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摘要 目的 分析脑表达的 X 连锁基因 1( BEX1) 及脑表达

的 X 连锁基因 4( BEX4) 在口腔鳞状细胞癌 ( OSCC) 组织中

及癌旁非肿瘤组织中的表达并探讨其与口腔鳞状细胞癌发

生发展的关系。方法 使用免疫组化法检测 BEX1 和 BEX4

蛋白在 OSCC 组织及癌旁非肿瘤组织中的表达。TCGA 数据

库中 Kaplan-Meier 生存分析 BEX1 和 BEX4 的表达与口腔鳞

癌患者 总 生 存 期 的 相 关 性。从 String-DB 数 据 库 中 分 析

BEX1 和 BEX4 在信号转导中的位置以及相关密切的上下游

基因。结果 55 例 OSCC 组 织 中，BEX1 蛋 白 阳 性 25 例

( 45. 45% ) ，BEX4 蛋白阳性 19 例( 34. 55% ) ; 30 例癌旁非肿

瘤组织 中，BEX1 阳 性 24 例 ( 80. 00% ) ，BEX4 阳 性 27 例

( 90. 00% ) ，OSCC 组织与癌旁非肿瘤组织相比差异均有统

计学意义( P ＜ 0. 01 ) ，BEX1 和 BEX4 蛋白的表达与口腔鳞

癌分期、淋巴结的转移与分化程度存在一定的关联，同时其

中存在的差异有统计学的意义 ( P ＜ 0. 001 ) ; 然而 BEX1 与

BEX4 蛋白的表达与患者的年龄、肿瘤发生部位与性别不存

在相关性，差异无统计学意义。关联性分析表明 BEX1 蛋白

和 BEX4 蛋白表达关联强度为 0. 489 ( P ＜ 0. 001 ) 。Kaplan-
Meier 生存分析显示 BEX1 低表达的 OSCC 患者预后较差。

结论 BEX1 和 BEX4 可能成为预测 OSCC 转移的潜在生物

学标志物。
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口腔鳞状细胞癌( oral squamous cell carcinoma，

OSCC) 是一种极为常见的发生于口腔部位的恶性肿

瘤，约 90%的口腔恶性肿瘤都是口腔鳞癌［1］。DNA
高度甲基化是口腔癌中抑癌基因失活的常见表观遗

传机制，通过影响转录降低基因表达水平［2］。脑表

达 X 染色体连锁蛋白 ( the brain-expressed X-linked
protein，BEX) 是一种保守性较高的小分子蛋白家

族，研究［3］发现了包括 BEX1、BEX2、BEX3、BEX4、

BEX5 在内的 BEX 蛋白家族，因为 CG 区域在 BEX
家族基因的启动子区中富集，导致这一家族的蛋白

极易受到包括甲基化等在内的表观遗传学调节的影

响，抑癌基因的启动子 CG 区域广泛甲基化是恶性

肿瘤发生特性，亦是调节抑癌基因功能失活的主要

方式。作为易受甲基化调节的小分子信号蛋白，在

口腔鳞癌发生、发展过程中存在表达差异。目前研

究表明其中 BEX1 在室管膜瘤［4］、食管鳞癌［5］、口腔

鳞癌［6］中低表达; BEX4 在肺腺癌［7］、胃癌［8］、口腔

鳞癌［9］中低表达。该研究从 BEX1 和 BEX4 蛋白在

口腔鳞状细胞癌患者中的表达水平，探讨其与口腔

鳞癌发生、发展的关系，进而提供与口腔鳞癌的诊断

相关的临床治疗依据。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 本实验收集了 55 例 2015 年 1
月—12 月期间，安徽医科大学第一附属医院病理科

与 OSCC 相关的石蜡包埋样本，同时选择了 30 例癌

旁非肿瘤组织作为本次实验的对照组。患者在手术

治疗前均未进行化学治疗或其他的抗肿瘤治疗，在

手术后均未发生围术期死亡的问题。上述病例中，

女性 20 例，男性 35 例; 年龄 32 ～ 85 ( 64. 57 ± 6. 54)

岁; 低分化 17 例，中分化 18 例，高分化 20 例 ; 有淋

巴结转移 25 例，无淋巴结转移 30 例; 舌癌 25 例，牙

龈癌 15 例，颊癌 15 例; 根据口腔癌和口咽癌的国际

抗癌联盟( UICC) 第 8 版 TNM 分类分期标准进行判

断，其中有 24 例处于Ⅰ期，10 例患者处于Ⅱ期，11
例患者处于Ⅲ期，10 例患者处于Ⅳ期。本次研究所

选用的实验样本均经本院伦理委员会审批，且患者

已经签署了知情同意书。
1． 2 主要试剂与仪器 兔抗人 BEX1 抗体购自武

汉三鹰生物技术有限公司，工作滴度 1 ∶ 50; 兔抗人

BEX4 抗体购自北京义翘神州科技股份有限公司，

工作滴度 1 ∶ 50; 免疫组化染色试剂盒、DAB 显色试

剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司; Olympus
光学显微镜购自日本 Olympus 公司。
1． 3 实验方法 所有免疫组化标本均经 10% 福尔

马林溶液固定 24 h，石蜡包埋机包埋组织，切成 4
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μm 的连续切片，行免疫组织化学染色。采用免疫

组化 SP 法，主要实验步骤如下: 石蜡切片脱蜡和水

化后，经柠檬酸钠溶液高压加热进行抗原修复 2
min，置室温下自然冷却，每张切片滴入 3% H2O2 作

用 10 min，以阻断内源性过氧化物酶的活性。每张

切片滴入非免疫动物血清，以减少非特异性染色。
滴加一抗( BEX1、BEX4) 4 ℃冰箱过夜孵育，每张切

片经 PBS 清洗后滴加生物素标记的二抗，放入 37
℃温箱孵育 30 min，滴加 DAB 显色，再使用苏木精

染色液对切片进行复染，常规脱水中性树脂封片，在

镜下观察其染色状态。
1． 4 结果判定 将细胞质中出现可见棕黄色颗粒

状物质沉淀作为判断阳性 BEX1 与 BEX4 免疫反应

的依据，同时计数出现阳性反应的细胞; 随机选择 5
个未出现重复视野的组织进行免疫组化切片观察，

同时计数所选视野内的细胞。以半定量积分法作为

判断依据判断最终的结果，同时由 2 名资历较深的

病理科医师对其进行打分，阳性细胞数处于 70% ～
100% 的计为 3 分; 50% ～ 70% 区间的计为 2 分;

10% ～50%区间的计为 1 分; ＜ 10%的计为 0 分; 而

根据染色强度对其进行评分，棕褐色细胞为 3 分，黄

褐色计为 2 分，浅黄色计为 1 分，未染色计为 0 分。
假如细胞两项指标的乘积总分 ＜ 3 分记为阴性反

应，≥3 分为阳性反应［10］。
1． 5 Kaplan-Meier 生存分析 Kaplan-Meier plotter
是一个综合的在线平台，来源于数据库 GEO、EGA
和 TCGA，21 种癌症样类型评估54 000多个基因对

生存的影响。本研究使用 Kaplan-Meier 绘图分析

BEX1 和 BEX4 在口腔鳞癌患者中的表达情况及预

后的相关性。从 TCGA 数据库获得 212 例口腔鳞癌

组织和 287 例癌旁非肿瘤组织中 BEX1 mRNA 表达

数据以及 132 例口腔鳞癌组织和 367 例癌旁非肿瘤

组织中 BEX4 mRNA 表达数据。
1． 6 String-DB 数据库 String 数据库 ( https: / /
string-db． org / ) 常用于对基因与蛋白质间的相互作

用进行分析，该数据库中不仅涵盖了蛋白质间的间

接功能相关性，同时也涵盖了蛋白质间的直接物理

相互作用。该数据库不仅含有从 PubMed 及其他数

据库中所挖掘的数据及相关实验数据，同时还含有

通过生物信息学的方法进行预测的结果。在本次实

验中，物 种 选 择 为“人 类”，分 别 输 入 BEX1 与

BEX4，选择 Medium 0. 4 的置信度，同时选择 10 的

最大相互作用数。
1． 7 统计学处理 应用 SPSS 24. 0 软件进行统计

分析。选用 χ2 的检验方式对临床病理学参数与

BEX1 和 BEX4 蛋白的表达间的关系进行检验; 使用

Kaplan-Meier 和 Log-rank 检 验 法 分 析 BEX1 和

BEX4 表达量差异与患者预后的关系。以 P ＜ 0. 05
为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 BEX1 和 BEX 蛋白在 OSCC 组织及癌旁非肿

瘤组织中 的 表 达 在 免 疫 组 化 实 验 中，BEX1 和

BEX4 的表达定位于细胞质( 图 1) 。BEX1 和 BEX4
在癌旁非肿瘤组织阳性表达率明显高于 OSCC 阳性

表达率 ，BEX1 和 BEX4 在 OSCC 组织与癌旁非肿

瘤组 织 相 比 差 异 均 有 统 计 学 意 义 ( P ＜ 0. 01 )

( 表 1) 。

图 1 OSCC 组织和癌旁非肿瘤组织中 BEX1 和 BEX

蛋白免疫组化结果 SP ×200

A: BEX1; B: BEX4; 1: OSCC 组织; 2: 癌旁非肿瘤组织

2． 2 BEX1 和 BEX4 表达与 OSCC 临床病理参数

之间的相关性 BEX1和BEX4蛋白的表达和OSCC

表 1 BEX1 蛋白和 BEX4 蛋白在 OSCC 组织和癌旁非肿瘤组织组织中的表达( n)

组别 n
BEX1 蛋白表达

阳性 阴性 χ2 值 P 值

BEX4 蛋白表达

阳性 阴性 χ2 值 P 值

OSCC 55 25 30 9． 488 0． 002 19 36 18． 475 ＜ 0． 001
癌旁 30 24 6 27 3
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图 2 基于 BEX1、BEX4 的总生存期 Kaplan-Meier 生存曲线

A: BEX1; B: BEX4

的分化程度、是否出现淋巴结转移以及临床分期存

在着一定的相关性，且其中的差异有统计学意义( P
＜ 0. 05) ，同时 BEX1 与 BEX4 蛋白的表达与患者的

年龄、发病部位及性别等无相关性，见表 2。

表 2 BEX1 和 BEX4 的表达与 OSCC 临床病理

参数的关系［n( %) ］

病理参数 n BEX1 阳性 χ2 值 P 值 BEX4 阳性 χ2 值 P 值

性别 0． 262 0． 609 1． 266 0． 26

男 35 15( 42． 9) 14( 40． 0)

女 20 10( 50． 0) 5( 25． 0)

年龄( 岁) 0． 026 0． 871 2． 383 0． 123

≤65 39 18( 46． 2) 11( 28． 2)

＞ 65 16 7( 43． 8) 8( 50． 0)

部位 1． 689 0． 43 2． 402 0． 301

舌 25 13( 52． 0) 11( 44． 0)

颊 15 7( 46． 7) 5( 33． 3)

牙龈 15 5( 33． 3) 3( 20． 0)

淋巴转移 25． 933 ＜ 0． 001 18． 912 ＜ 0． 001

无 30 23( 76． 7) 18( 60． 0)

有 25 2( 8． 0) 1( 4． 0)

分化程度 7． 691 0． 021 9． 997 0． 007

低 17 5( 29． 4) 2( 11． 8)

中 18 6( 33． 3) 5( 27． 8)

高 20 14( 70． 0) 12( 60． 0)

分期 9． 544 0． 002 9． 406 0． 002

Ⅰ +Ⅱ 34 21( 61． 8) 17( 50． 0)

Ⅲ +Ⅳ 21 4( 19． 0) 2( 9． 5)

2． 3 BEX1 和 BEX4 在 OSCC 中表达的关联性

关联性分析显示，BEX1 和 BEX4 的表达关联强度

为 0. 489( P ＜ 0. 001) ，差异有统计学意义( 表 3) 。
2． 4 BEX1 和 BEX4 Kaplan-Meier 生存分析 使

用生物信息学在线工具，利用 Cox 比例风险回归和

通过绘制 Kaplan-Meier 生存图来计算基因表达与生

存之间的相关性，结果( 图 2 ) 表明 BEX1 低表达的

患者生存率更差。BEX4 表达与生存率无显著关

系。

表 3 BEX1 蛋白和 BEX4 蛋白在口腔鳞癌组织表达关联性( n)

BEX1 蛋白表达
BEX4 蛋白表达

阳性 阴性 关联强度 P 值

阳性 15 10 0． 489 ＜ 0． 001
阴性 4 26

2． 5 BEX1 和 BEX4 相互作用蛋白网络 根据方

法部分的输入，得到如下结果: BEX1: PPI 富集 P =
0. 001 55( 图 3) 。其中在 PPI 网络中与 BEX1 相互

作用的蛋白有 OMP、TCEAL5、LDB2、LDB1、NHLH2、
TRAF6、RIPK2、NGF 等，在细胞周期和神经元分化

中起作用。抑制对神经生长因子( nerve growth fac-
tor，NGF ) 的 神 经 元 分 化。BEX4: PPI 富 集 P =
0. 000 258。其中在 PPI 网络中与 BEX4 相互作用的

蛋 白 有 TEX19、TCEAL7、MAP7D3、ATXN3L、
FAM47B、SATL1、ITIH6 等，主要参与了参与控制细

胞周期进程和基因组稳定性。

3 讨论

发生于口腔位置的恶性肿瘤均可被称为口腔

癌，其中最为常见的便是 OSCC，OSCC 常见于牙龈、
颊等位置，患者的发病部位会出现硬结、溃疡等症

状，晚期患者甚至可出现颈部淋巴结转移或肿瘤细

胞的远处转移［11］。BEX 家族因子高度同源，多项研

究［3］发现 BEX 因子多位于细胞质、细胞核内，并可

在不同细胞器间动态穿插，参与多种信号通路，推测
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图 3 BEX1 和 BEX4 相关蛋白网络图

A: BEX1; B: BEX4

其起到信号中介体作用。由于 BEX 家族基因启动

子区富含 CG 区域，易受到甲基化等表观遗传学调

节。现阶段关于抑癌基因的研究报道较少，近些年

国内有学者研究［12］发现 E-cadherin 在 OSCC 中的表

达较癌旁组织显著降低，推测可能起到抑制癌基因

的作用。本文研究 BEX1 和 BEX4 在口腔鳞癌中的

表达情况，为口腔鳞癌的临床诊断提供帮助。
目前，Geng et al［5］研究结果表明在食管鳞癌组

织中 BEX1 蛋白的表达程度较低，且该蛋白的表达

情况与 T 分期等情况呈负相关的关系。生存分析

研究结果表明，BEX1 蛋白表达水平较低，可提示食

管鳞癌患者的术后预后效果较差。Zhang et al［7］研

究表明 BEX 家族在肺腺癌组织中的表达水平明显

低于正常组织，BEX1、BEX4 和 BEX5 的低表达水平

与某些病理特征有关，尤其是在晚期肺腺癌中。生

存分析表明，BEX 家族成员，特别是 BEX4，在临床

早期和晚期都参与了肺腺癌患者的预后。这种表达

模式可能作为肺腺癌患者诊断和预后的潜在标志

物。Zhu et al［8］研究表明 BEX4 在胃癌中低水平表

达，BEX4 低表达预测胃癌的生存率较差，它是诊断

和预后胃癌的有价值的分子预测因子。
本研究分析了 55 例 OSCC 组织及 30 例癌旁非

肿瘤 组 织 中 BEX1 蛋 白 表 达 水 平。结 果 显 示

45. 45% 的 OSCC 组织中 BEX1 蛋白阳性表达，BEX1
蛋白表达水平在 OSCC 中的表达较癌旁组织降低。
Lee et al［6］研究结果表明，在与咀嚼槟榔、抽烟及饮

酒相关的 OSCC 标本中，BEX1 蛋白的表达程度较

低，且有着较为显著的甲基化程度，启动子甲基化使

BEX1 和 LDOC1 失活可能代表了 OSCC 分子发病机

制中 的 关 键，这 与 其 研 究 结 果 基 本 相 符 合。其

BEX4 蛋白在 OSCC 组织中阳性表达为 34. 55%，且

在中低分化、有淋巴结转移组明显低表达，表明随

着 OSCC 恶性程度的提高，BEX4 表达水平越低，可

能预 示 OSCC 分 期 越 晚。Gao et al［9］ 研 究 显 示，

BEX4 通过抑制口腔癌细胞增殖和生长而起到抑癌

作用，BEX4 的减少导致 OSCC 增殖倾向增加。本研

究表明 BEX1 和 BEX4 蛋白的表达与 OSCC 分期、淋
巴结的转移以及肿瘤分化程度相关，差异有统计学

意义( P ＜ 0. 001) 。对 BEX1 和 BEX4 之间的相关性

分析结果显示，OSCC 组织中 BEX1 蛋白表达水平

与 BEX4 蛋白表达水平差异有统计学意义，关联强

度为 0. 489 ( P ＜ 0. 001 ) ，说明分析 BEX1 和 BEX4
有助于 OSCC 患者的诊断及预后评价。通过 GEPIA
分析 BEX1 和 BEX4 表达水平对 OSCC 总体生存率

的影响，显示 BEX1 低表达的患者其预后有较差的

趋势，意味着更短的总生存期( P ＜ 0. 05 ) ，BEX4 表

达与总体生存率无显著关系。
综上所述，BEX1 和 BEX4 在 OSCC 组织中低表

达，且 BEX1 低表达提示 OSCC 患者预后较差，可能

作为 OSCC 临床诊断及预后的关键因素。
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Expression and clinical significance of BEX1 and BEX4
in oral squamous cell carcinoma

Wu Jiangen，Hou Jun，Xue Haowei，et al
( Dept of Oral and Maxillofacial Surgery，The First Affiliated Hospital

of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To analyze the expressionof brain-expressed X-linked protein1 ( BEX1) and brain-expressed
X-linked protein 4 ( BEX4) in oral squamous cell carcinoma ( OSCC) and adjacent tissues，and to explore its rela-
tionship with the occurrence and development of OSCC． Methods The expression of BEX1 and BEX4 proteins in
OSCC tissues and non-tumor tissues was analyzed by immunohistochemistry method． Kaplan-Meier survival analysis
in TCGA was performed to analyze the correlation between BEX1 and BEX4 expression in OSCC and the overall
survival． The location of BEX1 and BEX4 in signal transduction and its upstream and downstream genes related to
it were analyzed by the String-DB database． Results Among 55 cases of OSCC，25 cases were positive for BEX1
protein( 45. 45% ) ，19 cases were positive for BEX4 protein( 34. 55% ) ，24 cases were positive for BEX1 in non-
tumor tissues adjacent to cancer( 80. 00% ) ，27 cases were positive for BEX4 in non-tumor tissues adjacent to canc-
er( 90. 00% ) ． The differences were statistically significant compared with adjacent tissues ( P ＜ 0. 01 ) ． The ex-
pression of BEX1 protein and BEX4 protein was related with the stage of oral squamous cell carcinoma，lymph node
metastasis and differentiation degree，and the difference was statistically significant ( P ＜ 0. 001 ) ; but neither of
them was related to gender，age and tumor site． The correlation analysis showed that the correlation intensity of
BEX1 protein and BEX4 protein expression was 0. 489 ( P ＜ 0. 001 ) ． Kaplan-Meier survival analysis showed that
OSCC patients with low expression of BEX1 had a poor prognosis． Conclusion BEX1 and BEX4 may serve as bio-
markers for predicting metastasis of OSCC．
Key words oral squamous cell carcinoma; BEX1; BEX4; immunohistochemistry
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