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摘 要!$目的% 探讨
<=>?#

在鼻咽癌组织中的表达与预后的关系" 及其在鼻咽癌中的功能&

$方法% 免疫组化法检测
%(

例鼻咽癌患者组织标本中
<=>?#

蛋白的表达&

@4A74BC +287

和
D402!71/4 ?ED

检测鼻咽癌细胞株中
<=>?#

表达&

FB0CAG422

小室实验明确体外
<=>?;

对细胞
迁移和侵袭能力的影响&

,0H20C'I414B

法分析
<=>?;

表达与患者预后的关系"

E85

比例风险
回归模型分析

<=>?;

表达在鼻咽癌患者预后预测中的价值& $结果%

<=>?;

在鼻咽癌组织
'

"9"$%""9;"*

(表达显著高于癌旁组织)
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"
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在
L
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期!

!

!

J

*$9K")

"
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(与
"

期!

!

!

JK9-(-

"

?J&9&K*

(患者表达较
L

&M;

和
#M$

期患者更高&

<=>?;

高表
达与低表达两组患者总生存!

8O4B022 APBO1O02

"

Q>

(*无远处转移生存!

R1A70C7 /470A70A1A SB44 APB!
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"

TIU>

(和无局部复发生存!

B420HA4 SB44 APBO1O02

"
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(分别为
V;;K9-"$9-W

个月
OA!V;*%9-"

K9)W

个月
V?J"9"*$
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V;;!9*"(9;W

个月
OA V;K"9*"*9$W

个月!

?J"9""(

(和
V;"$9)"(9KW

个月
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-9*W

个月!

?J"9"!(
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高表达 !

XDJK9K*%

"

(-YEZ

+

#9#K$M#%9K#-

"

?J&9&*#

(和
FLI

分期
!

XDJ-9-#!

"

(-YEZ

+

#9&%-M!$9!-K

"

?J&9&K#W

是患者生存的独立预测因素&

<=>?#

在鼻咽癌细胞
株中表达!

#9K%"&9*-

(较正常鼻咽上皮细胞株!

&9(&"&9##

(也显著升高!

7JK9K$$

"

?N&9&&#

(& 过表
达

<=>?#

的鼻咽癌细胞株与对照组相比"

FB0CAG422

小室细胞侵袭$!

!*$9%"*)9!

(

OA!

!

K$9%"##9)

(%*

迁移$!

-%#9&"#-9%

(

OA

!

(#9)"!&9*

(%能力显著增强!

?N&9&#

(& 采用特异性
A3DL=

敲低
<=>?#

表达"鼻咽癌细胞体外侵袭$!

#)$9%"#K9)

(

OA

!

)K9*"%9K

(%和迁移$!

!&-9&"(9$

(

!OA

!

%(9&"#&9-

(%

能力受到抑制!

?N&9&#

(& $结论%

<=>?#

在鼻咽癌组织和细胞中过表达"与鼻咽癌患者分期相
关"且

<=>?#

高表达是患者预后不良因素& 体外功能实验表明
<=>?#

发挥促进肿瘤侵袭和迁
移功能& 提示

<=>?#

在鼻咽癌进展中发挥重要作用"可作为鼻咽癌诊治新的分子靶点&

关键词!鼻咽肿瘤,
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鼻咽癌是起源于鼻咽黏膜的恶性肿瘤! 全球有

*MV

鼻咽癌发病于中国#

D

$

' 现有治疗模式下!鼻咽癌

局部控制率已达到
LEV

!复发或转移已成为患者死

亡的主要原因#

!WQ

$

' 因此!明确鼻咽癌患者预后相关

分子机制! 有助于为临床治疗提供新的分子标志和

治疗靶点'

>?;&D

(

>OR 901 ;XE 2.43-/0 D

"最初从乳腺癌

转移性淋巴结
CG-396393/7 9J/@@9.A @AG2H 041-6

!

R><+

7Y<?

文库中鉴定得到!又名
R><FM

#

%

$

!在肌动蛋白

)

973/0

"聚集处起到结构支架蛋白的作用&还能转位

至细胞核发挥细胞核转导分子的功能#

$

!

L

$

'

>?;&D

在

多种肿瘤组织高表达!参与肿瘤迁移*粘附*增殖等

过程#

DMWD*

$

' 我们的前期研究发现!

G/7.4T<?

)

G/T

"

!!ME

在鼻咽癌中通过抑制
>?;&D

发挥抑制肿瘤生长转

移的功能 #

DF

$

' 然而!

>?;&D

在鼻咽癌预后预测中的

价值鲜有报道'

本文通过免疫组化和
T-9@Z3/G- &=T

等技术检

测
>?;&D

在鼻咽癌组织和细胞中的表达! 并分析

>?;&D

表达状态与患者临床参数的关系! 进一步观

察
>?;&D

上调和下调对鼻咽癌细胞株体外侵袭*迁

移能力的影响' 本文旨在明确
>?;&D

在鼻咽癌中的

功能! 为鼻咽癌临床诊断和治疗提供新的分子标志

物和靶点'

D

资料与方法

)*)

临床资料和细胞株来源

本研究选取江苏省肿瘤医院
!MMF

年
DM

月至

!MDM

年
DD

月病理证实为鼻咽癌的石蜡组织标本'

纳入标准%

!

既往未接受放化疗&

"

年龄大于
D$

周

岁&

#

没有其他恶性肿瘤病史&

$

有完整随访资料'

共筛选出鼻咽癌石蜡标本
%L

例'所有患者标本均经

过
X[

染色检查和病理科医师阅片确诊&

\<R

分期

采用
?]==^_O==

第
$

版分期标准' 随访时间从开始

接受治疗的第
D

天算起! 至患者死亡或最后
D

次复

查 ' 鼻咽癌细胞株
X<[D

*

;_<[D

*

=<[!

*

=<[D

和

X:<[D

! 以及人鼻咽正常上皮细胞株
<&!QL

和
<!!

\[T\

由江苏省肿瘤医院放疗科实验室长期保存'

本研究经过江苏省肿瘤医院伦理委员会的批准'

)*+

免疫组化

将鼻咽癌蜡块切成
!%G

薄片置于载玻片上'脱

蜡及脱水后采用柠檬酸钠缓冲溶液进行抗原修复!

>?;&D

一抗)购于
&.43-/03-7H

公司!

DMFDF!D!?&

"

*#

孵育过夜&

MKMFV &`; \./340

清洗后!二抗室温孵育

DH

&

MKMFV &`; \./340

清洗后! 含有
Y?&O

的封片剂

染色并封片'

Z!M$

闭光保存!激光共聚焦显微镜观

查'每张切片随机取
E

个视野!采用目镜
!M

倍*物镜

DM

倍放大视野!利用
OG95-&.4 &@B6

软件对免疫组化

结果进行定量分析'简单过程如下%选取图片上目标

分析区域!测量该区域的积分光密度
C/03-5.93-1 42!

3/40 1-06/3A

!

O:Y+

' 选择并测量有效统计区域的面

积!计算选择区域内的光密度平均值
O:Y^9.-9

)

G-90

1-06/3A

!

RY

"' 用于免疫组化染色的
?`=

染色试剂

盒以及
Y?`

显色试剂盒均购于
a-734. >9U4.93/40

公司'

)*, b-63-.0 `@43

实验

细胞在
&DMM

培养皿中培养至对数生长期约为

$MVWLMV

融合度!收提取蛋白' 使用
`/4 T91 &.4!

3-/0 ?669A c/3

试剂盒测算蛋白样品浓度' 采用
`/4!

T91

电泳槽进行电泳!并将蛋白转到
&aYd

膜上' 放

论 著 LFM
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入
&'()*

一抗!

*!*+""

"孵育过夜后#放入对应的二

抗中#室温摇床上摇晃孵育
*,

#按超敏发光液试剂

盒说明书操作#进行显影和定影$ 胶片扫描存档$

!"# -./0"123. )4-

实验

提取细胞株总
-5'

后#采用通用
6"6&7

逆转

录酶!

)893.:/

#

6*%";

"进行转录$采用
(<=- >8..?

@)4- (AB.862C"DE>

!

F?G2189:.?

#

##%HH

"按说明书提

示在
'=F %H++ )4-

仪器平台进行半定量
@)4-

检

测#采用
>')EI

为内参$

&'()#

相对表达值计算按

文献%

#;

&中描述进行$

!"$ J8/?KL.00

小室侵袭和迁移实验

细 胞 侵 袭 和 迁 移 实 验 采 用
J8/?KL.00

小 室

!

498?2?:

#

HM!!

"进行$ 将
(D5N*

细胞收集离心后#

混悬于无血清培养基中# 以
;#*"

M 密度种到
J8/?"

KL.00

小室中$小室放入加有
*"O

胎牛血清的培养基

中培养
!M,

后取出#固定后镜下观察计数$

J8/?KL.00

侵袭实验使用铺有基质胶
P=E =29KQ2.?Q.K

#

H;R!*HS

的小室进行实验$

!"%

统计学处理

所有统计学分析均采用
()((!"T+

软件$ 所有变

量以均数
$

标准差表示$ 数据组间比较采用配对资

料
1

检验#

&'()#

表达与鼻咽

癌患者临床病理特征关系分

析采用卡方检验# 采用
U/"

B0/?V6.2.8

法进行生存分析并

绘制生存曲线#

&9:"8/?W

检验

明确
&'()#

高表达和低表达

组生存率差异是否具有统计

学意义$ 多因素预后分析采用

49C

比例风险回归模型 $

)X

+T+;

为差异有统计学意义$

!

结 果

&"! &'()#

在鼻咽癌组织中

的表达

本研究回顾性纳入鼻咽

癌患者共
%Y

例# 患者中位年

龄
M$T%

岁!

#%Z%M

岁"#男性
;$

例# 女性
!#

例$ 其中
'[44\

DF44 J56

分期
!Z"

期患者

HY

例#

#

期患者
M+

例$ 在所有
%Y

例患者中#采用

HE-J

技术放疗共
*Y

例# 采用
F6-J

放疗技术
R+

例$ 放疗平均剂量为!

%+$HT;;

"

>]

$ 放疗处方剂量情

况'原发灶!

>J7?C

"'

RRZ%;>]\H*ZH;

次(淋巴结转移

灶
P>J7?^S

'

R;Z%;>]\H!ZH;

次(高危淋巴结引流区

P4J7#S

'

;RZR+>]\H+

次( 低危淋巴结引流区
P4J7!S

'

;+>]\H+

次$本组患者中#

H;

例!

MMTHO

""患者接受诱

导化疗#

RY

例!

$%THO

"患者接受了同步化疗#

R!

例

!

%$T;O

"患者接受了辅助化疗$ 免疫组化检测
%Y

例

鼻咽癌组织和
#+

例癌旁组织中
&'()#

蛋白表达水

平#

&'()#

主要表达在细胞浆中#在鼻咽癌组织中较

癌旁组织表达显著升高
P_2:A8. #/

)

`

)

Q

"$

&'()#

表

达定量分析发现#鼻咽癌组织中
&'() #

表达
6E

为

!

+T+$%$+T#+H

"#显著高于癌旁组织!

+T+#R$+T+#+

"!

1a

!T#;M

#

)a+T+HM

"!

_2:A8. #^

"$

&"& &'()#

表达与鼻咽癌患者临床病理特征的关系

以
&'()#

免疫组化定量分析结果
6Ea+T+MR

为

基准#将鼻咽癌患者分为
&'()#

高表达组!

H$

例"和低

表达组!

M#

例"$ 结果显示#

5

!ZH

期患者
&'()#

高表达

率显著高于
5

+Z#

期鼻咽癌患者 !

$

!

aH$TM+R

#

)X+T++#

"#

J56

分期
#

期患者较
!

和
"

期患者
&'()#

表达率

'()*+, ! -., ,/0+,11(23 24 5678! (3 39120.9+:3),9; <93<,+=>8?@ 93A

<93<,+ 9AB9<,3C C(11*,1

591.

'

/

'

&'()# 09L .CB8.KK29? 2? Q/?Q.8 /^b/Q.?1 12KKA.K

(

`

'

&'()# 09L .CB8.KK29? 2? 5)4 12KKA.K

(

Q

'

&'()# ,2:, .CB8.KK29? 2? 5)4 12KKA.K

(

^

'

NCB8.KK29? 9c &'()# L/K K2:?2c2Q/?10] ,2:,.8 2? 5)4

1,/? 1,/1 2? ?983/0 12KKA.K P)a+T+HMST

4/?Q.8 /^b/Q.?1

12KKA.K

$

R

M

!

+

6
.
/
?
^
.
?
K
2
1
]
P
\
?
9
8
3
/
0
S

/ `

Q ^

5)4 12KKA.K
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中国肿瘤
!"#$

年第
!%

卷第
#!

期 !"#$%&!%$'()*+,-./0123+4/513-+

&'()'*+,- .

/0123 +45

,67(,--)48

/0123 9):9

,67(,--)48

!

!

2

0:,

!

;,'(-

"

!<$ =< 3$ 3>

"?@!> 3?"""

!<$ <A != !!

B,8C,(

D'+, A$ =! !>

"?E=% "?<<>

F,G'+, !3 E 3!

H21

!$I 3< % %

"?"!A 3?"""

!$" >A =< =3

J -K':,

3L! =A !" 3A

"?>E! "?<E$

=L< << !3 !=

. -K':,

"L3 =E =< A

=$?<"> M"?""3

!L= <" % ==

J.D -K':,

"L# =E !A 3<

<?AEA "?"<=

$ <" 3> !<

&'()'*+,- NOPEAQRST 2

B,8C,( IU3$> P"?"!<L3?<>"T "?33"

0:, 3?$=> P"?A=AL>?="<T "?==<

H21 =?=>3 P"?<<AL=?!E3T "?!!E

1K':, A?A3! P3?"%AL!$?!A<T "?"<3

/0123 <?<=% P3?3<$L3%?<3AT "?"=3

有显著统计学差异!

!

!

V<UAEA

#

2VIUI<=

"!

J'*+, 3

"$

!"# /0123

表达与鼻咽癌患者生存的关系

%E

例患者的中位随访时间为
3!AU$

个月 !

3U=L

3<AU%

个月"#

A

年生存率
$<U%Q

$

H'7+'8WD,),(

生存

分析和
/4:"('8X

检验结果提示#

/0123

高表达组患

者总生存 !

4Y,('++ -Z(Y)Y'+

#

[1

"!

33<?A#$?A

个月
Y-!

3=%?A#<?>

个月#

2VI?I=$

"# 无远处转移生存!

C)-K'8K

G,K'-K'-)- \(,, -Z(Y)Y'+

#

]DF1

" !

33!?= #E?3

个 月
Y-

3<I?=#=?$

个月#

2VI?IIE

"和无局部复发生存!

(,+'7-,

\(,, -Z(Y)Y'+

#

OF1

"!

3I$?>#E?<

个月
Y- 3=<?>#A?=

个

月#

2VI?I!E

"均显著高于低表达组!

F):Z(, !

"$

R46

比

例风险模型分析结果提示 #

/0123

高表达 !

NOV

<?<=%

#

EAQRS

%

3?3<$L3%?<3A

#

2VI?I=3

" 和
J.D

分期

!

NOVA?A3!

#

EAQRS

%

3?I%AL!$?!A<

#

2VI?I<3T

是鼻咽

癌患者独立预后因素!

J'*+, !

"$

!"$ /0123

在鼻咽癌细胞株中的表达情况

O,'+ K)G, 2RO

和
^,-K,(8 _+4K

检测
/0123

在

鼻咽癌细胞株以及正常鼻咽永生化上皮细胞株
.2"

>E

和
.!"J`OJ

中表达$ 结果显示#

/0123

蛋白水平

在鼻咽癌细胞株中明显升高!

F):Z(, ='

"#

GO.0

水平

!

!

W%%RJ

V3U<%#IU=A

" 也显著高于永生化鼻咽上皮细胞

株!

!

W%%RJ

VIUEI#IU33

"!

KV<U<$$

#

2MIUII3

"!

F):Z(, =*

"$

!"% /0123

在体外对鼻咽癌细胞侵袭!迁移过程的

影响

采用瞬时转染方式在鼻咽癌细胞株中过表达

/0123

!

F):Z(, <'

"$

J('8-5,++

侵袭和迁移实验结果

表明# 过表达
/0123

可显著促进
1a.`3

细胞迁移

和侵袭&!

A%3UI#3AU%

"

Y-

!

E3U>#!IU=

"'!

!=$U%#=>U!

"

Y-

!

<$U%#33U>

"(!

2MIUII3

"

PF):Z(, <*L<C

"$ 设计特异

性针对
/0123

的
-9O.0

敲低其表达 !

F):Z(, A'

"#

J('8-5,++

侵袭和迁移实验结果表明#

/0123

敲低后

1a.`3

细胞迁移和侵袭受到明显抑制&!

!IAUI#EU$

"

Y-

!

%EUI#3IUA

"'!

3>$U%#3<U>

"

Y-

!

><U=#%U<

"(!

2MIUII3

"

!

F):Z(, A*LAC

"$

&'()* + ,*)'-./012.3 /4 5678+ *93:*11./0 ;.-2 <).0.<')

3':'=*-*:1

.4K,

%

N):9 /0123 ,67(,--)48 5'- -):8)\)b'8K+; b4((,+'K,C 5)K9 54(-, [1 P'T

#

]DF1 P*T '8C OF1 PbTU

>.?@:* ! 5678+ *93:*11./0 '0A -2* 1@:B.B') /4 C8D 3'-.*0-1

' * b

/45 /0123

N):9 /0123

I !I <I >I $I 3II 3!I 3<I

J)G,PG48K9-T

3UI

IU$

IU>

IU<

IU!

[
1

/45 /0123

N):9 /0123

J)G,PG48K9-T

3UI

IU$

IU>

IU<

IU!

]
D
F
1

/45 /0123

N):9 /0123

J)G,PG48K9-T

3UI

IU$

IU>

IU<

IU!

O
F
1

2VIUI=$ 2VIUIIE 2VIUI!E
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中国肿瘤
!"#$

年第
!%

卷第
#!

期 !"#$%&!%$'()*+,-./0123+4/513-+

&

讨 论

我国是鼻咽癌高发国家! 现有放化疗综合治疗

模式下" 局部复发和远处转移是鼻咽癌治疗失败的

主要原因#

'(

"

'%

$

! 因此寻找鼻咽癌复发转移相关关键

分子"将为指导临床治疗提供新的分子靶点!

)*+,'

是细胞运动过程中的关键蛋白分子! 研究者前期研

究发现"

-./!!"&0!&1

可在鼻咽癌中下调
)*+,'

表

达从而发挥肿瘤抑制作用#

'2

$

! 然而
)*+,'

在鼻咽癌

预后预测中的价值还未有报道! 因此" 若能明确

)*+,'

表达与鼻咽癌患者临床参数的关系" 可为进

一步揭示鼻咽癌进展% 转移的分子机制提供理论依

据!

)*+,'

在多种恶性肿瘤表达升高 " 如乳腺

癌 #

$

"

'$

"

'3

$

%结肠癌 #

'"

"

'4

"

!"

$

%胰腺癌 #

!'

$和胶质瘤 #

''

$

!

506

等#

!!

$在
(7

例鼻咽癌组织标本中发现
)*+,'

在癌组

织中高表达"且
)*+,'

高表达患者
8+

差!本研究在

%3

例鼻咽癌和
'"

例癌旁组织中进一步验证此结

果! 不仅如此"本研究结果还表明"

)*+,'

高表达患

者
8+

%

9:;+

%

/;+

均显著差于
)*+,'

低表达患者"

提示
)*+,'

在鼻咽癌发生进展过程中可能有重要

功能" 有可能为鼻咽癌诊断和治疗提供新的治疗靶

点! 另外"多因素分析发现
)*+,'

高表达与
<=:

分

期是患者
8+

的独立预后因子" 提示
)*+,'

表达高

低与
<=:

分期一样"能对鼻咽癌患者预后的好坏进

行鉴别! 进一步需要研究明确
)*+,'

是否能作为

<=:

分期的补充"用于鼻咽癌患者预后甄别!

)*+,'

是细胞支架蛋白的组成之一" 介导细胞

迁移生理过程#

!&

$

! 前期报道
)*+,'

多在胞浆表达"

其结构上包含
)>:

%

=/

和
+?&

结构域"这些结构域

可以和众多蛋白结合" 例如
@A@/'

%

@A@/!

和
B.!

-CDE.D

等"参与肿瘤细胞和间质细胞的迁移过程#

!4F!(

$

!

近期有研究发现
)*+,#

在进展期乳腺癌组织中高

表达于细胞核而在胞浆或包膜表达缺失" 进一步研

究发现
@A@/#!

可促进
)*+,#

细胞核转位从而启

动细胞内甲基化过程#

$

$

! 本研究中"

)*+,#

主要表达

于鼻咽癌细胞胞浆中"提示
)*+,#

在鼻咽癌细胞中

可能以细胞骨架蛋白通过结合其他功能蛋白发挥功

能!

本研究也有一定局限性!首先"本研究是一项回

顾性分析研究"样本量较小"需要进一步扩大样本量

验证! 不仅如此"对于
)*+,#

如何在鼻咽癌中发挥

促进肿瘤细胞迁移%侵袭等功能"需要进一步实验筛

选和验证
)*+,#

可能发挥功能的分子机制!

综上所述"本研究发现"

)*+,#

在鼻咽癌中显著

高表达"

)*+,#

高表达患者的生存较低表达患者差"

)*+,#

表达是鼻咽癌患者
8+

独立预后因子! 本研

究结果提示
)*+,#

作为肿瘤促进因子参与鼻咽癌

进展过程"可能为
)*+,#

应用于临床指导鼻咽癌治

疗提供理论依据!
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