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骨桥蛋白在涎腺肿瘤中的表达及临床意义 
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【摘 要】目的：研究涎腺肿瘤中骨桥蛋白(Osteopontin，OPN)mRNA和蛋白表达水平与临床病理特征之间的关系。方法：应用荧 

光实时定量 RT—PCR和 Western blot检测 OPN mRNA和蛋白在 41例恶性涎腺肿瘤和 21例良性涎腺肿瘤及 10例正常涎腺组 

织中表达量，分析 OPN mRNA和蛋白表达量与涎腺肿瘤临床病理特征的关系。结果：OPN mRNA和蛋白在恶性肿瘤中的表达量 

明显高于在良性肿瘤和正常组织中的表达量，差异具有统计学意义(P<0．05)。OPNmRNA表达水平与恶性涎腺肿瘤TNM分期 

和淋巴结转移密切相关 ，蛋白表达水平与TNM分期有关(P<0．05)，与发病部位、分化程度无明显相关性。结论：恶性涎腺肿瘤 

中 OPN mRNA和蛋白表达量明显增高，并与临床病理特征密切相关。 
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Expression of osteopontin and its clinicO—pathOIOgical significance in salivary 
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【Abstract]Objective：To investigate the expression of osteopontin(OPN)mRNA and protein and its correlation with elinieo—pathological 

features of salivary gland tumors．Methods：OPN mRNA and protein level were detected by fluorescent quantitative real-time reverse 

tIlanscription—polymer_ase chain reaction (RT—PCR)and Western blot in 41 cases of malignant salivary gland tumors，21 of benign 

salivary gland tumors and 1 0 of normal salivary gland tissues．The relationship between the relative content of OPN mRNA and protein and 

clinico—pathological features of salivary gland tumors were analyzed．Results：The differences of OPN mRNA and protein expression 

levels in various tissues (malignant salivary gland tumors，benign alivary gland tumors and normal salivary gland tissues)were 

statistically sign ificant，and the mRNA expression levels were correlated significantly with node metastasis and TNM stage，the expression 

levels of OPN protein were correlated significantly with node metastasis and TNM stage(P<0．05)．Conclusion：OPN mRNA and protein 

were over—expressed in malignant salivary gland tumors，and they were correlated to the clinico—pathological features．Western blot 

tumors，benign alivary gland tumors and norm al salivary g1and tissues) were statistically significant，and the mRNA expression levels 

were correlated significantly with node metastasis and TNM stage，the expression levels of OPN protein were correlated significantly with 

node metastasis and TNM stage(P<0．05)． 
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骨桥蛋白(Osteopontin，OPN)是一种重要 的多功能细胞 

外基质蛋白，参与细胞与基底膜的粘附，促进局部基底膜以 

及细胞外基质的破坏。已有研究显示 OPN与肺癌、胃癌等恶 

性肿瘤侵袭及转移关系密切。但其与涎腺肿瘤的相关研究报 

道国外较少，国内未见报道。本实验应用荧光定量 RT—PCR 

和 Western blot方法检测涎腺肿瘤组织中 OPN mRNA和蛋 

白表达水平 ，并分析其与涎腺肿瘤临床病理特征的关系，旨 
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为涎腺肿瘤分子标志物的筛选及基 因治疗打下基础 。 

1 材料与方法 

1．1 I临床资料 

所有样本均取 自中国人民解放军第三二四医院口腔科， 

按照 WHO涎腺肿瘤组织病理学分类标准诊断分型。其中正 

常对照 10例，良性肿瘤 21例(多形性腺瘤 14例 ，腺淋巴瘤 

6例 ，基底细胞腺瘤 1例 )，恶性肿瘤 41例(腺样囊性癌 l6 

例 ，粘液表皮样癌 19例 ，腺泡细胞癌 3例 ，腺癌 1，恶性多形 
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性腺瘤 2例)。恶性肿瘤中男 25例，女 16例 ；年龄 29～65 

岁，平均 49．2岁。分化程度 ：高、中、低分化分别为 20、12、9 

例。按国际抗癌联盟(UICC)制定的口腔颌面部恶性肿瘤TNM 

分期标准进行分期 ：I期 l5例 ，Ⅱ期 14例 ，Ⅲ～Ⅳ期 l2例。 

伴颈部淋巴结转移者 19例，无颈淋巴结转移者 22例。术中 

切除原发病灶后 ，即刻切取新鲜组织 ，生理盐水冲洗后 ，立即 

放入液氮中贮存备用。 

1．2 方法 

1．2．1 荧光定量 RT—PCR检测 OPN mRNA的表达 TRIzol 

法提取组织总 RNA，cDNA合成按照逆转录酶试剂盒操作指 

示进行。反转录在 Bio—Rad热循环仪中进行，条件为：30~C 10 min， 

42~C 30 min．99℃ 5 min．5 5 min。反应产物置 一20℃冰箱 

保存备用。根据 NCBI基因序列，在线设tt-(http：／／frodo．wi．mit． 

edu／cgi—bin／prirner3／primer3
一 www．cgi)弓I物。OPN基因(NCBI： 

J04765)引物序列为：P1：5’一GCC GAG GTG ATA GTG TGG 

TF一3’．P2：5’一ATT CAA CTC CTC GCT TTc CA一3’，片段 

长度 125 bp；GAPDH管家基凶(NCBI：NM一002046)引物序列 

为 ：5’一CCA GGT GGT CTC CTC TGA CTF一3’，5’一GrIT GCT 

GTAGCCAAA，n、CG1丫rGT一3’，片段长度 130 bp。引物均由 

大连 TaKaRa公司合成。2O l反应体系包括 ：2×SYBR@ 

PremixExTaqTM(大连宝生物公司)l0 l，cDNA 1 l，1 mmol／L 

引物各 0．4 l，dH O 8．2 1。反应在 Eppendorf荧光定量 PCR 

仪中进行，反应条件为：95qC预变性 10rain．95℃10 S，60~：5 S． 

72℃10 s。84~C10 s，40个循环 ，84~C时检测荧光 。扩增完毕 

后，进行熔解曲线分析。分析软件通过荧光强度得到样本中 

OPN和GAPDH的 ct值。将 cDNA模板等比稀释做 OPN基 

因及 GAPDH基 因的标准曲线 。它们的相关系数均大 于 

0．98，拟合满意。用公式 Ex=101／一k计算 OPN基因和 GAPDH 

基因的扩增效率，其扩增效率几乎相同，可用△Ct=Ct(目的 

基因)--Ct GAPDH (内参照基因)表示基因的相对拷 贝数 ， 

△ct值越低，实际拷贝数越高，基因表达量越高。 

1．2．2 Western blot检测 OPN和内参 B—actin蛋白的表达 

各样本取 80 mg，用预冷 PBS冲洗组织 3遍，加裂解液(62．5 

mmol／L Tris—HC1 pH 6．8，10％ glycerol，5％ mercaptoethanol，2％ 

(w／v)SDS，lmm0儿 PMSF)冰上裂解，95℃变性5rain后 12000 
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图 1 GAPDH基因荧光定量 PCR产物电泳图 
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图 3 GAPDH、OPN荧光定量 PCR荧光强度曲线图 

r／min离心 20 min，取上清测定浓度后 一80℃保存备用。25 

g细胞总蛋 白经 SDS—PAGE电泳分离 ，完毕后将蛋白转 

移到 PVDF膜上。膜用 5％脱脂奶粉封闭，后放入含一抗的 

TBST溶液 ，4℃过夜，洗膜 ，然后用辣根过氧化物酶标记的二 

抗室温反应 1 h，目标蛋白质用 DAB显色。计算机扫描，以 

13一aetin蛋白做参照，分析处理。 

l_3 统计学分析 

OPN基因表达量以均数 ±标准差( ±s)表示，t检验及单因 

素方差分析进行统计，以 P<O．05具有统计学意义，用 SPSS 1 1．5 

统计学软件包完成。 

2 结 果 

2．1 OPN mRNA在涎腺肿瘤中的表达及与临床病理特征的 

关系 

OPN和 GAPDH基因荧光定量 PCR产物经 6％聚丙烯酰 

胺凝胶电泳如图 1、图2，目的条带清晰，没有杂带，扩增片段 

长度与理论大小一致 ，说明扩增产物具有特异性。荧光定量 

PCR重复性与精密度好(图 3)。恶性肿瘤组 OPN mRNA表达 

量(1．83±0．93)明显高于其相应的正常组织(2．86±0．84)，2 

组比较有显著性差异(P<0．01)。良性肿瘤组表达量为 2．59 

±0．69，显著低于恶性肿瘤组 (P<0．Ot)，与正常组无显著性差 

异(P>10．05)。OPN mRNA表达水平与涎腺恶性肿瘤发生部 

位、分化程度无关，但淋巴结转移组 OPN表达量比无淋巴结 

转移组明显升高，差异具体统计学意义。随着 TNM不同分期， 

恶性涎腺肿瘤病变进展和病程加重 ，OPN mRNA表达有逐渐 

增高的趋势，TNM I期病例表达水平明显低于 TNM m—IV期 

病例，差异具有统计学意义，见表 1。 

2．2 Westem blot检测 OPN蛋白在涎腺肿瘤中的表达 

恶性涎腺肿瘤组织中 OPN蛋白条带深于正常涎腺组 

织、涎腺良性肿瘤，见图4。OPN在涎腺恶性肿瘤组织中均有 

过度表达(0．409．4-0．叭13)，与正常涎腺组织(0．1 15．4-0．0l3)、 

涎腺良性肿瘤 (0．219±0．091)相比，其差异有统计学意义 

(P>O．05)。OPN蛋白在恶性肿瘤中的表达水平与发生部位、 

分化程度和淋巴结转移无关，但因不同临床分期而有差异， 

I期和Ⅲ～Ⅳ期 2组间差异有统计学意义(P>O．05)，计算机 

量化后结果见表 l。 
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图2 OPN基因荧光定量 PCR产物电泳图 
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1．正常涎腺组织；2．多形性腺瘤；良性涎腺肿瘤；3．腺样囊 

性癌；4．粘液表皮样癌；5．腺泡细胞癌 

图4 涎腺肿瘤中 OPN蛋白的表达 
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·：OPN mRNA表达水平在颈淋巴结转移组间和TNM分期组间差异有统计学意义； ：OPN蛋白表达水平在 TNM I期和Ⅲ～Ⅳ期 2组间差异有 

统计学意义 

3 讨 论 

OPN是一种分泌型、粘附『生的钙结合磷酸化糖蛋白，在人 

体正常组织中广泛分布，表达比较低，但在肺癌、肝癌和大肠 

癌等 恶性肿瘤及其转移灶中表达量明显升高。研究发现 OPN 

在体内外均能促进肺癌细胞增殖及血管生成 ，利用 SiRNA 

技术下调 OPN在胃癌细胞株的表达，可降低其增殖活性，减 

少细胞迁移及血管生成，并降低胃癌细胞在裸鼠体内致瘤能 

力和转移能力[sl，这些结果提示 OPN可能与肿瘤的生长 、侵 

袭 、转移密切相关，可能是很有应用前景的肿瘤标志物和肿 

瘤治疗的分子靶标。 

本实验应用荧光定量 RT—PCR和 Western blot技术对41 

例恶性涎腺肿瘤标本 OPN mRNA和蛋 白 检测结果表明，其 

在恶性涎腺肿瘤组织中的表达明显高于良性涎腺组织和正 

常涎腺组织(P<0．05)，提示 OPN mRNA和蛋白表达上调可 

能与恶性涎腺肿瘤的发生有关。从临床病理特征分析 ，OPN 

mRNA和蛋白表达与恶性涎腺肿瘤分化程度和发生部位无 

关 ，与淋巴结转移及 TNM分期具有显著的相关性。有淋巴结 

转移者 OPN mRNA表达水平比无淋巴结转移者明显升高 

(尸<0．05)，在不同的 TNM分期中，Ⅲ～Ⅳ期 OPN mRNA和蛋 

白表达量明显高于 I期，差具有统计学意义(P<O．05)，这一结 

果与姜蕾和 Darling等研究结果一致_6I71。以上结果提示 OPN 

在恶性涎腺肿瘤细胞中高表达，其可能通过各种机制促进细 

胞恶性转化、浸润、迁移、恶性增殖以及促进新生血管的形成 

等致使肿瘤生长转移。OPN mRNA和蛋白表达水平可反应恶 

性涎腺肿瘤的临床病理学特征，这一研究结果可作为筛查涎 

腺肿瘤诊断分子标志物的参考。 

本实验探讨了OPN mRNA在恶性涎腺肿瘤组织中的表 

达与临床病理特征的关系，提示 OPN在恶性涎腺肿瘤发生、 

发展的病理过程中可能发挥了重要作用，OPN可作为恶性涎 

腺肿瘤患者判断预后的一个较好的指标。但 OPN在肿瘤发 

生发展中的机制及功能还不明确 ，仍需要进一步研究。 
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