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　　［摘要］　目的　探讨促肝细胞再生磷酸酶３（ＰＲＬ３）在鼻腔鼻窦鳞状细胞癌（ＳＮＳＣＣ）中表达的临床意义。方法　采用免疫组

织化学及逆转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）方法检测６２例ＳＮＳＣＣ组织（ＳＮＳＣＣ组）中ＰＲＬ３蛋白的表达水平，并对３０例鼻息肉患者（ＮＰ组），

以及２５例正常鼻腔黏膜（对照组）做相同蛋白表达并进行对比。结果　在蛋白水平和基因水平检测，均发现ＳＮＳＣＣ组中ＰＲＬ３的

表达高于ＮＰ组及对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。ＰＲＬ３的表达情况在不同的性别、年龄中差异无统计学意义（犘＞０．０５），

而随着ＴＮＭ分期的增高，分化程度的降低及合并淋巴结转移，ＰＲＬ３的表达明显增高（犘＜０．０５）。结论　ＰＲＬ３的表达可以对

ＳＮＳＣＣ的增殖活性作很好的参照，表达强度可明显反映ＳＮＳＣＣ细胞增殖活性，ＰＲＬ３可能是ＳＮＳＣＣ的一个独立预后指标，提示预

后不良。
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　　促肝细胞再生磷酸酶３（ＰＲＬ３）属于酪氨酸蛋白磷酸酶，它

是目前发现的与恶性肿瘤细胞的转移相关的一个重要基因，它

可以促进恶性肿瘤细胞的增殖黏附及迁移［１］。目前，鲜见ＰＲＬ

３在鼻腔鼻窦鳞状细胞癌（ＳＮＳＣＣ）中的表达及意义的报道，其

与ＳＮＳＣＣ的生长、浸润和转移关系尚待研究。本研究就采用免

疫组织化学及逆转录 ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）的方法检测 ＰＲＬ３在

ＳＮＳＣＣ中的表达情况，分析ＰＲＬ３与ＳＮＳＣＣ临床病理特征的

关系，探讨ＰＲＬ３与ＳＮＳＣＣ分化、转移及预后之间的关系，为临

床早期诊断ＳＮＳＣＣ提供参考。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集本院２００７年１２月至２０１４年１２月手术切

除或活检的６２例ＳＮＳＣＣ组织（ＳＮＳＣＣ组），３０例鼻息肉（ＮＰ

组）和２５例接受中鼻甲部分切除术患者的切除中鼻甲黏膜组织

（对照组）。其中，ＳＮＳＣＣ组男３９例，女２３例，年龄３２～７７岁；

ＮＰ组男１９例，女１１例，年龄１６～７０岁；对照组男１３例，女１２

例，年龄１８～５３岁。ＳＮＳＣＣ组均未接受任何的放化疗或免疫

治疗。所有标本取材后平分为两份，一份送病理科做成石蜡块，

另一份放入液氮中冰冻保存。

１．２　方法

１．２．１　主要试剂　鼠抗人ＰＲＬ３单克隆抗体，购自武汉博士德

生物工程有限公司；羊抗兔免疫球蛋白Ｇ（ＩｇＧ）／辣根酶标记二

抗和二氨基联苯胺（ＤＡＢ）显色试剂盒购自北京中杉金桥生物技

术有限公司；Ｔｒｉｚｏｌ、逆转录试剂盒购自Ｔａｋａｒａ公司；ＰＣＲ引物

购自上海生工生物工程技术服务有限公司；５０ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ

购自北京天根生化有限公司。

１．２．２　免疫组织化学（ＳＰ法）检测ＰＲＬ３的表达　取包埋石蜡

块、４μｍ连续切片。按ＳＰ法试剂盒操作规程说明书进行免疫

组织化学染色，切片常规脱蜡、水化，进行抗原修复，经ＤＡＢ显

色，苏木素复染后，脱水、封片。用已知阳性标本阳性对照，磷酸

盐缓冲液（ＰＢＳ）代替一抗做阴性对照。结果判定：ＰＲＬ３阳性表

达为在细胞膜及膜周细胞质中出现棕黄色颗粒，每张切片取５～

８个高倍视野进行观察，每个视野的细胞计数为１００个，取平均

数，根据阳性细胞百分比来对 ＰＲＬ３阳性细胞数进行判

断，≤２５％为（－），＞２５％～＜５１％为（＋），５１％～７５％为

（＋＋），＞７５％为（＋＋＋）。

１．２．３　ＲＴＰＣＲ法检测ＰＲＬ３的表达　冻存的ＳＮＳＣＣ标本按
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Ｔｒｉｚｏｌ一步法，提取总ＲＮＡ，将２μｇ总ＲＮＡ为模板逆转录为

ｃＤＮＡ，以ｃＤＮＡ产物为模板，ＰＲＬ３和ＧＡＰＤＨ为引物，行ＰＣＲ

扩增。根据已知ＰＲＬ３基因序列，上游引物序列：５′ＧＧＧＡＣＴ

ＴＣＴＣＡＧＧＴＣＧＴＧＴＣ３′，下游引物序列５′ＡＧＣＣＣＣＧＴＡ

ＣＴＴＣＴＴＣＡＧＧＴ３′。βａｃｔｉｎ上游引物序列５′ＡＧＣＧＡＧ

ＣＡＴＣＣＣＣＣＡＡＡＧＴＴ３′，下游引物序列５′ＧＧＧＣＡＣＧＡＡ

ＧＧＣＴＣＡＴＣＡＴＴ３′。严格按照荧光定量ＰＣＲ试剂盒说明书

进行操作，荧光定量ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变

性３０ｓ，６３℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循环。７２℃终

延伸１０ｍｉｎ，取ＰＣＲ产物行质量分数１％琼脂糖凝胶电泳分析，

经溴化乙锭显影后，凝胶成像系统成像，并进行光密度半定量分

析。目的基因的相对表达量以目的条带积分光密度（犗犇）值与

内参照条带犗犇值的比值表示。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０进行描述分析，计量资料用

狓±狊表示，组间比较采用狋检验；计数资料用率表示，组间采用

χ
２ 检验（必要时用Ｆｉｓｈｅｒ精确法）等级资料两组间比较用 Ｗｉｌｃ

ｏｘｏｎ秩和检验。检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　ＰＲＬ３蛋白在３组患者标本组织中的表达情况　ＰＲＬ３

蛋白在 ＳＮＳＣＣ组（７５．８１％）中的表达显著高于在对照组

（２０．００％）及ＮＰ组（４０．００％）中的表达，差异有统计学意义

（犘＜０．０５），见表１、图１。

表１　　ＰＲＬ３蛋白在３组组织中的表达情况［狀（％）］

组别 狀 － ＋ ＋＋ ＋＋＋

对照组 ２５ ２０（８０．００）ａ ５（２０．００） ０（０）ａ ０（０）ａ

ＮＰ组 ３０ １８（６０．００）ａ １０（３３．３３） ２（６．６７）ａ ０（０）ａ

ＳＮＳＣＣ组 ６２ １５（２４．１９） １０（１６．１３） ２９（４６．７７） ８（１２．９０）

　　ａ：犘＜０．０５，与ＳＮＳＣＣ组比较。

　　Ａ：对照组；Ｂ：ＮＰ组；Ｃ：ＳＮＳＣＣ组。

图１　　ＰＲＬ３蛋白在３组组织标本中的表达情况（ＳＰ，×２００）

２．２　ＰＲＬ３蛋白在ＳＮＳＣＣ组织中的表达与临床病理特征的关

系　ＰＲＬ３蛋白在ＳＮＳＣＣ中的表达与病理分期、分化程度及合

并淋巴结转移有关（犘＜０．０５），与性别、年龄无关（犘＞０．０５），见

表２。

表２　　ＰＲＬ３蛋白在ＳＮＳＣＣ组织中的表达与临床

　　　病理特征的关系［狀（％）］

临床病理参数 狀 ＰＲＬ３阳性 χ
２ 犘

性别 ０．２２０ ０．７０７

　男 ３９ ２６（６６．６７）

　女 ２３ １７（７３．９１）

年龄（岁） ０．５７４ ０．４５８

　≤６０ ３５ ２４（６８．５７）

　＞６０ ２７ ２１（７７．７８）

病理分期 ３．８５８ ０．０４６

　Ⅰ～Ⅱ ５０ ３７（７４．００）

　Ⅲ～Ⅳ １２ １１（９１．６７）

分化程度 ４．９１２ ０．０２７

　高分化 ８ ４（５０．００）

　中分化 ３２ ２２（６８．７５）

　低分化 ２２ ２０（９０．９０）

续表２　　ＰＲＬ３蛋白在ＳＮＳＣＣ组织中的表达与临床

　　　病理特征的关系［狀（％）］

临床病理参数 狀 ＰＲＬ３阳性 χ
２ 犘

淋巴结转移 １０．８９２ ０．０００

　有 １３ 　１３（１００．００）

　无 ４９ 　３３（６７．３５）

２．３　ＲＴＰＣＲ法检测 ＰＲＬ３蛋白在３组组织中的表达　

ＳＮＳＣＣ组中的ＰＲＬ３ｍＲＮＡ相对表达量（０．８９±０．０９）明显高

于ＮＰ组（０．５７±０．０６）及对照组（０．２１±０．０２）（犘＜０．０５）。ＲＴ

ＰＣＲ反应后电泳结果见图２。

　　Ｍ：１００ｂｐＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１．对照组；２．ＮＰ组；３．ＳＮＳＣＣ组。

图２　　ＲＴＰＣＲ检测ＰＲＬ３蛋白在３组组织中的表达

３　讨　　论

ＰＲＬｓ属于一类酪氨酸蛋白磷酸酶，其家族包含３个亚型，

即ＰＲＬ１、ＰＲＬ２和ＰＲＬ３。而其中以ＰＲＬ３在肿瘤中的生物
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活性最显著。ＰＲＬ３位于染色体８ｑ２４．３上，含有ＰＴＰ催化位点

序列，其编码蛋白产物含有一个保守的Ｃ末端半胱氨酸ＣＡＡＸ

残基异戊烯化结构域
［２］，此结构域内的Ｃｙｓ１０４和Ａｒｇ１１０保守

催化残基与ＰＲＬ３的酶活性有关。ＰＲＬ３蛋白在人的骨骼肌、

胰腺组织及心肌细胞中有不同程度的表达，而脑肺肝肾等组织

鲜有表达［３］。它具有促进细胞生长和增殖，增强恶性细胞迁移

和浸润能力，还有促进细胞恶化及转移等多种功能［４７］，具体作

用机制包括以下几点：（１）ＰＲＬ３可通过激活Ｒｈｏ信号转导途

径，调控肿瘤细胞的侵袭和活动性，促进肿瘤细胞的增殖及转

移［８９］；（２）ＰＲＬ３可通过介导ＥＲＫ信号传导通路，促进肿瘤血

管的生成，从而促进肿瘤的生长及成熟，促进淋巴结转移及远处

转移［１０１１］；（３）ＰＲＬ３可通过诱导促进血管内皮生长因子

（ＶＥＧＦ）及其受体的过度表达，促进肿瘤的生长、侵袭及转

移［６，１２］；（４）ＰＲＬ３还可通过调节其他癌症相关基因的表达来介

导肿瘤的侵袭、转移［１３］；（５）ＰＲＬ３通过正调控ＰＩ３Ｋ细胞通路，

抑制肿瘤细胞凋亡，促进肿瘤细胞分裂增殖，诱导肿瘤细胞生

长。此外，ＰＲＬ３还可通过调节ＰＩ３Ｋ通路促进肿瘤的侵袭及转

移［１４］；（６）ＰＲＬ３可促进转移性肿瘤的形成
［１５］。本研究显示，

ＳＮＳＣＣ组织中的ＰＲＬ３的表达明显高于 ＮＰ组织及正常鼻腔

黏膜组织，而且与ＳＮＳＣＣ的ＴＮＭ分期、分化程度及淋巴结转

移密切相关。此结果提示在ＳＮＳＣＣ的发生、发展及转移过程中

ＰＲＬ３可能发挥了重要的作用。因此，检测ＰＲＬ３可能对早期

发现ＳＮＳＣＣ具有重要的临床意义，同时，对ＳＮＳＣＣ生物学行

为、预后具有重要意义，有可能成为ＳＮＳＣＣ治疗的靶点及预后

标记物。

本研究对ＰＲＬ３高表达与ＳＮＳＣＣ的发生、发展及转移的

关系在分子水平上提供了一些理论基础，但其具体作用机制，尤

其是ＰＲＬ３通过何途径促进ＳＮＳＣＣ转移的，仍需进一步探讨。
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