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接头蛋白 ＣｒｋⅠ在喉鳞癌中的表达及意义


于　明１，姚芝芬２，龚正鹏２

（１．贵州医科大学附属白云医院 耳鼻咽喉科，贵州 贵阳　５５００１４；２．贵州医科大学附院 耳鼻咽喉科，贵州 贵阳　５５０００４）

［摘　要］目的：探讨接头蛋白ＣｒｋⅠ在喉鳞癌组织中的表达及意义；方法：采用免疫组化ＳＰ法，对５４例喉鳞
癌手术切除标本和２２例癌旁正常组织进行检测，观察ＣｒｋⅠ在２种组织中的表达，分析ＣｒｋⅠ的表达与鳞癌临床
分期、病理分级、肿瘤转移及生存时间的关系。结果：ＣｒｋⅠ在喉癌组织中主要表达于细胞质、细胞核可见少量
表达、阳性率达６４８％，在癌旁正常组织中少量表达或无表达，２种组织中 ＣｒｋⅠ表达阳性率比较，差异有统计
学意义（χ２＝２４１４９，Ｐ＜００１）；喉鳞癌组织中，有淋巴结转移者ＣｒｋⅠ蛋白阳性表达率为９１７％，与无淋巴结转
移者的５４８％比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；但ＣｒｋⅠ蛋白的阳性表达率在各年龄组、不同临床分期、病理
分级及不同预后的喉鳞癌患者中比较差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。结论：接头蛋白 ＣｒｋⅠ可能在喉鳞癌细胞
的发生、发展和转移中有重要意义。
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　　喉癌是发生于喉腔黏膜的恶性肿瘤，占全身恶
性肿瘤的１％～５％，占头颈肿瘤的３０％～５０％［１］，

占我国南方地区耳鼻咽喉头颈肿瘤的第 ２位［２］。

最新的流行病学调查显示，２０１７年喉癌在美国的

新发病例约 １３３６０例，死亡病例约 ３３６０例［３］；

２０１５年中国癌症统计显示，喉癌的新发病例约
２６４００例，死亡病例约 １４５００例［４］。目前喉癌的

治疗仍是以手术为主的综合治疗，但中晚期喉癌由
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于复发及转移的原因，致死率较高，而且多数患者

失去语言功能［５－６］。因此，对于喉癌分子生物学机

制的探讨和研究十分重要。接头蛋白 Ｃｒｋ（ＣＴ１０
ｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ）最初作为一种癌基因产物发现于
禽类肉瘤病毒 ＣＴ１０（ｃｈｉｃｋｅｎｔｕｍｏｒ１０）中，它主要
由ＳＨ２（ｓｒｃｈｏｍｏｌｏｇｙ２）和ＳＨ３（ｓｒｃｈｏｍｏｌｏｇｙ３）结
构域组成［７］。细胞内 Ｃｒｋ的 ｍＲＮＡ通过选择性剪
切，表达形成由１个 ＳＨ２和１个 ＳＨ３结构域组成
的 ＣｒｋⅠ、和由１个ＳＨ２和２个ＳＨ３结构域组成的
ＣｒｋⅡ［８］。已有研究发现，在多种恶性肿瘤中 Ｃｒｋ
上调，并促使肿瘤细胞增殖、转移和侵袭［９］。查阅

文献发现，虽然 Ｃｒｋ在多种肿瘤中有表达，但在喉
鳞癌中的表达未见报道。本研究通过免疫组化 ＳＰ
方法检测ＣｒｋⅠ在喉鳞癌中的表达，并对其生物学
行为的关系进行分析，了解到它与喉鳞癌侵袭转移

有关，报告如下。

１　材料与方法

１．１　标本及试剂
１．１１　组织来源　标本均来自贵州医科大学附属
医院２００６年６月 ～２０１２年１０月病理科石蜡存档
标本，经病理诊断喉癌鳞状细胞癌，患者术前均未

行放疗及化疗。标本共５４例，男５３例，女１例，３６
～７３岁，平均５７岁。按ＵＩＣＣ（２００２）ＴＮＭ分期标
准分为Ⅰ期１８例，Ⅱ期１２例，Ⅲ期９例，Ⅳ期１５
例。按ＷＨＯ肿瘤分型标准，病理分级为高分化４０
例、中分化１１例及低分化３例，有颈淋巴结转移者
１２例。选取２２例癌旁正常组织作为对照。所有
标本均经１０％福尔马林固定，石蜡包埋，４μｍ连
续切片。

１．１２　主要试剂　兔抗人 ＣｒｋⅠ多克隆抗体购于
北京博奥森生物技术有限公司，ＤＡＢｋｉｔ及 ＰＶ－
６００１购于北京中衫金桥生物技术有限公司。
１．２　方法
１２．１　检测方法　链霉素抗生物素蛋白－过氧化
物酶（ＳＰ）法，抗体浓度１∶１３０，阴性对照以 ＰＢＳ代
替一抗。具体步骤：（１）石蜡切片置于６０℃恒温
箱，烤片６０ｍｉｎ；（２）二甲苯Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ号中分别浸泡
１０ｍｉｎ脱腊；（３）１００％、９５％、８０％乙醇中各浸泡
５ｍｉｎ至水，蒸馏水洗３次，各５ｍｉｎ；（４）３％ Ｈ２Ｏ２
去离子水室温孵育１０ｍｉｎ清除内源性过氧化物酶
的活性，ＰＢＳ洗３次，各５ｍｉｎ；（５）抗原修复：切片
浸入００１ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸钠缓冲液中，高压锅加热

至沸腾，小阀门升起后 ３ｍｉｎ，ＰＢＳ洗 ３次，各
５ｍｉｎ；（６）山羊血清按１∶１０稀释、封闭、室温孵育
２０ｍｉｎ；（７）滴加一抗，３７℃孵育过夜，ＰＢＳ洗 ３
次，各５ｍｉｎ；（８）孵育二抗，３７℃恒温水箱２０ｍｉｎ，
ＰＢＳ洗３次，各５ｍｉｎ；（９）ＤＡＢ显色，在白色背景
下一旦变成棕色立即自来水冲洗终止反应，蒸馏水

冲洗１０ｍｉｎ；（１０）复染、脱水、透明、封片。
１２．２　结果判定　ＣｒｋⅠ蛋白主要在细胞质表达，
细胞核可见少量表达，因此以细胞质或（和）胞核

内出现棕黄色颗粒视为阳性细胞。评分方法：（１）
选择５个高倍视野（４００×）计数肿瘤细胞总数和
阳性细胞个数，得出阳性细胞百分率，≤５％计０
分，６％～２５％为１分，２６％～５０％为２分，５１％～
７５％为３分，＞７５％为４分；（２）着色强度为细胞
无染色为０分，浅棕色为１分，棕色为２分，深棕色
为３分；（３）２项评分相加为综合评分，０～１分为
阴性（－），２～３分为弱阳性（＋），４～５分为中度
阳性（＋＋），６～７分为强阳性（＋＋＋）。
１３　统计学方法

采用ＳＰＳＳ１８０进行统计学分析，计数资料用
率（％）表示，差异性分析采用卡方检验，Ｐ＜００５
为差异有统计学意义。

２　结果

２１　接头蛋白ＣｒｋⅠ表达
免疫组化结果显示，ＣｒｋⅠ在喉癌组织中主要

表达于细胞质，细胞核可见少量表达，阳性率达

６４８％；在癌旁正常组织中少量表达或无表达，与
癌组织ＣｒｋⅠ表达阳性率比较，差异有统计学意义
（χ２＝２４１４９，Ｐ＜００１），见图１和表１。
２２　接头蛋白ＣｒｋⅠ与喉鳞癌各临床指标

在喉鳞癌组织中，有淋巴结转移患者 ＣｒｋⅠ蛋
白阳性表达率为 ９１７％，与无淋巴结转移的
５４８％比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；但Ｃｒｋ
Ⅰ蛋白的阳性表达率在各年龄组、不同临床分期、
不同病理分级及不同预后的喉鳞癌患者中的阳性表

达率比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。见表２。

３　讨论

ＣｒｋⅠ是一种重要的细胞内信号接头蛋白，自
身并不具有任何酶活性，是通过自身 ＳＨ２和 ＳＨ３
结构域连接上下游信号转导分子，使不能直接相互

９６５
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喉鳞癌组织　　　　　　　　　　　　　　癌旁正常组织

图１　ＣｒｋⅠ在喉癌组织及癌旁正常组织的表达（ＳＰ，×２００）
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｒｋＩｉｎｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓ

表１　ＣｒｋⅠ在喉癌组织和癌旁正常组织中的表达
Ｔａｂ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｒｋＩｉｎｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ

ｔｉｓｓｕｅｓａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓ
标本 ｎ ＣｒｋⅠ表达阳性（ｎ，％） χ２ Ｐ

喉鳞癌组织　 ５４ ３５（６４．８）
２４．１４９ ＜０．０１

癌旁正常组织 ２２ １（４．５）

表２　不同临床指标喉鳞癌患者
接头蛋白ＣｒｋⅠ表达情况

Ｔａｂ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｒｋＩｉｎｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ
ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｌｉｎｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

　　组别 ｎ ＣｒｋⅠ表达阳性（ｎ，％） χ２ Ｐ
年龄

　≥６０ ２６ １８（６９．２） ０．１４８　０．７０
　＜６０ ２８ １８（６４．３）
临床分期

　Ⅰ １８ １２（６６．６） ０．３ ０．９６
　Ⅱ １２ ９（７５．０）
　Ⅲ ９ ６（６６．６）
　Ⅳ １５ １０（６６．６）
病理分级

　高分化 ４０ ２０（５０．０） １．９６４ ０．３８
　中分化 １１ ８（７２．７）
　低分化 ３ ２（６６．６）
淋巴结转移

　有 １２ １１（９１．７） ５．４５１ ０．０２
　无 ４２ ２３（５４．８）
术后５年生存率
　≥５年 ４２ ２８（６６．７） ０．０００ １．００
　＜５年 １２ ８（６６．７）

作用的信号分子以ＣｒｋⅠ为媒介传递信号［１０］。Ｃｒｋ

Ⅰ在信号传递过程中不仅承上启下，且对信号强弱
还有着调控作用［１１］，其通过与不同的蛋白信号分

子结合，广泛参与细胞内不同信号途径的信号转

导。有越来越多的研究证明，ＣｒｋⅠ通过调节癌细
胞的生物学行为，包括增殖、分化和侵袭，参与了实

体肿瘤的癌变［１２－１４］。它表达的上调参与了一些人

类癌症的发生发展，包括卵巢癌［１５］、肺癌［１６］和胃

癌［１７］等，它增加肿瘤的扩散和入侵［１８－２０］。但是，它

在人喉鳞癌中的生物学行为和临床意义未见报道。

为了研究ＣｒｋⅠ在喉鳞癌中的表达及意义，本
研究进行了该实验研究，结果证实 ＣｒｋⅠ在喉鳞癌
组织中高表达（阳性率６４８％），其表达与癌旁正
常黏膜组织（阳性率９１％）比较有明显差异，且在
有无淋巴结转移的分组中差异有统计学意义。在

课题组前期的实验中，证实了 ＣｒｋⅡ在喉鳞癌组织
中高表达，且在喉鳞癌病人的临床分期、病理分级

及淋巴结转移组中与癌旁正常黏膜组织比较，差异

有统计学意义。本研究发现，既然 ＣｒｋⅠ与 ＣｒｋⅡ
是同一基因被特异性剪切成的不同的片段，那应该

具有相同的功能，但在对喉癌生物学行为的作用有

所不同，猜想它们之间存在一定的分工与合作，在

之后的实验中可以进一步证实。

综上所述，ＣｒｋⅠ蛋白参与了喉鳞癌的发生发
展，并在促进喉鳞癌细胞的侵袭、转移中发挥一定

作用。基于这一理论基础，可以为喉鳞状细胞癌治

疗提供一些新的思路，但具体的作用机制仍有待进

一步研究。

０７５

贵 州 医 科 大 学 学 报　 ４３卷　
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