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目的
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检测
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'转化生长因子
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8=5.
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%及其共同诱导的血管内皮生长因子"

d7=5

%

.J

蛋白在人喉鳞癌中的表

达!探讨三者在喉鳞癌发生'发展'转移及预后中的意义&方法
!

收集病理学确诊的
()

例手术后喉鳞癌患者的临床资料和留存石

蜡标本&采用免疫组织化学和
CD+EDF,GH"E

法检测喉鳞癌组织中
B#U$

'

8=5.

'

及
d7=5.J

蛋白的表达情况!并分析上述蛋白表达

与喉鳞癌患者临床特征的关系&结果
!
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例喉癌组织标本中!
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的阳性表达率分别为
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阳性表达率在低分化'有淋巴结转移的喉鳞癌患者中较高#

8=5.

'

阳性表达率在有淋巴

结转移的喉鳞癌患者中较高!同分化程度无关#

d7=5.J

阳性表达率在低分化'有淋巴结转移的喉鳞癌患者中较高#人喉鳞癌组织

中
B#U$

的表达与
d7=5.J

表达呈正相关&结论
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8=5.
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d7=5.J

的高表达可能促进了喉鳞癌的淋巴转移!

B#U$

的表达可能

是
d7=5.J

表达变化的重要影响因素之一&联合检测
B#U$
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d7=5.J

对判断人喉鳞癌的转移及预后有重要临床意义&

"关键词#
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B#U$

#转化生长因子
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#血管内皮生长因子
.J

#喉肿瘤#淋巴转移
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喉癌是耳鼻喉科的常见恶性肿瘤#在头颈部恶性肿瘤中发

病率较高*淋巴转移是喉癌死亡率居高不下的主要原因#淋巴

转移有赖于新生淋巴管的生成#血管内皮生长因子$

d7=5

&

.J

被认为是肿瘤新生淋巴管生成的最重要因素'

$
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*最近研究表

明#
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&能够共同作用促进多种肿瘤细胞
d7=5.J

的表达#进

一步促进肿瘤淋巴管的生成及淋巴结的转移'
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(

*但其具体的

作用机制尚不明确*本研究对
()

例喉鳞癌患者肿瘤组织中

B#U$

)

8=5.

'

和
d7=5.J

蛋白的表达进行了检测#旨在探讨
'

种蛋白在喉鳞癌淋巴转移中的作用关系#为临床诊治提供理论

参考*
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资料与方法
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一般资料
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收集
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月河北医科大学第一医

院及第四医院收治术前未经放化疗的
()

例喉鳞癌患者标本#

其中声门型
'/

例#声门上型
M/

例%取自距肿瘤切缘大于
%&M

P?

癌旁组织
'1

例#经病理证实无瘤细胞浸润)炎症表现)细胞

增生等病变*

()

例喉癌标本来源于男性患者
-(

例#女性患者

$-

例%患者年龄
'1

$

-)

岁#平均
M/

岁%其中
'(

例术后病理证

实有淋巴结转移#

M-

例无淋巴结转移#按
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年
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分期标准!

'(

例有淋巴结转移患者中
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例%

临床分期
&

期
11

例#

,

期
1/

例#

!

期
'M

例#

*

期
$$

例*肿瘤

分化程度!高分化
0M

例#中分化
$)

例#低分化
'M

例*所有标

本均经两位副高以上职称的病理科医生复查确诊*
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主要试剂
!

兔抗人
B#U$

多克隆抗体购自博士德生物工

程有限公司#工作浓度为
$e-%

*兔抗人
8=5.

'

蛋白多克隆抗

体购自博士德生物工程有限公司#工作浓度均为
$eM%

*兔抗

人
d7=5.J

蛋白多克隆抗体购自北京奥维亚生物技术有限公

(/-1

重庆医学
1%$)

年
-

月第
0M

卷第
1%

期



司#工作浓度为
$eM%

*
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试剂盒)

3A2

显色试剂盒均购自

北京中杉金桥生物技术有限公司*
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方法
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免疫组织化学染色
!

石蜡包埋组织块做厚度
M
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连

续切片#

B<

法免疫组织化学染色#

<2B

代替一抗作阴性对照#

用已知的阳性病例做阳性对照*主要步骤如下!将切片置于
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的柠檬酸缓冲液中#高温高压热修复抗原

1?#,

*待其温度恢复至室温后#蒸馏水冲洗
1

次#

<2B

液浸洗

M?#,

*

'K

的双氧水孵育
$%?#,

#蒸馏水冲洗
1

次#
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<2B

液浸洗
M?#,

*加一抗#用
%&$?"H

"

><2B

代替一抗作阴

性对照#

'-b

孵育
$R

*
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><2B

冲洗
'

次#每次
M?#,

*

加二抗#

'-b

孵育
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#
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><2B

冲洗
'

次#每次
M

?#,

*加
3A2

显色液显色#显微镜下控制显色时间#自来水终

止显色
M?#,

*苏木素复染细胞核
M?#,

#再依次经过
$K

酸性

酒精分化$
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$K

氨水返蓝$
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$
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,

漂洗$

1%

?#,

&)中性树脂封片*
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CD+EDF,GH"E

!

常规提取组织蛋白#制备样品#测定各

组蛋白的浓度#点样$

$1K

分离胶和
0K

浓缩胶&#每个样本总

蛋白上样量为
)%

"

N

进行电泳#加入预染蛋白
I9FSDF

#将样品

进行聚丙烯酰胺凝胶电泳#并将目的蛋白转移到硝酸纤维素膜

上%将膜经
MK

脱脂奶粉封闭液室温封闭
$R

#期间轻轻摇动#

之后用
82B8

溶液清洗
'

次#每次
$%?#,

%将转印膜放入杂交

袋内#加入
82B8

稀释一抗$

B#U$$e-%

#
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$eM%

#

d7=5.

J$eM%

稀释&#封口#

0b

静置过夜*用
82B8

洗膜
'

次#每

次
M?#,

#将膜放入杂交袋内#加入
@O<.

山羊抗兔
;

N

=

$

82B8

$e$%%%

稀释&#封口#室温反应
$R

#取出转印膜#

82B8

洗膜

'

次#每次
$%?#,

#进行
7J>

显色反应#检测各条带光密度值*
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!

免疫组织化学结果判断
!

采用双评分半定量法进行综合

评分#高倍视野下根据细胞染色强度和阳性细胞所占比例综合

判定*染色强度评分标准为!不着色记
%

分#黄色记
$

分#棕

黄色记
1

分#棕褐色记
'

分*阳性细胞所占比例评定标准!阳

性细胞率小于
1MK

记
%

分#

1MK

$

M%K

记
$

分#

M$K

$

-MK

记

1

分#

(

-MK

记
'

分*两种评分相加得出综合得分#
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$

$

分结

果为阴性$

_

&#

1

分结果为弱阳性$
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0

分结果为阳性

$
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M
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)

分结果为强阳性$
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统计学处理
!

采用
B<BB$'&%

统计软件进行分析#根据

数据特征进行卡方检验%用
B

6

D9F?9,

等级相关性分析#
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$

%&%M

为差异有统计学意义*
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结
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d7=5.J

蛋白在人喉鳞癌中的表达
!

免疫

组织化学检测结果显示!
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例喉癌组织标本中#
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8=5.
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的阳性表达率分别为
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)

8=5.

'

)

d7=5.J

蛋白在人喉鳞癌及癌旁正常黏膜

中的表达
!

免疫组织化学及
CD+EDF,GH"E

检测结果显示!喉癌

组织中
B#U$

)

8=5.

'

蛋白表达明显高于癌旁正常喉黏膜#见表

$

#图
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*

图
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人喉鳞癌组织中
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d7=5.J

的表达 %
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8=5.
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d7=5.J

在喉鳞癌及癌旁正常

!!!!

喉黏膜中的表达情况"
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组织
% B#U$ 8=5.
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A

!人喉鳞癌中蛋白表达%

2

!癌旁正常黏膜中蛋白表达*

图
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CD+EDF,GH"E

检测人喉鳞癌及癌旁

正常黏膜中蛋白表达

@&A

!

B#U$

)

8=5.

'

)

d7=5.J

蛋白表达与喉鳞癌患者临床病理

特征的关系
!

喉鳞癌组织中
B#U$

的阳性表达率在有淋巴结转

移的患者中高于无淋巴结转移的患者$

3

$

%&%M

&#同时
B#U$

在

中低分化患者中的阳性表达率高于其在高分化患者中的表达

$

3

$

%&%M

&%喉鳞癌组织中
8=5.

'

的阳性表达率在有淋巴结转

移的患者中高于无淋巴结转移的患者$

3

$

%&%M

&%喉鳞癌组织

中
d7=5.J

的阳性表达率在有淋巴结转移的患者中高于无淋

巴结转移的患者$

3

$

%&%M

&*同时
d7=5.J

在中低分化患者

中的阳性表达率高于其在高分化患者中的表达$

3

$

%&%M

&*

见表
1

*

@&B

!

喉鳞癌患者肿瘤组织中
B#U$

)

8=5.

'

)

d7=5.J

表达相关

性
!

B

6

D9F?9,

等级相关性分析结果显示#喉鳞癌患者肿瘤组

织中
B#U$

与
8=5.

'

的表达无明显相关性%

8=5.

'

与
d7=5.J

表达无明显相关性*

B#U$

与
d7=5.J

表达呈正相关$

3

$

%&%M

&*
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表
1

!!

B#U$

(

8=5.

'

和
d7=5.J

的表达与喉鳞癌患者临床病理学特征的关系

病理特征
%

B#U$

阳性
"

1

3

8=5.

'

阳性
"

1

3

d7=5.J

阳性
"

1

3

性别

!

男
-( )/ -% -0

!

女
$- $' %&'/) %&M'0 $) %&%M) %&/$' $0 $&%(/ %&1(M

年龄$岁&

!'

)% M% 01 0M 0-

!(

)% 0) '( %&%$$ %&($) 0$ %&%%% $&%%% 0$ %&10' %&)11

原发部位

!

声门型
1' $/ $( 1%

!

声门上型
-' )' %&'M) %&MM$ )- %&-0- %&'/- )/ %&1MM %&)$0

淋巴结转移

!

有
'( '- '( '(

!

无
M- 00 M&0(% %&%$( 0- M&/-' %&%$M 0( 0&1-M %&%'(

临床分期

!&$,

M% 0% 0' 00

!!$*

0) 0$ $&M$M %&1$/ 0' %&-0) %&'// 00 %&(-$ %&'10

病理类型

!

高分化
0M '' '( '/

!

中)低分化
M$ 0/ -&/'' %&%%M 0- %&1() %&M/) M% 0&$0$ %&%01

8

分级

!

8$

$

81 )% M1 M- M/

!

8'

$

80 ') 1( %&)'- %&01M 1( '&)%1 %&%M/ '% '&)') %&%M-

A

!

讨
!!

论

喉鳞癌是耳鼻咽喉
.

头颈外科的常见恶性肿瘤#复发和转

移是喉癌死亡率居高不下的主要原因#淋巴转移是喉鳞癌最主

要的转移方式*肿瘤新生淋巴管的生成同肿瘤的转移密切相

关#同新生血管形成相似#肿瘤新生淋巴管生成有赖于肿瘤微

环境各种因子的共同作用#在众多因素之中#

d7=5.J

被认为

是肿瘤新生淋巴管生成的最重要因素之一*

d7=5.J

是近年

来发现的具有促进新生淋巴管生成作用的
d7=5

家族新成

员#又称淋巴管生长因子#

d7=5.J

是一种分泌多肽#可由血管

内皮细胞)淋巴管内皮细胞)肿瘤细胞及其间质细胞产生#通过

自分泌或者旁分泌方式发挥生物学作用'

'

(

*

d7=5O.'

主要存

在于淋巴管内皮细胞#是
d7=5.J

的特异性受体*研究表明#

d7=5.J

能够通过其特异性受体
d7=5O.'

介导肿瘤新生淋

巴管生成#在淋巴结转移中起着重要的作用'

0

(

*

8=5.

'

是一种具有多种生物学功能的细胞因子#相对分子

质量约为
1ML$%

' 的同源二聚体*目前研究发现#在哺乳动物

中存在
'

种
8=5.

'

的异构体!

8=5.

'

$

)

8=5.

'

1

和
8=5.

'

'

#其

中
8=5

'

$

是含量最丰富#表达最多的亚型*

8=5.

'

$

主要通过

以下
'

种方式发挥其生物活性#

B?9!

通路)丝裂原活化蛋白激

酶$

?#E"

N

D,.9PE#V9ED!

6

F"ED#,S#,9+D+

#

IA<[

&途径及
C,E

通

路*

8=5.

'

$

有促进血管生成#诱导免疫抑制及促进肿瘤细胞

的侵袭和转移等多种生物学功能*尤其在肿瘤发生)发展的进

程中#起到了促进肿瘤血管生成)细胞浸润)转移以及免疫抑制

的作用'

M

(

*研究表明#

8=5.

'

$

在胃癌)肺癌)乳腺癌)口腔癌等

多种肿瘤组织中呈现高表达#其表达与肿瘤的分化程度)淋巴

结转移)预后密切相关'

).-

(

*

B#U$

基因编码产物属于复合同源异型蛋白家族一员#是

一个转录调节蛋白#调节着其下游很多基因的表达#包括编码

J

T

PH#,3$

)

J

T

PH#,A$

和
7XF#,

等一系列能够调节细胞增殖)生

存与运动的基因'

/

(

*

B#U$

在多种组织生长)发育过程中起着

极其重要的作用#其在多种非肿瘤性成熟组织中仅有少量表

达#而在恶性肿瘤组织中常表现为过表达*研究表明#

B#U

在乳

腺癌)卵巢癌)肝细胞癌中表达明显增强#并且同肿瘤的不良预

后密切相关'

(.$%

(

*

本研究结果显示#

B#U$

)

8=5.

'

及
d7=5.J'

种蛋白在人

喉鳞癌组织中均出现了阳性表达#尤其是
B#U$

)

8=5.

'

蛋白表

达同癌周正常黏膜相比出现了明显的增强#提示
B#U$

)

8=5.

'

及
d7=5.J

同喉鳞癌的发生)发展密切相关*同时研究结果

显示#在有淋巴结转移组中
B#U$

)

8=5.

'

及
d7=5.J

蛋白的阳

性表达率明显升高#同无淋巴结转移组相比差异有统计学意

义#提示
B#U$

)

8=5.

'

及
d7=5.J

的高表达可能是促进喉鳞癌

淋巴结转移的重要因素*

研究结果显示#

B#U$

阳性表达率在低分化鳞癌患者中较

高#同时#

d7=5.J

阳性表达率在低分化的鳞癌患者中也出现

了升高#同高分化的鳞癌患者相比#差异均有统计学意义#相关

性研究结果显示#

B#U$

的表达与
d7=5.J

表达呈正相关#即低

分化鳞癌中
d7=5.J

表达的升高#同
B#U$

表达增强有关*有

研究结果显示'

$$

(

#

B#U$

能够通过增强
8=5.

'

途径而变相刺激

d7=5.J

的表达#进一步促进肿瘤淋巴管的生成及淋巴结的转

移'

$$.$0

(

*推测人喉鳞癌中高表达的
B#U$

通过
8=5.

'

途径增

强了
d7=5.J

的表达#进一步促进了喉鳞癌的淋巴结转移#但

其在人喉鳞状细胞癌中具体的作用机制#及其与
8=5.

'

的关

系尚待进一步研究*

本文对
B#U$

)

8=5.

'

及
d7=5.J

在喉鳞癌淋巴管生成及

转移中的作用做了初步探讨#结果提示#

B#U$

"

8=5

可能成为

抑制喉鳞癌淋巴管生成及转移的潜在治疗靶点*
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从结果中提示#华法林与板蓝根颗粒同时服用时#有协同

作用#在临床中同时服用时要注意用药禁忌#观察患者的反应#

随时监测患者的凝血功能的变化#并为患者及家属提供及时信

息*在健康教育方面做好宣教#告知服用华法林期间应尽量避

免或限制食用富含维生素
[

的食物#如!绿色蔬菜类)蛋黄)猪

肝等%做到饮食结构的合理平衡'

$-

(

*同时当患者发生上呼吸

道感染时#如需服用板蓝根颗粒#要适时地监测
;4O

值和有无

出血迹象#及时调整药物剂量#以免造成患者出血或血栓的

发生*
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