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喉癌组织及手术切缘Ｐ５３、ＰＣＮＡ蛋白表达与局部复发的关系

孙广滨１，唐海红２，方　勤１，周水淼２，李兆基２

１．上海浦东新区公利医院耳鼻咽喉科，上海２００１３５

２．第二军医大学长海医院耳鼻咽喉科，上海２００４３３

［摘要］　目的：检测喉癌组织及手术切缘中Ｐ５３及ＰＣＮＡ蛋白表达情况，探讨两者的表达与术后局部复发的关系。方法：选

择３６例原发灶为鳞状细胞癌、手术切缘组织病理学肿瘤阴性者，对喉癌组织及切缘连续切片，行ＨＥ染色，以免疫组化染色方

法分别进行Ｐ５３及ＰＣＮＡ蛋白检测。结果：３６例中原发灶组织中Ｐ５３阳性率是５５．６％（２０／３６），ＰＣＮＡ阳性率８８．９％ （３２／

３６）；手术切缘组织Ｐ５３阳性率２５％（９／３６），ＰＣＮＡ阳性率３０．６％（１１／３６）。喉癌原发灶组织中Ｐ５３及ＰＣＮＡ阳性者的复发率

３５％（７／２０）和２５％（８／３２）高于阴性者１２．５％（２／１６）和２５％（１／４）。手术切缘中Ｐ５３及ＰＣＮＡ阳性者的复发率４４．４％（４／９）

和７２．７％（８／１１）高于阴性者１８．５％（５／２７）和４％（１／２５）。喉癌组织中Ｐ５３、ＰＣＮＡ蛋白表达同时异常，且手术切缘组织Ｐ５３

及ＰＣＮＡ蛋白表达也同时异常，术后复发率为１００％（４／４）。结论：Ｐ５３及ＰＣＮＡ蛋白检测可以作为预测喉癌术后局部危险

性的生物学标志，在病理学阴性手术切缘组织中两者联合检测对于判断术后局部复发有更大的意义。
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　　喉癌是头颈外科常见的肿瘤之一，局部复发是
治疗失败的主要原因，随着分子生物学的发展，人们

发现即使在病理学肿瘤阴性的手术切缘组织中仍然

能检测到一些基因或蛋白的改变，如 Ｐ５３［１２］、
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ｅＩＦ４Ｅ［１２］、ＰＣＮＡ［３］、ｐ１６
［４５］、ｓｕｒｖｉｖｉｎ［６］、ｈＴＥＲＴ

ｍＲＮＡ［７］，而且有这些基因或蛋白改变者的预后明
显较没有上述基因或蛋白改变者差。本研究通过检
测喉癌组织及手术切缘中Ｐ５３及ＰＣＮＡ蛋白表达
情况，来探讨两者单独及联合表达与术后局部复发
的关系，以期能通过两种以上的生物学标志在手术
病理阴性切缘中表达，更加准确地预测喉癌术后局
部复发的危险性，为进一步有针对性地采取预防措
施，降低局部复发率提供有益的参考。

１　材料和方法

１．１　临床资料　资料取自１９９８年１月１日至２００２

年４月３１日在我科进行手术治疗、随访时间≥４
年、临床与病理资料齐全、术中留取了切缘标本的

９４例喉癌病例，从中选择３６例原发灶为鳞状细胞
癌、手术切缘组织病理学肿瘤阴性者，进行Ｐ５３及

ＰＣＮＡ蛋白检测。其中男性患者３４例，女性患者２
例；年龄范围４４～７８岁。３６例喉鳞状细胞癌患者，
其中声门上型喉癌９例，声门型２５例，声门下２例，
其ＴＮＭ分期见表１，部分喉切除术２８例，单侧声带
切除术５例，全喉切除术３例。颈淋巴结清扫术７
例，其中根治性颈清扫术５例，分区性颈清扫术２
例。

表１　３６例喉癌ＴＮＭ分期的分布

Ｔａｂ１　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＴＮＭｓｔａｇｅｉｎ３６ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｎｃｅｒ

Ｇｒｏｕｐ Ｔ１Ｎ０Ｍ０ Ｔ２Ｎ０Ｍ０ Ｔ２Ｎ１Ｍ０ Ｔ２Ｎ２Ｍ０ Ｔ３Ｎ０Ｍ０ Ｔ３Ｎ１Ｍ０ Ｔ４Ｎ０Ｍ０ Ｔｏｔａｌ

Ｓｕｐｒａｇｌｏｔｔｉｃｔｙｐｅ １ ０ １ １ ２ １ ３ ９

Ｇｌｏｔｔｉｃｔｙｐｅ ７ １０ １ ０ ４ ２ １ ２５

Ｓｕｂｇｌｏｔｔｉｃｔｙｐｅ ０ ０ ０ ０ １ １ ０ ２

Ｔｏｔａｌ ８ １０ ２ １ ７ ４ ４ ３６

１．２　材料和试剂　鼠抗人Ｐ５３单克隆抗体工作液，
工作效价１５０，由ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司提供；鼠抗ＰＣ
ＮＡ，工作效价１５０。ＬＳＡＢ试剂盒（Ｋ０６８１通用
型）购于ＤＡＫＯ公司。

１．３　手术切缘标本的留取　在喉癌手术时，手术切
缘：声门型喉癌为５ｍｍ，声门上型和声门下型为１０
ｍｍ。肿瘤整块切除后，选择切缘前、后、左、右、基底
等部位残留风险较大处切取少量组织，在有黏膜处
尽量切取部分黏膜组织。标本常规置于１０％甲醛
溶液中固定，随后石蜡包埋。连续切片，厚４μｍ，行

ＨＥ染色及免疫组化染色，ＨＥ染色切片请病理科
医师 审 定，证 实 肿 瘤 标 本 均 为 鳞 癌 且 切 缘 为
阴性。　　　　
１．４　免疫组化法染色　切片于６０℃恒温箱内烤片

２ｈ，然后脱蜡、水化、封闭。每片切片滴加５０μｌ正
常山羊血清，室温下孵育５ｍｉｎ，倾去血清；分别加入

Ｐ５３、ＰＣＮＡ一抗５０μｌ（１５０），置于４℃过夜，恢复
室温后，ＰＢＳ洗涤３ｍｉｎ×３次，加５０μｌ生物素标记
的二抗，室温下孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３ｍｉｎ×３次；
加５０μｌ的链霉菌抗生物素蛋白过氧化物酶溶液，
室温下孵育１０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤３ｍｉｎ×３次；加１００

μｌＢＡＤ溶液；自来水冲洗，苏木精染色１ｍｉｎ，自来
水冲洗，烘干，封片。

　　原发灶组织 Ｐ５３、ＰＣＮＡ 蛋白阳性标准是≥
１０％的癌细胞有明显的核棕黄色染色；手术切缘组

织染色阳性标准是手术切缘黏膜的基底细胞中可以

看到≥５％的细胞有相应的 Ｐ５３、ＰＣＮＡ 特征染
色［８］。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０软件的Ｆｉｓｈｅｒ
确切概率法。

２　结　果

　　Ｐ５３、ＰＣＮＡ蛋白在癌组织及手术切缘中表达与
临床分型、Ｔ分期，淋巴结转移情况见表２和表３。
从表２可以看出声门上型和声门下型切缘组织Ｐ５３
蛋白表达阳性率（３／１０，１／２）明显高于声门型（５／

２４）；喉癌组织中也是如此（６／１０，２／２，１２／２４）。临床
分期Ⅲ／ⅣＰ５３蛋白表达阳性率切缘组织（７／１５）、喉
癌组织（１１／１５），高于Ⅰ／Ⅱ（３／２１，８／２１）。有淋巴结
转移者阳性率切缘组织（６／１２）、喉癌组织（９／１２），高
于无淋巴结转移者（３／２４，８／２４）。表３中ＰＣＮＡ蛋
白表达情况与表２类似。

　　原发灶组织和手术切缘组织Ｐ５３、ＰＣＮＡ蛋白
表达阳性率见表４和表５。３６例中原发灶组织中

Ｐ５３阳性率是５５．６％（２０／３６），ＰＣＮＡ阳性率８８．９％
（３２／３６）；手术切缘组织 Ｐ５３阳性率２５％（９／３６），

ＰＣＮＡ阳性率３０．６％（１１／３６）。图１Ａ所示，在喉癌
原发灶Ｐ５３表达阳性中大部分癌细胞核染色成棕黄
色，在切缘组织中，超过５％的基底细胞核中染色成
棕黄色。图１Ｂ所示，在喉癌原发灶ＰＣＮＡ表达阳
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性中大部分癌细胞核染色成棕黄色，在切缘组织中，
超过５％的基底细胞核中染色成棕黄色。本研究
中，复发者切缘组织中Ｐ５３表达阳性比率为１５％～
２７％，ＰＣＮＡ表达阳性比率为１８％～３６％。

　　喉癌原发灶组织中Ｐ５３及ＰＣＮＡ阳性者的复
发率３５％（７／２０）和２５％（８／３２）高于阴性者１２．５％

（２／１６）和２５％（１／４）（Ｐ＜０．０５）。手术切缘中Ｐ５３
及ＰＣＮＡ阳性者的复发率４４．４％（４／９）和７２．７％
（８／１１）高于阴性者１８．５％（５／２７）和 ４％（１／２５）
（Ｐ＜０．０５）。喉癌组织中Ｐ５３、ＰＣＮＡ蛋白表达同时
异常，且手术切缘组织Ｐ５３及ＰＣＮＡ蛋白表达也同
时异常，术后复发率为１００％（４／４）。

表２　手术切缘组织和原发灶组织Ｐ５３蛋白表达阴、阳性组中各临床特征的分布

Ｔａｂ２　ＣｌｉｎｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓｏｆＰ５３ｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｇｒｏｕｐｉｎｓｕｒｇｉｃａｌｍａｒｇｉｎａｎｄｐｒｉｍａｒｙｃａｎｃｅｒ
（ｎ）

Ｉｎｄｅｘ
Ｓｕｒｇｉｃａｌｍａｒｇｉｎ

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ｎｅｇａｔｉｖｅ Ｐ
Ｐｒｉｍａｒｙｃａｎｃｅｒ

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ｎｅｇａｔｉｖｅ Ｐ
Ｇｅｎｄｅｒ

　　Ｍａｌｅ ８ ２６ １８ １６

　　Ｆｅｍａｌｅ １ １ ２ ０
Ｓｉｔｅ

　　Ｓｕｐｒａｇｌｏｔｔｉｃ ３ ７ ６ ４

　　Ｇｌｏｔｔｉｃ ５ １９ １２ １２

　　Ｓｕｂｇｌｏｔｔｉｃ １ １ ２ ０
Ｃｌｉｎｉｃａｌｓｔａｇｅ ０．０２５ ０．０４９

　　Ⅰ／Ⅱ ３ １８ ８ １３

　　Ⅲ／Ⅳ ７ ８ １１ ４
Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｇｒａｄｅ

　　Ⅰ ６ ２１ １４ １３

　　Ⅱ ３ ４ ５ ２

　　Ⅲ ２ １ １
Ｌｙｍｐｈｎｏｄｅ ０．０３６ ０．０３３

　　Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ６ ６ ９ ３

　　Ｎｅｇａｔｉｖｅ ３ ２１ ８ １６

表３　手术切缘组织和原发灶组织ＰＣＮＡ蛋白表达阴、阳性组中各临床特征的分布

Ｔａｂ３　ＣｌｉｎｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓｏｆＰＣＮＡｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｇｒｏｕｐｉｎｓｕｒｇｉｃａｌｍａｒｇｉｎａｎｄｐｒｉｍａｒｙｃａｎｃｅｒ
（ｎ）

Ｉｎｄｅｘ
Ｓｕｒｇｉｃａｌｍａｒｇｉｎ

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ｎｅｇａｔｉｖｅ Ｐ
Ｐｒｉｍａｒｙｃａｎｃｅｒ

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ｎｅｇａｔｉｖｅ Ｐ
Ｇｅｎｄｅｒ

　　Ｍａｌｅ １１ ２３ ３０ ４

　　Ｆｅｍａｌｅ ０ ２ ２ ０
Ｓｉｔｅ

　　Ｓｕｐｒａｇｌｏｔｔｉｃ ２ ８ １０ ０

　　Ｇｌｏｔｔｉｃ ８ １６ ２０ ４

　　Ｓｕｂｇｌｏｔｔｉｃ １ １ ２ ０
Ｃｌｉｎｉｃａｌｓｔａｇｅ

　　Ⅰ／Ⅱ １０ １１ ０．０４ １７ ４ ０．１２５

　　Ⅲ／Ⅳ ２ １３ １５ ０
Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｇｒａｄｅ

　　Ⅰ １０ １７ ２４ ３

　　Ⅱ １ ６ ７ ０

　　Ⅲ ０ ２ １ １
Ｌｙｍｐｈｎｏｄｅ ０．０２ ０．２７８

　　Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ７ ５ １２ ０

　　Ｎｅｇａｔｉｖｅ ４ ２０ ２０ ４
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表４　Ｐ５３、ＰＣＮＡ蛋白在喉癌组织中的表达

Ｔａｂ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎＰ５３ａｎｄ

ＰＣＮＡｉｎｐｒｉｍａｒｙｃａｎｃｅｒ
（ｎ）

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ
ｐｒｉｍａｒｙｃａｎｃｅｒ

Ｐ５３

Ｒｅｃｕｒｒｅｎｔ
ｇｒｏｕｐ

Ｎｏｎ
ｒｅｃｕｒｒｅｎｔ
ｇｒｏｕｐ

ＰＣＮＡ

Ｒｅｃｕｒｒｅｎｔ
ｇｒｏｕｐ

Ｎｏｎ
ｒｅｃｕｒｒｅｎｔ
ｇｒｏｕｐ

Ｎｅｇａｔｉｖｅ ２ １４ １ ３
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ７ １３ ８ ２４
Ｔｏｔａｌ ９ ２７ ９ ２７

表５　Ｐ５３、ＰＣＮＡ蛋白在喉癌手术切缘中的表达

Ｔａｂ５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎＰ５３，

ＰＣＮＡｉｎｓｕｒｇｉｃａｌｍａｒｇｉｎ
（ｎ）

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ
ｓｕｒｇｉｃａｌｍａｒｇｉｎ

Ｐ５３

Ｒｅｃｕｒｒｅｎｔ
ｇｒｏｕｐ

Ｎｏｎ
ｒｅｃｕｒｒｅｎｔ
ｇｒｏｕｐ

ＰＣＮＡ

Ｒｅｃｕｒｒｅｎｔ
ｇｒｏｕｐ

Ｎｏｎ
ｒｅｃｕｒｒｅｎｔ
ｇｒｏｕｐ

Ｎｅｇａｔｉｖｅ ５ ２２ １ ２４
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ４ ５ ８ ３
Ｔｏｔａｌ ９ ２７ ９ ２７

图１　Ｐ５３阳性染色

Ｆｉｇ１　ＰｏｓｉｔｉｖｅＰ５３ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ
Ａ：ＴｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅＰ５３ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｔｈｅｐｒｉｍａｒｙｃａｎｃｅｒ．Ｍｏｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｗｅｒｅｂｒｏｗｎｓｔａｉｎｅｄｉｎｔｈｅｎｕｃｌｅｉ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａ

ｔｉｏｎ：×２００；Ｂ：ＴｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅＰ５３ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｔｈｅｓｕｒｇｉｃａｌｍａｒｇｉｎ，ｍｏｒｅｔｈａｎ５％ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｂａｓａｌｌａｙｅｒｗｅｒｅｂｒｏｗｎｓｔａｉｎｅｄｉｎ

ｔｈｅｎｕｃｌｅｉ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图２　ＰＣＮＡ阳性染色

Ｆｉｇ２　ＰｏｓｉｔｉｖｅＰＣＮＡｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ
Ａ：ＴｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅＰＣＮＡｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｔｈｅｐｒｉｍａｒｙｃａｎｃｅｒ．Ｍｏｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｗｅｒｅｂｒｏｗｎｓｔａｉｎｅｄｉｎｔｈｅｎｕｃｌｅｉ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉ

ｃａｔｉｏｎ：×２００；Ｂ：ＴｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅＰＣＮＡｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｔｈｅｓｕｒｇｉｃａｌｍａｒｇｉｎ，ｍｏｒｅｔｈａｎ５％ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｂａｓａｌｌａｙｅｒｗｅｒｅｂｒｏｗｎ

ｓｔａｉｎｅｄｉｎｔｈｅｎｕｃｌｅｉ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

３　讨　论

　　Ｐ５３作为肿瘤抑制基因，其功能是使异常细胞发
生调亡。突变型Ｐ５３能产生一种静止的但代谢稳定
的Ｐ５３蛋白，约在５０％头颈肿瘤中可检测到，阳性率
随肿瘤发展而提高。它在喉癌形成早期起了重要作
用［９］。ＰＣＮＡ是一种核内蛋白，为ＤＮＡ多聚酶的辅
助蛋白，调节ＤＮＡ的合成和细胞增殖。它的出现明
显与细胞增殖有关，在正常增殖的细胞和转化的细胞
中ＰＣＮＡ的量发生变化，但在静止细胞中其量很少。

大部分Ｇ０Ｇ１ 期细胞没有明显ＰＣＮＡ表达，Ｇ１ 晚期
表达大幅增加，Ｓ期达高峰，Ｇ２Ｍ期下降。因此认为
它可以作为评价细胞增殖状态的一个指标［１０］。

　　目前判断手术切缘组织中肿瘤阴、阳性的方法
还是依据常规病理学检查，阳性标准是标本中见到
癌细胞，但也有人把手术切缘邻近肿瘤５ｍｍ内的
组织看成阳性，是因为在此范围内组织是不正常的。
有学者从病理学角度发现９５％的声门上型喉癌在
癌肉眼边界外浸润距离＜１０．５２ｍｍ，而９５％的声门
型肿瘤为＜４．４１ｍｍ［１１］；李为民等［１２］用相似的方法
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发现喉癌７６．６％的标本浸润范围在５ｍｍ以内。在
分子水平也有相似的发现：以５ｍｍ为界，ＤＮＡ含
量和ｒａｓ、ｃｍｙｃ、Ｐ５３蛋白

［１３］及ｐ１６、ｐ２１、ＥＧＦＲ蛋
白［１４］的表达量的差异都有统计学意义。目前国内
外有不少学者将有关指标应用到肿瘤手术切缘组织

的监测中来。

　　本资料显示，３６例中原发灶组织中Ｐ５３阳性率
是５５．６％（２０／３６），ＰＣＮＡ阳性率８８．９％ （３２／３６）；
在病理学阴性手术切缘组织中Ｐ５３蛋白阳性率是

２５％，ＰＣＮＡ 蛋白阳性率是３０．６％。比较Ｐ５３及

ＰＣＮＡ阳性、阴性两组的复发率，发现喉癌原发灶组
织中Ｐ５３及ＰＣＮＡ阳性者的复发率３５％（７／２０）和

２５％（８／３２）高于阴性者１２．５％（２／１６）和２５％（１／

４）。手术切缘中 Ｐ５３及 ＰＣＮＡ 阳性者的复发率

４４．４％（４／９）和７２．７％ （８／１１）明显高于阴性者

１８．５％（５／２７）和４％（１／２５）。喉癌组织中Ｐ５３、ＰＣ
ＮＡ蛋白表达同时异常，且手术切缘组织 Ｐ５３及

ＰＣＮＡ蛋白表达也同时异常，术后复发率为１００％
（４／４）。该结果说明在病理学阴性手术切缘组织中

Ｐ５３及ＰＣＮＡ的检测意义较大，两者联合检测对于
判断术后局部复发有更大的意义。另外，本研究中
有淋巴结转移者切缘组织Ｐ５３及ＰＣＮＡ均为阳性
表达，术后全部复发，也有学者认为有淋巴结转移者
术后生存率较低［１５１６］。

　　本结果显示，单一种基因不论是Ｐ５３阳性表达
或者ＰＣＮＡ阳性表达在２组手术切缘中均较普遍，
所有手术切缘黏膜上皮中Ｐ５３蛋白阳性表达和ＰＣ
ＮＡ蛋白阳性表达同时发生者，其相应喉癌组织中
也有相同发现，在复发组中Ｐ５３和ＰＣＮＡ同时异常
者的比例显著高于无复发组。提示Ｐ５３和ＰＣＮＡ
的表达异常是喉鳞癌产生过程中的早期事件，两者
对喉癌的发生具有协同作用。因此，联合检测Ｐ５３
和ＰＣＮＡ对手术切缘生物学特性的估计有着积极
意义。如果喉癌组织中Ｐ５３和ＰＣＮＡ同时表达异
常的喉癌患者其手术切缘中Ｐ５３和ＰＣＮＡ也同时
表达异常时，则其术后局部复发率高达１００％，本组
中因病例数较少，其复发率有待进一步验证。因此，
对于这些患者有必要采取积极措施和放射治疗、化
学预防或再手术等，以期减少局部复发，改善预后。
由于复发组与无复发组进行了临床分期和ＴＮＭ 分
期等配对，因此避免了这些因素对结果的影响。因
此认为，用免疫组化这一简单灵敏可靠的方法联合
检测喉癌及其手术切缘中Ｐ５３和ＰＣＮＡ表达状态
将为医师筛选术后复发的高危患者提供有益参考，
值得进一步研究和推广。
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