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　　摘　要：　目的　探讨丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶ＡＫＴ（ｔｈｅｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｋｉｎａｓｅ，ａｌｓｏｋｎｏｗｎａｓｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，
ＰＫＢ）、己糖激酶２（ｈｅｘｏｋｉｎａｓｅ２，ＨＫ２）在喉鳞状细胞癌组织及癌旁组织中的表达，分析其与喉癌发病诸病理因素
间的相互关系。方法　采用免疫组化 Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉａｎｐｅｒｏｓｉｄａｓｅ（ＳＰ）法检测３０例喉癌患者的癌组织中 ＡＫＴ和 ＨＫ２
蛋白的表达情况，同期选取其癌旁组织作为对照。结果　ＡＫＴ、ＨＫ２蛋白在喉癌组织中高表达，与肿瘤的分化程度
和有无淋巴结转移密切相关，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＡＫＴ、ＨＫ２蛋白的阳性表达与患者的年龄、肿瘤发生
部位以及临床分期无关（Ｐ＞０．０５）；喉鳞癌组织中ＡＫＴ与ＨＫ２的表达呈正相关（ｒ＝０．４２４，Ｐ＝０．０１９）。结论　喉
鳞癌组织中ＡＫＴ、ＨＫ２蛋白高表达与肿瘤的侵袭和转移密切相关，可提示预后不良。
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　　喉癌（ｃａｒｃｉｎｏｍａｏｆｔｈｅｌａｒｙｎｘ）是头颈部常见的
恶性肿瘤，其发病率占全身恶性肿瘤的１％ ～２％，
其治疗手段主要以手术为主，辅以放疗、化疗等治疗

措施，早期治疗效果好，晚期则效果差。近十几年

来，随着分子生物学、细胞生物学、肿瘤免疫学的发

展，使肿瘤生物治疗成为喉癌治疗的第４种方式，由
此需要我们从细胞代谢水平进行更进一步的探索。

目前研究发现，糖代谢紊乱在癌症的发生发展

中有着重要的作用。糖酵解是生物体内普遍存在的

能量代谢过程，指葡萄糖在氧气不充足的条件下经

过一系列反应，生成丙酮酸进而还原成乳酸的过程，

也叫无氧氧化。然而在许多恶性肿瘤细胞中，即使

在供氧充足的条件下，糖酵解代谢也异常活跃且成

为肿瘤细胞获得能量的主要途径，称为 Ｗａｒｂｕｒｇ效
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应。这一效应成为了许多恶性肿瘤的显著特征［１］。

近年来，探索通过阻断糖酵解途径而抑制癌细胞中

能量的生成从而治疗恶性肿瘤的策略正备受关注。

糖酵解过程中的重要因子葡萄糖转运体（ｇｌｕｃｏｓｅ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，ＧＬＵＴ），己糖激酶（ｈｅｘｏｋｉｎａｓｅ，ＨＫ），丙
酮酸激酶（ｐｙｒｕｖａｔｅｋｉｎａｓｅ，ＰＫ），乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅ
ｄｅｈｙｇｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）等在许多癌细胞中呈高表达，
其中，ＨＫ在喉癌中的研究还比较少。磷脂酰肌醇
３激酶（ＰＩ３Ｋ）ＡＫＴ即蛋白激酶Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，
ＰＫＢ）通路，也就是 ＰＩ３ＫＡＫＴ通路，参与了糖酵解
酶ＨＫ的上游调控，与肿瘤关系密切［２］。

本实验采用免疫组化 ＳＰ法检测喉癌组织与癌
旁组织中ＡＫＴ和 ＨＫ２的表达，采用统计学软件进
行分析，探讨二者与喉癌发病诸病理因素间的相互

关系，从而明确 ＡＫＴ和 ＨＫ２在喉鳞状细胞癌中的
作用及其临床意义。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　标本来源　选取２０１２年２月～２０１３年５月
在河北医科大学附属第二医院耳鼻咽喉科收治的喉

鳞状细胞癌患者共３０例，其中男２９例，女１例；年
龄４９～７２岁，平均年龄（６１．５±８．７）岁。所有患者
均有完整的临床病例资料，手术前均经病理检查证

实为喉鳞状细胞癌，且所有患者术前均未经过放化

疗。按２００２年国际抗癌协会（ＵＩＣＣ）ＴＮＭ分类标
准进行临床分期：Ⅰ、Ⅱ期９例，Ⅲ、Ⅳ期２１例；按肿
瘤分化程度分级：高分化１８例，中、低分化１２例；经
病理确认有颈部淋巴结转移１１例，未转移１９例；按
肿瘤发生部位分组：声门型１９例，声门上型９例，声
门下型 ２例；按年龄将其分组：＜６０岁组的标本
１３例，≥６０岁组的标本１７例。３０例癌旁组织取
自距癌组织 ＞０．５ｃｍ处（经病理证实均为鳞状
上皮）。

１．１．２　主要试剂及来源　小鼠抗人ＨＫ２单克隆抗
体，武汉博士德生物工程有限公司，产品货号：

ＢＭ１９１１兔抗人ＡＫＴ多克隆抗体，武汉博士德生物
工程有限公司，产品货号：ＢＡ０６３１。试剂盒（ＳＰ
９０００），购于北京中杉金桥生物有限公司。浓缩型
ＤＡＢ试剂盒，购于北京中杉金桥生物有限公司。
１．２　实验方法
１．２．１　采用链霉素抗生素蛋白 －过氧化酶法（ＳＰ
法）　检测３０例喉鳞癌组织及癌旁组织中 ＡＫＴ蛋

白、ＨＫ２蛋白的表达情况。
１．２．２　载玻片及标本的处理　所有载玻片均经重
铬酸钾硫酸溶液浸泡 ４８ｈ后用自来水冲洗干净，
６０℃烤箱烘干。９５％酒精溶液浸泡２４ｈ后晾干，均
匀涂抹５％多聚赖氨酸，晾干，４℃冰箱保存以备用。

①标本固定和包埋：所有标本收集后立即放入
４％多聚甲醛固定 ２４ｈ，分别浸泡于 ７０％乙醇
３０ｍｉｎ，８０％乙醇 ３０ｍｉｎ，９０％乙醇 ３０ｍｉｎ２次，
９５％乙醇３０ｍｉｎ２次，１００％乙醇３０ｍｉｎ２次，二甲
苯透明３０ｍｉｎ２次，５５℃石蜡３０ｍｉｎ２次，脱水，浸
蜡，用铜制模具包埋组织块；②蜡块切片：蜡块切片
前应置于冰箱内先冷却１０～１５ｍｉｎ，将组织蜡块上
机后先粗切标本，待暴露出组织最大切面后，连续旋

转切出蜡片带，切片厚５μｍ，将蜡片带置于展片仪
水盒内，控制水温４５℃左右，待蜡片带内组织展平
后，进行分片，捞片，将厚度５μｍ的组织切片附于
经多聚赖氨酸附膜的载玻片上，６０℃过夜。
１．２．３　免疫组化步骤　①脱蜡，入水：将切片浸于
二甲苯中５ｍｉｎ２次，１００％乙醇５ｍｉｎ２次，９５％乙
醇５ｍｉｎ２次，９０％乙醇５ｍｉｎ２次，８５％乙醇５ｍｉｎ
２次，７５％乙醇５ｍｉｎ２次，自来水冲洗，ＰＢＳ洗２次；
②１％甲醇双氧水，室温 １０ｍｉｎ，蒸馏水洗 １次，
０．１ＭＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次；③切片上滴加抗原修复
液，室温１０ｍｉｎ，０．１ＭＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次；④切片上
滴加正常山羊血清封闭液。甩去多余液体，不洗；

⑤切片上滴加第一抗体（通过预试验选定效价比为
１∶８０），４℃过夜，０．１ＭＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次；⑥切片
上滴加生物素化第二抗体（ＩｇＧ），３７℃ ２０ｍｉｎ，
０．１ＭＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次；⑦切片上滴加辣根酶标记
链霉卵白素工作液 （ＳＡ／ＨＲＰ），３７℃ ２０ｍｉｎ，
０．１ＭＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次；⑧ＤＡＢ显色：使用ＤＡＢ显
色试剂盒１ｍｌ蒸馏水加显色剂 Ａ、Ｂ、Ｃ各１滴，混
匀，加至标本上，显色６ｍｉｎ，充分水洗；⑨苏木素复
染细胞核１ｍｉｎ，充分水洗，１％盐酸酒精分化，１％胺
水返蓝，充分水洗，经 ７０％乙醇 ５ｍｉｎ，８０％乙醇
５ｍｉｎ，９０％乙醇５ｍｉｎ２次，９５％乙醇５ｍｉｎ２次，
１００％乙醇５ｍｉｎ２次脱水，二甲苯透明５ｍｉｎ２次，
中性树脂封片，通风晾干。

１．３　结果判断
以ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照，结果由两名病

理科医师与实验者读片，如有异议复读讨论一致后

确定。ＡＫＴ蛋白、ＨＫ２蛋白染色阳性表达主要定位
于细胞的胞浆内，表现为胞浆内出现棕色或黄色颗

粒。对每张切片在高倍镜下至少随机观察５个不重
·７９１·
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复的视野，判断细胞着色的强度和着色率，评分标

准：按阳性细胞百分比将 ０、１％ ～１０％、１１％ ～
５０％、５１％ ～８０％、８１％ ～１００％分别计 ０、１、２、３、
４分。按染色强度将紫蓝色（阴性）、黄色（弱阳
性）、棕黄色（阳性）、棕褐色（强阳性）分别计０、１、
２、３分。最终评分为两个指标的乘积，０分为阴性，
１～５分为弱阳性，≥６分为强阳性。弱阳性和强阳
性统称为阳性。

１．４　统计学处理
所有数据均采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件分析，蛋

白阳性表达率与其它临床病理参数的相关性采用

χ２检验、精确概率法分析，ＡＫＴ与 ＨＫ２蛋白表达间
的关系采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析检测，以双侧
Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＡＫＴ、ＨＫ２在喉癌组织与癌旁组织中的表达
ＡＫＴ表达阳性表现为细胞质着色，阳性细胞呈

棕黄色颗粒状或细网状，色泽深浅不等，阴性表现为

紫蓝色颗粒。ＡＫＴ在喉癌组织中的阳性表达率为
６６．７％（２０／３０）（图 １Ａ），在癌旁组织中表达率为
２０％（６／３０）（图１Ｂ），两组间比较，差异具有统计学
意义（χ２＝１３．３０３，Ｐ＝０．０００，Ｐ＜０．０５）。

ＨＫ２表达阳性表现为细胞质着色，阳性细胞呈
棕色或淡黄色颗粒状，色泽深浅不一，在癌组织中呈

团块聚集或不规则分布，阴性表现为紫蓝色颗粒。

ＨＫ２在喉癌组织中的阳性表达率为 ５０．００％
（１５／３０）（图２Ａ），在癌旁组织中表达率为１３．３３％
（４／３０）（图２Ｂ），两组间比较，差异具有统计学意义
（χ２＝９．３２０，Ｐ＝０．００２，Ｐ＜０．０５）。
２．２　ＡＫＴ、ＨＫ２在喉鳞癌组织中的表达与临床特征
的关系

在临床分期Ｔ１、Ｔ２期喉癌组织中，ＡＫＴ阳性表
达率为 ７７．７８％（７／９），在 Ｔ３、Ｔ４期喉癌组织中，
Ｎｒｆ２阳性表达率为６１．９１％（１３／２１），二者比较差异
无 显 著 统 计 学 意 义 （χ２＝０．７１４，Ｐ＝０．３９８，
Ｐ＞０．０５）。根据喉癌的分化程度把喉癌分成高分
化癌、中低分化癌两类。ＡＫＴ阳性表达率分别为
５０．００％（９／１８）和 ９１．６７％（１１／１２），经统计学分
析，两 组 间 差 异 显 著 （χ２＝５．６２５，Ｐ＝０．０１８，
Ｐ＜０．０５）。根据发生部位分为声门型、声门上型和
声门下型，声门型喉癌组织 ＡＫＴ阳性表达率为
７３．６８％（１４／１９），声门上和声门下型喉癌组织 ＡＫＴ

阳性表达率为５４．５５％（６／１１），二者比较差异无显
著统计学意义（χ２＝１．１４８，Ｐ＝０．２８４，Ｐ＞０．０５）。
ＡＫＴ在有淋巴结转移者癌组织中阳性表达率是
９０．９１％（１０／１１），在无淋巴结转移者癌组织中阳性
表达率为５２．６３％（１０／１９），经统计学分析，ＡＫＴ的
阳性表达与淋巴结转移有关（χ２＝４．５９３，Ｐ＝０．０３２，
Ｐ＜０．０５）。喉癌组织中 ＡＫＴ的阳性表达与发病年
龄 未 见 明 显 相 关 性 （χ２＝１．６９７，Ｐ＝０．１９３，
Ｐ＞０．０５）。具体数据见表１。

在Ｔ１、Ｔ２期喉癌组织中，ＨＫ２阳性表达率为
３３．３３％（３／９），在 Ｔ３、Ｔ４期喉癌组织中，ＨＫ２阳性
表达率为５７．１４％（１２／２１），二者比较差异无显著统
计学意义（χ２＝１．４２９，Ｐ＝０．２３２，Ｐ＞０．０５）。ＨＫ２
在有淋巴结转移者癌组织中阳性表达率是８１．８２％
（９／１１），在无淋巴结转移者癌组织中阳性表达率为
３１．５８％（６／１９），经统计学分析，ＨＫ２的阳性表达与
淋巴结转移有关（χ２＝７．０３３，Ｐ＝０．００８，Ｐ＜０．０５）。
在高分化组，ＨＫ２阳性表达率为３３．３３％（６／１８），在
中、低分化组，ＨＫ２阳性表达率为７５．００％（９／１２），
二者比较差异有显著统计学意义（χ２＝５．０００，Ｐ＝
０．０２５，Ｐ＜０．０５）。声门型喉癌组织 ＨＫ２阳性率为
４２．１１％（８／１９），声门上和声门下型喉癌组织 ＨＫ２
阳性率为６３．６４％（７／１１），二者比较差异无显著统
计学意义（χ２＝１．２９２，Ｐ＝０．２５６，Ｐ＞０．０５）。喉癌
组织中 ＨＫ２的阳性表达与年龄未见明显相关性
（χ２＝１．２２２，Ｐ＝０．２６９，Ｐ＞０．０５）。具体数据见表２。

表１　ＡＫＴ在喉鳞状细胞癌组织中的表达
与临床特征间的关系　（例）

临床病理

参数
例数

强阳性

（≥６分）
弱阳性

（１～５分）
阴性

（０分） χ２ Ｐ

年龄

　＜６０岁 １３ ３ ４ ６
１．６９７ ０．１９３　≥６０岁 １７ ６ ７ ４

癌旁组织 ３０ １ ５ ２４
１３．３０３ ０．０００癌组织 ３０ ９ １１ １０

Ｔ分级
　Ｔ１、Ｔ２ ９ ２ ５ ２

０．７１４ ０．３９８　Ｔ３、Ｔ４ ２１ ７ ６ ８
分化程度

　高分化 １８ ４ ５ ９
５．６２５ ０．０１８　中、低分化 １２ ５ ６ １

临床分型

　声门型 １９ ５ ９ ５
１．１４８ ０．２８４　声门上（下）型 １１ ４ ２ ５

淋巴结转移

　有 １１ ６ ４ １
４．５９３ ０．０３２　无 １９ ３ ７ ９

　　注：Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义

·８９１·
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图１　ＡＫＴ在喉鳞癌组织和癌旁组织中的表达　（ＳＰ×
４００）　Ａ：ＡＫＴ在喉癌组织中的阳性表达；Ｂ：ＡＫＴ在癌旁组
织中的阴性表达

表２　ＨＫ２在喉鳞状细胞癌组织中的表达
与临床特征间的关系　（例）

临床病理

参数
例数

强阳性

（≥６分）
弱阳性

（１～５分）
阴性

（０分） χ２ Ｐ

年龄

　＜６０岁 １３ ４ ４ ５
１．２２２ ０．２６９

　≥６０岁 １７ ５ ２ １０
癌旁组织 ３０ ２ ２ ２６

９．３２０ ０．００２
癌组织 ３０ ９ ６ １５
Ｔ分级
　Ｔ１、Ｔ２ ９ １ ２ ６

１．４２９ ０．２３２　Ｔ３、Ｔ４ ２１ ８ ４ ９
分化程度

　高分化 １８ ４ ２ １２
５．０００ ０．０２５　中、低分化 １２ ５ ４ ３

临床分型

　声门型 １９ ５ ３ １１
１．２９２ ０．２５６

　声门上（下）型 １１ ４ ３ ４
淋巴结转移

　有 １１ ７ ２ ２
７．０３３ ０．００８　无 １９ ２ ４ １３

　　注：Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义

２．３　喉鳞癌组织中ＡＫＴ蛋白与ＨＫ２蛋白的相关性
ＡＫＴ蛋白与ＨＫ２蛋白在３０例喉鳞癌组织中阳

性共表达１３例，阴性共表达８例，ＡＫＴ蛋白阳性而
ＨＫ２表达阴性２例，ＡＫＴ蛋白阴性而ＨＫ２表达阳性
７例，经Ｓｐｅａｒｍａｎ秩相关性分析，二者呈正相关（ｒ＝
０．４２４，Ｐ＝０．０１９）。具体数据见表３。

表３　喉癌组织中ＡＫＴ和ＨＫ２表达的相关性分析

ＡＫＴ表达
ＨＫ２表达

阳性 阴性 ｒ Ｐ
阳性 １３ ２

０．４２４ ０．０１９
阴性 ７ ８

３　讨论

近年来，喉癌一直是头颈部肿瘤中研究的重点，

其治疗方法也逐渐从原先的手术治疗转变为以手术

图２　ＨＫ２在喉鳞癌组织和癌旁组织中的表达　（ＳＰ×
４００）　Ａ：ＨＫ２在喉癌组织中的阳性表达；Ｂ：ＨＫ２在癌旁
组织中的阴性表达

治疗为主，综合放疗、化疗、生物治疗等方法为辅，这

就需要我们提供更多的治疗肿瘤的切入点。高水平

糖酵解作为肿瘤细胞的一个显著特征而备受重视，本

实验主要研究讨论糖酵解中关键酶 ＨＫ２及其上游
ＰＩ３ＫＡＫＴ通路在喉癌发生发展中的作用及意义。
３．１　ＡＫＴ、ＨＫ２的结构与生物学功能及二者之间的
关系

ＡＫＴ是信号转导途径中重要的蛋白激酶，又称
为蛋白激酶Ｂ（ＰＫＢ），其为 ＰＩ３Ｋ下游的靶蛋白，是
ＰＩ３ＫＡＫＴ信号转导通路的核心，它的活化与肿瘤发
生发展密切相关。ＡＫＴ包括 ＡＫＴ１、ＡＫＴ２、ＡＫＴ３
３种亚型，分别位于染色体１４ｑ３２、１９ｑ１３、１ｑ４４。其
中，ＡＫＴ１在多种组织中广泛表达，此３个亚型在氨
基酸水平上同源性＞８０％，有相似结构，都由１个氨
基末端 ＰＨ结构域，１个富含甘氨酸的铰链区，１个
中心的激酶结构域和１个富含色氨酸／苏氨酸的羧
基末端区组成［３］。ＰＩ３Ｋ是一类特异的催化磷脂酰
肌醇脂物质的激酶，活化的 ＰＩ３Ｋ催化细胞膜上磷
脂酰肌醇 ４，５二磷酸（ＰＩ２Ｐ２）肌醇环上 Ｄ２３磷酸
化，生成第二信使磷脂酰肌醇 ３，４，５三磷酸
（ＰＩ２Ｐ３）。ＰＩ２Ｐ３通过与 ＡＫＴ的 ＰＨ结构域功能区
结合，使之从细胞质移至细胞膜，引起 ＡＫＴ构象的
改变，激活ＡＫＴ。激活的ＡＫＴ使底物蛋白特定部位
的丝氨酸、苏氨酸发生磷酸化，也就是通过磷酸化其

下游分子，参与细胞周期的调节、细胞生长代谢、增

殖、凋亡等多种生物学活性，从而参与肿瘤的发生、

发展［４］。其中，糖酵解代谢过程中的关键酶 ＨＫ就
是ＡＫＴ控制的下游分子之一，ＨＫ包括 ＨＫ１、ＨＫ２、
ＨＫ３和ＨＫ４共４种同工酶，而 ＨＫ２与肿瘤相关性
最大。ＨＫ２属于线粒体结合型，是肿瘤细胞中主要
的己糖激酶亚型。ＡＫＴ，尤其是ＡＫＴ１对于ＨＫ结合
于线粒体外膜有正性作用。ＨＫ２通过其疏水性 Ｎ
端区域结合于线粒体外膜电压依赖性阴离子通道

（ＶＤＡＣ）上，并与ＶＤＡＣ相互作用，在促进细胞增殖
·９９１·
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和抑制凋亡中发挥重要作用［５］。糖原合成酶激酶
３β（ＧＳＫ３β）可以通过磷酸化线粒体上 ＶＤＡＣ的
ＨＫ结合位点来阻止 ＨＫ的结合，降低其活性，而在
肿瘤细胞中，ＡＫＴ对于ＧＳＫ３β的抑制可以维持ＨＫ
的高活性［６］。本实验 ＡＫＴ与 ＨＫ２在３０例喉鳞癌
组织中的表达情况经 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分析认为二
者呈正性相关，与以上研究结果相一致，ＡＫＴ在提
高了糖酵解水平的同时，也促进了细胞抗凋亡的

作用。

３．２　ＡＫＴ与喉鳞状细胞癌的关系
首先，本实验结果显示ＡＫＴ与喉鳞状细胞癌的

发生，发展相关。研究表明，在许多肿瘤发生中磷酸

化ＡＫＴ呈高度活化，如乳腺癌、非小细胞肺癌、前列
腺癌等。ＡＫＴ的磷酸化与肿瘤的发生密切相关。
半胱天冬酶 ｃａｓｐａｓｅ９是细胞凋亡的启动者和效应
者，ＡＫＴ可以抑制前死亡蛋白酶ｃａｓｐａｓｅ９的催化活
性，而抑制其促凋亡作用［７］。ＡＫＴ可促使抑癌基因
ｃｍｙｃ过度活化或过度表达，使细胞逃离 Ｇｏ期，引
起细胞增殖。ＡＫＴ通过调节细胞周期影响细胞增
殖，哺乳类动物雷帕霉素（ｍａｍｍｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍ
ｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）是主要监控细胞生长的，它通过激活核
糖体激酶Ｐ７０Ｓ６，提高５’多聚嘧啶 ｍＲＮＡ的翻译，
从而促进细胞生长，ｍＴＯＲ是 ＡＫＴ的直接靶点。血
管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）是参与肿瘤血管生成的主
要调控因子，能特异结合血管内皮细胞，ＡＫＴ通过
激活ＶＥＧＦ而防止内皮凋亡和调节血管生成［８］。因

此喉癌的发生和发展可能与ＡＫＴ的促进细胞生长、
增殖及抑制凋亡有关，但具体机制尚待进一步研究

证实。

其次，本实验结果显示ＡＫＴ与喉鳞状细胞癌的
病理分化程度及淋巴结转移相关。低分化的癌细胞

分裂速度相对高分化细胞较快，所以低分化的癌细

胞生长迅速，出现转移的时间也相对较早，预后较

差。核因子 κＢ（ＮＦκＢ）是一种具有多项调节功能
的转录因子，与细胞的分化密切相关，ＡＫＴ通过激
活ＮＦκＢ的正调控因子 ＩκＢ激酶（ＩＫＫα），引起依
存ＮＦκＢ９基因（抑凋亡基因）的转录，促进细胞存
活。一氧化氮合成酶（ｅＮＯＳ）能增加血管的通透性
并促使血管内皮细胞的迁移生长，而ＡＫＴ可通过激
活ｅＮＯＳ，从而促进新生血管的形成及血管内皮生长
因子诱导的内皮细胞迁移，进一步导致肿瘤发生转

移和恶性转化［９］。ＰＩ３ＫＡＫＴｍＴＯＲ也被认为是参
与细胞增殖、分化、迁移的信号调节通路。此通路的

激活可增加肿瘤细胞的运动能力，这种能力的增加

是经过 ＡＫＴｍＴＯＲＰ７０Ｓ６Ｋ途径，Ｐ７０Ｓ６Ｋ（核糖体
蛋白）的活化能促进肌动蛋白的细丝重构，促进细

胞运动［１０］。通过降解细胞外基质是癌细胞侵袭转

移的重要过程之一，经 ＰＩ３ＫＡＫＴｍＴＯＲ途径可上
调基质金属蛋白酶２（ＭＭＰ２）ｍＲＮＡ和蛋白质的表
达。如上所述，ＡＫＴ可激活ＮＦκＢ的转录活性，ＮＦ
κＢ使 ＭＭＰ２、基质金属蛋白酶９（ＭＭＰ９）产量增
加，且细胞运动增强，还能上调环氧化酶２（ＣＯＸ２）
的表达，有助于细胞侵袭，有资料显示，ＣＯＸ２的表
达与肿瘤细胞淋巴结转移呈正相关。上皮间叶转化

（ＥＭＴ）是上皮细胞获得成纤维细胞样能力，细胞黏
附减少，活动性增加。ＡＫＴ可促进上皮细胞向间叶
细胞转化，从而参与肿瘤的浸润与转移［１１］。

３．３　ＨＫ２与喉鳞状细胞癌的关系
首先，本实验结果显示ＨＫ２与喉鳞状细胞癌的

发生和发展相关。ＨＫ２在许多生长迅速的恶性肿
瘤细胞中高表达［１２］。恶性肿瘤糖酵解活跃与催化

糖酵解的酶有很大关系，ＨＫ就是糖酵解过程中第
一个关键酶，将进入细胞内的葡萄糖催化生成为

６磷酸葡萄糖。肿瘤细胞增殖不但需要 ＡＴＰ，也需
要脂肪酸、核酸、蛋白质、膜磷脂等，通过糖酵解途径

产生大量中间代谢产物以满足肿瘤细胞增殖的需

求。ＨＫ１～３均对葡萄糖有很高的亲和力，约是
ＨＫ４对葡萄糖亲和力的２５０倍，但 ＨＫ１和 ＨＫ３只
有Ｃ端有催化功能，而 ＨＫ２的 Ｎ端和 Ｃ端均有催
化功能，其催化效率提高了１倍，能更大限度地促进
细胞能量代谢［１３］。可见喉鳞状细胞癌中 ＨＫ２表达
增高与其结构特点相符。近年来研究发现，ＨＫ２除
了具有糖代谢酶的催化活性，还有拮抗细胞凋亡的

功能，其高表达水平与一些肿瘤不良预后密切相

关［１４］。ＨＫ２基因在人结肠癌细胞中明显表达，抑制
ＨＫ２能明显控制结肠癌的细胞增殖并诱导细胞凋
亡［１５］。彭国庆等［１６］应用免疫组化方法研究发现，

宫颈癌组织ＨＫ２阳性表达高于正常组织，且随着宫
颈癌病情的进展，ＨＫ２表达阳性比例有逐渐增高的
趋势，可见ＨＫ２与宫颈癌的发生发展密切相关，可
考虑作为宫颈癌变的早期发生分子标志物。Ｐａｔｒａ
等［１７］在肺癌和乳腺癌的小鼠模型中发现，ＨＫ２对
肿瘤的启动和维持有着重要作用，消除 ＨＫ２可抑
制体内和体外肿瘤细胞的生长。这与本实验结果

基本一致，提示 ＨＫ２高表达可能与喉癌的发生发
展有关。

其次，本实验结果显示ＨＫ２与喉鳞状细胞癌的
病理分化程度及淋巴结转移相关。如前所述，己糖
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激酶４种亚型在大多数生长迅速的恶性肿瘤细胞中
以ＨＫ２高表达为主，并结合在线粒体外膜上。ＨＫ
与线粒体外膜ＶＤＡＣ的结合不但能使ＨＫ更好地利
用ＡＴＰ而加速糖酵解代谢，还能向线粒体供给更多
ＡＤＰ而加速三羧酸循环，刺激蛋白质合成，且调控
保护细胞免凋亡［１８］。ＨＫ调节凋亡的作用，是通过
与ＶＤＡＣ的结合并相互作用实现的。前凋亡蛋白
ＢＡＸ结合至线粒体的ＶＤＡＣ上，形成允许细胞色素
Ｃ通过的通道，导致线粒体功能失调及细胞死亡，
ＨＫ２与ＶＤＡＣ的结合干扰了 ＢＡＸ结合至 ＶＤＡＣ的
能力和细胞色素Ｃ的释放，从而潜在地抑制了线粒
体途径的凋亡［１９］。在肺、结肠、乳腺恶性肿瘤组织

中，已证实ＨＫ２蛋白表达是增高的，且在乳腺癌的
研究中已经发现，当肿瘤细胞发生转移时，ＨＫ２的
活性会更高［２０］。国外学者研究，在扁桃体与舌鳞状

细胞癌中，ＨＫ２明显表达，且与癌细胞的分化程度
及淋巴结转移相关［２１］。在肝癌中 ＨＫ２的高表达与
癌细胞的恶化进展、肝内转移相关，在评估预后上意

义重大［２２］。Ｑｉｕ等［２３］研究发现，胃癌组织分化程度

越低，ＨＫ２蛋白表达越高，并预示着低生存率。综
上，肿瘤细胞中ＨＫ２高表达不仅保证充分的能量供
应，而且起到抗凋亡作用，从而促进肿瘤细胞的增

殖，扩散与转移。

３．４　ＡＫＴ信号通路及ＨＫ２参与的糖酵解与喉鳞状
细胞癌的关系

糖酵解异常活跃是恶性肿瘤细胞的一个显著特

征，己糖激酶是糖酵解过程中第一个关键酶，其中

ＨＫ２与肿瘤相关性最大，作为ＨＫ２的上游调控通路
的ＰＩ３ＫＡＫＴ通路起着重要作用。有研究［２４］发现

肿瘤细胞的糖酵解水平显示出与 ＡＫＴ的活性呈正
相关，即ＡＫＴ对肿瘤细胞的糖酵解有显著加强作
用，且发现细胞的有氧氧化却没有相应增长，由此可

知，ＡＫＴ在不影响有氧氧化的情况下，可提高肿瘤
细胞糖酵解水平。ＡＫＴ作为生长因子介导的细胞
得以生存的一个主要下游因子，它的激活能促使

ＨＫ２结合到线粒体ＶＤＡＣ上，并直接偶联线粒体内
产生的ＡＴＰ参与糖代谢，而 ＡＫＴ的抗凋亡活性需
要被ＨＫ２催化的糖酵解的第一步反应来启动，结合
到线粒体上的 ＨＫ２会模仿 ＡＫＴ的能力，去抑制细
胞色素Ｃ的释放及细胞凋亡，二者在致癌方面有协
同作用［２５］。靶向破坏ＨＫ２与 ＶＡＤＣ之间的相互作
用，可有力地促使细胞色素 Ｃ的释放和细胞凋亡的
发生。抑制ＨＫ２可恢复正常的葡萄糖氧化代谢，减
少细胞外的乳酸，增加氧化磷酸化蛋白与氧气消耗，

增强肿瘤细胞对凋亡、放疗及化疗的敏感性［２６］。针

对肿瘤细胞糖酵解过程中关键酶及其上游调控通路

的靶向治疗有可能为喉癌治疗提供新的策略。
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