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　　摘　要：　目的　探讨沉默促红细胞生成素产生肝细胞受体（ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎｐｒｏｄｕｃｉｎｇｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｒｅ
ｃｅｐｔｏｒ，ＥｐｈＡ２）与促血管生成因子（ＶＥＧＦ）蛋白在喉鳞状细胞癌（喉鳞癌）组织中的表达及相关性。方
法　采用免疫组织化学技术检测 ＥｐｈＡ２、ＶＥＧＦ蛋白在 ６９例喉鳞癌组织及 １５例癌旁黏膜组织中的表
达，分析二者表达水平与临床病理特征的关系。结果　ＥｐｈＡ２和 ＶＥＧＦ蛋白在喉鳞癌组织中的阳性率
均高于癌旁黏膜组织（Ｐ均 ＜０．０５），ＥｐｈＡ２蛋白表达尚与肿瘤原发部位相关（Ｐ＜０．０５），且 ＥｐｈＡ２和
ＶＥＧＦ蛋白表达均与喉鳞癌患者的临床分期（Ｐ均 ＜０．０５）及转移（Ｐ均 ＜０．０５）密切相关，而二者表达
与患者年龄、性别、组织学分级均无明显相关（Ｐ均 ＞０．０５）。喉鳞癌组织中 ＥｐｈＡ２及 ＶＥＧＦ蛋白表达
存在正相关性（Ｐ＜０．０５）。生存分析结果显示 ＥｐｈＡ２及 ＶＥＧＦ蛋白表达水平与患者 ５年总生存率密
切相关（Ｐ＜０．０５）。多因素 Ｃｏｘ比例风险回归模型进一步显示，淋巴结有无转移及 ＥｐｈＡ２蛋白表达水
平为喉鳞癌患者预后的独立影响因素。结论　ＥｐｈＡ２与 ＶＥＧＦ蛋白在喉鳞癌组织中表达均上调，提示
二者可能存在相互作用，共同在喉鳞癌的发生、发展中起作用。
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　　颈部淋巴结转移是喉鳞癌患者确定治疗
方案及预后的重要影响因素［１］。因此，阐明转

移发生的分子机制，并采取有效的干预措施控

制转移至关重要。肿瘤血管新生在肿瘤侵袭

与转移中发挥了重要作用，为目前肿瘤转移研

究中的热点［２］。笔者前期研究发现，沉默促红

细胞生成素产生肝细胞受体 Ａ２（ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ
ｐｒｏｄｕｃｉｎｇｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥｐｈＡ２）能够在
裸鼠体内抑制头颈鳞癌的颈部淋巴结转移［３］。

因此，本研究采用免疫组化技术检测 ＥｐｈＡ２及
主要促血管生成因子（ＶＥＧＦ）蛋白在喉鳞癌组
织中的表达水平，同时结合临床随访资料，进

一步探讨 ＥｐｈＡ２和 ＶＥＧＦ蛋白与喉鳞癌患者临
床病理特征及预后之间的相关性，为进一步了

解 ＥｐｈＡ２蛋白通过对肿瘤血管新生调控头颈
鳞癌转移相关性提供前期实验基础。

１　资料与方法

１．１　临床资料
收集 ２００３年 １月 ～２００５年 ９月湘雅医院

耳鼻咽喉科经手术切除的喉鳞癌标本 ６９例，
癌旁黏膜 １５例。喉癌及癌旁黏膜石蜡组织标
本均由中南大学湘雅医院病理科提供。喉鳞

癌患者中男 ６６例，女 ３例；年龄 ３８～８０岁，平
均年龄 ５８．１３岁。全组病例均为第 １次手术，
术前未接受放、化疗等其他治疗。手术切除标

本经 ＨＥ染色证实为喉鳞状细胞癌或癌旁黏膜
组织。按 １９９７年 ＷＨＯ病理分型标准：高分化
４７例 、中 分 化１３例 、低 分 化９例 ；声 门 型
４８例、声门上型 ２０例、声门下型 １例。根据
２００２年国际抗癌联盟（ＵＩＣＣ）喉癌分期方案进
行临床分类：Ｔ１Ｎ０Ｍ０１２例、Ｔ２Ｎ０Ｍ０１６例、
Ｔ１Ｎ１Ｍ０１例、Ｔ２Ｎ１Ｍ０５例、Ｔ２Ｎ２Ｍ０５例、
Ｔ３Ｎ０Ｍ０１２例、Ｔ３Ｎ１Ｍ０７例、Ｔ３Ｎ１Ｍ１１例、
Ｔ３Ｎ２Ｍ０４例、Ｔ４Ｎ０Ｍ０１例、Ｔ４Ｎ１Ｍ０３例、
Ｔ４Ｎ２Ｍ０２例；Ⅰ期１２例、Ⅱ期１６例、Ⅲ期
２５例、Ⅳ期 １６例。２８例颈部淋巴结转移（均

经术后病理学检查证实）；１例影像学检查考
虑肺转移。

本组资料中的所有患者通过门诊、电话及

信访等方式进行术后随访。根据颈部触诊、Ｂ
超、纤维喉镜、影像学等检查结果及再次手术

确定有无临床复发转移。以患者死亡、最后一

次随访时间（２０１０年 １０月 １日）或失访作为
随访结束点。６９例患者术后全部获得随访。
１．２　主要试剂及来源

兔抗人 ＥｐｈＡ２多克隆抗体购自美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司；兔抗人 ＶＥＧＦ单克隆抗体购自美国
ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；ＰＶ６００１二步法检测试剂盒购
自北京中杉金桥公司。

１．３　免疫组织化学技术
所有标本均经 １０％中性甲醛固定，常规石

蜡包埋后 ４μｍ切片。严格按照 ＰＶ６００１二步
法说明书进行免疫组化检测。切片脱蜡水化，

抗原修复，３％去离子水阻断内源性过氧化物
酶活性。滴加一抗（ＥｐｈＡ２一抗按 １∶１００稀
释；ＶＥＧＦ一抗按 １∶２００稀释），４℃冰箱孵育
过夜。ＰＢＳ洗涤后，滴加羊抗兔辣根过氧化物
酶（ＨＲＰ）标记的ＩｇＧ抗体多聚体，室温孵育
３０ｍｉｎ。充分洗涤后二氨基联苯胺（ｄｉａｍｉｏｎｂｅｎ
ｚｉｄｅｎｅ，ＤＡＢ）镜下控制显色。
１．４　结果判定

ＥｐｈＡ２蛋白主要在细胞浆内表达，以出现
棕黄色染色为阳性着色。光镜下观察整个切

片，随机观察 ５个高倍镜（１０×４０）视野，以阳
性细胞百分率和染色强度二者乘积作为判定

标 准 ，参 考 Ｓｔｒａｕｍｅ等［４］报 道 的９分 评 分 制 。
①按阳性细胞比例：＜１０％计分为 １，≥１０％
～５０％计分为 ２，＞５０％计分为 ３；②按染色
强弱：阴性为 ０；淡黄色染色为弱阳性，计分为
１；中度黄色染色为阳性，计分为 ２；棕黄色染
色为强阳性，计分为３。根据最终评分分为
３组：低表达组（０～３分）、中表达组（４～
６分）、高表达组（７～９分）。最终评分 ＞３视
为阳性表达。
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ＶＥＧＦ蛋白主要在细胞质出现棕黄色染色
为阳性细胞。光镜下观察整个切片，随机观察

５个高倍镜（１０×４０）视野，以阳性细胞百分率
和染色强度二者之和作为判定标准，结果参照

课题组前期所采用 ６分评分制［５］：①按阳性细
胞比例，＞１％ ～２５％计分为 １，＞２５％ ～５０％
计分为 ２，＞５０％计分为 ３；②按染色强弱：阴
性为 ０；淡黄色为弱阳性，计分为 １；中度黄色
为阳性，计分为 ２；棕黄色为强阳性，计分为 ３。
根据最终评分分为 ３组：低表达组（０～２分）、
中表达组（３～４分）、高表达组（５～６分）。将
最终评分 ＞２视为阳性表达。
１．５　统计学方法

采用统计软件 ＳＰＳＳ１７．０进行分析。计数
资料均采用 χ２ 检验。等级相关性分析采用
Ｓｐｅａｒｍａｎ秩相关分析法。ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法计算
喉鳞癌患者的无瘤生存率和总体生存率；Ｌｏｇ
ｒａｎｋ法比较组间生存率的差异。用多因素 Ｃｏｘ
比例风险回归模型分析喉鳞癌患者的年龄、病

理分型、肿瘤原发部位、Ｔ分级、临床分期、淋

巴结有无转移、ＥｐｈＡ２蛋白表达水平及 ＶＥＧＦ
蛋白表达水平对其预后的影响。分别以 Ｐ ＜
０．０５及 Ｐ＞０．１作为引入和剔除影响因素的
筛选水平，确定影响喉鳞癌患者预后的独立危

险因素。所有检验均为双侧检验，Ｐ ＜０．０５
为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＥｐｈＡ２、ＶＥＧＦ蛋白在喉鳞癌组织及癌旁
黏膜组织中的表达

ＥｐｈＡ２及 ＶＥＧＦ蛋白阳性染色均主要位于
癌细胞胞浆。６９例喉鳞癌组织中，ＥｐｈＡ２蛋白
阳性表达为 ５６例，阳性率 ８１．１６％（图 １）；
ＶＥＧＦ蛋白阳性表达 ５２例，阳性率为 ７５．３６％
（图 ２）。１５例癌旁黏膜组织中，ＥｐｈＡ２蛋白阳
性表达为 ７例，阳性率为 ４６．６７％ （图 ３）；
ＶＥＧＦ蛋 白 的 阳 性 表 达 为 ６例 ，阳 性 率 为
４０．００％（图 ４），差异均具有统计学意义（Ｐ
均 ＜０．０５）。

图 １　ＥｐｈＡ２蛋白在喉鳞癌组织中阳性表达（ＰＶ６００１二步法 ×４００）　图 ２　ＶＥＧＦ蛋白在喉鳞癌组织中阳性表
达（ＰＶ６００１二步法 ×４００）　图 ３　ＥｐｈＡ２蛋白在癌旁黏膜组织中阳性表达（ＰＶ６００１二步法 ×４００）　图 ４　
ＶＥＧＦ蛋白在癌旁黏膜组织中阳性表达（ＰＶ６００１二步法 ×４００）

２．２　ＥｐｈＡ２、ＶＥＧＦ蛋白表达水平与喉鳞癌
临床病理特征之间的关系

ＥｐｈＡ２、ＶＥＧＦ蛋白与喉鳞癌临床病理参
数之间的关系详见表 １。ＥｐｈＡ２蛋白表达水
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平与喉鳞癌的肿瘤原发部位、临床分期及有

无淋巴结转移均密切相关（Ｐ均 ＜０．０５）。
而 ＥｐｈＡ２蛋白表达水平与性别、年龄及病理
学分级之间均无明显相关（Ｐ均 ＞０．０５）。
ＶＥＧＦ蛋白的表达水平则与喉鳞癌患者的临
床 分 期 及 转 移 呈 显 著 正 相 关 （Ｐ均 ＜
０．０５）。 通 过 Ｓｐｅａｒｍａｎ秩 相 关 分 析 发 现
ＥｐｈＡ２与 ＶＥＧＦ蛋白在喉鳞癌组织中的表达
呈显著正相关（ｒ＝０．７６５，Ｐ ＜０．０５）。
２．３　生存分析

６９例喉 鳞 癌 患 者 术 后 全 部 获 得 随 访。
生存分析结果显示 ＥｐｈＡ２蛋白高表达组与
ＥｐｈＡ２中低表达组的 ５年累积总生存率分
别为 ３６．１％与 ７２．１％；ｌｏｇｒａｎｋ检验发现，
差 异 具 有 统 计 学 意 义 （χ２ ＝８．１６２，Ｐ＝

０．００４，图 ５ａ）。 ＶＥＧＦ蛋 白 高 表 达 组 与
ＶＥＧＦ中低表达组的 ５年累积总生存率分别
为 ４７．１％与 ８２．４％；ｌｏｇｒａｎｋ检验进一步
发现，差异具有统计学意义（χ２ ＝５．１３０，Ｐ
＝０．０２４，图 ５ｂ）。
２．４　多因素 Ｃｏｘ回归分析

以患者的 ５年总生存率为因变量（Ｙ），
以患者性别、年龄、临床分期、病理学分级、

肿瘤原发部位、淋巴结转移情况、ＥｐｈＡ２蛋
白及 ＶＥＧＦ蛋白表达水平 ８个因素为协变量
（Ｘ），建立 Ｃｏｘ回归模型进行多因素分析。
结果发现，ＥｐｈＡ２蛋白表达水平及淋巴结有
无转移是喉鳞癌患者预后的独立影响因素

（Ｐ ＝０．０４５，Ｐ ＝０．０２３，表 ２）。

　　图 ５　生存分析图　ａ：ＥｐｈＡ２蛋白的表达与喉鳞癌患者总生存时间的关系；ｂ：ＶＥＧＦ蛋白的表达与喉鳞癌患
者总生存时间的关系

表 １　ＥｐｈＡ２、ＶＥＧＦ蛋白表达与喉鳞癌临床指标的相关性（例）

临床病理特征 例数
ＥｐｈＡ２蛋白表达水平

０～３分 ４～６分 ７～９分 χ２ Ｐ

ＶＥＧＦ蛋白表达水平

０～２分 ３～４分 ５～６分 χ２ Ｐ

年龄

　＜５８ ２９ ９ ８ １２
４．９６２ ０．０８４

８ １１ １０
０．４９３ ０．７８２

　≥５８ ４０ ４ １６ ２０ ９ １４ １７

性别

　男 ６６ １３ ２３ ３０
０．８７１ ０．６４７

１７ ２４ ２５
１．３８８ ０．５００

　女 ３ ０ １ ２ ０ １ ２

组织学分级

　高分化 ４７ １１ １６ ２０
２．１１７ ０．３７４

１４ １５ １８
２．３７１ ０．３０６

　中、低分化 ２２ ２ ８ １２ ３ １０ ９

肿瘤原发部位

　声门型 ４８ １２ １９ １７
８．３０６ ０．０１６

１５ １８ １５
５．３７２ ０．０６８

　非声门型 ２１ １ ５ １５ ２ ７ １２
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续上表

临床病理特征 例数
ＥｐｈＡ２蛋白表达水平

０～３分 ４～６分 ７～９分 χ２ Ｐ

ＶＥＧＦ蛋白表达水平

０～２分 ３～４分 ５～６分 χ２ Ｐ

临床分期

　Ⅰ、Ⅱ ２８ １１ １１ ６
１７．０５４ ＜０．０１

１３ ８ ７
１２．２５０ ０．００２

　Ⅲ、Ⅳ ４１ ２ １３ ２６ ４ １７ ２０

淋巴结转移

　有 ２８ ０ ６ ２２
２１．８２５ ＜０．０１

４ ８ １６
６．７２０ ０．０３５

　无 ４１ １３ １８ １０ １３ １７ １１

　　注：Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义

表 ２　Ｃｏｘ模型对喉鳞癌预后影响因素进行多因素回归分析

协变量 偏回归系数（β） 标准误（ＳＥ） Ｗａｌｄ Ｐ 相对危险度

淋巴结有无转移 １．６３１ ０．７１７ ５．１６９ ０．０２３ ５．１１０

ＥｐｈＡ２蛋白表达 ０．５２６ ０．４０６ １．６７７ ０．０４５ １．６９２

３　讨论

　　Ｅｐｈ受体家族是蛋白酪氨酸激酶家族中最
大的一个亚族。ＥｐｈＡ２蛋白则是 Ｅｐｈ受体家族
的重要成员。研究表明，ＥｐｈＡ２蛋白在乳腺
癌［６］、前列腺癌［７］等多种恶性肿瘤中存在不同

程度的升高，在高侵袭、高转移恶性肿瘤中尤

为显著。通过功能获得性（外源性 ＥｐｈＡ２蛋白
过表达）及缺失性研究（ＲＮＡ干扰、单克隆抗体
及多聚寡核苷酸阻断）在体内外实验中发现，

ＥｐｈＡ２蛋白对人类恶性肿瘤的侵袭转移具有调
控作用［８］。目前，关于 ＥｐｈＡ２蛋白与恶性肿瘤
关系的研究亦主要集中在侵袭转移方面。

本研究在临床组织标本中发现 ＥｐｈＡ２蛋白
与喉鳞癌的多个临床病理参数密切相关，且与

喉鳞癌患者的预后呈显著负相关，为预后的独

立影响因素。课题组在前期研究中亦发现，沉

默 ＥｐｈＡ２的表达能够在细胞实验及裸鼠体内
试验中抑制头颈鳞癌的侵袭转移［３］。上述结

果均提示，ＥｐｈＡ２蛋白在喉鳞癌的恶性进展中
可能发挥了重要作用，有望成为今后喉鳞癌的

潜在治疗靶点。然而，ＥｐｈＡ２蛋白如何调控头
颈鳞癌侵袭转移的具体分子机制并不清楚。

现有研究表明，ＥｐｈＡ２蛋白能够影响钙黏蛋白
（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）［９］、整合素家族（Ｉｎｔｅｇｒｉｎ）［１０］及黏
着斑激酶／ＦＡＫ［１１］在恶性肿瘤细胞中的表达

量、位置的改变，进而影响到细胞间黏附或肿

瘤细胞与细胞外基质的黏附，改变肿瘤细胞运

动迁移能力，有利于肿瘤细胞脱离原发灶发生

转移。

然而，肿瘤的转移过程错综复杂。除肿瘤

细胞本身的特异性发生改变外，还与其生存的

微环境等其他因素相关。肿瘤血管新生能重

塑肿瘤细胞生存的微环境，与肿瘤的侵袭、转

移关系尤为密切。ＶＥＧＦ蛋白则为迄今发现的
最有效的促血管生成因子［１２］。现有研究从 ３
个方面表明 ＥｐｈＡ２蛋白与肿瘤血管新生密切
相关：①在手术切除的肿瘤组织中，ＥｐｈＡ２蛋
白的表达水平与肿瘤组织中微血管密度（ｍｉ
ｃｒｏｖｅｓｓｅｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＭＶＤ）及与主要促血管生成因
子 ＶＥＧＦ蛋 白 的 表 达 呈 显 著 正 相 关［１３］ 。

② Ｌａｎｄｅｎ等［１４］通过沉默 ＥｐｈＡ２表达后，卵巢
癌裸鼠移植瘤中微血管密度有 ５２％的下降。
ＢｒａｎｔｅｒｌｙＳｉｅｄｅｒｓ等［１５］发现肿瘤细胞可激活血管

内皮细胞表面的 ＥｐｈＡ２蛋白促使肿瘤细胞本
身 ＶＥＧＦ表达上调来诱导肿瘤血管内皮细胞迁
移及血管重组。③ ＥｐｈＡ２蛋白与恶性黑素瘤
的血管生成拟态（ｖａｓｃｕｌａｇｅｎｉｃｍｉｍｉｃｒｙ，ＶＭ）形
成关系密切［１６］。上述研究结果均表明 ＥｐｈＡ２
蛋白可通过调控肿瘤血管新生可能参与到侵

袭转移过程。

ＶＥＧＦ蛋白为迄今为止发现的最有效的促
血管形成因子［１７１８］。本研究从组织水平发现
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ＥｐｈＡ２蛋白与 ＶＥＧＦ蛋白在喉鳞癌组织中表达
的相关性。研究结果显示随着喉鳞癌的临床

分期的发展及转移，二者的表达均相应增高，

且 Ｓｐｅａｒｍａｎ秩相 关 分 析 发 现 ＥｐｈＡ２蛋 白 与
ＶＥＧＦ蛋白在喉鳞癌组织中的表达呈显著正相
关。提示在喉鳞癌血管生成过程中，ＥｐｈＡ２蛋
白很可能为促血管生成因子 ＶＥＧＦ蛋白提供了
协同作用。

鉴于本研究发现 ＥｐｈＡ２蛋白与 ＶＥＧＦ蛋白
在组织上表达的显著正相关，为今后研究 Ｅ
ｐｈＡ２蛋白如何通过肿瘤血管新生促进侵袭转
移提供了前期实验基础。然而，本研究仅在组

织水平的初步研究，为更深入地探讨 ＥｐｈＡ２蛋
白与喉鳞癌血管生成及侵袭转移的关系，尚需

进一步从细胞及动物实验水平加以佐证。
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