并结合临床病理因素进行
分析。结果　Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３在正常腮腺组织表达为（１．０４５±０．００２）、（０．７７９±０．０４７），在腮腺多形性腺瘤中表达下降
［（０４１９±０．０５１）、（０．２４３±０．０２３），Ｐ＜０．０５］，在癌在多形性腺瘤中二者阳性表达显著下降［（０．１７３±０．００８）、（０．０５１±
０．０１０），Ｐ＜０．０５］。淋巴结转移及ＴＮＭ分期与Ｂｅｃｌｉｎ１的表达间有明显差异（Ｐ＜０．０５），不同侵袭性，不同淋巴结转移
组与ＬＣ３的表达间有明显差异（Ｐ＜０．０５）。结论　Ｂｅｃｌｉｎ１和ＬＣ３在腮腺多形性腺瘤及癌在多形性腺瘤中表达下调，自
体吞噬功能改变可能在腮腺肿瘤形成过程中具有一定作用。

　　［关键词］　 多形性腺瘤；癌在多形性腺瘤中；自体吞噬；Ｂｅｃｌｉｎ１；微管相关蛋白１轻链 ３
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　　多形性腺瘤（ｐｌｅｏｍｏｒｐｈｉｃａｄｅｎｏｍａ，ＰＡ）是腮腺区
最常见的肿瘤，具有低度恶性潜能。其膨胀性生长易

影响容貌，术后容易复发，多次复发后再次复发及癌变

的几率均增加。腮腺癌在多形性腺瘤中（ｃａｒｃｉｎｏｍａｉｎ
ｐｌｅｏｍｏｒｐｈｉｃａｄｅｎｏｍａ，ＣＰＡ）约占涎腺恶性肿瘤的１５％～
２０％，而且９０％是由 ＰＡ恶变所致，可危及生命，因此
研究两者的生物特性、治疗及预后具有重要意义。

　　近年来自体吞噬与肿瘤的关系成为人们研究的热
点。自体吞噬过程中有多种基因参与，其中 Ｂｅｃｌｉｎ１
的研究较为深入，Ｂｅｃｌｉｎ１在人类卵巢癌、乳腺癌等多
种肿瘤中均可出现单等位缺失［１－２］。微管相关蛋白１
轻链 ３（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３，
ＬＣ３）是另一种参与自体吞噬的小蛋白质，是自体吞噬
形成的标志性因子。本研究拟采用免疫组织化学法和

蛋白免疫印迹技术检测正常腮腺组织、ＰＡ和 ＣＰＡ中
Ｂｅｃｌｉｎ１和ＬＣ３的表达，探讨自体吞噬在ＰＡ及其恶变
中的作用，为自体吞噬及其相关基因在腮腺肿瘤发生

及进展过程中的作用提供新的证据。

１　资料与方法

１．１　材料来源
　　所用组织取自承德医学院附属医院口腔科２００１－２００９年
手术标本，正常腮腺组织２０例，ＰＡ组织３７例，ＣＰＡ组织４１例。
其中男性１８例，女性２１例，年龄３７～６１岁，非、微侵袭性１２
例，具有侵袭性２９例；肿瘤直径≤４ｃｍ２６例，肿瘤直径 ＞４ｃｍ
１５例；有局部淋巴结转移８例，无明显转移灶３３例；组织 ＴＮＭ
分期：Ⅰ～Ⅱ期２１例，Ⅲ ～Ⅳ ２０例。正常腮腺组织取自于腮
腺肿瘤周围腮腺组织，所有标本均选自术前无放疗、化疗的组

织，标本经分装后，将用于免疫组织化学检测的样本行甲醛固

定，蛋白免疫印迹检测的标本行液氮保存，所有病例均经临床

和病理检查明确诊断。

１．２　主要试剂
　　Ｂｅｃｌｉｎ１单克隆抗体和 ＬＣ３单克隆抗体购自美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚｅ公司产品，βａｃｔｉｎ购自美国Ｓｉｇｍａ公司。

１．３　免疫组织化学显色
　　切片脱蜡，水化。用３％ Ｈ２Ｏ２去离子水孵育５～１５ｍｉｎ，蒸

馏水冲洗，ＰＢＳ浸泡５ｍｉｎ，滴加山羊血清室温１５ｍｉｎ，封闭非特
异性抗原，滴加一抗 Ｂｅｃｌｉｎ１（１∶１００），Ｌｃ３（１∶２００）４℃过夜，
ＰＢＳ冲洗，滴加二抗室温１５ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗，滴加 ＳＰ室温反应
１５ｍｉｎ，ＤＡＢ显色。以 ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照，使用试剂
公司提供的阳性片作为阳性对照。所有切片采用双盲法由２
位病理科医师独立阅片，细胞质出现棕黄色颗粒为阳性细胞。

ＣＭＩＡＳ真彩色医学图像分析系统进行光密度测定，计算切片标
本的平均光密度值。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
　　取出液氮保存组织加入裂解液，冰浴中匀浆，１２０００ｒ／ｍｉｎ，
４℃离心５ｍｉｎ，取上清，考马斯亮蓝法蛋白质定量，样品制备，
转膜、加入抗体（Ｂｅｃｌｉｎ１∶５００；ＬＣ３１∶４００）、封闭、ＤＡＢ显色。
结果经计算机扫描后，自动图像分析系统进行半定量分析，在

同一条件下测定目标条带整合光密度值，计算出各组样品目标

条带与内参（βａｃｔｉｎ）的整合光密度比值。

１．５　统计学分析
　　实验结果以 珋ｘ±ｓ表示，使用 ＳＰＳＳ１６．０统计软件，组间比
较采用单因素方差分析及 ＬＳＤｔ检验，两个变量相关性分析采
用双变量相关分析。

２　结果

２．１　免疫组织化学法检测 Ｂｅｃｌｉｎ１和 ＬＣ３在各组织
中的表达

　　Ｂｅｃｌｉｎ１和ＬＣ３阳性表达定位于细胞质。在正常腮腺组织
中，可见Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３的免疫反应阳性细胞大量表达。与正常
组织比较，二者在ＰＡ组织中的表达下降（Ｐ＜０．０５），在ＣＰＡ组
织中Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３阳性表达显著下降，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５，表１，图１）。

表１　Ｂｅｃｌｉｎ１和ＬＣ３正常腮腺组织、ＰＡ和ＣＰＡ中表达（珋ｘ±ｓ）

组织 ｎ Ｂｅｃｌｉｎ１ ＬＣ３
正常腮腺组织 ２０ １．０４５±０．００２ ０．７７９±０．０４７
ＰＡ组织 ３７ ０．４１９±０．０５１ａ ０．２４３±０．０２３ａ

ＣＰＡ组织 ４１ ０．１７３±０．００８ａｂ ０．０５１±０．０１０ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与正常腮腺组织比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＰＡ组织比较

!

"

#

Ａ：正常腮腺组织；Ｂ：ＰＡ组织；Ｃ：ＣＰＡ组织
图１　３种腮腺组织切片ＬＣ３免疫组化观察　（ＳＰ×２００）
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２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｂｅｃｌｉｎ１和 ＬＣ３在各组织中的
表达

　　蛋白免疫印迹法与免疫组织化学法检测结果一致。正常腮
腺组织中，Ｂｅｃｌｉｎ１和 ＬＣ３大量表达，分别为（２．３０９±０１１２）、
（１．８１６±０．１０８）。在ＰＡ组织中，二者条带ＩＤＶ值明显降低，分
别为（１．７１３±０．１１４）、（１．０４９±０．１１１），（Ｐ＜００５）。在ＣＰＡ组
织中 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３阳性表达显著下降［（１．２９６±０１１０）、
（０６２０±０．１０９），Ｐ＜０．０５］，见图２、３。
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１：正常腮腺组织；２：ＰＡ组织；３：ＣＰＡ组织；４：正常腮腺组织；５：ＰＡ
组织；６：ＣＰＡ组织
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｂｅｃｌｉｎ１在各组腮腺组织中的表达
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１：正常腮腺组织；２：ＰＡ组织；３：ＣＰＡ组织；４：正常腮腺组织；５：ＰＡ
组织；６：ＣＰＡ组织

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＬＣ３在各组腮腺组织中的表达

２．３　Ｂｅｃｌｉｎ１和ＬＣ３与ＣＰＡ临床病理因素的关系
　　由表２中可见，淋巴结转移及ＴＮＭ分期与Ｂｅｃｌｉｎ１的表达
间有明显差异（Ｐ＜０．０５），不同年龄，性别，侵袭性及肿瘤直径
与Ｂｅｃｌｉｎ１的表达间无明显差异（Ｐ＞０．０５）。不同侵袭性，不
同淋巴结转移组与 ＬＣ３的表达间有明显差异（Ｐ＜００５），年
龄，性别，肿瘤直径，ＴＮＭ分期与ＬＣ３表达间无明显差异。

表２　Ｂｅｃｌｉｎ１和ＬＣ３与ＣＰＡ临床病理因素的关系（例）

Ｂｅｃｌｉｎ１ ＬＣ３
临床病理因素　　　　 ｎ

阴性 阳性 阴性 阳性

年龄

　＜５０岁 １９ ７ １２ ８ １１
　≥５０岁 ２２ ８ １４ １０ １２
性别

　男 １８ ６ １２ ９ ９
　女 ２３ ９ １４ ９ １４
侵袭性

　非、微侵袭 １２ ５ ７ ２ １０ａ

　侵袭性 ２９ １０ １９ １６ １３
肿瘤直径（ｃｍ）
　≤４ ２６ １０ １６ １２ １４
　＞４ １５ ５ １０ ６ ９
淋巴结转移

　有 ８ ６ ２ａ ７ １ａ

　无 ３３ ９ ２４ １１ ２２
ＴＮＭ分期
　Ⅰ～Ⅱ ２１ ４ １７ａ ８ １３
　Ⅲ～Ⅳ ２０ １１ ９ａ １０ １０

ａ：Ｐ＜０．０５，与阴性比较

３　讨论

　　自体吞噬性细胞死亡是程序性细胞死亡的一种，

亦称为Ⅱ型程序性细胞死亡，是一种有异于凋亡，不依
赖于Ｃａｓｐａｓｅ的程序性细胞死亡。目前研究发现，在
多种人类肿瘤中均存在自体吞噬活性的改变［３－４］。

Ｂｅｃｌｉｎ１是酵母自噬相关基因 Ａｔｇ６（ａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄ
ｇｅｎｅｓ６）的哺乳动物同源基因，含有１２个外显子，编码
４５０个氨基酸，６０×１０３卷曲螺旋状蛋白。Ｂｅｃｌｉｎ１基
因定位于染色体１７ｑ２１，是自体吞噬的执行者，在多种
人类癌细胞中缺失，而且 Ｂｅｃｌｉｎ１＋／－老鼠更易生发肿
瘤［５］。本实验条件下，Ｂｅｃｌｉｎ１在ＰＡ组织中的表达下
降，在ＣＰＡ组织中Ｂｅｃｌｉｎ１阳性表达显著下降，提示自
噬水平的改变参与了腮腺肿瘤的病理进程。Ｂｅｃｌｉｎ１
可能为抑癌基因［６］。研究证实在对１７例乳癌组织的
检测中，有５６％的病例Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达明显下降［７］，

而在对２２例乳癌细胞系的基础研究中，亦发现４１％
的细胞株存在Ｂｅｃｌｉｎ１等位基因的缺失［６］。在 ＰＡ及
其恶变后，自体吞噬相关因子的表达是否发生变化？

其是否参与了肿瘤的病理进程或转归？在肝癌细胞

中，自体吞噬和 Ｂｅｃｌｉｎ１下调程度可能和肿瘤恶性度
和分型相关［８］。本研究的３种组织中Ｂｅｃｌｉｎ１的表达
随恶性程度增加而减少，在 ＣＰＡ中的表达显著低于
ＰＡ和正常腮腺组织，提示恶性肿瘤的发展过程中存在
自体吞噬功能的减弱，自体吞噬活动的改变不仅参与

了肿瘤的形成，而且其动态变化可能和腮腺肿瘤的恶

性程度相关。

　　ＬＣ３是哺乳动物细胞中酵母ＡＴＧ８基因的同源物，
定位于胞浆和自噬泡膜表面，参与自体吞噬体的形成。

ＬＣ３在自噬体膜的延伸过程中起到重要作用［９］，被认为

是自噬体的标志分子［１０］。本研究中在正常腮腺组织中

ＬＣ３表达强阳性，在ＰＡ和ＣＰＡ组织中表达显著下调，
说明在这两种病变中自体吞噬活性明显降低。

　　淋巴转移是判断腮腺恶性肿瘤预后的重要指标，
在有淋巴结转移组的８例中，Ｂｅｃｌｉｎ１和Ｌｃ３的表达阳
性数分别为２例和１例，阳性率分别为２５％和１２５％。
有无淋巴结转移与Ｂｅｃｌｉｎ１和ＬＣ３的表达间有显著性
关系。Ｂｅｃｌｉｎ１的表达随 ＴＮＭ分期的增高而降低，阳
性率分别为 ８１％和 ４５％，差异有显著性意义，提示
Ｂｅｃｌｉｎ１和ＬＣ３的阳性率可能与ＣＰＡ的预后有关。
　　目前，对于自体吞噬在肿瘤中的作用尚无定论，其
既可以诱导也可以防止癌症的发生，它的作用在肿瘤

的进展中可能是不断变化的。有研究证实鼠的胰腺细

胞经致癌物质诱导后，在癌变前期自体吞噬能力加强，

当癌变完成以后，自噬能力反而减弱。提示自体吞噬

能力的衰退可能有助于肿瘤的恶化［１１］。而自噬相关

基因究竟通过何种途径调控腮腺肿瘤的发生、发展，本

课题组将在后续实验中进一步论证。
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经小切口皮下隧道祛除部分组织重睑术１８５例临床分析

谷　琪１，齐红莉２　　（５６３０００贵州 遵义，遵义医学院附属医院美容医院外科１；７１００００西安，西安市中心医院烧伤整形科２）

　　［关键词］　 小切口；皮下隧道；重睑术
　　［中图法分类号］　Ｒ６２２　　［文献标志码］　Ｂ

［通信作者］　谷　琪，Ｅｍａｉｌ：ｇｕｑｉ３３＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

　　重睑成形术是常见的美容手术，一般为切开法、埋线法及
缝扎法。埋线法和缝扎法术后线结易脱落，重睑线易消失；切

开法术后恢复慢，切口线瘢痕明显［１－２］。我科自２００９年１０月
至２０１１年６月，对１８５例单睑患者采用经小切口皮下隧道祛除
部分组织的重睑术，创伤小、术后反应轻、瘢痕不明显、重睑效

果稳定持久，现报告如下。

１　资料与方法

１．１　临床资料
　　本组１８５例均为门诊患者。女性１７２，男性１３例，平均年
龄２７（１８～３５）岁。受术者上睑皮肤，无明显松弛。

１．２　手术方法
１．２．１　切口设计　　受术者端坐位，结合受术者面部形态特
征，双眼特点和审美观，测试出重睑的最佳位置和走向，用美蓝

标记一圆滑的弧线。在此弧线上距内眦角２ｍｍ、上睑最高点
以及外眦处，各设计一长３ｍｍ的横切口。
１．２．２　手术步骤　　以２％利多卡因（含１∶２０００００肾上腺
素）局部浸润麻醉。用１１号刀片沿设计线上三切口处切开皮
肤，深达眼轮匝肌层，用眼科剪紧贴皮肤在切口之间进行锐性

剥离，在皮下形成一个贯通隧道，内侧达内眦角上方，外侧达外

眦角外５ｍｍ，向下达近睑缘处。用组织剪将隧道下的眼轮匝

肌剪出宽约２ｍｍ，深达睑板前筋膜处。对于上睑肥厚者，特别
是肿泡眼，于外侧切口处打开眶隔，剪除眶隔疝出的多余脂肪，

使上睑变薄，重睑成形更趋自然。用７０尼龙线将切口上皮下
组织———切口下皮下组织———睑板前筋膜进行缝合，线结埋于

皮下。先缝合中间最高点，再缝合两侧切口，术中可观察重睑

弧线是否流畅，并进行调整。切口皮肤进行间断缝合。术后切

口处涂抹抗生素软膏，无菌纱布覆盖伤口，冰袋冰敷２０ｍｉｎ。

２　结果

　　本组１５例术后出现血肿，术后４８ｈ内冰敷，４８ｈ后热敷，
同时口服活血化瘀药物，１周后血肿消退。１２例患者重睑线外
侧消失，于外侧小切口处再次去除外眦外少量眼轮匝肌。其余

患者术后７ｄ拆线，消肿快，无明显瘢痕，重睑形态流畅自然，随
访６～１２个月重睑线稳定，患者满意。见图１。

! "

Ａ：术前；Ｂ：术后２个月
图１　经小切口皮下隧道祛除部分组织的重睑手术前后对比观察
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