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　　［摘要］　目的　研究ＢＭＰ２、ＸＩＡＰ在细胞丰富型和基质丰富型涎腺多形性腺瘤中的表达及其与
复发、恶变的相关性。方法　收集２００４年１月至２０１３年１月我院９２例多形性腺瘤标本，经ＨＥ染色后
分为细胞丰富型（Ａ）、基质丰富型（Ｂ）、其他型（Ｃ）３组，运用免疫组化法检测 ＢＭＰ２、ＸＩＡＰ在各组的表
达并分析各组复发及恶变情况；ＴＵＮＥＬ染色法检测各组组织细胞凋亡情况。结果　疫组化结果：ＢＭＰ２
表达在Ｂ、Ｃ、Ａ组中依次递减，ＸＩＡＰ在 Ａ、Ｂ、Ｃ组中表达依次递减，组间差异均有统计学意义（Ｐ＜
００５）。复发病例中ＢＭＰ２显著高于未复发病例（Ｐ＜０．０５），恶变病例中 ＸＩＡＰ显著高于未恶变病例
（Ｐ＜０．０５）。ＴＵＮＥＬ结果显示，Ａ组中凋亡指数显著低于其他２组（Ｐ＜０．０５），而Ｂ、Ｃ２组差异间无统
计学意义。结论　①基质丰富型多形性腺瘤更容易复发，而细胞丰富型多形性腺瘤更容易恶变。
②ＢＭＰ２的表达水平可能与多形性腺瘤的复发有关，而ＸＩＡＰ的表达水平与多形性腺瘤的恶变有关。
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　　涎腺多形性腺瘤（ｐｌｅｏｍｏｒｐｈｉｃａｄｅｎｏｍａ，ＰＡ）是最
常见的一种涎腺肿瘤，占涎腺上皮肿瘤的５０％以上，
组织学具有多样性，以黏液和软骨样组织的出现为特

征［１－２］。ＰＡ作为一种临界瘤，具有一定的侵袭性，即
便是临床手术治疗成功的病例，仍有２％ ～３％复发的
可能性，且多次复发后易导致癌变［２］。ＰＡ的复发及恶
变过程是多因素、多基因变异相互作用的过程，但其复

发、恶变和转移机制尚不清楚［３］。骨形态发生蛋白２
（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ２，ＢＭＰ２）是天然骨形态
发生蛋白提取物中的最主要的形式，具有抑制肿瘤细

胞增殖、促进肿瘤细胞凋亡的作用［４］。但在涎腺多形

性腺瘤中的研究鲜有报道。ＩＡＰｓ（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｆａｍｉｌｙｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓ）为近年来发现的新一类细胞内凋亡抑
制蛋白，具有明显肿瘤特异性［５］，在肝癌、宫颈癌等肿瘤

已有深入的研究，但在涎腺多形性腺瘤中还未见报道。

　　本实验拟在分析涎腺多形性腺瘤复发、恶变与分型
的关系的基础上，通过研究不同分型 ＰＡ中 ＢＭＰ２和
ＸＩＡＰ的表达及细胞凋亡情况，探讨 ＢＭＰ２、ＸＩＡＰ的表
达水平，细胞凋亡指数与各型ＰＡ复发、恶变的相关性。

１　材料与方法

１．１　材料
　　开滦总医院２００４年１月至２０１３年１月 ＰＡ患者
标本和肿瘤周边的涎腺组织共计９２例。患者术前未
接受过任何放化疗及其他治疗，标本经１０％福尔马林
固定，常规石蜡包埋并且病历资料齐全。

１．２　主要试剂
　　ＲａｂｂｉｔＡｎｔｉＢＭＰ２ｐｒｏｔｅｉｎ；ＲａｂｂｉｔＡｎｔｉＸＩＡＰｐｒｏ
ｔｅｉｎ；抗体稀释液；ＳｕｐｅｒＰＡＰＰｅｎ；无生物素ＰＶ６０００Ｋｉｔ
试剂盒；浓缩型 ＤＡＢ试剂盒；原位细胞凋亡检测试剂
盒ＴＵＮＥＬ（ＰＯＤ）。以上试剂由北京博奥森生物技术
有限公司及北京中杉金桥生物技术有限公司提供。

１．３　方法
　　常规制备石蜡切片，每个标本切取 ４片，１片做
ＨＥ染色，２片做免疫组化染色，１片做原位细胞凋亡
ＴＵＮＥＬ检测。
１．３．１　ＨＥ染色　　切片自６０℃烘箱取出后脱蜡至
水；自来水冲洗，苏木精染色；入１％盐酸酒精水化数
秒；自来水充分水洗返蓝；１％伊红染色１～２ｍｉｎ。最
后梯度酒精脱水干燥；二甲苯透明。中性树胶封固。

风干后，镜下观察。根据其组织成分所占比例分型分

组：Ａ组，细胞丰富型（基质成分比例≤５０％）；Ｂ组，基
质丰富型（基质成分比例≥８０％）；Ｃ组，其他（基质成
分比例＞５１％，并且＜７９％）。
１．３．２　免疫组化染色检测各组标本中ＢＭＰ２和ＸＩＡＰ
表达情况　　切片６０℃烘箱取出后脱蜡至水。高压
加热抗原热修复２ｍｉｎ，室温冷却。ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ７．４）
冲洗３次，每次３ｍｉｎ。入３％过氧化氢１０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲
洗３×３ｍｉｎ。除去 ＰＢＳ，去离子水中免疫组化笔圈定
组织。切片甩干用移液器滴加５０μＬ一抗（ＢＭＰ２或
ＸＩＡＰ，以１∶２００的比例用抗体稀释液配成工作液；阴
性对照组以ＰＢＳ缓冲液代替一抗）。放入湿盒，３７℃
恒温孵育箱中孵育６０ｍｉｎ。ＰＢＳ冲洗３×３ｍｉｎ，切片
甩干，加５０μＬ酶二抗聚合物，放入湿盒，３７℃恒温孵
育４０ｍｉｎ。ＰＢＳ冲洗３×３ｍｉｎ。除去 ＰＢＳ，加５０μＬ
ＤＡＢ溶液（１∶１００蒸馏水稀释，避光）显色。自来水冲洗
约１０ｍｉｎ，苏木精复染，０．１％盐酸水化，自来水冲洗返
蓝。梯度酒精脱水干燥，二甲苯透明。中性树胶封片。

１．３．３　原位细胞凋亡 ＴＵＮＥＬ检测　　切片脱蜡至
水。甩干，加 ５０μＬ复合消化液（蛋白酶 Ｋ胃蛋白
酶），３７℃恒温孵育箱中孵育 ３０ｍｉｎ。ＰＢＳ缓冲液
（ｐＨ７．４）冲洗３次，每次３ｍｉｎ。加３％过氧化氢甲醇
溶液，室温孵育 ３０ｍｉｎ。ＰＢＳ冲洗 ３×３ｍｉｎ。除去
ＰＢＳ液，去离子水中用免疫组化笔圈定组织。甩干并
滴加５０μＬＴＵＮＥＬ反应混合溶液；阴性对照组滴加酶
浓缩溶液。放入湿盒，３７℃恒温孵育６０ｍｉｎ。ＰＢＳ冲
洗３×３ｍｉｎ。切片甩干，滴加５０μＬ转化剂ＰＯＤ。３７℃
恒温孵育３０ｍｉｎ。ＰＢＳ冲洗３×３ｍｉｎ。除去 ＰＢＳ，滴
加５０μＬＤＡＢ溶液，显色。ＰＢＳ冲洗３×３ｍｉｎ。苏木
精复染，０．１％盐酸水化，自来水冲洗返蓝。梯度酒精
脱水干燥，二甲苯透明。中性树胶封片。

１．４　判别标准
１．４．１　免疫组化检测　　ＢＭＰ２主要在细胞质和细
胞核内表达；ＸＩＡＰ主要定位在细胞质，免疫组化染色
阳性表达主要在细胞质中，也可见于细胞核。镜下表

达以背景清晰胞质或细胞核内出现黄色／棕黄色颗粒
为阳性；蓝色为阴性。每张切片在相差显微镜镜下，运

用ＭｏｔｉｃＭｅｄ６．０软件系统，２００倍镜下随机选取１０个
视野捕捉图像，ＩｍａｇｅＰｒｏｐｌｕｓ６．０软件进行分析，得出
积分光密度ＩＯＤ值。
１．４．２　原位细胞凋亡ＴＵＮＥＬ检测　　凋亡中的阳性
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信号均为棕黄色，凋亡的阳性信号位于细胞核中。相

差显微镜镜下，运用 ＭｏｔｉｃＭｅｄ６．０软件系统，４００倍
镜下随机选取５个视野捕捉图像，用ＩｍａｇｅＰｒｏｐｌｕｓ６．０
软件分析图像，得出每组标本凋亡指数（ＡＩ）。ＡＩ＝凋
亡细胞和凋亡小体的数目／肿瘤细胞数。
１．５　回查病历
　　回查各组标本病历，记录患者性别、年龄、发病时
间（发现异常到确诊的时间）、肿瘤大小、有无复发、恶

变及转移等情况。

１．６　统计学分析
　　实验数据建立ＥＸＣＥＬ数据库，经ＳＰＳＳ１８．０统计
软件分析。各组数据经过 ＳｈａｐｉｒｏＷｉｌｋ正态性检验和
Ｂａｒｔｌｅｔｔ方差齐性检验后，利用单因素方差及 ＬＳＤｔ检
验分析比较ＢＭＰ２和 ＸＩＡＰ在各组之间的差异，及不
同分型多形性腺瘤细胞凋亡情况；采用卡方检验和单

因素方差分析各组年龄、性别、发病时间（月）等情况，

以及不同分型多形性腺瘤复发和恶变情况；采用

Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析，分析ＢＭＰ２和ＸＩＡＰ的相关性以及
ＢＭＰ２和ＸＩＡＰ表达情况与细胞凋亡的相关性。实验数
据以珋ｘ±ｓ表示，以Ｐ＜０．０５表示具有统计学意义。

２　结果

２．１　基础资料分析
　　本实验共收集标本９２例：Ａ组细胞丰富型２４例，
女性１０例，男性１４例，平均年龄４７．４２岁，瘤体最小
０８ｃｍ×１．０ｃｍ×１．０ｃｍ，最大１．９ｃｍ×１．７ｃｍ×２．６ｃｍ，
复发５例，恶变６例；Ｂ组基质丰富型２４例，女性１５例，
男性１１例，平均年龄 ４０．７５岁，瘤体最小 １．０ｃｍ×
０．５ｃｍ×０．８ｃｍ，最大１．６ｃｍ×３．０ｃｍ×２．５ｃｍ，复发

１２例，恶变２例；Ｃ组其他型４２例，女性２２例，男性
２０例，平均年龄４１．０８岁，瘤体最小０．８ｃｍ×１．０ｃｍ×
０．９ｃｍ，最大２．０ｃｍ×２．０ｃｍ×１．８ｃｍ，复发８例，恶
变２例。经卡方检验和单因素方差分析可知，各组中
年龄（Ｆ＝１．５１）、性别（χ２＝１．３３）、发病时间（月）
（Ｆ＝１．４２）等因素的差别无统计学意义（Ｐ＞０．０５），
可排除上述因素的干扰，具有可比性。

２．２　各组复发及恶变情况
　　经卡方检验可知，不同分型多形性腺瘤的复发
（χ２＝６．６２，Ｐ＜０．０５）及恶变（χ２＝６．８３，Ｐ＜０．０５）情
况存在显著差异。基质丰富型多形性腺瘤复发率为

４６．２％，更易复发；细胞丰富型和基质丰富型多形性腺
瘤２５％，更易恶变。
２．３　免疫组化染色结果
　　ＢＭＰ２在腺管样的上皮细胞和导管上皮细胞及黏
液样组织和软骨样组织中表达显著。而 ＸＩＡＰ主要在
细胞核和胞质中表达，各组ＢＭＰ２、ＸＩＡＰ均有表达，表
达情况有所不同，结果显示ＢＭＰ２在Ｂ组基质丰富型
阳性表达最强；Ｃ组其他型和Ａ组细胞丰富型表达依次
减弱，且各组中的表达存在显著差异（Ｐ＜０．０５，表１，图
１）。ＸＩＡＰ在Ａ组细胞丰富型中的表达最强，在Ｂ组基
质丰富型中的表达次之，在Ｃ组其他型中的表达最弱，
且各组中表达存在显著差异（Ｐ＜０．０５，表１，图２）。

表１　ＢＭＰ２和ＸＩＡＰ在各组中表达的ＩＯＤ值（珋ｘ±ｓ）

组别 ＢＭＰ２ ＸＩＡＰ
Ａ组 ２２．１０±８．４１ １８０．８２±５７．２０
Ｂ组 １３６．２０±４８．１６ａ １０４．７２±１７．２８ａ

Ｃ组 ７１．７４±２８．７８ａｂ ６３．０２±１３．４８ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与Ａ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ｂ组比较
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Ａ：细胞丰富型组（Ａ组）；Ｂ：基质丰富型组（Ｂ组）；Ｃ：其他型组（Ｃ组）；Ｄ：阴性对照组
图１　ＢＭＰ２在不同分型涎腺多形性腺瘤中的表达　（×２００）
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$

Ａ：细胞丰富型组（Ａ组）；Ｂ：基质丰富型组（Ｂ组）；Ｃ：其他型组（Ｃ组）；Ｄ：阴性对照组
图２　ＸＩＡＰ在不同分型涎腺多形性腺瘤中的表达　（×２００）
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２．４　ＢＭＰ２和ＸＩＡＰ的表达与复发、恶变的相关性
　　复发病例中ＢＭＰ２表达明显高于未复发病例，提
示ＢＭＰ２高表达可能与复发有关；而复发与未复发病
例间ＸＩＡＰ的表达无明显差别，提示ＸＩＡＰ的表达与复
发无关。经两个独立样本 ｔ检验，各组间差异具有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。恶变病例中 ＸＩＡＰ表达明显高
于未恶变病例，提示 ＸＩＡＰ高水平表达可能与恶变有
关；恶变与非恶变病例 ＢＭＰ２的表达无明显差别，提
示恶变与ＢＭＰ２的表达无关，而 ＸＩＡＰ的高表达与恶
变有关。经两个独立样本 ｔ检验，各组间差异具有统
计学意义（Ｐ＜０．０５，表２）。

表２　ＢＭＰ２、ＸＩＡＰ在复发和恶变病例中的表达

复发情况 恶变情况
指标

复发 未复发 恶变 未恶变

ＢＭＰ２ １２１．４４±５７．４６ ６０．６１±４０．８５ａ ９５．４７±８５．２９ ７４．９１±４８．１１
ＸＩＡＰ １２１．６３±５５．６４１０４．００±６０．７９１６８．７０±６５．７６ １００．９４±５４．７７ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与复发比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与恶变比较

２．５　ＢＭＰ２和ＸＩＡＰ表达相关性
　　经Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析，ＢＭＰ２与 ＸＩＡＰ的表达存
在负相关，即 ＢＭＰ２表达水平越高时，ＸＩＡＰ的表达水
平越低（ｒ＝－０．２９７，Ｐ＜０．０５），具有统计学意义。
２．６　ＴＵＮＥＬ检测结果
　　在细胞丰富型中可见凋亡小体明显少于其他两
型，计算各组凋亡指数 ＡＩ，Ａ组为（０．０３０±０．００６），Ｂ
组为（０．２２６±０．０４６），Ｃ组为（０．２４１±０．０４８），经单
因素方差分析，ＡＩ在细胞丰富型和其他两型ＰＡ中，存
在显著差异（Ｐ＜０．０５），而在基质丰富型和其他型中
无显著差异。经Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析，ＢＭＰ２的表达和
细胞凋亡存在正相关，即 ＢＭＰ２的表达越强，凋亡指
数ＡＩ值越高（ｒ＝０．４４５，Ｐ＜０．０５）。ＸＩＡＰ的表达和细
胞凋亡存在负相关，即ＸＩＡＰ的表达越强，凋亡指数ＡＩ
值越低（ｒ＝－０．６６１，Ｐ＜０．０５）。经两个独立样本ｔ检
验，分析各组ＡＩ值与复发及恶变病例，显示复发组与
未复发组ＡＩ值无显著差异（Ｐ＞０．０５），但恶变组 ＡＩ

值显著低于未恶变组（Ｐ＜０．０５），提示细胞凋亡与复
发无关，与恶变有一定相关性（图３，表３）。

表３　复发及恶变病例的凋亡情况（珋ｘ±ｓ）

复发及恶变情况 ＡＩ ｔ Ｐ
复发 ０．１６６±０．０８０ －１．０１１ ０．３１６
未复发 ０．１８７±０．１０６
恶变 ０．０８５±０．０８２ ３．４０４ ０．００１
未恶变 ０．１９０±０．０９６

３　讨论

　　多形性腺瘤来源于涎腺上皮，是口腔颌面部最常
见的肿瘤之一。肿物内除上皮成分外，还有腺体、黏液

样、软骨样组织等［６］。Ｓｅｉｆｅｒｔ等根据上皮细胞和基质
成分在肿瘤中所占比例，将多形性腺瘤分为四型。此

后Ｓｅｉｆｅｒｔ和Ｄｏｎａｔｈ为方便起见，将四型合成两型，即
基质丰富型和细胞丰富型［７］。

　　目前对于多形性腺瘤中软骨组织的来源尚不明
确，但ＢＭＰ是目前所知的唯一可单独诱导异位骨形成
的蛋白［８］。上皮肿瘤细胞产生的 ＢＭＰｓ可能诱导间质
干细胞分化为软骨细胞。低浓度的 ＢＭＰ可诱导间充
质细胞向骨组织形成区移行；等浓度的ＢＭＰ可促进间
充质细胞向成软骨和成骨细胞方向分化；高浓度的

ＢＭＰ则可促进间充质细胞的增生［９］。本实验研究表

明ＢＭＰ２在多形性腺瘤中软骨样组织周围的肌上皮
细胞和基底膜阳性过表达，由此认为 ＢＭＰ２在多形性
腺瘤软骨样组织的形成中发挥一定作用。Ｓｅｉｆｅｒｔ等［７］

认为，由于基质丰富型多形性腺瘤的基质成分，像软骨

肿瘤一样，对于生存条件要求相对较低，而更易于复

发。在多形性腺瘤的上皮性肿瘤组织中软骨组织的形

成过程中ＢＭＰ２过表达，认为ＢＭＰ２在多形性腺瘤的
生长过程中以自分泌的形式诱导软骨细胞的形成和细

胞外基质的产生［１０］。ＢＭＰ２对细胞增殖也有相应的
的影响［１１］。本实验发现 ＢＭＰ２与肿瘤细胞的凋亡关
系密切，可以推测 ＢＭＰ２可诱导肿瘤细胞的凋亡，并
且与多形性腺瘤的复发有一定关系。

!
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Ａ：细胞丰富型组（Ａ组）；Ｂ：基质丰富型组（Ｂ组）；Ｃ：其他型组（Ｃ组）
图３　不同分型涎腺多形性腺瘤中细胞凋亡观察　（×４００）
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　　ＸＩＡＰ可通过两条途径来抑制细胞凋亡：一是通过
抑制蛋白激酶效应物 Ｃａｓｐａｓｅ来抑制细胞的凋亡，另
一种是通过 ＮＦκＢ阻止细胞表面受体介导的凋亡途
径起到抑制凋亡的作用［１２］。在 Ｃａｓｐａｓｅ凋亡通路中，
ＸＩＡＰ是唯一能同时抑制起始阶段和效应阶段的 ＩＡＰ。
ＸＩＡＰ不仅在诸多恶性肿瘤细胞系中过表达，而且在多
类肿瘤患者的肿瘤组织中过表达并且伴随较差的预

后［１３］。有研究发现，子宫颈癌组织 ＸＩＡＰ蛋白表达与
癌细胞分化程度呈负相关，与病理分期和年龄无关。

ＸＩＡＰ表达强更易发生转移，预后较差；良恶性肿瘤的
体腔渗出液中 ＸＩＡＰ免疫染色阳性尤其是强阳性时，
可提示肿瘤为恶性［１４］。一些宫颈癌病例显示，ＸＩＡＰ
仅在鳞癌的病损前沿表达，而部分上皮内瘤也受到

ＸＩＡＰ的诱导作用［１５］。ＸＩＡＰ在ＰＡ非典型增生细胞内
表达增强，说明涎腺肿瘤恶变过程中凋亡路径出现障

碍［１６］。不但癌细胞内 ＸＩＡＰ高表达，而且癌前病损非
典型增生细胞和癌周细胞内也出现 ＸＩＡＰ高表达，提
示癌周细胞已经具有较强的凋亡抵抗能力［１７］。本实

验中ＸＩＡＰ在细胞丰富型表达较强，与其他两型差异
明显，表明细胞丰富型多形性腺瘤较其他两型更易恶

变，预后可能较差。ＸＩＡＰ凋亡抑制蛋白只能延缓凋亡
的发生，却不能阻断细胞凋亡［１８］。有研究显示 ＸＩＡＰ
还能对细胞周期进行调控，ＲＮＡｉ沉默 ＸＩＡＰ基因可通
过诱导凋亡和细胞周期阻滞而抑制肿瘤细胞生长［１９］。

本实验结果显示 ＸＩＡＰ与肿瘤细胞的凋亡关系密切，
ＸＩＡＰ有抑制细胞凋亡的作用，并且与多形性腺瘤的恶
变存在一定关系。而且ＢＭＰ２和ＸＩＡＰ表达的结果进
行相关分析，可知 ＢＭＰ２和 ＸＩＡＰ存在负相关，ＢＭＰ２
可能有抑制 ＸＩＡＰ表达的作用，从而我们也可以推测
ＢＭＰ２有诱导多形性腺瘤瘤细胞凋亡的作用。
　　肿瘤的侵袭和转移是一个多阶段、多因素、多基因
参与的复杂连续的过程。本实验由涎腺多形性腺瘤的

组织成分的不同作为出发点，从各病例的年龄、性别、

发病时间、瘤体大小以及其组织软骨样结果、细胞凋亡

等方面做了比较研究，发现肿瘤亚型与多形性腺瘤的

复发和恶变有一定相关性，且 ＢＭＰ２和 ＸＩＡＰ表达的
结果及原位细胞凋亡 ＴＵＮＥＬ检测结果反映组织结构
的差异与多形性腺瘤的复发、恶变和预后关系密切。
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