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　　摘　要：　目的　检测喉鳞状细胞癌组织中Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ２（ＦＬＯＴ２）蛋白的表达并分析其与临床病理特征的关系，
探讨ＦＬＯＴ２在喉鳞状细胞癌中的临床意义。方法　免疫组织化学检测７４例喉鳞状细胞癌和２３例喉鳞状上皮组
织中的ＦＬＯＴ２蛋白表达，采用ＳＰＳＳ１０．０软件进行统计学分析。结果　喉鳞状细胞癌组织中ＦＬＯＴ２蛋白的阳性
表达率显著高于喉鳞状上皮组织（Ｐ＜０．００１）；有淋巴结转移的喉鳞状细胞癌ＦＬＯＴ２蛋白的阳性表达率显著高于
无淋巴结转移患者（Ｐ＝０．０３８）；临床晚期喉鳞状细胞癌组织中ＦＬＯＴ２蛋白的阳性表达率显著高于临床早期鳞状
细胞癌（Ｐ＝０．００７）；ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存曲线和Ｃｏｘ多因素回归分析结果均显示 ＦＬＯＴ２阳性表达的喉鳞状细胞癌
患者５年总生存率明显低于ＦＬＯＴ２阴性患者（Ｐ＜０．０５）。结论　ＦＬＯＴ２蛋白高表达提示其可能促进喉鳞状细胞
癌的发生、发展和转移，ＦＬＯＴ２蛋白有望成为喉鳞状细胞患者预后差的分子标志物。
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　　Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ２（ＦＬＯＴ２）蛋白是细胞膜的重要组成
成分，不仅参与跨膜物质转运和 Ｔ、Ｂ淋巴细胞的激
活，也参与调控与细胞生长和恶性转化相关的多种

下游信号传导通路，在维持表皮细胞的结构和粘附

以及丝状伪足的形成方面起重要作用［１４］。我们前

期的研究发现鼻咽癌组织中存在 ＦＬＯＴ２蛋白的高
表达［５］，但目前尚未见有关 ＦＬＯＴ２蛋白在喉鳞状
细胞癌组织表达的文献报导。本研究利用免疫组织

化学检测喉鳞状细胞癌和喉鳞状上皮组织中的

ＦＬＯＴ２蛋白表达，探讨 ＦＬＯＴ２表达与喉鳞状细胞
癌临床病理特征的关系及其临床意义。
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１　材料与方法

１．１　材料
组织标本来源于中南大学湘雅医院耳鼻咽喉科

２００３年１月 ～２００７年 １２月手术切除的喉癌标本
７４例，病理分级和临床分期参照文献［６］：其中鳞状细

胞癌Ⅰ级１９例，Ⅱ级２４例，Ⅲ级２１例，ＩＶ级１０例；临床
Ⅰ期１３例，Ⅱ期 ２１例，Ⅲ期 ２７例，ＩＶ期 １３例。男
５９例，女１５例；年龄２４～７４岁，平均（４５．９３±１１．９）
岁，其中年龄小于或等于 ５０岁 ２４例，大于 ５０岁
５０例；伴淋巴结转移患者３０例，无转移患者４４例。
所有喉癌患者术后均经系统的放疗、化疗或放化疗联

合治疗。全部患者均有完整的临床随访资料，随访时

间５年（６０个月），随访期间存活４６例，死亡２８例。
另外从病理资料库中随机选取２３例非典型增生的声
带小结鳞状上皮标本作为实验对照组。

１．２　试剂
免疫组化ＥｎｖｉｓｉｏｎＴＭ＋ＤｕａｌＬｉｎｋＳｙｓｔｅｍＨＲＰ检

测试剂盒以及 ＤＡＢ显色试剂盒购买于迈新生物技
术开发有限公司，兔多克隆抗体 ＦＬＯＴ２（Ｒａｂｂｉｔ
ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ，Ｃａｔａｌｏｇ：＃Ｓ００５１，Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ，
Ｉｎｃ．）购买于美国Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ公司。
１．３　方法

免疫组化 ＥｎｖｉｓｉｏｎＴＭ两步法检测 ＦＬＯＴ２蛋白
表达的具体步骤参考我们先前实验［５］。所有标本

经１０％中性福尔马林固定，石蜡包埋，４μｍ厚切片
常规脱蜡至水，利用微波炉在枸椽酸钠缓冲液中对

所有切片上的组织进行抗原修复，０．３％Ｈ２Ｏ２阻断
内源性过氧化物酶，每张切片滴加５０μｌ１∶１０００稀
释的ＦＬＯＴ２一抗，置密封湿盒中于４℃过夜，ＰＢＳＴ
漂洗 １０ｍｉｎ×３次，ＥｎｖｉｓｉｏｎＴＭ（二抗）室温孵育
３０ｍｉｎ，ＤＡＢ染色，显微镜下控制染色反应强度，蒸
馏水漂洗，苏木素复染，中性树胶封片。先前实验已

证实阳性表达ＦＬＯＴ２的鼻咽癌组织切片作为实验
的阳性对照，ＰＢＳ代替一抗作为本次实验的阴性对
照。

１．４　结果判断与分析
１．４．１　结果判断参照文献［５］　棕色为阳性信号，
ＦＬＯＴ２阳性表达位于细胞膜，部分细胞浆有少量表
达，根据阳性染色强度及染色细胞百分率进行评分：

基本不着色者为０分、淡着色者为１分、中等着色者
为２分、棕黑色者为３分；着色细胞 ＜５％为０分，
５％～２５％为 １分，２６％ ～５０％为 ２分，＞５０％为

３分，每张切片染色强度与染色细胞百分率得分相
乘为其最终得分，０分计为阴性，≥１分计为阳性。
１．４．２　统计学分析　ＳＰＳＳ１０．０统计软件包对
ＦＬＯＴ２蛋白表达与喉鳞状细胞癌的临床病理特征
进行χ２检验，随访生存率资料进行 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ和
Ｃｏｘ多因素回归分析，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　ＦＬＯＴ２在喉鳞状细胞癌表达以及与其临床病
理特征的关系

ＦＬＯＴ２在喉鳞状细胞癌细胞膜中的阳性表达
（图１），部分病例除癌细胞膜阳性表达外，癌细胞浆
也有部分阳性染色。喉鳞状细胞癌中 ＦＬＯＴ２蛋白
阳性表达百分率为６６．２％（４９／７４），显著高于喉鳞
状上 皮 组 织 的 阳 性 百 分 率 ３４．８％ （８／２３）
（Ｐ＜０．００１）。ＦＬＯＴ２蛋白表达与喉鳞状细胞癌临
床病理特征关系见表１。有淋巴结转移的喉鳞状细
胞癌ＦＬＯＴ２阳性表达率显著高于无淋巴结转移患
者（χ２＝４．２８５，Ｐ＝０．０３８），临床Ⅲ期和Ⅳ期喉鳞状
细胞癌患者ＦＬＯＴ２阳性表达率显著高于临床Ⅰ期
和Ⅱ期（χ２＝７．３９４，Ｐ＝０．００７）；死亡喉鳞状细胞癌
患者的ＦＬＯＴ２的阳性表达率高于无瘤生存的喉鳞
状细胞癌患者（χ２＝５．１０７，Ｐ＝０．０２４）；ＦＬＯＴ２阳性
表达与患者年龄，性别和病理分级均无显著性相关

（Ｐ＞０．０５）。

图１　ＦＬＯＴ２在喉鳞状细胞癌中的表达　（ＤＡＢ×２００）　
Ａ：喉鳞状细胞癌细胞膜中ＦＬＯＴ２的阳性表达；Ｂ：部分喉鳞
状细胞癌细胞膜和细胞浆中 ＦＬＯＴ２的阳性表达；Ｃ：喉鳞状
上皮组织中部分细胞中ＦＬＯＴ２的弱阳性表达；Ｄ：喉鳞状细
胞癌组织中ＦＬＯＴ２的阴性表达
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表１　ＦＬＯＴ２表达与喉鳞状细胞癌临床
参数的关系［例（％）］

临床参数 例数
ＦＬＯＴ２表达

阳性 阴性
χ２ Ｐ

年龄

　
!

５０岁 ２４ １８（７５．０） ６（２５．０） １．２２５ ０．２６８
　＞５０岁 ５０ ３１（６２．０） １９（３８．０）
性别

　男 ５９ ３９（６６．１） ２０（３３．９） ０．００２ ０．９６７
　女 １５ １０（６６．７） ５（３３．３）
病理分级

　Ｉ、ＩＩ ４３ ２８（６５．１） １５（３５．９） ０．０５６ ０．８１４
　ＩＩＩ、ＩＶ ３１ ２１（６７．７） １０（３２．３）
淋巴结转移

　有 ３０ ２４（８０．０） ６（２０．０） ４．２８５ ０．０３８
　无 ４４ ２５（５６．９） １９（４３．２）
临床分期

　Ⅰ、Ⅲ ３４ １７（５０．０） １７（５０．０） ７．３９４ ０．００７
　Ⅲ、Ⅳ ４０ ３２（８０．０） ８（２０．０）
生存状况

　存活 ４６ ２６（５６．５） ２０（４３．５） ５．１０７ ０．０２４
　死亡 ２８ ２３（８２．１） ５（１７．９）

２．２　ＦＬＯＴ２表达与喉鳞状细胞癌预后关系
７４例喉鳞状细胞癌患者，存活患者 ＦＬＯＴ２阳

性表达率为５６．５％（２６／４６）。２８例鳞状细胞瘤患
者中ＦＬＯＴ２阳性表达率为８２．１％（２３／２８）。５年
随访期间 ４９例 ＦＬＯＴ２阳性患者死亡 ２３例，
２５例ＦＬＯＴ２阴性患者死亡５例。ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ

生存曲线显示ＦＬＯＴ２的阳性表达与患者５年总生
存率存在显著相关性（Ｐ＜０．０５），见图２。多因素分
析结果见表２。多因素回归分析结果显示 ＦＬＯＴ２
蛋白阳性表达、临床分期和淋巴结转移状况临床分

期与喉鳞状细胞癌的５年总生存率存在显著性差
异，是喉鳞状细胞癌的独立预后指标（Ｐ＝０．００９，Ｐ
＝０．０１３和Ｐ＝０．００１）。ＦＬＯＴ２蛋白表达与喉鳞状
细胞癌患者的预后关系中的标准误（ＳＥ），卡方值
（Ｗａｌｄ）和Ｅｘｐ（Ｂ）死亡风险比与临床分期和淋巴结
转移比较，ＦＬＯＴ２阳性表达的喉鳞状细胞癌患者的
死亡风险比高于淋巴结转移。
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图２　ＦＬＯＴ２表达与喉鳞状细胞癌预后的ＫＭ生存曲线图

表２　多因素回归分析ＦＬＯＴ２表达与喉鳞状细胞癌预后的关系

临床参数 标准误 Ｗａｌｄχ２ 风险比 Ｐ
９５％可信区间

下限 上限

年龄 ０．５２６ ０．１７４ １．２４６ ０．６７６ ０．４４４ ３．４９３
性别 ０．４１３ ０．００９ ０．９６１ ０．９２３ ０．４２７ ２．１６０
病理分级 ０．４６２ ０．８５１ ０．６５３ ０．３５６ ０．２６４ １．６１５
淋巴结转移状况 ０．５５３ １１．７２２ ０．１５１ ０．００１ ０．０５１ ０．４４５
ＦＬＯＴ２表达 ０．３５７ ６．８８９ ０．３９２ ０．００９ ０．１９５ ０．７８９
临床分期 ０．３６４ ６．２１６ １．０７７ ０．０１３ ０．７０５ １．６４６

３　讨论

Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ２基因定位于１７ｑ１１１２，其编码的蛋白
ＦＬＯＴ２是组成细胞膜的重要成分。研究发现致瘤
性、转移性黑色素瘤细胞系中 ＦＬＯＴ２ｍＲＮＡ和蛋
白表达增加；体内裸鼠移植瘤模型实验显示ＦＬＯＴ２
转染的黑色素瘤细胞 ＳＢ２可使其从非致瘤、不转移
性细胞转变成致瘤、转移性瘤细胞［７８］。我们前期

研究鼻咽癌组织中的 ＦＬＯＴ２蛋白表达及其与鼻咽
癌临床病理特征的相关性。结果发现鼻咽癌组织中

存在ＦＬＯＴ２蛋白高表达，ＦＬＯＴ２促进鼻咽癌的发
生与发展，并能作为预测鼻咽癌患者淋巴结转移的

敏感指标［５］。喉鳞状细胞癌是头颈部最常见的上

皮性恶性肿瘤，ＦＬＯＴ２是否影响喉鳞状细胞癌的发
生、发展。因此本研究通过免疫组化检测 ＦＬＯＴ２
蛋白在喉鳞状细胞癌和非癌喉鳞状上皮组织中的表

达。研究结果显示喉鳞状细胞癌组织中存在ＦＬＯＴ
２蛋白的高表达，并且其表达阳性表达率显著高于
非癌鳞状上皮组织，进一步分析发现 ＦＬＯＴ２的阳
性表达与患者临床分期以及淋巴结转移相关，

ＦＬＯＴ２在临床Ⅲ期和Ⅳ期患者中的阳性表达率明
·３７２·
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显高于临床Ⅰ期和Ⅱ期患者；同样，ＦＬＯＴ２在伴有
淋巴结转移的患者中的阳性表达率也明显高于无淋

巴结转移者，这与我们研究 ＦＬＯＴ２在鼻咽癌中的
结果相一致。上述结果提示 ＦＬＯＴ２在喉鳞状细胞
癌的发生发展以及促进淋巴结转移方面起着重要作

用，但是，ＦＬＯＴ２经何种方式促进喉鳞状细胞癌发
生、发展及淋巴结转移的具体分子机制，需我们下一

步从体内外实验深入探讨。

研究发现乳腺癌、胃癌、肾癌等常见恶性肿瘤中

存在ＦＬＯＴ２的高表达，而且 ＦＬＯＴ２与这些肿瘤患
者的预后不良存在显著相关性［９１１］。令我们感兴趣

的是在本研究中，单因素的 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析
结果显示ＦＬＯＴ２阳性表达的患者的５年总生存率
明显短于ＦＬＯＴ２阴性表达者。基于我们单因素分
析发现ＦＬＯＴ２蛋白表达与喉鳞状细胞癌患者的淋
巴结转移，ＴＮＭ临床分期与生存状况存在显著相关
性。这需要我们进一步通过多因素分析 ＦＬＯＴ２是
否是喉鳞状细胞癌患者的一个独立的预后因素。多

因素回归分析结果显示 ＦＬＯＴ２蛋白表达，喉鳞状
细胞癌临床分期和淋巴结转移与喉鳞状细胞癌患者

的预后显著相关（Ｐ＜０．０５）。ＦＬＯＴ２蛋白表达与
喉鳞状细胞癌患者的预后关系中的标准误，卡方值

和风险比与临床分期和淋巴结转移比较，ＦＬＯＴ２阳
性表达的喉鳞状细胞癌患者的死亡风险比高于淋巴

结转移，由此可见，ＦＬＯＴ２蛋白阳性表达能较好地
独立预测喉鳞状细胞癌患者差的预后。

综上所述，ＦＬＯＴ２蛋白高表达可能促进喉鳞状
细胞癌的发生、发展和淋巴结转移，ＦＬＯＴ２蛋白有
望成为喉鳞状细胞患者预后差的分子标志物；抑制

ＦＬＯＴ２蛋白的表达可能为喉鳞状细胞癌潜在的分
子治疗靶。
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