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　　摘　要：　目的　探讨磷酸化真核细胞翻译起始因子４Ｅ（ｐｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４Ｅ，ｐ
ｅＩＦ４Ｅ）和磷酸化 ＭＡＰＫ作用激酶１（ｐＭＡＰｋｉｎａｓｅｉｎｔｅｇｒａｔｉｎｇｋｉｎａｓｅ，ｐＭｎｋ１）在头颈鳞状细胞癌（ｈｅａｄａｎｄ
ｎｅｃｋｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｎｃｅｒ，ＨＮＳＣＣ）中的表达及其临床意义。方法　 ＨＮＳＣＣ组织芯片结合免疫组化 ＳＰ
法检测 ｐｅＩＦ４Ｅ和 ｐＭｎｋ１在 ６０例 ＨＮＳＣＣ和 ３５例癌旁组织中的蛋白表达，分析两者表达与 ＨＮＳＣＣ临
床病理特征的相关性。结果　ｐｅＩＦ４Ｅ和 ｐＭｎｋ１在 ＨＮＳＣＣ中的阳性表达率显著高于癌旁组织（Ｐ＜
０．０１），ｐｅＩＦ４Ｅ的阳性表达率与 ＨＮＳＣＣ的分化程度、临床分期显著相关（Ｐ＜０．０５）；有淋巴结转移
ＨＮＳＣＣ的 ｐＭｎｋ１阳性表达率显著高于无淋巴结转移者（Ｐ＜０．０５）。ＨＮＳＣＣ组织中 ｐｅＩＦ４Ｅ和 ｐＭｎｋ１
表达呈显著正相关（ｒ＝０．３７５，Ｐ＝０．００５）。结论　ＨＮＳＣＣ组织中 ｐｅＩＦ４Ｅ和 ｐＭｎｋ１异常表达与
ＨＮＳＣＣ的临床进展和浸润转移相关，两者在肿瘤发生发展过程中有协同作用。
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ｐｏｓｓｉｂｌｅｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃａｃｔｉｏｎｔｈａｔｍａｙｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｉｃｐｒｏｃｅｓｓｏｆＨＮＳＣＣ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｐｅＩＦ４Ｅ；ｐＭｎｋ１；Ｈｅａｄａｎｄｎｅｃｋｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ；Ｐｅｒｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅ

　　磷酸化真核细胞翻译起始因子 ４Ｅ（ｐｅｕ
ｋａｒｙｏｔｉｃｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｉｎｉｃｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４Ｅ，ｐｅＩＦ４Ｅ）
作为帽依赖性 ｍＲＮＡ翻译过程中的限速因子，

ｅＩＦ４Ｅ的激活是 ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路磷酸化激
活的一个关键下游事件。尤为重要的是 ｐ
ｅＩＦ４Ｅ的激活能上调各种肿瘤相关蛋白表达，
促进肿瘤的发生与发展。ＭＡＰＫ作用激酶 １
（ｐＭＡＰｋｉｎａｓｅｉｎｔｅｇｒａｔｉｎｇｋｉｎａｓｅ，ｐＭｎｋ１）作为
催化 ｅＩＦ４Ｅ磷酸化的唯一激酶，ｐＭｎｋ１通过
Ｍｎｋ１ｅＩＦ４Ｇ相互作用方式致 ｅＩＦ４ＥＳｅｒ２０９位

·９９３·
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点磷酸化。ｐｅＩＦ４Ｅ增加与 ｍＲＮＡ帽结构的亲
和性，有利于其进入翻译起始复合体，提高

ｍＲＮＡ帽依赖蛋白质的翻译效率。头颈鳞状细
胞癌（ｈｅａｄａｎｄｎｅｃｋｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｎｃｅｒ，ＨＮＳＣＣ）
存在 ｅＩＦ４Ｅ蛋白高表达，在肿瘤的发生发展中
起重要作用［１２］，ｅＩＦ４Ｅ反义 ＲＮＡ可能成为头
颈部肿瘤的辅助治疗方法之一［３４］。我们前期

研究发现 ＨＮＳＣＣ组织中存在 ｐｅＩＦ４Ｅ蛋白高
表达［５］。但目前未见联合检测 ｐｅＩＦ４Ｅ和 ｐ
Ｍｎｋ１在 ＨＮＳＣＣ中蛋白表达的文献报道。本研
究利用 ＨＮＳＣＣ组织芯片结合免疫组化法检测
ｐｅＩＦ４Ｅ和 ｐＭｎｋ１在 ＨＮＳＣＣ组织中的蛋白表
达，探讨 ｐｅＩＦ４Ｅ和 ｐＭｎｋ１表达与 ＨＮＳＣＣ临
床病理特征的关系及其临床意义。

１　资料与方法

１．１　临床资料
组织芯片 ６０例 ＨＮＳＣＣ患者中男 ４４例，女

１６例；年龄 ３７～７５岁，平均年龄 ５５．２岁。依
据 ２００２年国际抗癌联盟（ＵＩＣＣ）头颈部恶性
肿瘤的临床分类：其中 Ｔ１、Ｔ２３４例，Ｔ３、Ｔ４
２６例；高分化 ＨＮＳＣＣ１２例，中分化２３例，低分
化２５例；有淋巴结转移癌 ２４例，无淋巴结转移
癌 ３６例。
１．２　实验方法

含 ９９个组织点阵的 ＨＮＳＣＣＡｃｃｕＭａｘＴＭ
Ａｒｒａｙ购买于韩国 ＩＳＵＡＢＸＩＳＣｏ．Ｌｔｄ公司，免疫
组化染色后显微镜下观察证实含 ９５个有效组
织点。组织微阵列中所有组织点经 ＨＥ染色，
光镜下病理诊断证实。这些组织点阵包括

６０例ＨＮＳＣＣ组织与 ３５例距离癌组织 １．０ｃｍ
的癌旁非肿瘤上皮组织。

ｐＭｎｋ１（Ｔｈｒ１９７／２０２）兔抗人多克隆抗体
购买于 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司，ｐｅＩＦ４Ｅ（Ｐｓ２０９）兔
抗人单克隆抗体购买于 Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ公司。免疫
组化 ＳＰ法（ＴｗｏＳｔｅｐＴＭ ＡｎｔｉＭｏｕｓｅｏｒＲａｂｂｉｔ
ＤｅｔｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ，辣根过氧化物酶 ＨＲＰ标记）
检测试剂盒为 ＮｏｖｏｃａｓｔｒａＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｌｔｄ产品。
ｐｅＩＦ４Ｅ和 ｐＭｎｋ１抗 体 的 工 作 浓 度 均 为
１∶５００。组织芯片切片脱蜡、水化后，３％ Ｈ２Ｏ２
室温阻断内源性过氧化物酶 ３０ｍｉｎ，切片置于
０．０１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸盐缓冲液中，高温高压抗原
修复 １５ｍｉｎ；正常非免疫血清封闭３０ｍｉｎ；切片

滴加一抗 ｐｅＩＦ４Ｅ和 ｐＭｎｋ１，置密封湿盒中
４℃孵育过夜。二抗于室温 （２５℃）３０ｍｉｎ。
ＤＡＢ显色，苏木素复染、中性树胶封片。试剂
提供的阳性对照片作阳性对照，ＰＢＳ代替一抗
作阴性对照。

１．３　结果判定
免疫组化评分标准参考文献［５］。①根据阳

性染色强度判断：细胞无染色，记 ０分；细胞呈
浅棕色，弱阳性，记 １分；细胞染成棕色，并无
背景染色，或细胞呈深棕色、有浅棕色背景，为

中等阳性，记 ２分；细胞呈深棕色，无背景着
色，为强阳性，记 ３分。②根据阳性细胞表达
数计分：无阳性细胞表达，计 ０分；阳性表达细
胞≤２５％，计 １分；２５％＜阳性细胞数≤５０％，
计 ２分；阳性表达细胞数５０％以上，为强阳性，
计 ３分。最终计分结果为两位病理学专家分
别按上述一种判断标准得分乘积。本实验中

用于分析的结果为：０，１分评定为无表达；２，
３，４，６，９分视为阳性表达。
１．４　统计学方法

ＳＰＳＳ１６．０统计软件对 ｐｅＩＦ４Ｅ和 ｐＭｎｋ１
表达与 ＨＮＳＣＣ的临床病理特征进行 χ２检验，
ｐｅＩＦ４Ｅ和 ｐＭｎｋ１在 ＨＮＳＣＣ组织中表达进行
Ｓｐｅａｒｍａｎ’ｓ相关分析检测，以双侧检验水准 Ｐ
＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ｐｅＩＦ４Ｅ和 ｐＭｎｋ１表达与 ＨＮＳＣＣ临床
病理特征的关系

ｐＭｎｋ１蛋白阳性表达于 ＨＮＳＣＣ癌细胞核
（图 １）；ｐｅＩＦ４Ｅ蛋白阳性信号主要位于癌细
胞浆，散在少数癌组织为细胞浆和细胞核共同

阳性染色（图 ２）。
ＨＮＳＣＣ组织中 ｐｅＩＦ４Ｅ的阳性表达率为

７５％（４５／６０），高于癌旁组织 （４２．９％，１５／
３５；χ２ ＝９．８１５，Ｐ＜０．０１），ＨＮＳＣＣ组织中 ｐ
Ｍｎｋ１的阳性表达率为 ８０．２％（４７／６０），高于
癌旁组织（４８．６％，１７／３５；χ２ ＝８．９０７，Ｐ＜
０．０１）。高分化、中分化鳞状细胞癌的 ｐｅＩＦ４Ｅ
阳性表达患者显著高于低分化鳞状细胞癌 ｐ
ｅＩＦ４Ｅ阳 性 表 达 患 者 （Ｐ＜０．０５）；Ｔ１、Ｔ２
ＨＮＳＣＣ中的阳性表达率显著高于 Ｔ３、Ｔ４（Ｐ＜
０．０５）；但 ｐｅＩＦ４Ｅ阳性表达率与 ＨＮＳＣＣ淋巴
·００４·
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结转移无显著相关性（Ｐ＞０．０５）。有淋巴结
转移 ＨＮＳＣＣ组织中 ｐＭｎｋ１阳性表达率显著
高于无淋巴结转移者（Ｐ＜０．０５）；但 ｐＭｎｋ１

阳性表达率与 ＨＮＳＣＣ的分化程度和临床分期
无显著相关性（Ｐ＞０．０５）。见表 １。

图１　 ｐＭｎｋ１在ＨＮＳＣＣ组织中的表达　Ａ：癌组织 ｐＭｎｋ１
表达阳性，Ｂ：癌组织 ｐＭｎｋ１表达阴性，Ｃ：癌旁组织 ｐＭｎｋ１
表达阳性。ａ，ｂ，ｃ（ＤＡＢ×４０）；Ａ，Ｂ，Ｃ（ＤＡＢ×１００）

图２　 ｐｅＩＦ４Ｅ在ＨＮＳＣＣ组织中的表达　Ａ：癌组织ｐｅＩＦ４Ｅ
表达阳性，Ｂ：癌组织 ｐｅＩＦ４Ｅ表达阴性，Ｃ癌旁组织 ｐｅＩＦ４Ｅ
表达阳性。ａ，ｂ，ｃ（ＤＡＢ×４０）；Ａ，Ｂ，Ｃ（ＤＡＢ×１００）

表１　ｐｅＩＦ４Ｅ和ｐＭｎｋ１表达与ＨＮＳＣＣ临床病理特征的关系　（例）

分组 例数
ＰｅＩＦ４Ｅ

阳性 阴性
χ２ Ｐ

ＰＭｎｋ１
阳性 阴性

χ２ Ｐ

性别

　男 ４４ ３５ ９ １．８１８ ０．１７８ ３６ ８ １．１８１ ０．２７７
　女 １６ １０ ６ １１ ５
年龄

　＜５０ ２３ １７ ６ ０．０２４ ０．８１７ １９ ４ ０．４０２ ０．５２６
　≥５０ ３７ ２８ ９ ２８ ９
病理分级

　高分化 １２ １０ ２ ５．１４３ ０．０２３ １１ １ ２．６９６ ０．１０１
　中分化 ２３ ２０ ３ １９ ４
　低分化 ２５ １５ １０ １７ ８
Ｔ分级
　Ｔ１、Ｔ２ ３４ ２９ ５ ４．４３４ ０．０３５ ２５ ９ １．０６７ ０．３０２
　Ｔ３、Ｔ４ ２６ １６ １０ ２２ ４
淋巴结转移

　有 ２４ １９ ５ ０．３７０ ０．５４３ ２２ ２ ５．９２６ ０．０１５
　无 ３６ ２６ １０ ２３ １３

　　注：高分化和中分化癌与低分化癌比较Ｐ＜０．０５

２．２　ｐｅＩＦ４Ｅ和 ｐＭｎｋ１在 ＨＮＳＣＣ组织中的
相关性分析

在 ＨＮＳＣＣ组织中 ｐｅＩＦ４Ｅ和 ｐＭｎｋ１中共
同阳性率为 ４１／６０（６８．３％），采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ相
关分析显示两者共同阳性表达率呈正相关

（ｒ＝０．３７５，Ｐ＝０．００５），结果见表 ２。

表２　ＨＮＳＣＣ中ｐｅＩＦ４Ｅ和ｐＭｎｋ１蛋白表达的相关性分析

（例）

ＰＭｎｋ１ ｐｅＩＦ４Ｅ
阳性 阴性

阳性 ４１ ６
阴性 ４ ９

·１０４·
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３　讨论

ｅＩＦ４Ｅ作为 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ和 Ｒａｓ／Ｒａｆ／
ＭＡＰＫ两条信号转导通路的中心汇集点，ｐ
Ｍｎｋ１通过 Ｍｎｋ１ｅＩＦ４Ｇ相互作用方式致 ｅＩＦ４Ｅ
Ｓｅｒ２０９位点磷酸化。ｐｅＩＦ４Ｅ增加与 ｍＲＮＡ帽
结构的亲和性，有利于其进入翻译起始复合

体，提高 ｍＲＮＡ帽依赖蛋白质的翻译效率［６８］。

ｅＩＦ４Ｅ可激活上调多种肿瘤相关蛋白的表达，
抑制细胞凋亡，在促进肿瘤的发生、发展过程

中起着重要作用。ＮＨＳＣＣ中普遍存在 ｅＩＦ４Ｅ
表达升高的现象［２］。本研究结果显示 ＨＮＳＣＣ
组织中存在 ｐｅＩＦ４Ｅ和 ｐＭｎｋ１蛋白高表达，
并且其表达显著高于癌旁组织，提示高水平的

ｐｅＩＦ４Ｅ和 ｐＭｎｋ１在 ＨＮＳＣＣ肿瘤发生、发展
中具有重要作用。本研究进一步发现 ｐｅＩＦ４Ｅ
的表达与 ＨＮＳＣＣ的分化程度有关，这一结果与
Ｆａｎ等［５］研究结果相一致，提示 ｐｅＩＦ４Ｅ可能
是在 ＨＮＳＣＣ发生发展的早期阶段发挥重要生
物学作用，ｐｅＩＦ４Ｅ可作为 ＨＮＳＣＣ恶性程度和
临床进展评估的有用标志。尽管 ｐＭｎｋ１的表
达与 ＨＮＳＣＣ的分化程度无关，但淋巴结转移
ＨＮＳＣＣ的 ｐＭｎｋ１阳性显著高于无淋巴结转移
者，推测 ｐＭｎｋ１蛋白表达可能在 ＨＮＳＣＣ的较
晚期阶段发挥，ｐＭｎｋ１阳性表达促进 ＨＮＳＣＣ
的浸润转移发生。

本研究结果不但显示 ＨＮＳＣＣ组织中存在
ｐｅＩＦ４Ｅ和 ｐＭｎｋ１蛋白的异常高表达，而且
ｐｅＩＦ４Ｅ和 ｐＭｎｋ１蛋白的表达呈正相关，这一
结果与 Ｗａｎｇ等［９］研究发现 ｍＴＯＲ抑制剂通过
Ｍｎｋ依赖机制增加 ｅＩＦ４Ｅ磷酸化这一结果一
致。提示 ｐｅＩＦ４Ｅ和 ｐＭｎｋ１在蛋白质的翻译
起始前及翻译过程中可能起着重要的协同作

用，ｐｅＩＦ４Ｅ和 ｐＭｎｋ１在 ＨＮＳＣＣ中的如何协
同作用的机制有待我们进一步研究。ｐｅＩＦ４Ｅ
的激活需要磷酸化 Ｍｎｋ参与，ｐｅＩＦ４Ｅ和 ｐ
Ｍｎｋ１共同促进或相继导致了 ＨＮＳＣＣ的发生、
恶化转化和侵袭转移。Ｍｎｋ的失活可消除 Ｒａ
ｐａｍｙｃｉｎ诱导 ｅＩＦ４Ｅ磷酸化的效应，特异性地靶
向抑制 ｅＩＦ４Ｅ磷酸化可诱导肿瘤细胞凋亡、抑
制细胞增殖并且抑制肿瘤的侵袭和转移。因

此，基于 ｍＴＯＲ反馈机制的靶向抑制 Ｍｎｋ１／
ｅＩＦ４Ｅ通路可作为肿瘤患者的潜在治疗靶标，

联合靶向抑制 ｐＭｎｋ１和 ｐｅＩＦ４Ｅ可能成为
ＨＮＳＣＣ治疗的新策略［１０］。由此可见，ｐｅＩＦ４Ｅ
蛋白表达与其他某些基因［１１］一样可作为判断

ＨＮＳＣＣ恶性程度的分子标志，ｐＭｎｋ１可能作
为评估 ＨＮＳＣＣ有无淋巴结转移的分子标志。
抑 制 ｐｅＩＦ４Ｅ 和 ｐＭｎｋ１的 表 达，可 能 为
ＨＮＳＣＣ的靶向治疗提供一条新途径。
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