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#摘要$

"

目的
"

探讨乙酰肝素酶"

PE8

#及核因子
G,

相关因子
,

"

N7F,

#在喉鳞状细胞癌中的表达及意义$

方法
"

收集
,%"-

年
,

月至
,%".

年
,

月该院保存的喉鳞状细胞癌标本
("

份为病例组!同时选取
..

份声带息肉

病理标本为对照组$采用免疫组织化学法检测
PE8

表达%

;̂4<;=5K@0<

检测
N7F,

表达$结果
"

病例组和对

照组的
PE8

阳性表达率和
N7F

表达量分别为
("2$(9

&

"&2$(9

和
%2($$g%2""!

&

%2,%,g%2%&$

!差异有统计

学意义"

!

$

%2%-

#%有淋巴结转移&

ONJ

分期为
'&(

期患者
PE8

阳性表达率分别为
&!2%,9

和
&$2(.9

!明

显高于无淋巴结转移和
#&%

期患者"

!

$

%2%-

#%中低分化患者
PE8

阳性表达率分别为
&!2.-9

和
"%%2%%9

!

明显高于高分化患者"

!

$

%2%-

#%有淋巴结转移&

ONJ

分期为
'&(

期患者
N7F,

水平分别为
%2&%"g%2",,

和
%2((-g%2"%-

!明显高于无淋巴结转移和
#&%

期患者"

!

$

%2%-

#%中低分化患者
N7F,

水平分别为

%2(-$g%2"%"

和
%2(.(g%2%&&

!明显高于高分化患者"

!

$

%2%-

#$结论
"

喉鳞状细胞癌患者
PE8

及
N7F,

表达明显升高!与淋巴结转移&

ONJ

分期及病理分级有关$

#关键词$

"

喉肿瘤%乙酰肝素酶%

NF6G,

相关因子%喉鳞状细胞癌%临床病理
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喉鳞状细胞癌是较为常见的口腔上皮恶性肿瘤%

临床预后较差$流行病学研究显示%喉鳞状细胞癌的

发病率为
%2-9

&

"2.9

%在部分地区的发病率更高%

可上升
!

&

$

倍)

"

*

$近年来基础领域的研究显示%生

物学因子的改变可影响喉鳞状细胞的增殖'癌细胞的

侵袭或转移等病理过程%促进早期上皮性恶性肿瘤的

(,#"

重庆医学
,%"(

年
$

月第
$.

卷第
",

期



书书书

进展!

!"#

"

#乙酰肝素酶$

$%

&

'(')'*%

%

+,-

&能够分解

细胞外基质%为癌细胞的转移提供条件%而核因子
.!

相关因子
!

$

/0".!'**123'4%56'241(

%

/70!

&能够影

响到氧化应激损伤或者氧自由基的传递%促进早期鳞

状细胞的病变!

8

"

#为了进一步揭示
+,-

及
/70!

与

喉鳞状细胞癌发生'发展的相关性%本研究收集
!9:;

年
!

月至
!9:<

年
!

月本院保存的喉鳞状细胞癌标本

=:

份%观察二者的异常表达%研究其与患者临床病理

特征间的关系#

!

!

资料与方法

!>!

!

一般资料
!

收集
!9:;

年
!

月至
!9:<

年
!

月本

院保存的喉鳞状细胞癌标本
=:

份$病例组&%标本来

源患者中男
;!

例%女
!?

例%平均年龄$

;:>8!@=>?!

&

岁#纳入标准($

:

&患者临床病理资料保存完整)$

!

&

经病理确诊为喉鳞状细胞癌)$

#

&术前未接受过放化

疗等治疗)$

8

&患者及家属知情同意并签署同意书#

排除标准($

:

&临床病理资料不完整)$

!

&合并其他原

发性肿瘤#同时选取声带息肉病理标本
<<

份$对照

组&%标本来源患者中男
8!

例%女
#;

例%平均年龄

$

;9>=?@?>:9

&岁#两组受试者年龄'性别比较差异

无统学意义$

!

"

9>9;

&%具有可比性#

!>"

!

方法

!>">!

!

免疫组织化学法
!

采用石蜡切片脱蜡至水%

切片厚度
#AA

%

#B+

!

C

!

室温孵育
;A3)

%采用去离

子水冲洗
#

次%每次
#A3)

%采用浓度为
:9B

牛奶蛋白

$

:

D

蛋白加入
:99AE

纯水&封闭%室温孵育
;A3)

%加

入
+,-

抗体$鼠来源%购自南京碧云天生物科技有限

公司&%

#<F

孵育
!$

%磷酸盐缓冲液$

,GH

&冲洗
#

次%每

次
;A3)

%滴加
+7,

标记的二抗$兔来源%购自罗氏检

测公司&%

#<F

孵育
#9A3)

%

,GH

冲洗
#

次%每次
;A3)

%

然后加入硝基四氮唑蓝*
;"

溴
"8"

氯
"#"

吲哚基磷酸

$

/GI

*

GJK,

&色剂显色
;A3)

%复染%脱水%透明%封片%

镜下观察#

CEK,KJH

电子显微镜购自上海精密仪器有

限公司%配套试剂购自南京泰康生物科技有限公司#

!>">"

!

L%*4%()MN14

检测
!

冰上分离出组织%置于预

冷的研钵中液氮研磨至粉末状#冰上静置
O9A3)

%室

温下
!9999(

*

A3)

离心
O9A3)

%取出下层沉淀#按总

蛋白
=9

D

计算上样容积%按照比例为
#P:

或者
8P:

的比例上
IGH

缓冲液%加入
!9

!

E

缓冲液后于
8;Q

电压下进行电泳操作%脱脂蛋白封闭
!$

%加入
/70!

抗体$鼠来源%购自南京碧云天生物科技有限公司&各

:9

!

E

后室温下孵育
!$

%

!$

后加入二抗$兔来源%购自

南京凯基生物科技有限公司&#采用日本
,')'*132

公司

生存的
+HC"?99

系统影像分析仪器进行图像分析#

!>">#

!

免疫组织化学结果判断
!

+,-

阳性表达主

要定位于细胞质和细胞膜%呈棕黄色染色#每张切片

选取
;

个高倍镜视野%将阳性细胞比例及染色强度分

为
8

个等级%分别对应
9

'

:

'

!

'

#

分#其中阳性细胞比

例小于
!;B

为
9

分%

#

!;B

" $

;9B

为
:

分%

#

;9B

"$

<;B

为
!

分%

#

<;B

为
#

分)无染色为
9

分%

浅黄色为
:

分%橘黄色为
!

分%棕黄色为
#

分#将阳

性细胞比例及染色强度得分相加后除
!

得出最终分

数%其中得分小于
:>;

分为阴性%

#

:>;

分为阳性#

!>#

!

统计学处理
!

采用
H,HH:?>9

软件%计量资料采

用
"@#

表示%组间比较使用独立样本
$

检验%多组间

比较使用方差分析%两两比较采用
EHR

检验#计数

资料用率表示%组间比较使用
!

! 检验%以
!

$

9>9;

为

差异有统计学意义#

"

!

结
!!

果

">!

!

两组
+,-

及
/70!

表达比较
!

病例组和对照

组的
+,-

阳 性 表 达 率 和
/70

表 达 量 分 别 为

=:>8=B

'

:?>8=B

和
9>=88@9>::#

'

9>!9!@9>9?8

%差

异有统计学意义$

!

$

9>9;

&%见图
:

'

!

#

图
:

!!

L%*4%()MN14

检测图

!!

-

(病例组$

H,

%

S899

&)

G

(对照组$

H,

%

S!99

&

图
!

!!

两组
+,-

阳性表达免疫组织化学图

">"

!

患者
+,-

阳性表达与病理特征的关系
!

不同

年龄'性别和病灶部位患者
+,-

阳性表达率比较差

异无统计学意义$

!

"

9>9;

&)有无淋巴结转移%不同的

病理分化'

I/T

分期患者
+,-

阳性表达率比较差

异有统计学意义$

!

$

9>9;

&%见表
:

#

表
:

!

患者
+,-

阳性表达与病理特征的关系

项目
% +,-

阳性表达!

%

$

B

&"

!

!

,

年龄$岁&

9>:8<

"

9>9;

!%

;9 8; #O

$

=9>99

&

!"

;9 #O #9

$

=#>##

&

性别
9>98?

"

9>9;

!

男
;! 8!

$

=9><<

&

!

女
!? !8

$

=!><O

&

病灶部位
9>:O!

"

9>9;

!

声门上型
8! ##

$

<=>;<

&

!

声门型
## !<

$

=:>=!

&

?!O:

重庆医学
!9:=

年
8

月第
8<

卷第
:!

期



续表
:

!

患者
+,-

阳性表达与病理特征的关系

项目
% +,-

阳性表达!

%

$

B

&"

!

!

,

!

声门下型
O ;

$

=#>##

&

淋巴结转移
=>9?!

$

9>9;

!

有
8# 89

$

?#>9!

&

!

无
#= !O

$

O=>8!

&

病理分化
:8>!O?

$

9>9;

!

高
#< !#

$

O!>:O

&

!

中
#! #9

$

?#><;

&

!

低
:! :!

$

:99>99

&

I/T

分期
=>?#=

$

9>9;

!#"$

期
8! !?

$

O?>9;

&

!%"&

期
#? #<

$

?8>=<

&

">#

!

患者
/70!

表达与病理特征的关系
!

不同年

龄'性别和病灶部位患者
/70!

表达比较差异无统计

学意义$

!

"

9>9;

&)有无淋巴结转移%不同的病理分

化'

I/T

分期患者
/70!

水平比较差异有统计学意

义$

!

$

9>9;

&%见表
!

#

表
!

!!

患者
/70!

水平与病理特征的关系

临床病理特征
% /70!

水平$

"@#

&

&

*

$ !

年龄$岁&

U9>:#<

"

9>9;

!%

;9 8; 9>=8:@9>:9!

!"

;9 #O 9>=88@9>9?#

性别
9>#8#

"

9>9;

!

男
;! 9>=8;@9>9=8

!

女
!? 9>=#=@9>9?;

病灶部位
!>9:#

"

9>9;

!

声门上型
8! 9>=#=@9>:9:

!

声门型
## 9>=8#@9>9?8

!

声门下型
O 9>=8;@9>::!

淋巴结转移
U#>=O8

$

9>9;

!

有
8# 9>?9:@9>:!!

!

无
#= 9>=9#@9>:98

病理分化
!9>:98

$

9>9;

!

高
#< 9>=:9@9>9=;

!

中
#! 9>=;8@9>:9:

!

低
:! 9>=<=@9>9??

I/T

分期
U#><??

$

9>9;

!#"$

期
8! 9>=9:@9>9?8

!%"&

期
#? 9>==;@9>:9;

#

!

讨
!!

论

!!

喉鳞状细胞癌的发生主要考虑与遗传'吸烟或者

放射性因素等有关%特别是在吸烟人群中%喉鳞状细

胞癌的发病率高于
;;B

!

;

"

#喉鳞状细胞癌的临床预

后较差%

;

年生存率小于
#OB

%中位生存时间不足
#O

个月!

O"<

"

#一项样本量为
##8

例%且临床分期为中晚

期的喉鳞状细胞癌治疗随访研究显示%疾病的治疗总

体有效率小于
#9B

%治疗后的复发率及远处转移率较

高!

="?

"

%病死率持续性维持在较高的水平!

:9

"

#对喉鳞

状细胞癌发生'发展过程中相关生物学机制进行研

究%不仅可以为喉鳞状细胞癌的生物学靶向治疗提供

参考%还可以为喉鳞状细胞癌的临床预后随访提供可

靠的实验室指标#

+,-

的结构上包含了
#

"

8

个糖蛋白配体结构%

能够在结合细胞外基质的同时促进其分解%通过分解

细胞外胶原纤维
&

或者胶原纤维
'

等%降低细胞间的

紧密连接程度%为癌细胞的早期增殖或者转移提供空

间)

/70!

能够在细胞水平影响到氧化应激代谢%促使

氧自由基传递异常导致的细胞氧化损伤%以及喉鳞状

上皮早期增殖调控异常%影响到癌细胞的持续性病变

的发生!

::":!

"

#已有的研究探讨了
/70!

及
+,-

等在

喉癌患者中的异常表达%但缺乏对于其与患者临床病

理特征间的关系研究%此为本次研究的创新点#

本次研究发现%喉癌组患者的病灶组织中
+,-

及
/70!

表达水平均明显高于正常对照组织%提示

+,-

及
/70!

二者可能参与到了喉鳞状细胞癌的早

期发生过程%

+,-

及
/70!

的高表达可以从下列两

个方面影响到喉癌的进展($

:

&

+,-

的高表达能够提

高癌细胞的早期变形及突破基底膜的能力%促使其早

期临床分期的进展)$

!

&

/70!

的高表达能够使三磷酸

腺苷$

-I,

&能量代谢利用障碍%促进线粒体氧化应激

异常%导致喉鳞状细胞的细胞增殖调控紊乱#有研究

者在探讨喉癌患者的发病机制的过程中发现%

+,-

及
/70!

在喉癌患者血清及病灶组织中均存在一定

程度的异常表达%且相关表达水平越高%患者病情越

重'临床远期预后越差!

:#":8

"

#在探讨不同的临床特征

与生物学因子的关系过程中发现%有淋巴结转移'

I/T

分期为
%"&

期患者
+,-

阳性表达率更高%

提示
+,-

可显著影响到淋巴结的转移等病理过程#

从机制上考虑
+,-

对于相关临床病理特征的影响主

要为($

:

&

+,-

促进了癌细胞对于淋巴结内皮细胞的

黏附能力%提高了其通过淋巴结转移的风险)$

!

&

+,-

能够影响到癌组织对于临床正常口腔组织或者器官

的浸润%促进临床分期的进展#同时本研究发现

+,-

可以显著影响到癌细胞的分化程度%加剧癌细

胞分化不良或者低分化的风险#在探讨
/70!

与喉

癌患者临床特征的关系过程中%本研究也发现
/70!

与患者的淋巴结转移'临床分期等特征具有明显的关

系%这些均提示了
/70!

等与喉癌病情有密切联系#

+,-

及
/70!

可能在下列两个方面发挥了一定的协

同作用%从而促进了喉癌特别是鳞状细胞癌的发生(

$

:

&

+,-

及
/70!

的高表达均可能影响乙酰基团的

9#O:
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修饰及羧基末端的空间结构%干预喉癌上皮细胞的增

殖'分化)$

!

&

+,-

及
/70!

的协同表达可能影响核

转录因子的转录活性%增加癌细胞
R/-

异常增殖的

风险#但更为具体的内在机制的探讨%仍然需要后续

基础研究证实#

综上所述%喉鳞状细胞癌患者
+,-

及
/70!

表

达明显升高%与淋巴结转移'

I/T

分期及病理分级有

关%值得进一步研究#但本研究对于相关生物学因子

的多元线性回归的研究不足%存在一定的局限#
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