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AA摘A要!A目的A通过观察膜联蛋白 ?I #1**+[)* ?I &?>m?I $在喉癌组织中的表达&探讨 ?>m?I

在喉癌中的作用% 方法A 采用免疫组化 9L法及 MJHL'M法检测 I% 例不同临床分期'病理学分级及颈

部淋巴结转移的喉癌组织与 #I 例癌旁组织标本中 ?>m?I 及其基因的表达情况% 结果A喉癌组织中

?>m?I 水平高于癌旁组织中 ?>m?I 的水平#!V$=$I $ (?>m?I 的表达与临床分期'病理学分级及颈部

淋巴结转移密切相关#!V$=$I $ &与患者年龄'性别及临床分型无关 #!h$=$I $ % 结论A?>m?I 可能

在喉癌的发生'发展中发挥重要作用%

关A键A词!膜联蛋白 ?I (喉癌(浸润和转移
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AA;<&5$075!A=<>%75'?%AJ.,5/T65(+0.2+.31**+[)* ?I #?>m?I $ )* 2106*7+12R10R)*.O1\)1T+5+R5)*75(+

+[@0+,,).* .3?>m?I )* (/O1* 2106*7+12R10R)*.O15),,/+=,%56(1&AL0.5+)* 1*T 7+*++[@0+,,).* .3?>m?I ]1,

T+5+R5+T ])5( )OO/*.(),5.R(+O)R125+R(*)n/+1*T MJHL'M=I% ,@+R)O+*,.32106*7+12R10R)*.O11*T #I .31TG1R+*5

*.0O125),,/+,30.O 2106*7+12R10R)*.O1@15)+*5,])5( \10)./,R2)*)R12,517+,1*T @15(.2.7)RR21,,)3)R15).*=.%&@85&A

4\+0H+[@0+,,).* .37+*+1*T @0.5+)* .3?>m?I ]1,.S,+0\+T )* (/O1* 2106*7+12R10R)*.O15),,/+,#!V$=$I $ & 1*T

5(++[@0+,,).* 2+\+2,.3?>m?I ]+0+R2.,+261,,.R)15+T ])5( 5(+R2)*)R12,517+,& @15(.2.7)RR21,,)3)R15).* 1*T R+0\)R12

26O@(15)RO+51,51,),.32106*7+12R10R)*.O1# !V$=$I $ 1*T )00+2+\1*5])5( @15)+*5,+ 17+& 7+*T+01*T R2)*)R12

R21,,)3)R15).*#!h$=$I $=3()78@&'()&A?>m?I O16@2161* )O@.051*50.2+)* 5(+.RR/00+*R+1*T T+\+2.@O+*5.3

(/O1* 2106*7+12R10R)*.O1=

AAA%B 9($1&!?>m?I ( a106*7+12R10R)*.O1( C*\1,).* 1*T O+51,51,),

AA喉癌是来源于喉黏膜上皮组织的恶性肿

瘤&最常见的是喉鳞状细胞癌% 喉癌发病率约

占全身肿瘤的 !b dIb&在耳鼻咽喉科领域中

仅次于鼻咽癌和鼻腔鼻窦癌&居第 % 位% 近年

来&其发病率有明显增长趋势&但其病因机制

尚未明了)!*

% 喉癌的死亡原因主要是因为其

早期转移'手术复发及放化疗的失败&其中早

期转移是其最主要的因素之一% ?>m家族目

前被认为与恶性肿瘤的转移有密切关系)#*

%

本研究应用逆转录聚合酶链反应 #MJHL'M$技

术检测喉癌组织中 ?>m?IOM>?的表达&并应

用免疫组化方法检测其蛋白水平的表达&探讨

?>m?I 与喉癌转移之间的关系%

CD资料和方法

C=CD标本来源

收集 #$$E d#$!! 年川北医学院第一附属

医院耳鼻咽喉科手术切除喉癌组织 I% 例和癌
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旁组织 #I 例% I% 例喉癌组织中男 &E 例&女

I 例(年龄 %E dD$ 岁&平均年龄 WE 岁% 根据

#$$# 年国际抗癌联盟 #ZC''$修订标准按临床

分型分为声门上型# !W 例$ '声门型 # %$ 例 $与

声门下型 # D 例 $ ( 按临床分期分为
%

'

$

期

##! 例$与
&

'

'

期# %# 例$ (按组织病理学分级

为高分化鳞癌# #D 例$ '中分化鳞癌 # !" 例 $与

低分化鳞癌# D 例 $ (有淋巴结转移 !D 例&无淋

巴结转移 %W 例% 标本均一式两份& 一份送病

检& 一份置液氮罐编号保存备用%

C=ED主要仪器及主要试剂

9L试剂盒&B?;显色试剂盒 #中杉金桥生

物技术有限公司&中国北京 $ &兔抗人 ?>m?I

多克隆抗体 #博士德&中国武汉 $ &J0)̀.2试剂

盒&MJHL'M试剂盒 # J1:101生物工程有限公

司&中国大连 $ &L'M仪&凝胶成像及分析系统

#;).HM1T&美国$ %

C=FD实验方法

采用免疫组化 9L法&操作步骤!常规切片

脱蜡和水化&%b过氧化氢阻断内源性过氧化

物酶活性 !$ O)*&L;9 冲洗 IO)* i% 次&柠檬酸

缓冲液# $=$! O.2Fa&@^oW=$ $高温抗原修复

#$ O)*&L;9 冲洗 IO)* i% 次(山羊血清封闭非

特异性抗体&室温孵育 #$ O)*(滴加一抗 #浓度

!fI$ $ & &e过夜&孵箱 %De复温 &$ O)*&L;9

冲洗 I O)* i% 次(滴加生物素标记二抗&孵箱

%De孵育 W$ O)*&L;9 冲洗 I O)* i% 次(滴加

辣根酶标记链霉卵白素工作液&孵箱 %De孵育

W$ O)*&L;9 冲洗 I O)* i% 次(B?;显色&自来

水冲洗&苏木素复染&中性树胶封片% 用以知

的阳性喉鳞癌组织切片作为阳性对照&用 L;9

缓冲液代替一抗作为阴性对照%

MJHL'M法操作步骤!分别取喉癌及癌旁组

织各 !$$ O7&在液氮下研成粉末&加入 ! O2J0H

)̀.2溶液匀浆&室温放置 I O)*(加入 $=# O2氯仿

混匀&室温放置 % O)*(&e!# $$$ 0FO)*&离心

!I O)*&取水相&加入等体积异丙醇&室温放置

!$ O)*(& e!# $$$ 0FO)*&离心 !$ O)*&弃上清

液&加入 ! O2DIb乙醇洗涤&& e D I$$ 0FO)*&离心

I O)*&弃上清液&室温放置干燥&所得 M>?溶于

I$

(

2BNL'水中&用紫外分光光度仪对其定量

后分别行 M>?电泳判断 M>?的质量和 RB>?的

合成(取 M>?!

(

7'.2)7.HTJ!

(

2' T>JLK)[5/0+

!

(

2加入 M>1,+_0++T^

#

4中混匀&总体积!$

(

2&

WIe孵育 I O)*&冰上冷却 ! O)*&加入 !$

(

2逆转

录反应液# S/33+0&

(

2'M>1,+C*()S)5.0$=I

(

2'L0)H

O+9R0)@5MJ1,+$=I

(

2'M>1,+_0++T^

#

4I

(

2$ &在

L'M仪上孵化 &#e&#$ O)*("Ie&I O)*(进行聚

合酶链反应时&"&e I O)* 预变性("& e %$ ,变

性&IDe退火 %$ ,#

"

H1R5)* 退火温度为 IIe$ &

D#e %$ ,复性&进行 %$ 个循环(循环结束后

D#eI O)* 延伸%

"

H1R5)* 的上游引 物 IpH?YH

'??Y?Y?YY'?J''J'?'H%p&下游引物 IpHJ'J'JJH

Y'J'Y??YJ''?YYH%p&扩 增 片 断 长 度 I$# S@(

?>m?I 上 游 引 物 IpHYYJY'?Y'JY''YY?J''JH

%p&下游引物 IpHY??YY'?JYJJJ'?YJJ'?J??Y'H

%p&扩增片断长度 &&D S@%

C=GD结果判定

免疫组化 9L法)%*

!染色细胞内有棕色颗粒

的为阳性表达&?>m?I 染色阳性表达主要定位

于细胞 膜 和 胞 浆& 对 每 张 病 理 切 片 在 高 倍

# i&$$$镜下至少观察 !$ 个不重复的视野&判

断细胞着色率和着色强度% 根据细胞质或细

胞核着色强度分为 & 级# $ 级!未着色(! 级!浅

棕色(# 级!棕色(% 级!深棕色$ (同时将细胞着

色密度分为 I 级# $ 级!未着色(! 级!着色细胞

率
"

#$b( # 级!着色细胞率 #!b d&$b( %

级!着色细胞率 &!b dW$b(& 级!着色细胞率

hW$b$ % 按每一病例的染色强度与密度的级

数和&分为 $ dD 级% $ 级者为# 8$ &指不表达(

! d% 级为# j$ &低表达(& dI 级为# jj$ &中度

表达(W dD 级为# jjj$ &强表达%

MJHL'M法)&*

!L'M产物经 # b琼脂糖凝胶

电泳&使用凝胶成像分析系统观察扫描条带的

荧光强度&在相应位置出现目标条带者为阳

性&未出现目标条带者为阴性&用 L(.5.,(.@ '9I

分析结果%

C=HD统计学分析

统计软件采用 9L99 !%=$&实验数据采用四格

表
!

# 检验'Mi'列联表
!

# 检验及独立样本 '检

验相关分析&!V$=$I认为差异具有统计学意义%

ED结果

E=CD?>m?I 在喉癌组织及癌旁组织中的表达

喉癌组织中细胞层次不清&大小不一&细胞

异形性明显&细胞质处可见棕色着色#图 ! d%$ (

癌旁组织中细胞排列规则&而细胞内无着色或浅

""""
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棕色着色#图 &$ % 肿瘤组 ?>m?I 表达水平明显

高于正常组&差异具有统计学意义#

!

#

o"="I$&!

o$=$$#$ %

E=ED?>m?I OM>?的表达

?>m?I OM>?F

"

H1R5).* 在癌旁组织中的表

达水平为 $=&IWDI g$=!$E$! &在喉癌组织中

的表达水平为 $=ID"ED g$="EEE! ( ?>m?I

OM>?在喉癌组织中的表达明显高于癌旁组织

#图 I $ &两者比较差异具有统计学意义 # 'o

8&="E# &!V$=$I $ %

图 CD?>m?I 在高分化喉癌中的表达#9Li&$$$A图 ED?>m?I 在中分化喉癌中的表达#9Li&$$$A图 FD?>m?I 在低分

化喉癌中的表达#9Li&$$$A图 GD?>m?I 在癌旁正常组织中的表达#9Li&$$$

! " # $ %

$&& '(

%&& '(

图 HD喉癌组织及癌旁组织中 ?>m?I OM>?电泳图A

! 道

为K10:+0(# 道为癌旁组织的
"

H1R5)*(% 道为喉癌组织的
"

H1R5)*(& 道

为癌旁组织的?>m?I(I 道为喉癌组织的?>m?I

E=FD?>m?I 在人喉癌组织中的表达与病理'

临床特征的关系

?>m?I 的表达与喉癌的临床分期'病理学

分级与颈淋巴结转移密切相关 #!V$=$I $ &而

与喉癌患者年龄'性别及临床分型无关 # !h

$=$I $ % 具体见表 ! %

FD讨论

喉癌的发生发展是多因素'多步骤综合所

致的复杂疾病% 喉癌细胞的转移是影响喉癌

疗效的主要因素之一% 膜联蛋白是一类钙依

赖性'能够结合带负电荷膜磷脂的蛋白家族&

?>m?I 是膜联蛋白家族中分布最广泛&含量最

丰富 的 成 员 之 一% ?>m?I 具 有 抗 炎)I*

' 抗

凝)W*

'参与自身免疫应答)D*

'调控细胞周期)E*

等多种生理功能%

表 CD?>m?I 的表达与喉癌患者临床'病理参数之间的关系

参数 例数
?>m?I

8Fj jjFjjj

!

#

!

组织

A喉癌组织 I% !W %D "="I$

$=$$#

#

A癌旁组织 #I !D E

年龄

A

$

II 岁 &$ !& #W !=D"! $=!E!

A VII 岁 !% # !!

性别

A男 &E #$ #E $=EE" $=%&W

A女 I ! &

临床分型

A声门上型 !W W !$ $=$W% $="W"

A声门型 %$ !# !E

A声门下型 D % &

临床分期

A

%

'

$

期 #! !# " !!=""$

$=$$!

#

A

&

'

'

期 %# & #E

病理学分级

A高分化 #D !D !$ W=II%

$=$%E

#

A中分化 !" D !#

A低分化 D ! W

颈淋巴结转移

A有 !D # !I W=%!%

$=$!#

#

A无 %W !D !"

AA注!

#

!V$=$I 为差异具有统计学意义

AA近年来研究表明 ?>m?I 在结直肠腺癌)"*

&

鼻咽癌)!$*和宫颈鳞癌)!!* 等多种人类恶性肿瘤

中的表达有不同程度增高&?>m?I 的异常表达

可能与恶性肿瘤细胞的浸润和转移有关% 但

?>m?I 在喉癌组织中的研究目前尚少报道% 目

前有学者发现喉癌与癌旁组织蛋白上存在一定

差异)!#H!%*

&本课题组在前期通过差异蛋白质组研

"$$!"
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究中发现&?>m?I 在喉癌组织中高表达% 本实

验通过免疫组织化学证实&喉癌组织中 ?>m?I

表达高于癌旁正常组织&提示 ?>m?I 的高表达

可能与喉癌的发生发展有关%

喉癌临床分期中&

%

'

$

期与
&

'

'

期的差

别在于
&

'

'

期伴有声带固定和#或 $区域淋巴

结转移和 #或 $远处转移% 我们研究发现临床

&

'

'

期患者肿瘤组织中的 ?>m?I 表达高于

%

'

$

期的患者% 由此可见&

&

'

'

期患者肿瘤

组织中 ?>m?I 高表达率明显高于
%

'

$

期患

者&提示随着肿瘤临床分期增加以及癌细胞的

浸润和转移&?>m?I 表达强度也增高(另外&本

研究结果显示!有颈淋巴结转移的喉癌组织

?>m?I 表达高于无颈淋巴结转移组% 有学

者)!$&!&* 报道&分别在口腔癌和鼻咽癌中运用

M>?干扰技术阻断 ?>m?I 后&观察到肿瘤细

胞的 迁 移 侵 袭 能 力 下 降% 以 上 结 果 提 示&

?>m?I 的高表达与喉癌细胞的侵袭转移可能

有密切关系% 根据癌细胞分化程度可对癌症

进行病理分级!高分化'中分化和低分化% 我

们实验结果发现 ?>m?I 在低分化组'中分化组

和高分化组中的表达率分别为 EI=D!b #WFD$ '

W%=!Wb #!# F!"$和 %D=$&b#!$ F#D $ &说明细

胞分 化 程 度 越 低& ?>m?I 的 表 达 就 越 高&

?>m?I 的表达与细胞分化程度有密切关系%

m/+等)"* 在结直肠腺癌中发现 ?>m?I 蛋白及

其 OM>?表达明显上升&且表达程度与细胞分

化有关% 喉癌细胞的分化程度越低&恶性程度

就越高&发生早期浸润与转移的可能性就越大%

因此&这也提示 ?>m?I 的高表达与喉癌细胞的

浸润和转移可能存在一定的关联% 喉癌的临床

分型可分为声门上型'声门型和声门下型(其中

声门上型和声门下型喉癌常见的病理类型以中

低分化为主&而声门型却是以高中分化为主&这

在我们收集的病例中得到体现%

综上所述&?>m?I 在低分化喉癌细胞'有颈

淋巴结转移的喉癌细胞中高表达&但其表达程

度与年龄'性别'临床分型并没有直接关系&表

明 ?>m?I 表达程度与喉癌细胞的分化'淋巴结

的转移有密切关系(另外&与癌旁正常组织相

比&?>m?I 的 OM>?在喉癌组织中高表达&这也

表明喉癌组织细胞中 ?>m?I 在基因与蛋白质两

个水平都存在高表达% 因而&?>m?I 可能在喉

癌的发生'发展中发挥重要作用%
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