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Ki-67、Cyclin D1、P53和P16在成都地区有辛辣

饮食习惯的白斑及癌变患者中的表达

万梓欣 郑志建 黄美畅 陈宇 姚莉洪

口腔疾病研究国家重点实验室 国家口腔疾病临床医学研究中心

四川大学华西口腔医院病理科，成都610041

[摘要] 目的 探讨Ki-67、Cyclin D1、P53和P16在成都地区有辛辣饮食习惯的白斑（OLK）及OLK癌变患者

中的表达。方法 将成都地区有辛辣饮食习惯的 30例OLK患者和无辛辣饮食习惯的 15例OLK患者，分别分成

OLK 不伴上皮异常增生 （OLK-）、OLK 伴轻-中度上皮异常增生 （OLK+）、OLK 伴重度上皮异常增生或癌变

（OLK++/OSCC） 3组，采用免疫组化检测Ki-67、Cyclin D1、P53和P16在各组的表达，并对结果进行统计分析。

结果 在有/无辛辣饮食习惯的OLK及癌变患者中，Ki-67和P53在OLK+组和OLK++/OSCC组的表达高于OLK-
组（P<0.05），Cyclin D1在 OLK++/OSCC组的表达高于 OLK-组（P<0.05），P16在 OLK++/OSCC组的表达低于

OLK-组（P<0.05）。Ki-67、Cyclin D1、P53、P16在有和无辛辣饮食习惯的 OLK患者中的表达差异无统计学意

义（P>0.05）。Ki-67与Cyclin D1的表达成正相关（r=0.439，P=0.015）。结论 辛辣饮食习惯对

OLK及癌变患者 Ki-67、Cyclin D1、P53和 P16的表达无影响，但是 Ki-67、Cyclin D1和 P53表

达随OLK病变的进展而升高，P16表达随病变进展而降低。
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[Abstract] Objective To investigate the expression of Ki-67, Cyclin D1, P53, and P16 in patients with oral leukopla‐

kia (OLK) and OLK cancerization who have aspicy diet in Chengdu. Methods Thirtypatients with OLK andspicy diet

and 15 patients with OLK without spicy diet in Chengdu were divided into three groups: hyperplastic OLK (OLK−), OLK

with mild to moderate dysplasia (OLK+), and severe dysplastic OLK or oral squamous cell carcinoma (OSCC) transform‐

ing from OLK (OLK++/OSCC). The expression of Ki-67, Cyclin D1, P53, and P16 were detected by immunohistochemis‐

try and statistically analyzed. Results The expression of Ki-67 and P53 in patients with or without spicy diet in the OLK+

and OLK++/OSCC groups were stronger than that of the OLK- group (P<0.05). The OLK++/OSCC group showed a high‐

er expression of Cyclin D1 and lower expression of P16 than the OLK- group (P<0.05). The expression of Ki-67, Cyclin

D1, P53, and P16 in patients with spicy diet and without spicy diet had no substantial difference. The expression of Ki-67

and Cyclin D1 showed a positive correlation (r=0.439, P=

0.015). Conclusion Spicy diet did not have an influence

on the expression of Ki-67, Cyclin D1, P53, and P16 in pa‐

tients with OLK and OSCC. The expression of Ki-67, Cy‐

clin D1, and P53 increased with the development of OLK,
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whereas P16 showed opposite expression trend.
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口腔白斑（oral leukoplakia，OLK）是指发生

在口腔黏膜上的不能被擦掉的白色斑块，经临床

和病理学检测不能诊断为其他任何疾病者。OLK

属于口腔黏膜潜在恶性疾患[1]，有 3%~5% 的 OLK

可发展为口腔鳞状细胞癌（oral squamous cell car‐

cinoma，OSCC），其转变为 OSCC 的风险比正常

人高 50~100倍，平均癌变病程达 8.2年[2-3]。因此，

OLK 恶变潜能的评价及早期干预对 OSCC 的预防

有重要意义。

由于气候、文化等自然和社会因素的影响，

成都地区人群喜食辛辣食物[4]。近年来，随着人们

对“饮食对健康的影响”关注度的提高，辛辣饮

食在OLK癌变过程中的作用逐渐引起人们的关注。

目前关于辛辣饮食在肿瘤发生发展中的作用仍有

较大争议。部分研究[5]认为食用辛辣刺激性食物是

导致上消化道癌变的主要诱因之一，部分研究[6]认

为辛辣饮食是肿瘤发生发展的保护因素，还有研

究[7]认为辛辣饮食与肿瘤发生发展之间无明显相关

性。但是，关于辛辣食物与 OLK癌变的相关关系

目前尚无研究[8]。在 OLK 治疗上，要求患者清淡

饮食，消除刺激性食物对口腔黏膜的刺激，提示

辛辣饮食对 OLK癌变可能有促进作用。因此，本

研究通过检测 Ki-67、Cyclin D1、P53 和 P16 在有

辛辣饮食习惯的成都地区 OLK及癌变患者中的表

达，分析其与临床病理参数的关系，旨在探讨分

子标记物在早期预测有辛辣饮食习惯 OLK患者癌

变过程中的意义。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 标本来源 收集整理 2016年 1—12月四川大

学华西口腔医院病理科存档的 45例患者的OLK蜡

块。实验组为有辛辣饮食习惯的 OLK及癌变患者

（30 例），其中 OLK 不伴上皮异常增生 （OLK-）、

OLK伴轻-中度上皮异常增生（OLK+）、OLK伴重

度上皮异常增生或癌变 （OLK++/OSCC） 患者各

10 例；纳入标准：成都地区，临床和组织病理活

检均诊断为口腔黏膜OLK，每周至少有 3 d吃辣且

持续 5年以上，术前未行放化疗。对照组为无辛辣

饮食习惯的OLK及癌变患者（15例），其中OLK-
组、OLK+组、OLK++/OSCC组各 5例；纳入标准

要求患者每月至多 1 d 吃辣，即无辛辣饮食习惯，

其他同实验组。所有切片均由 2位经验丰富的副主

任医师职称以上的病理科医师重新阅片确认。

1.1.2 试剂 鼠抗人 Ki-67 单克隆抗体 （1∶800）、

兔抗人 Cyclin D1 单克隆抗体 （1∶100）、鼠抗人

P53 单克隆抗体 （1∶800）、鼠抗人 P16 单克隆抗

体（1∶200）（福州迈新生物技术开发有限公司），

二抗及 DAB显色试剂盒（徕卡生物系统上海贸易

有限公司）。

1.2 实验方法

使用 Leica BOND-MAX 全自动免疫组化染色

仪对标本进行Ki-67、Cyclin D1、P53、P16单克隆

抗体染色。用已知阳性的标本做阳性对照，磷酸

盐缓冲液代替一抗做阴性对照。

由 2位病理专家双盲独立阅片，每例组织切片

在显微镜下随机选取 5 个高倍视野 （× 400）。Ki-

67、Cyclin D1 和 P53 阳性表达于胞核，呈棕黄色

反应；P16 阳性主要定位于胞浆，少部分位于胞

核，呈棕黄色颗粒。

阳性结果判定采用半定量积分法。1）首先对

染色程度进行评分：无色为 0 分，淡黄色为 1 分，

棕黄色为 2 分，棕褐色为 3 分；2）再按阳性细胞

所占百分比评分：≤5% 为 0 分，5%~25% 为 1 分，

25%~50% 为 2 分， 50%~75% 为 3 分，>75% 为 4

分；3）染色程度评分与阳性细胞所占百分比评分

相乘即为总积分，<1分为阴性，≥1分为阳性。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 21.0软件进行统计分析。计数资料

以例数（n）和百分数（%）表示，采用卡方检验

或Fisher四格表确切概率法进行检验，相关性分析

采用 Spearman等级相关分析，双侧 P<0.05认为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 有/无辛辣饮食习惯的OLK及癌变患者的临床

基本资料分析

有/无辛辣饮食习惯的OLK及癌变患者的临床

基本资料情况见表 1。统计分析表明，性别、年

龄、发病部位等参数在有/无辛辣饮食习惯的OLK-
组、OLK+组和 OLK++/OSCC 组之间的差异均无

统计学意义（P>0.05，表1）。
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2.2 Ki-67、Cyclin D1、P53 和 P16 在有/无辛辣饮食

习惯的OLK及癌变患者中的表达

不论有/无辛辣饮食习惯患者，Ki-67在 OLK-
组均以阴性表达为主，少量阳性细胞主要集中在

基底副基底层；在 OLK+组和 OLK++/OSCC 组均

以阳性表达为主，阳性细胞扩散至棘层且弥漫性

分布，即基底上层模式（图1、2）。统计分析（表2）

表明，在有辛辣饮食习惯患者中，Ki-67 在 OLK+

组和 OLK++/OSCC 组的表达高于 OLK-组 （P<

0.05），但 OLK+组和 OLK++/OSCC 组之间差异无

统计学意义 （P>0.05）；在无辛辣饮食习惯患者

中，Ki-67各组间的表达差异与无辛辣饮食习惯患

者一致。Ki-67 表达在有/无辛辣饮食习惯的 OLK

各组之间的差异无统计学意义（P>0.05，表2）。

不论有/无辛辣饮食习惯患者，Cyclin D1 在

OLK-组表达均较弱，OLK+组表达稍有增强，在

OLK++/OSCC组大都呈强阳性着色（图 1、2）。统

计分析（表 2）表明，在有辛辣饮食习惯患者中，

Cyclin D1 在 OLK++/OSCC 组的表达高于 OLK-组

（P<0.05），但其余组间的差异无统计学意义（P>

0.05）；在无辛辣饮食习惯患者中，Cyclin D1各组

间的表达差异与有辛辣饮食习惯患者一致。Cyclin

D1 表达在有/无辛辣饮食习惯的 OLK 各组之间的

差异无统计学意义（P>0.05，表2）。

不论有/无辛辣饮食习惯患者，P53在OLK-组
均呈弱阴性表达，而在 OLK+组和 OLK++/OSCC

A1~L1：× 200；A2~L2：× 400。A2~L2为A1~L1方框内的放大。

图 1 Ki-67、Cyclin D1、P53和P16在有辛辣饮食习惯的OLK各组中的表达 免疫组织化学

Fig 1 Expression of Ki-67, Cyclin D1, P53 and P16 in every group with spicy diet immunohistochemistry

表 1 有/无辛辣饮食习惯的OLK及癌变患者的临床基本资料

Tab 1 Basic clinical data analysis of OLK and cancerous patients with or without spicy diet

项目

性别

男

女

年龄/岁

≥60

<60

部位

舌部口底

颊部

n/%

23/51.1

22/48.9

23/51.1

22/48.9

21/46.7

24/53.3

有辛辣饮食习惯

OLK−

4

6

4

6

3

7

OLK+

7

3

5

5

7

3

OLK++/

OSCC

2

8

7

3

6

4

χ2值

4.946

1.861

3.345

P值

0.103

0.534

0.272

无辛辣饮食习惯

OLK−

4

1

1

4

0

5

OLK+

2

3

4

1

3

2

OLK++/

OSCC

4

1

2

3

2

3

χ2值

2.184

3.482

4.017

P值

0.500

0.301

0.251
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组均呈强阳性着色 （图 1）。统计分析 （表 2） 表

明，在有辛辣饮食习惯患者中，P53在 OLK+组和

OLK++/OSCC 组的表达高于 OLK-组 （P<0.05），

但 OLK+组和 OLK++/OSCC 组之间的差异无统计

学意义 （P>0.05）；在无辛辣饮食习惯患者中，

P53各组间的表达差异与伴有辛辣饮食习惯患者一

致。P53 表达在有/无辛辣饮食习惯的 OLK 各组之

间的差异无统计学意义（P>0.05，表2）。

不论有/无辛辣饮食习惯患者，P16在OLK-组
阳性表达均较强，棕黄色颗粒在基底副基底层弥

散分布，甚至可达棘层；而在 OLK+组和 OLK++/

OSCC 组表达呈减弱趋势，尤其 OLK++/OSCC 组

以阴性表达为主（图 1）。统计分析（表 2）表明，

在有辛辣饮食习惯患者中，P16 在 OLK++/OSCC

组的表达低于OLK-组（P=0.048），其余组别间的

差异无统计学意义（P>0.05）；在无辛辣饮食习惯

患者中，P16各组间的表达差异与伴有辛辣饮食习

惯患者一致。P16 表达在有/无辛辣饮食习惯的 O-

LK各组之间的差异无统计学意义（P>0.05，表 2）。

2.3 Ki-67、Cyclin D1、P53 和 P16 的表达与有辛辣

饮食习惯的 OLK 及癌变患者临床病理资料的

关系

由于 Ki-67、Cyclin D1、P53 和 P16 的表达在

有和无辛辣饮食习惯的OLK患者中无差异，因此，

仅对有辛辣饮食习惯的OLK及癌变患者进行分析。

Ki-67、Cyclin D1、P53、P16的表达与有辛辣

饮食习惯的 OLK及癌变患者临床病理资料的关系

见表 3。统计分析表明，Ki-67、Cyclin D1、P53和

P16的表达在不同性别、年龄、发病部位之间的差

异均无统计学意义（P>0.05）。

A1~L1：× 200；A2~L2：× 400。A2~L2为A1~L1方框内的放大。

图2 Ki-67、Cyclin D1、P53和P16在无辛辣饮食习惯的OLK各组中的表达 免疫组织化学

Fig 2 Expression of Ki-67，Cyclin D1，P53 and P16 in every group without spicy diet immunohistochemistry

表 2 Ki-67、Cyclin D1、P53 和 P16 在有/无辛辣饮食

习惯的OLK各组中免疫组织化学染色结果

Tab 2 Immunohistochemistry staining results of Ki-

67, Cyclin D1, P53 and P16 in every group

with or without spicy diet

项目

Ki-67

OLK-组
OLK+组

OLK++/OSCC组

Cyclin D1

OLK-组
OLK+组

OLK++/OSCC组

P53

OLK-组
OLK+组

OLK++/OSCC组

P16

OLK-组
OLK+组

OLK++/OSCC组

有辛辣饮食习惯

-

1

0

0

3

1

0

1

2

2

1

5

7

+

9

10

10

7

9

10

9

8

8

9

5

3

P值

<0.05 a

>0.05b

<0.05c

>0.05 a

>0.05b

<0.05c

<0.05 a

>0.05b

<0.05c

>0.05 a

>0.05b

<0.05c

无辛辣饮食习惯

-

1

0

0

2

1

0

0

1

1

1

2

4

+

4

5

5

3

4

5

5

4

4

4

3

1

P值

<0.05 a

>0.05b

<0.05c

>0.05 a

>0.05b

<0.05c

<0.05 a

>0.05b

<0.05c

>0.05 a

>0.05b

<0.05c

注：a为 OLK-组与 OLK+组比较，b为 OLK+组与 OLK++/OS‐

CC组进行比较，c为OLK-组与OLK++/OSCC组比较。
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2.4 Ki-67、Cyclin D1、P53 和 P16 在有辛辣饮食

习惯的OLK及癌变患者中表达的相关性

Spearman等级相关分析（表 4）表明，有辛辣

饮食习惯的OLK及癌变患者中Ki-67的表达与Cy‐

clin D1 成正相关 （r=0.439，P=0.015）；其余分子

标记物之间的表达无相关性（P>0.05）。

3 讨论

Ki-67表达随异常增生程度的加重而呈上升趋

势，因此被广泛用作细胞增殖标记物[9-10]。在正常

口腔黏膜和良性病变中，Ki-67微弱表达于基底层

细胞，提示其具有一定的分裂增殖能力；在分化

较好的肿瘤中，Ki-67阳性表达于癌巢周边；在低

分化肿瘤中 Ki-67 呈强阳性表达，且着色弥散分

布[11]。在本研究中，Ki-67 在 OLK+组和 OLK++/

OSCC组的表达显著高于OLK-组，与既往研究结

果一致。但在本研究中 OLK+组和 OLK++/OSCC

组之间的差异无统计学意义，可能原因为OLK+组

和 OLK++/OSCC 组的定义受主观因素影响较大，

不同研究对异常增生程度的判定可能有所区别；

此外，大多数研究分组为OLK组、OLK伴上皮异

常增生组和OSCC组，缺乏异常增生和OSCC之间

的过渡状态，使 Ki-67 在两组间的表达差异较明

显，而本研究在分组上更呈现出 OLK癌变的一个

动态的连续性过程。

Cyclin D1的过表达可加速细胞从G1期到 S期

的转换，致细胞增殖失控而恶性化，目前已在多

种肿瘤中发现Cyclin D1的过表达[12-13]。姜倩[3]研究

发现，Cyclin D1 在正常黏膜、单纯增生型 OLK、

异常增生型 OLK 和 OSCC 中的表达呈动态变化，

阳性率分别为 20.00%、58.33%、72.22% 和 81.08%

（P<0.05），提示随着 OLK 进展，细胞的增殖活性

显著增强。在本研究中，Cyclin D1在 OLK++/OS‐

CC组的表达高于OLK-组，与Cyclin D1的作用机

制及既往研究一致；但OLK+组和其余两组间的差

异均无统计学意义。总体而言，Cyclin D1的表达

随其恶性程度升高而升高。

P53基因是迄今为止发现的与人类肿瘤相关性

最高的抑癌基因。P53 基因有野生型和突变型两

种，野生型P53在诱导细胞凋亡、抑制细胞恶性增

殖中起重要作用，而突变型P53的产物不仅结构发

生改变，稳定性增强，失去抑癌作用，还能促进

细胞的恶性转化，有利于肿瘤发生[14-15]。李群等[16]

研究发现，P53在正常黏膜、单纯增生OLK、异常

增生OLK和OSCC中的阳性率分别为0.0%、13.3%、

52.6% 和 78.4%，提示 P53 突变与口腔黏膜上皮细

胞从单纯增生向异常增生转化有关。本研究发现，

表 3 Ki-67、Cyclin D1、P53、P16的表达与有辛辣饮食习惯的OLK及癌变患者临床病理资料的关系

Tab 3 The relationship between the expression of Ki-67, Cyclin D1, P53, P16 and the clinicopathological data

of OLK and cancerous patients with spicy diet

项目

性别

男

女

年龄/岁

≥60

<60

部位

舌部口底

颊部

n

13

17

16

14

16

14

Ki-67

阳性

13

16

16

13

16

13

阴性

0

1

0

1

0

1

P值

1.000

0.467

0.467

Cyclin D1

阳性

11

15

15

11

13

13

阴性

2

2

1

3

3

1

P值

1.000

0.315

0.602

P53

阳性

12

13

13

12

13

12

阴性

1

4

3

2

3

2

P值

0.355

1.000

1.000

P16

阳性

7

10

9

8

8

9

阴性

6

7

7

6

8

5

P值

1.000

1.000

0.484

表 4 Ki-67、Cyclin D1、P53和P16在有辛辣饮食习惯的OLK及癌变患者中表达的相关性

Tab 4 Correlation of Ki-67, Cyclin D1, P53 and P16 expression of OLK and cancerous patients with spicy diet

项目

Ki-67

Cyclin D1

P53

P16

Ki-67

r值

-

0.439

0.182

-0.187

P值

-

0.015

0.337

0.322

Cyclin D1

r值

0.439

-

0.291

-0.264

P值

0.015

-

0.119

0.159

P53

r值

0.182

0.291

-

-0.119

P值

0.337

0.119

-

0.530

P16

r值

-0.187

-0.264

-0.119

-

P值

0.322

0.159

0.530

-
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P53 在 OLK+ 组和 OLK++/OSCC 组的表达高于

OLK-组（P<0.05），说明P53突变也参与有辛辣饮

食习惯的 OLK 患者癌变的早期阶段；结合 P53 的

作用机制，进一步提示基因组不稳定性的增加与

OLK癌变相一致。

P16基因突变、缺失或甲基化等导致功能缺失

时，则失去对细胞分裂的负性调控，导致细胞恶

性增殖甚至癌变[17-18]，该机制在多种肿瘤的研究中

得到证实，如宫颈癌、膀胱癌、消化系统肿瘤、

头颈癌等[19]。程晓华等[20]发现P16在正常黏膜、单

纯增生型 OLK、异常增生型 OLK 和 OSCC 中阳性

率依次下降，认为 P16 表达下降可以作为 OLK 癌

变的指征之一。本研究发现 P16 在 OLK++/OSCC

组的表达高于 OLK-组 （P<0.05），提示有辛辣饮

食习惯的OSCC患者组织中也存在明显的P16蛋白

表达缺失，它的减少使细胞生长抑制作用减弱，

易于发生癌变。这些研究均提示随着 OLK病变进

展，P16蛋白的表达水平下降，P16蛋白表达的缺

失可作为OLK癌变的早期分子标记物。

OLK 的癌变与原癌基因和抑癌基因的表达失

衡有关，在正常情况下这两种基因处于动态平衡，

相互制约；但在外界或遗传因素作用下，原癌基

因过度表达或抑癌基因表达不足，诱导细胞过度

增殖甚至发生癌变[11,19]。肿瘤的发生是多基因相互

作用的结果。本研究中原癌基因 Cyclin D1、突变

型抑癌基因P53的过表达及抑癌基因P16失活的同

时出现也为这一学说提供佐证。作为细胞周期正、

负调控因子，P16可与Cyclin D1竞争性结合CDK4/

CDK6，研究[21-22]发现 Cyclin D1 与 P16 在 OSCC 中

的表达呈负相关。但在本研究中，这两个因子的

表达虽呈负相关趋势，但差异不具有统计学意义

（P>0.05），可能原因为本研究中将重度上皮异常

增生型 OLK 和 OSCC 早期阶段作为一组，而对方

研究中探讨分析的是这两个分子在OSCC中的表达

相关性，因此造成结果的差异，两者的具体关系

有待进一步大样本研究。本研究发现在 OLK癌变

过程中，Ki-67和Cyclin D1在组织中的表达成正相

关（r=0.439，P=0.015），进一步说明原癌基因Cy‐

clin D1的过表达可显著促进细胞增殖，诱导 OLK

癌变的发生。

本研究结果表明，Ki-67、Cyclin D1 和 P53 的

表达随 OLK 病变的进展而升高，P16 的表达随病

变进展而降低。但是，Ki-67、Cyclin D1、P53 和

P16 在有辛辣饮食习惯的 OLK 患者和无辛辣饮食

习惯的 OLK 患者之间的表达无明显差异。这与

Ibiebele等[7]研究结果一致，其对澳大利亚食道癌患

者进行问卷调查发现，辛辣食物的摄入频率与食

道癌的风险无关。提示：辛辣饮食与肿瘤发生发

展之间无明显相关性。但是，Yan等[5]对中国黄河

流域 2 419例胃癌患者研究发现，饮食习惯是影响

胃癌的一个重要因素，其中经常食用油炸或烧烤

食品、食用高盐高脂和辛辣食品、饮用浓煮砖茶

是与胃癌相关的 3 个重要因素。Phukan等[23]对 502

例印度食管癌研究发现，辛辣和热烫饮食与食管

癌风险呈正相关。更为重要的是，部分研究认为

辛辣饮食是肿瘤发生发展的保护因素。姜黄、黑

种草籽、生姜、大蒜、胡椒、辣椒等辛辣香料可

诱导细胞凋亡、抑制肿瘤细胞增殖、迁移和侵袭，

增加肿瘤细胞对放疗和化疗的敏感性，在肺癌、

肝癌、乳腺癌、胃癌、胰腺癌和宫颈癌等多种恶

性肿瘤的预防和治疗中有重要作用[6,24-25]。

结合目前对辛辣饮食与肿瘤发生发展关系的

研究现状和本实验的研究结果，各研究者对辛辣

饮食与肿瘤发生发展关系的研究结果不一致而引

发争议可能存在以下原因：缺乏用量化的指标来

定义辛辣食物摄入的程度，不同研究对辛辣饮食

的判定标准不一致，即每周辛辣饮食频率和每次

摄入量达到多少算作辛辣饮食；与不同地区人群

的个体差异性有关，不同种族人群的生活环境和

生活习惯对辛辣饮食作用有一定的影响；口腔作

为辛辣食物摄入的第一道关口，有可能受辛辣食

物的危险因素和保护因素的双重作用；本研究样

本量较小，可能对统计结果的准确性造成一定影

响。因此，辛辣饮食对 OLK发生发展的影响有待

进一步多中心和大样本量研究，以增加结果的可

靠性。
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