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　　摘　要：　目的　研究糖原合成酶激酶 －３β（ｇｉｙｃｏｇｅｎｓｙｎｔｌａｓｅｋｉｎａｓｅ３β，ＧＳＫ３β）和巨噬细胞移动抑制因子
（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ，ＭＩＦ）蛋白在下咽癌组织中的表达，探讨二者在下咽癌发生、发展中的作用及
二者相关性。方法　应用免疫组织化学方法检测４６例下咽癌组织、癌旁组织及２０例下咽正常黏膜组织中 ＧＳＫ
３β和ＭＩＦ蛋白表达情况。结果　①ＧＳＫ３β蛋白在下咽癌组织中的阳性表达率明显高于癌旁组织和正常下咽黏
膜组织（Ｐ＜０．０５）；② ＭＩＦ蛋白在下咽癌组织中的阳性表达率明显高于癌旁组织和正常下咽黏膜组织（Ｐ＜０．０５）；
③ＧＳＫ３β蛋白在下咽癌组织中的表达与淋巴结转移、临床分期、病理分级有相关性（Ｐ＜０．０５）；④ＭＩＦ蛋白在下咽
癌组织中的表达与淋巴结转移、临床分期有相关性（Ｐ＜０．０５）；⑤ＧＳＫ３β和ＭＩＦ蛋白在下咽癌组织中表达无相关
性。结论　ＧＳＫ３β和ＭＩＦ蛋白表达与下咽癌的发生、发展可能有关。
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ｃｌｉｎｉｃａｌｓｔａｇｅｏｆｔｈｅｔｕｍｏｒ（ｂｏｔｈＰ＜０．０５）．⑤ＴｈｅｒｅｗａｓｎｏｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＧＳＫ３βａｎｄＭＩＦｉｎ
ｈｙｐｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＧＳＫ３βａｎｄＭＩＦｍａｙｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｔｏｔｈｅｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｈｙｐｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｈｙｐｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ；ＧＳＫ３β；ＭＩＦ；Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ

　　下咽鳞状细胞癌（ｈｙｐｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＳＣＣ）是一种恶性程度较高的肿瘤，按发
病部位可分为梨状窝区、咽后壁区及环后区，发病率

约为（０．１７～０．８）／１０万／年，占头颈恶性肿瘤３％ ～
５％，占全身恶性肿瘤的０．５％，由于下咽癌早期无明
显症状，且易发生早期淋巴结转移，一经发现，肿瘤往

往已是中晚期，５年生存率仅为２５％～４０％［１４］。糖

原合成酶激酶３（ｇｉｙｃｏｇｅｎｓｙｎｔｌａｓｅｋｉｎａｓｅ３，ＧＳＫ３）最
早是作为一种能够磷酸化并抑制糖原合成酶（ｇｉｙｃｏ
·２７３·



岳文慧，等：ＧＳＫ３β和ＭＩＦ蛋白在下咽癌组织中的表达及意义 第４期　

ｇｅｎｓｙｎｔ１ａｓｅ，ＧＳ）活性的蛋白激酶而被发现［５］。ＧＳＫ
３包括 ＧＳＫ３α和 ＧＳＫ３β两种亚型，而后者活性的
异常被证实参与了多种疾病的发生发展。很多研究

表明 ＧＳＫ３β在不同肿瘤中具有抑癌或促癌双重作
用。巨噬细胞移动抑制因子（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ，ＭＩＦ）是一种具有多种生理功能的炎
性因子，随着对 ＭＩＦ蛋白研究的逐渐深入，发现
ＭＩＦ蛋白不仅参与了炎症相关疾病的发生，而且在
许多肿瘤的发生、发展和转移中发挥重要的作

用［６７］。本研究采用免疫组织化学方法检测下咽癌

组织中ＧＳＫ３β及 ＭＩＦ蛋白的表达情况，并结合临
床病理特征，试图探讨这两种蛋白在下咽癌发生、发

展及转移过程中的作用及相关性。

１　资料与方法

１．１　临床资料
收集辽宁省朝阳市中心医院和河北省承德医学

院附属医院 ２０１１年 １月 ～２０１８年 １２月收治的
４６例下咽癌患者手术切除癌组织及４６例相应癌旁
组织（距肿瘤组织２．０ｃｍ以上），另收集２０例下咽
囊肿、息肉、淋巴组织增生等良性病变。全部病例临

床资料完整，经医院伦理委员会批准并征得患者及

家属知情同意。所有肿瘤组织均经病理证实为鳞状

细胞癌，癌旁组织及下咽部黏膜均经病理证实为正

常黏膜。患者术前均未行放、化疗及其他辅助治疗。

其中男４５例，女１例；年龄≥６０岁２４例，＜６０岁
２２例，平均年龄为５８．５岁。下咽癌原发部位：梨状
窝癌３１例，咽后壁癌１４例，环后癌１例；病理学分
级：高中分化鳞状细胞癌２６例，低分化鳞状细胞癌
２０例；按最新的 ＷＨＯ分类法及 ＵＩＣＣＴＮＭ分类分
期标准，临床Ⅰ、Ⅱ期１５例，Ⅲ、Ⅳ期３１例；伴有淋
巴结转移２７例，无淋巴结转移１９例；吸烟量（每天
量×年 ×３６５）≤２０万支者 １０例，＞２０万支者
３６例。术前所有患者均行电子喉镜、胃镜检查及颈
胸部增强ＣＴ扫描检查，以确定手术及后续的治疗
方案。

１．２　主要试剂
兔抗人 ＧＳＫ３β兔单克隆抗体、兔抗人 ＭＩＦ兔

多克隆抗体均购自ａｂｃｏｍ（上海）贸易有限公司。即
用型快捷免疫组化ＭａｘＶｉｓｉｏｎ试剂盒购自福州迈新
生物技术有限公司。ＤＡＢ染色试剂盒购自深达生
物制品技术（广州）有限公司。

１．３　免疫组织化学染色
新鲜组织取材后均在离体后立即用生理盐水冲

洗干净，马上放入１０％中性甲醛中固定，常规石蜡
包埋，制成４μｍ厚切片。采用免疫组织化学（ＳＰ）
三步法，实验步骤严格按照实验说明书进行。每批

实验均参照ａｂｃｏｍ（上海）贸易有限公司提供的阳性
对照片，以 ＰＢＳ代替一抗做阴性对照。一抗稀释比
例为兔抗人ＧＳＫ３β兔单克隆抗体（１∶１００）、兔抗人
ＭＩＦ兔多克隆抗体（１∶１５００）。
１．４　结果判定

分别由两名经验丰富的高年资病理科医生独立

阅片，根据其评分的平均值确定判定结果。使用半

定量和主观分级系统记录免疫组化评分，该系统考

虑了染色强度和具有明确阳性反应的肿瘤细胞的比

例。ＧＳＫ３β阳性表达定位于细胞质，呈棕黄色；
ＭＩＦ阳性表达定位于细胞质和细胞核，呈棕黄色。
按十三点评分法［８］对免疫组化结果进行分析：

１００倍镜下随机选取５个互不重叠的视野，计数视
野内细胞数及阳性细胞数，阳性细胞百分比评分：

０分：无；１分：＜１０％；２分：１０％ ～＜５０％；３分：
５０％～＜８０％；４分：８０％～＜１００％；细胞染色程度
评分：无染色为０分，淡黄色为１分，棕黄色为２分，
黄褐色为３分。两项评分相乘：０～４分为阴性，５～
７分为弱阳性，８～１２分为强阳性。弱阳性、强阳性
均记为阳性。

１．５　统计学方法
所有数据经 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２００７软件整理，应

用ＳＰＳＳ２２．０统计软件进行分析，分别采用χ２检验、
校正χ２检验、确切概率计算方法及 Ｓｐｅａｒｍａｎ等级
相关分析等统计学方法。以 Ｐ＜０．０５为差异具有
统计学意义。

２　结果

２．１　ＧＳＫ３β和 ＭＩＦ蛋白在下咽鳞状细胞癌组织
中的表达

ＧＳＫ３β阳性染色表达定位于细胞质中，阳性表
达呈棕黄色。ＧＳＫ３β在下咽鳞状细胞癌组织、癌旁
组织及正常下咽黏膜组织中均有表达，在下咽鳞状

细胞癌组织中的阳性表达率明显高于癌旁组织及正

常下咽黏膜组织（χ２＝２３．９７０，Ｐ＝０．０００）（表１、图
１）。ＭＩＦ蛋白阳性染色主要定位在细胞质和细胞核
中，阳性表达呈棕黄色。ＭＩＦ蛋白在下咽鳞状细胞
癌组织、癌旁组织及正常下咽黏膜组织中均有表达，
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在下咽鳞状细胞癌组织中的阳性表达率明显高于癌

旁组织及正常下咽黏膜组织（χ２ ＝３３．６８８，Ｐ＝
０．０００），见表１、图２。

表１　ＧＳＫ３β和ＭＩＦ蛋白阳性表达率　（例，％）

组织

来源

例

数

ＧＳＫ３β阳性表达
例数 阳性率

Ｐ
ＭＩＦ蛋白阳性表达
例数 阳性率

Ｐ

癌组织 ４６ ３９ ８４．７８ ０．０００ ３５ ７６．０９ ０．０００
癌旁组织 ４６ ２０ ４３．４８ １９ ４１．３０
正常组织 ２０ ６ ３０．００ ５ ２５．００

２．２　ＧＳＫ３β和 ＭＩＦ蛋白表达与下咽鳞状细胞癌
临床病理特征的关系

ＧＳＫ３β在下咽鳞状细胞癌组织中的表达与淋
巴结转移、临床分期、病理分级有相关性（Ｐ＜
０．０５）；ＭＩＦ蛋白在下咽鳞状细胞癌组织中的表达与
淋巴结转移、临床分期有相关性（Ｐ＜０．０５）；ＧＳＫ
３β蛋白表达与肿瘤原发部位、吸烟量、年龄和性别
无关；ＭＩＦ蛋白表达与病例分级、肿瘤部位、吸烟量、
年龄和性别无关。具体数据见表２。

图１　 ＧＳＫ３β在下咽低分化鳞癌组织（Ａ）、高分化鳞癌组织（Ｂ）、癌旁组织（Ｃ）及下咽正常黏膜组织（Ｄ）中的表达　（ＳＰ
×１００）　　图２　ＭＩＦ蛋白在下咽低分化鳞癌组织（Ａ）、高分化鳞癌组织（Ｂ）、癌旁组织（Ｃ）及下咽正常黏膜组织（Ｄ）中的表
达　（ＳＰ×１００）

表２　ＧＳＫ３β和ＭＩＦ蛋白表达与临床病理特征的关系　（例，％）

临床病理因素 例数
ＧＳＫ３β阳性表达
例数 阳性率

Ｐ
ＭＩＦ蛋白阳性表达
例数 阳性率

Ｐ

性别

　男 ４５ ３８ ８４．４４ ０．６６８ ３５ ７７．７８ ０．０７１
　女 １ １ １００．００ ０ ０
年龄（岁）

　＜６０ ２２ １７ ７７．２７ ０．０６２ １５ ６８．１８ ０．２２９
　≥６０ ２４ ２３ ９５．８３ ２０ ８３．３３
吸烟量（万支）

　≤２０ １０ ９ ９０．００ ０．６０４ ８ ８０．００ ０．７４３
　＞２０ ３６ ３０ ８３．３３ ２７ ７５．００
淋巴结转移

　无 １９ １３ ６８．４２ ０．０１０ ８ ４２．１１ ０．０００
　有 ２７ ２６ ９６．３０ ２７ １００．００
临床分期

　Ⅰ、Ⅱ期 １５ １０ ６６．６７ ０．０１７ ８ ５３．３３ ０．０１２
　Ⅲ、Ⅳ期 ３１ ２９ ９３．５５ ２７ ８７．１０
病理分级

　高中分化 ２６ １９ ７３．０８ ０．０１２ １９ ７３．０８ ０．５８５
　低分化 ２０ ２０ １００．００ １６ ８０．００
肿瘤原发部位

　梨状窝 ３１ ２５ ８０．６５ ０．５２２ ２４ ７７．４２ ０．１９６
　咽后壁 １４ １３ ９２．８６ １１ ７８．５７
　环后区 １ １ １００．００ ０ ０
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２．３　下咽鳞状细胞癌中 ＧＳＫ３β和 ＭＩＦ蛋白表达
相关性分析

应用Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析（ｒｓ＝－０．１３９，Ｐ
＝０．３５８），在下咽鳞状细胞癌组织中 ＧＳＫ３β和
ＭＩＦ蛋白表达无相关性。具体数据见表３。

表３　下咽癌组织中ＧＳＫ３β与ＭＩＦ
表达的相关性分析　（例）

ＭＩＦ表达
ＧＳＫ３β表达

阴性 阳性
合计

阴性 ４ ７ １１
阳性 ３ ３２ ３５
合计 ７ ３９ ４６

３　讨论

糖原合成酶激酶－３（ＧＳＫ３）是一种广泛表达的
丝氨酸／苏氨酸家族激酶，包括 ＧＳＫ３α和 ＧＳＫ３β
两种亚型。人类 ＧＳＫ３β基因包含 １２个外显子，
ＡＴＧ为起始密码子，定位于１号外显子，ＴＡＧ为终
止密码子，定位于末端外显子，基因产物为４６ＫＤ蛋
白质，包含４３３种氨基酸。ＧＳＫ３β的活性由特定位
点的磷酸化调节，第９位丝氨酸 （Ｓｅｒ９）磷酸化可以
抑制 ＧＳＫ３β的活性，相反，第 ２１６位酪氨酸
（Ｔｙｒ２１６）磷酸化使其活化。ＧＳＫ３β在细胞分化、生
长、增殖、凋亡、运动，细胞周期的连续性，胚胎发育

及胰岛素反应等生理过程中都具有重要作用［９］。

很多研究表明 ＧＳＫ３β的活化抑制乳腺癌细胞、前
列腺癌细胞的生存和增殖，相反，ＧＳＫ３β的活化可
以促进结直肠癌细胞、卵巢癌细胞、甲状腺髓样癌细

胞的生存及增殖。作为一种复杂的多功能激酶，

ＧＳＫ３β在不同类型、发展阶段、遗传背景的肿瘤中
分别发挥着不同的功能。本研究发现 ＧＳＫ３β在下
咽鳞状细胞癌组织中的阳性表达率（８４．７８％）显著
高于癌旁组织（４３．４８％）及正常下咽部黏膜组织
（３０．００％）中的阳性表达率，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），提示 ＧＳＫ３β表达可能与下咽鳞状细
胞癌的发生有关。Ｈｏｅｆｌｉｃｈ等［１０］研究表明，去除

ＧＳＫ３β的小鼠在发育过程中因大量肝细胞凋亡而
死亡，这是由核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）
活性丧失导致的。并且在胰腺癌中，下调 ＧＳＫ３β
表达具有抑制癌细胞存活的作用，这与其可以下调

ＮＦκＢ活性以及减少抗凋亡靶基因的表达密切相
关。在表现ＮＦκＢ高度活化的肿瘤患者中，ＧＳＫ３β
抑制剂能增强肿瘤化疗和放疗的敏感性［１１］。这些

结果表明 ＧＳＫ３β对维持肿瘤细胞中 ＮＦκＢ的活
性，促进肿瘤细胞生长具有重要作用。Ｋｉｔａｎｏ等［１２］

通过检测正常和胰腺癌细胞株，非癌变和癌变的胰

腺组织，发现 ＧＳＫ３β活性升高与胰腺肿瘤的发生
有关。Ｌａｎ等［１３］的研究认为抑制 ＧＳＫ３β活性可以
抑制非小细胞肺癌细胞株 Ａ５４９的生长。众所周
知，恶性细胞代谢旺盛，并需要大量的葡萄糖，因此

肿瘤细胞中激活ＧＳＫ３β可以通过抑制糖原合成酶
而维持葡萄糖的高消耗，进而促进肿瘤的生长［１４］。

因此我们推测ＧＳＫ３β作为癌基因诱导下咽鳞状细
胞癌的发生，促进癌细胞的生长。同时我们还发现，

ＧＳＫ３β在下咽鳞状细胞癌组织中的表达与淋巴结
转移、临床分期及病理分级有关，有淋巴结转移者高

于无淋巴结转移者，ＩＩＩＩＶ期者高于 ＩＩＩ期，低分化
者高于高中分化者，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。魏金龙等［１５］研究发现，ＧＳＫ３β作为 Ｗｎｔ
通路的重要调节因素，参与了喉鳞状细胞癌的发生，

且与肿瘤的分化程度、ＴＮＭ分期及淋巴结转移有
关，其结果与本研究一致。石歆［１６］研究表明，ＧＳＫ
３β过表达促进胶质瘤细胞中配对盒基因（ｐａｉｒｅｄ
ｂｏｘ３，ＰＡＸ３）的水平。进一步研究发现，ＰＡＸ３沉默
后ＧＳＫ３β过表达诱导的细胞增殖能力明显下降，
同时侵袭细胞的数目降低，提示 ＧＳＫ３β可能通过
调控ＰＡＸ３来影响胶质瘤细胞的增殖及侵袭进程。
因此我们推断ＧＳＫ３β过表达与下咽癌的侵袭和淋
巴结转移有关。

巨噬细胞移动抑制因子（ｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｆａｃｔｏｒ，ＭＩＦ）是一种具有多种生理功能的炎性因子。
ＭＩＦ在多种器官和组织中广泛分布，其主要来源于
活性 Ｔ淋巴细胞。人 ＭＩＦ蛋白定位在２２号染色体
长臂区域，包含２个内含子和３个外显子。ＭＩＦ蛋
白的一级结构由 １１５个氨基酸序列组成，相对分子
量为 １２．５ＫＤ。ＭＩＦ蛋白广泛参与细胞炎症反应及
组织损伤修复，而且通过诱导炎性因子改变组织微

环境促进细胞恶变发生和肿瘤细胞转移，在许多肿

瘤的发生、发展和转移中发挥重要的作用［１７１８］。王

锐秋等［１９］研究表明，ＭＩＦ蛋白促进炎性细胞、成纤
维细胞的旁分泌，与牙龈癌发生发展有关。有研究

发现，ｍｉＲ１４６ａ可通过下调 ＭＩＦ蛋白的表达，抑制
Ａ５４９细胞株的增殖并诱导肺癌细胞的凋亡［２０］。国

内王苗锋等［２１］研究显示，ＭＩＦ蛋白过度表达与大肠
癌的发生有关。ＭｅｙｅｒＳｉｅｇｌｅｒ等［２２］在对前列腺癌

的研究中发现，ＭＩＦ蛋白的表达在存在远处转移的
前列腺癌组织中，明显高于无转移前列腺癌组织。
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临床晚期患者的非小细胞肺癌组织中 ＭＩＦ蛋白表
达显著高于临床早期患者，ＭＩＦ蛋白的表达与肿瘤
的临床分期相关［２３］。本研究发现 ＭＩＦ蛋白在下咽
鳞状细胞癌组织中的阳性表达率（７６．０９％）明显高于
在癌旁（４１．３０％）及正常下咽部黏膜组织（２５．００％）
中阳性表达率，有淋巴结转移者高于无淋巴结转移

者，ＩＩＩ、ＩＶ期者高于 Ｉ、ＩＩ期，有统计学意义。提示
ＭＩＦ作为癌基因诱导下咽癌细胞生长，随着 ＭＩＦ蛋
白表达的增强，下咽癌细胞侵袭性和转移能力明显

增强，表明 ＭＩＦ蛋白在下咽癌的发生、发展过程中
起一定的作用，具体作用机制还有待进一步研究。

肿瘤细胞的分化程度与肿瘤的恶性程度、肿瘤细胞

侵袭、转移能力及预后均有一定关系。既往的研究

显示，ＭＩＦ蛋白在胃癌组织中的表达与肿瘤的分化
程度相关，低分化的肿瘤组织中 ＭＩＦ蛋白的表达较
高分化者明显升高［２４］。王敬等［２５］研究发现，在牙

龈癌组织中，ＭＩＦ蛋白表达显著高于癌旁正常牙龈
组织，且与牙龈癌组织的分化程度及淋巴结转移密

切相关。但本研究发现，ＭＩＦ蛋白在高中分化鳞癌
及低分化鳞癌组织中表达无统计学意义。分析其可

能原因为本研究中样本量较少，不同分化程度的病

例数量不一，ＭＩＦ蛋白与下咽鳞状细胞分化程度的
关系尚需更大规模的进一步实验研究予以阐明。

有研究表明，在肝癌组织中 ＭＩＦ基因沉默可促
进促凋亡基因的表达，与 ＧＳＫ３β的磷酸化有关。
ＭＩＦ基因沉默后，细胞中磷酸化细胞外信号调节激
酶（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，ｐ
ＥＲＫ）水平下降，减少的 ｐＥＲＫ直接导致下游 ＲＳＫ２
磷酸化水平的降低，同样，ｐＲＳＫ２水平下降影响了
直接下游蛋白 ＧＳＫ３β的磷酸化，ｐＧＳＫ３β下调抑
制了细胞的增殖与存活。这说明 ＭＩＦ基因沉默可
以促进 ＧＳＫ３β的活化，并通过抑制 ＧＳＫ３β的磷
酸化而发挥其抑制增殖的作用。其在肝癌增殖、凋

亡中的作用可能是通过调节 ＥＲＫ／ＲＳＫ２信号通路
实现的［２６］。但本研究结果显示：ＧＳＫ３β表达和
ＭＩＦ蛋白表达无相关。可能与ＧＳＫ３β和 ＭＩＦ蛋白
在不同肿瘤中通过不同的信号通路发挥作用有关。

总而言之，下咽癌生物学行为恶劣，是预后最差

的头颈部恶性肿瘤之一。虽然近年来下咽癌的治疗

方法不断进步，但总体治疗效果仍不能令人满意。

预期ＧＳＫ３β和ＭＩＦ蛋白有可能成为下咽癌诊断的
潜在的肿瘤标志物，也有可能成为一个新的治疗靶

点，为进一步揭示下咽癌的发生、发展机制及生物治

疗提供理论基础。
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