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摘要 目的：探讨 Egr-1和 PTEN在皮肤鳞癌中的表达和临床意义。方法：收集 2014年 1月到 2015年 12月 100例在我院经病理

学诊断为皮肤鳞状细胞癌患者以及 100例健康对照的组织样本，采用免疫组化法 SP法检测在皮肤鳞癌中 Egr-1和 PTEN的表

达，并分析其与患者肿瘤转移的关系。结果：皮肤鳞状细胞癌组织中 Egr-1和 PTEN的表达明显高于健康对照组织(P<0.05)；发生

远处转移的皮肤鳞状细胞癌组织中 Egr-1水平明显高于未转移者 (P<0.05) PTEN的表达显著低于未发生远处转移的患者(P<0.

05)。结论：Egr-1和 PTEN在皮肤鳞状细胞癌患者中表达明显增高，并与癌组织远处转移密切相关，二者可能作为皮肤鳞癌诊断和

预后评估的参考指标。
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Expression and Clinical Significance of Egr-1 and PTEN in the Cutaneous
Carcinomas*

To investigate the expressions and clinical significances of Egr-1 and PTEN in the cutaneous carcinomas.

From January 2014 to December 2015, 100 cases of patients in our hospital pathologically diagnosed as skin squamous cell

carcinoma, and 100 cases of healthy control tissue specimens were collected. The histochmical SP method was used to detect the expres-

sion of in skin squamous cell carcinoma Egr-1 and PTEN, and their correlation witth tumor metastasis were analyzed. The ex-

pression of Egr-1 and PTEN in skin squamous cell carcinoma were significantly higher than those in the healthy control tissues (P<0.05).

The expressions of Egr-1 in skin squamous cell carcinoma with distant metastasis was significantly higher than that without metastasis

(P<0.05), while the expression of PTEN was significantly lower than that of patients without distant metastasis (P<0.05).

Egr-1 and PTEN expressions were significantly increased in the patients with skin squamous cell carcinoma and were closely related to

the distant metastasis of cancerous tissues, which could be used as references for the diagnosis and prognostic prediction of skin squa-

mous cell carcinoma.
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前言

皮肤鳞癌的全称为皮肤组织鳞状细胞癌 (Squamous cell

carcinoma of the skin tissue, CSCC)，是一种非黑色素瘤性皮肤

癌(non-melanoma skin cancer, NMSC)[1-4]。CSCC的发生率较高，

是第二常见的皮肤癌，发病率仅次于基底细胞癌，占所有 NM-

SC的 25%左右。在全球范围内，SCC以每年 3%~10%的逐年增

加[5]。有研究表明，人口老龄化和大气污染可以增加 CSCC的发

病率。CSCC在东方国家和西方国家均呈现出发病率逐年增高

的趋势[6]。因此，皮肤鳞癌成为学者关注和研究的热点。

Egr-1 是一种早期生长反应基因 -1 (Early growth re-

sponse-1)编码的蛋白质，对于调节早期消化系统肿瘤、生殖器

肿瘤等的细胞增殖、分化、胚胎发育及细胞凋亡，恶性肿瘤的发

生和发展具有十分重要的调节作用[7]。PTEN是磷酸酶张力基

因(phosphatase and tension homolog)编码的蛋白[8]，是近年来新

发现的多种抑制细胞增殖相关基因之一[9]。本研究拟通过免疫

组化 SP法检测 Egr-1、PTEN蛋白在 CSCC中的表达，并分析

其与肿瘤远处转移的关系，以期为皮肤鳞癌的早期诊断、预防

及基因的靶向治疗提供基础的实验依据。

1 资料与方法
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1.1 纳入标准和排除标准

选择 2014年 1月 -2015年 9月我院收集的 100例经病理

诊断确诊的皮肤鳞状细胞癌组织与 100例经病理学诊断无皮

肤癌的健康对照皮肤组织。

纳入标准：1)经过病理诊断确诊皮肤鳞状细胞癌；2)无合并

其他部位产生的继发性或者是原发性的良性和恶性肿瘤；3)首

次确诊；4)自愿参加研究并在事先签订知情同意书。

排除标准：1)患者和家属不配合检查；2)患者拒绝接受治疗

和病理检查；3)患者在进行病理检查的 3-4周内，曾进行放疗、

化疗、免疫调节治疗、靶向治疗；4)患者意识不清或者患有精神

疾病。

1.2 实验试剂

鼠抗人 Egr-1抗体(武汉，博士德生物)，0.9%无菌生理盐水

(日本，大冢制药)，免疫组化 SP900染色试剂盒(北京，中杉金

桥)，鼠抗人 PTEN抗体(武汉，博士德生物)，Mayer苏木素(北

京，中杉金桥)，DAB浓缩型染色试剂盒(北京，中杉金桥)，新鲜

二甲苯(天津，天津化学试剂三厂)，Na2HPO412H2O (天津，天津

化学试剂三厂 )，100％乙醇 (天津，天津化学试剂三厂 )，

NaH2PO42H2O(天津，天津化学试剂三厂)，柠檬酸(天津，天津化

学试剂三厂，)，柠檬酸钠(天津，天津化学试剂三厂)等。

1.3 实验仪器

微量移液器(Eppendorff)、海尔制冰机，4℃恒温冰箱(Ther-

mo)，10 mL注射器，5 mL注射器(哈那好，天津)，病理切片机

(Leica,德国)EP 管(Eppendorff，德国)，水浴锅(北京医疗器械

厂)，显微照相机(OLYMPUS，日本)，光学显微镜(OLYMPUS，

日本)等。

1.4 实验方法

1.4.1 病理取材方法 疑似病变的皮肤组织由经验丰富的具

有执业医师资格的临床医师进行完全切除。切取之前应使用利

多卡因局部麻醉，组织切除前准备好 4%多聚甲醛溶液，取得的

皮肤组织标本立即放在该溶液中，在我院的病理科进行包埋切

片，切片的厚度设置成 5 滋m，采用连续切片法贴片、展片，标注
清楚切片对应的病例详细信息，60℃烤箱中烤片 1 h，取出切片

冷却至室温之后，4℃冰箱备用。

1.4.2 免疫组化 SP法 在免疫组化染色之前，需先将病理组

织制成石蜡切片。石蜡切片的步骤大致包括固定、脱水、透明、

组织包埋、切片、贴片、烤片等。在制作好石蜡切片后，使用免疫

组化 SP法进行组化染色。步骤如下：(1) 脱蜡：20℃下静置 60

min，然后用二甲苯(Ⅰ)、(Ⅱ)浸泡，共 25 min；(2)水化：使用无水

酒精(Ⅰ)、(Ⅱ)浸泡 2 min，至 95%、80%、70%酒精(Ⅰ)(Ⅱ)各 2

min；PBS冲洗每次 5 min，冲洗次数为 2-3次；(3)阻断：3% H2O2

去离子水 10 min孵育，PBS冲洗每次 5 min，冲洗次数为 2-3

次；(4) 抗原修复：在 PH=6.0，95℃枸橼酸缓冲液中加热 15-20

min，然后放在室温冷却 20 min，用冷水冲洗冷却至室温；PBS

冲洗每次 5 min，冲洗次数为 2-3次；(5)封闭：采用正常山羊血

清进行封闭，室温下孵育 20min，去除多余的液体；滴加Ⅰ抗 50

滋L，20℃下静置 1 h；PBS冲洗每次 5 min，冲洗次数为 2-3次；

滴加辣根过氧化物酶标记的Ⅱ抗 40～50 滋L，室温下静置 1 h；

PBS冲洗每次 5 min，冲洗次数为 2-3次；滴加链霉亲和素 -过

氧化物酶，室温孵育 30 min；PBS冲洗每次 5 min，冲洗次数为

2-3次；(6)显色：采用 DAB显色 5-10 min，用显微镜观察染色程

度，如果胞浆为棕色则说明为阳性细胞；自来水冲洗 10 min后

反应终止；(7)复染：用苏木精复染 2 min，盐酸酒精分化；自来水

进行冲洗 10-15 min；(8)常规脱水、透明、封片，在组织旁边滴上

中性树胶，然后加盖玻片进行镜检[10,11]。

1.4.3 观察指标 皮肤鳞状细胞癌免疫组化染色结果判读方

法[12]。(1)检测阳性：Egr-1和 PTEN基因表达产物蛋白阳性分布

主要在皮肤鳞状细胞的细胞核中。阳性显色显微镜下可观察到

细胞核呈棕色或棕褐色的颗粒。(2)细胞计数：细胞计数以每平

方毫米为单位，根据观测得到的 Egr-1和 PTEN阳性细胞的比

例(PP)和染色强度(SI)进行评分。(3)评分标准：总分值＝SI×

PP，总分值≤ 6定义为检测阴性，总分值 >6定义为检测阳性。

以细胞染色强度为依据可将评分标准分为 4级：1)强阳性(+++)

为 3分；2)中等阳性(++)为 2分；3)弱阳性(+)1分；4)无细胞着色

为阴性 0分。根据阳性细胞百分比(PP)分为 4级：1)阴性无细胞

染色 0分；2)阳性细胞数大于 80%计为 4分，阳性细胞数 51%

-80%计 3分，阳性细胞数 11%-50%计 2分，阳性细胞数≤ 10%

计 1 分。采用低倍和高倍镜对细胞数进行观察，高倍镜下

(400× )随机选取 10个视野，得到阳性细胞占的百分率，其均

数± 标准误(x± s)即为阳性细胞率平均值，即表达强度。

1.5 统计学分析

采用统计学软件 SPSS19.0分析处理数据，计量资料和计

数资料的比较分别采用 t检验和 x2检验，以 P＜0.05为差异具

有统计学意义。

2 结果

2.1 两组 Egr-1和 PTEN表达的比较

与健康对照的皮肤组织样本比较，皮肤鳞状细胞癌组织中

Egr-1的阳性表达率和表达强度均显著升高(P<0.05)，而 PTEN

的阳性率和表达强度明显降低(P<0.05)，见表 1、表 2、图 1。

表 1两组 Egr-1和 PTEN阳性表达率的比较

Table 1 Comparison of the positive expression rate of Egr-1 and PTEN between two groups

detection of genes Grouping Number of cases Positive negative Positive rate (%) P value

Egr-1
CSCC group 100 79 21 79.0(79/100)

0.007
Control group 100 36 64 36.0(36/100)

PTEN
CSCC group 100 92 8 92.0(92/100)

<0.0001
Control group 100 17 83 17.0(17/100)
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图 1 A正常皮肤组织中 Egr-1的表达；B皮肤鳞状细胞癌患者 Egr-1表达(200× )

Fig.1 A Expression of Egr-1 in normal skin tissue; B skin squamous cell carcinoma patients Egr-1 expression (200× )

2.2 皮肤鳞状细胞癌组织中 Egr-1和 PTEN的表达与其远处转

移的关系

按照是否发生转移，将所收集的 100例皮肤鳞状细胞癌患

者分为转移组(n=16)和未转移组(n=84)，结果显示转移组患者

PTEN的表达强度明显低于未转移组(P<0.05)，但 Egr-1的表达

强度无明显差异 (P>0.05)。但无论是否发生转移，Egr-1 和

PTEN的阳性率比较差异无统计学意义(P>0.05)，见表 3、表 4、

图 2。

表 2 两组 Egr-1和 PTEN的表达强度比较

Table 2 Comparison of the Expression intensity of Egr-1 and PTEN between two groups

Detection of genes Grouping Number of cases Expression intensity P value

Egr-1 CSCC group 100 7.21± 2.3 0.012

Control group 100 4.62± 1.4

PTEN CSCC group 100 8.52± 1.7 0.004

Control group 100 0.27± 0.8

表 3 转移与未转移的鳞状细胞癌组织 Egr-1及 PTEN的表达强度比较(x± s)

Table 3 Comparison of the expression intensity of Egr-1 and PTEN between metastatic and non-metastatic squamous cell carcinoma tissue(x± s)

Grouping Number of cases Egr-1 expression intensity PTEN expression intensity

Transfer group 16 6.79± 1.27 3.11± 1.58

Not transferred group 84 7.21± 0.98 8.12± 1.64

P value - >0.05 <0.05

图 2 皮肤鳞状细胞癌患者癌变组织 PTEN表达(SP法，400× )

Fig.2 Expression of PTEN in cancerous squamous cell carcinoma patients (SP method, 400× )

3 讨论
目前，有关皮肤鳞状细胞癌的发生机制存在几个假说，一

般认为是在各种物理化学和生物因素作用下，如紫外照射等可
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既往的研究显示 Egr-1[15]、PTEN[16]等在皮肤鳞状细胞癌的

诊断中具有重要的意义，可以作为标记物筛选，还可以用于评

价恶性肿瘤的转移和预后。PTEN在早期宫颈癌中的水平较

高，且随着病变的严重和恶性程度的增高，PTEN水平呈现出

明显降低趋势。PTEN是一种肿瘤抑制因子，通过和酪氨酸激

酶竞争共同的底物而发挥肿瘤抑制作用，组织细胞进行有丝分

裂和增长，最终达到调节的效果[17]。但这种机制还不是十分明

确，尚未在人体实体肿瘤的抑制中得到证实。我们发现在某些

病理学确诊皮肤鳞状细胞癌的患者中，PTEN表达并不高。因

此，我们选择了 Egr-1作为共同的检测指标。Egr-1[18]编码的蛋

白具有三个重复锌指结构域，在介入外界信号与靶基因偶联中

发挥作用，研究显示其在皮肤鳞状细胞癌等多种恶性肿瘤中的

含量明显增高，但是其含量与肿瘤的发展、分化程度的相关性

暂未明确 [19]。本研究结果显示在未发生转移的 CSCC患者中

Egr-1和 PTEN的水平均明显增高，而在已经发生转移的患者

中，Egr-1水平明显增高，而 PTEN的水平则正常甚至偏低。考

虑其中的原因，我们推测在肿瘤发生的早期，Egr-1受到某些因

素的刺激之后将会被激活，促使癌症病变的发生；同时，作为平

衡杠杆的抑癌基因 PTEN也将会被激活，PTEN抑制肿瘤细胞

进行有丝分裂，因此降低了肿瘤细胞的增殖速度，延长了肿瘤

细胞发生远端转移的时间。但是随着病变的进一步发展，体内

可以释放各种信号刺激及炎症因子，会促进原癌基因的激活，

进一步对 PTEN信号通路产生抑制作用，减弱抑癌基因 PTEN

的保护作用，提高了肿瘤在远端转移率，但这一猜测还没有经

过理论实验进行验证[20,21]。

综上所述，皮肤鳞状细胞癌组织中 Egr-1和 PTEN的表达

明显增高，并与癌组织远处转移密切相关，二者可能作为皮肤

鳞癌诊断和预后评估的参考指标。
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