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凋亡抑制因子 Ｌｉｖｉｎ蛋白在喉癌组织
中的表达及与预后的关系
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　　摘　要：　目的　观察喉鳞癌组织中凋亡抑制因子 Ｌｉｖｉｎ蛋白的表达，探讨其在喉癌发生、发展中的
作用及与其预后的关系。方法　采用免疫组化 ＳＰ法检测 １１７例喉鳞癌组织和 ２０例正常舌腭弓黏膜组
织中 Ｌｉｖｉｎ蛋白的表达，结合临床及随访资料，分析其与各临床病理因素及预后的关系。结果　①喉癌
组织中 Ｌｉｖｉｎ蛋白阳性表达率为 ６１．５％（７２／１１７），在正常对照组中 Ｌｉｖｉｎ蛋白呈阴性表达，差别具有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）；② Ｌｉｖｉｎ蛋白在喉鳞癌组织中阳性表达率与病程、临床分期及淋巴结转移有关
（Ｐ＜０．０５），与年龄、临床分型和组织分化程度无关（Ｐ＞０．０５）；③ Ｃｏｘ回归模型多因素分析结果示
临床分期晚、有淋巴结转移和 Ｌｉｖｉｎ蛋白阳性表达是肿瘤复发的独立危险因素。结论　Ｌｉｖｉｎ蛋白可能在
喉鳞癌的发生、发展中起一定作用，其阳性表达可能在一定程度上提示喉癌的预后。
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　　喉癌是耳鼻咽喉头颈外科常见肿瘤，近年
来发病率有逐渐增多趋势，由于发病部位为呼

吸及发音的重要器官，所以对患者的危害性极
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大。其病因和发病机制与其他恶性肿瘤相似，

迄今尚未完全阐明。目前普遍认为恶性肿瘤

的发生是一个长期的、多阶段的、多基因改变

累积的过程，细胞凋亡的减少在肿瘤发生和发

展中起重要作用。Ｌｉｖｉｎ是新发现的凋亡抵制
蛋白（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎ，ＩＡＰ）家族的
新成员，特异性表达于人的胚胎组织及大多数

人类实体瘤细胞和组织，在正常成人组织中低

或无表达，提示该基因可能在肿瘤的发生和发

展中起着重要作用［１］。关于 Ｌｉｖｉｎ蛋白在喉癌
中的表达及机制的研究，目前国内外报道较

少。本文采用免疫组化 ＳＰ法检测喉鳞癌组织
和正常黏膜组织中的 Ｌｉｖｉｎ蛋白的表达，并结合
临床资料及随访，探讨其与喉鳞癌发生、发展

和预后的关系。

１　材料及方法

１．１　临床资料
收集 ２００４年 １月 ～２００５年 １２月因喉鳞

状细胞癌在四川大学华西医院耳鼻咽喉头颈

外科住院手术的 １２９例患者的临床资料并进
行随访，其中 １１例失访，１例因心梗死亡。剩
余 １１７例患者成为本组实验的研究对象。其
中男 １１２例，女 ５例；年龄 ３０～７７岁，中位数
年 龄 ６０．２岁 ；平 均 病 程 ６．２个 月 。按 照
２００２年国际抗癌联盟（ＵＩＣＣ）修订标准进行临
床 分 类，Ｔ１Ｎ０Ｍ０ １７ 例，Ｔ１Ｎ１Ｍ０ ２ 例，
Ｔ２Ｎ０Ｍ０３２例 ，Ｔ２Ｎ１Ｍ０１例 ，Ｔ３Ｎ０Ｍ０
２４例，Ｔ３Ｎ１Ｍ０７例，Ｔ３Ｎ２Ｍ０５例，Ｔ４Ｎ０Ｍ０
２例，Ｔ４Ｎ１Ｍ０２１例，Ｔ４Ｎ２Ｍ０５例，Ｔ４Ｎ３Ｍ０
１例；Ⅰ期 １７例，Ⅱ期 ３２例，Ⅲ期 ３４例，Ⅳ期
３４例；声门上型 ２０例，声门型 ９４例，声门下型
３例；高分化 ４４例，中分化 ５０例，低分化 ２３例；
有淋巴结转移 ４２例，无淋巴结转移 ７５例。所有
患者术前均未进行放疗或化疗。平均随访时间

４１．４个月，复发２９例，平均复发时间９．７个月。
选取 ２００７年因慢性扁桃体炎在耳鼻咽喉

科住院行扁桃体摘除患者的舌腭弓黏膜 ２０例
作对照（均为成人）。所有标本均及时固定、包

埋、４μｍ连续切片备用。所有患者的石蜡标
本由四川大学华西医院病理科提供。

１．２　主要试剂
鼠抗人 Ｌｉｖｉｎ单克隆抗体系美国 Ｃｈｅｍｉｃｏｎ

公司产品，ＳＰ试剂盒系北京中山生物技术公司
产品。

１．３　实验方法
实验步骤严格按试剂盒说明进行，切片脱

蜡后经３％双氧水封闭内源性过氧化物酶
１０ｍｉｎ，经微波炉修复抗原，羊血清封闭后滴加
浓度为１∶１００鼠抗人 Ｌｉｖｉｎ单克隆抗 体 （一
抗），４℃孵育过夜，滴加生物素标记的二抗，
３７℃放置 ３０ｍｉｎ，滴加辣根酶标记链霉亲和
素，３７℃放置 １０ｍｉｎ，二氨基联苯胺（ＤＡＢ）显
色，苏木素复染，封片备检。所有标本均严格

控制实验条件并作常规 ＨＥ染色，于免疫组化
ＳＰ法检测，将已知的乳腺癌切片作为阳性对
照，用磷酸盐缓冲液代替一抗，作为阴性对照。

１．４　结果判定标准
Ｌｉｖｉｎ蛋白以在肿瘤细胞胞浆中出现淡黄

至棕黄色颗粒者为阳性细胞，每例标本以 ４００
倍光镜下随意读取 ５００个细胞，根据细胞的染
色强度和染色细胞所占比例两者积分之和来

判定。染色强度积分为：不染色 ＝０分，轻度
染色 ＝１分，中度染色 ＝２分，强染色 ＝３分；
染色细胞所占比例积分为：无细胞染色 ＝０分，
＜２５％细胞染色 ＝１分，≥２５％ ～５０％细胞染
色 ＝２分，＞５０％细胞染色 ＝３分。若两者积
分之和≥２分可判为阳性［２］。由两位不知患者

临床病理资料的病理医师进行判定。

１．５　统计学处理
采用 ＳＰＳＳ１３．０软件包进行统计学分析。

两个独立样本均数比较采用 ｔ检验，多个样本
之间的两两比较采用单因素方差分析；两组间

百分率比较采用 χ２检验；预后因素分析采用
ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ单因素生存分析、ｌｏｇｒａｎｋ检验，
多因素分析采用 Ｃｏｘ回归分析。Ｐ＜０．０５定为
差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｌｉｖｉｎ蛋白在喉癌组织和正常黏膜组织中
的表达

Ｌｉｖｉｎ蛋白在喉鳞癌中阳性染色主要出现在
肿瘤细胞胞浆中，为棕黄色颗粒，少部分伴有细

胞核阳性染色。喉癌组中 Ｌｉｖｉｎ蛋白阳性表达率
为６１．５％（７２／１１７）（图 １），而在正常对照组中
Ｌｉｖｉｎ蛋白均呈阴性表达（０／２０）（图 ２）。
·４５２·
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图 １　喉癌组中 Ｌｉｖｉｎ蛋白阳性表达（ＳＰ染色，×４００）　图 ２　正常对照组中 Ｌｉｖｉｎ蛋白阴性表达（ＳＰ染色，×４００）

２．２　喉癌组织中 Ｌｉｖｉｎ蛋白的表达与各临床
病理因素间的关系

从 Ｌｉｖｉｎ蛋白在喉鳞状细胞癌中的表达阳
性率来看，Ｌｉｖｉｎ蛋白阳性表达率随病程的增加
而增加（Ｐ ＜０．０５），ＴＮＭ分级中 Ｔ３、Ｔ４的喉
鳞癌组织中的阳性表达率较Ｔ１、Ｔ２显著升高
（Ｐ＜０．０５），有淋巴结转移组显著高于无淋
巴结转移组（Ｐ ＜０．０５），复发组显著高于无
复发组（Ｐ ＜０．０５），而 Ｌｉｖｉｎ蛋白的阳性表达
率在不同的年龄、临床分型和组织分化程度间

差异均无统计学意义（Ｐ ＞０．０５），具体结果
见表 １。
２．３　喉癌组织中 Ｌｉｖｉｎ蛋白的表达与复发的
关系

２．３．１　单因素分析　采用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存
分析和 ｌｏｇｒａｎｋ检验，对可能影响喉癌复发如
年龄、病程、临床分型、ＴＮＭ分级、淋巴结有无
转移、肿瘤分化程度及 Ｌｉｖｉｎ蛋白阳性表达 ７个
危险因素进行单因素分析，结果显示，病程长

（Ｐ＝０．０１３）、临床分期晚（Ｐ＝０．０２）、有淋

巴结转移（Ｐ ＝０．０２６）及肿瘤中 Ｌｉｖｉｎ蛋白的
阳性表达（Ｐ ＝０．００２）的患者无复发生存率
显著降低。Ｌｉｖｉｎ蛋白阳性组的 ３年无复发生
存率为 ６５．３％，而 Ｌｉｖｉｎ蛋白阴性组的 ３年无
复发生存率为９１．１％（图３）。由此说明：除病
程长、分期晚及淋巴结转移是喉癌复发的可能

因素外，Ｌｉｖｉｎ蛋白阳性表达也可能是喉癌复发
的因素之一。

图 ３　Ｌｉｖｉｎ蛋白阳性表达与阴性表达患者的无复发生
存率曲线图

表 １　喉癌组织中 Ｌｉｖｉｎ蛋白的表达与临床病理特征的关系（例）

临床病理因素 例数
Ｌｉｖｉｎ蛋白的表达

阳性 阴性
χ２ Ｐ

年龄

　≤６０岁 ５８ ３５ ２３
０．０６９ ＞０．０５

　＞６０岁 ５９ ３７ ２２
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临床病理因素 例数
Ｌｉｖｉｎ蛋白的表达

阳性 阴性
χ２ Ｐ

病程

　≤６月 ５８ ２４ ３４
１９．７４９ ＜０．０５

　＞６月 ５９ ４８ １１

临床分型

　声门型 ９４ ５８ ３６
０．００５ ＞０．０５

　声门上、下型 ２３ １４ ９

ＴＮＭ分级

　Ｔ１、Ｔ２ ５２ ２０ ３２
２２．８４６ ＜０．０５

　Ｔ３、Ｔ４ ６５ ５３ １２

淋巴结转移

　有 ４２ ３９ ３
２５．１２７ ＜０．０５

　无 ７５ ３３ ４２

分化程度

　高分化 ４４ ２６ １８

　中分化 ５０ ３１ １９ ０．２４７ ＞０．０５

　低分化 ２３ １５ ８

复发情况

　有 ２９ ２４ ５
６．１９２ ＜０．０５

　无 ８８ ４８ ４０

２．３．２　多因素分析　对可能影响喉癌复发如
年龄、病程、临床分型、临床分期、淋巴结有无

转移、肿瘤分化程度及 Ｌｉｖｉｎ蛋白阳性表达 ７个
危险因素进行 Ｃｏｘ回归模型多因素分析，结果

显示，仅有 ＴＮＭ分级、淋巴结转移和 Ｌｉｖｉｎ蛋白
阳性表达是肿瘤复发的独立危险因素，而年

龄、病程、临床分型和肿瘤分化程度不是肿瘤

复发的独立危险因素，具体结果见表 ２。

表 ２　喉癌复发的多因素分析

临床变量 偏回归系数（β） 标准误（ＳＥ） Ｐ ＯＲ
９５％可信区间

下限 上限

ＴＮＭ分级 ０．９０１ ０．２９６ ０．００２ ２．４６２ １．３７９ ４．３９７

淋巴结转移 －０．１６６ ０．０７５ ０．０２６ ０．８４７ ０．７３２ ０．９８１

Ｌｉｖｉｎ蛋白表达 １．１７５ ０．５８４ ０．０４４ ３．２３７ １．０３０ １０．１７５

３　讨论

　　喉癌是头颈部常见的恶性肿瘤，近年来喉
癌的发病率有明显的增加趋势，对患者的危害

性大，找到有效的防治方法具有重要的现实意

义，但其确切的病因至今仍不十分明了，细胞

凋亡过程紊乱可能是其重要原因之一。

Ｌｉｖｉｎ蛋白是 ＩＡＰ家族的一个新成员，不同
的组织中发现了 Ｌｉｖｉｎ基因的表达［３５］。Ｌｉｖｉｎ蛋
白的组织分布具有明显的细胞选择性和肿瘤

特异性，即在胚胎和发育的胎儿组织中表达，

在终末分化的成人组织中不表达（胸腺、生殖

腺除外），在黑色素瘤、肺癌、结肠癌、膀肤癌、

淋巴瘤、乳腺癌、前列腺癌、脑胶质瘤及头颈部

肉瘤等大多数肿瘤组织中表达［６９］。查阅国内

·６５２·
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外文献，目前关于 Ｌｉｖｉｎ蛋白在喉癌中的表达情
况报道较少。唐乔等［１０］研究报道 Ｌｉｖｉｎ蛋白在
喉癌组织中的阳性表达率为 ８２．７６％，而在正
常喉黏膜组织中未检出阳性结果。张建中

等［１１］研究发现 Ｌｉｖｉｎ蛋白在喉癌中的阳性表达
率为 ６７．２１％，在 喉 不 典 型 增 生 组 织 中 为
２５％，而在正常喉黏膜中表达阴性。本实验结
果与文献报道一致，Ｌｉｖｉｎ蛋白在正常黏膜组织
中未检测到，在喉鳞状细胞癌组织中有６１．５％
阳性表达，提示 Ｌｉｖｉｎ基因可能在肿瘤的发生和
发展中起着重要作用。

喉癌的发生可以视为肿瘤细胞增殖活跃以

及凋亡抑制打破了细胞增殖与凋亡之间的动

态平衡，从而导致肿瘤细胞无限增殖。Ｌｉｖｉｎ蛋
白的过度表达则进一步扩大肿瘤细胞增殖与

凋亡之间的差距，结果导致肿瘤细胞获得生长

优势，促进了肿瘤的发生、发展、浸润和转移。

肖虹等［１２］研究显示凋亡抑制因子 Ｌｉｖｉｎ蛋白在
喉鳞癌组织和血液中高表达且与喉癌淋巴结

转移、ＴＮＭ分级密切相关。笔者同时研究发
现，Ｌｉｖｉｎ蛋白阳性表达与病程、ＴＮＭ分级和淋
巴结有无转移相关，Ｌｉｖｉｎ蛋白阳性表达率随病
程的增加而增加，随 ＴＮＭ分级的递增而递增，
有淋巴结转移组中高于无淋巴结转移组，但与

喉鳞状细胞癌患者的年龄、性别、临床分型和

肿瘤分化程度不相关。

喉癌术后的复发转移是导致手术失败和患

者死亡的主要原因，是影响患者术后生存率至

关重要的因素，因此确定术后复发转移的高危

因素具有重要意义。笔者通过 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ单
因素生存分析显示，患者病程、临床分期、淋巴

结有无转移及喉癌组织中 Ｌｉｖｉｎ蛋白的阳性表
达与术后复发明显相关，而与患者的年龄、性

别、临床分型和肿瘤分化程度不相关。然而喉

癌复发的影响因素是多方面因素同时作用的

结果，如果仅对其中的某一因素单独进行分

析，有较大的局限性。Ｃｏｘ比例风险模型作为
一种多因素分析方法，能定量筛选和综合分析

各种因素的作用，克服混杂因素的干扰，是判断

复发因素的较好方法。笔者采用的多因素分析

结果显示仅有临床分期晚、淋巴结转移和 Ｌｉｖｉｎ
蛋白阳性表达是喉癌复发的独立危险因素。

综上所述，Ｌｉｖｉｎ蛋白的过度表达可能在喉
癌发生、发展过程中起重要作用，其阳性表达

提示预后较差。
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