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　　［摘要］　目的：探讨喉鳞状细胞癌组织中Ｆｒａ－１基因的表达情况。方法：应用免疫组织化学ＳＰ法及 ＲＴ－
ＰＣＲ检测Ｆｒａ－１在４７例喉鳞状细胞癌组织和２１例癌旁正常黏膜中的表达情况，进一步分析此基因在癌组织中
表达与各临床病理参数的关系。结果：Ｆｒａ－１基因在喉鳞状细胞癌组织中蛋白水平阳性表达率均高于癌旁正常黏
膜组织（Ｐ＜０．０５），Ｆｒａ－１基因在喉鳞状细胞癌组织中蛋白水平表达与临床分期、淋巴结转移、吸烟相关，与病理
分级、年龄、解剖分区均不相关；Ｆｒａ－１基因在喉鳞状细胞癌组织中 ｍＲＮＡ水平表达量均高于癌旁正常黏膜组织
（Ｐ＜０．０１），Ｆｒａ－１基因在ｍＲＮＡ水平的表达与病理分级、临床分期、淋巴结转移、吸烟相关，与年龄、解剖分区无
关。结论：喉鳞状细胞癌组织中Ｆｒａ－１基因过度表达，此基因可能在喉癌发生、发展过程中发挥作用。
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１石家庄市第一医院重症医学三科（石家庄，０５００１１）
２石家庄市第一医院耳鼻喉科
３河北省人民医院耳鼻喉科
４河北医科大学第四医院耳鼻喉科
通信作者：张云龙，Ｅ－ｍａｉｌ：２９０３１８８４１＠ｑｑ．ｃｏｍ

　　喉癌是上呼吸道常见的恶性肿瘤之一，以喉鳞
状细胞癌最为多见。近年来，随着手术、放化疗、生
物治疗等技术的进步，喉癌预后较前大为改善，但
其远期生存率并未得到明显提高〔１〕。随着分子生
物学研究进展，从基因水平寻找喉鳞状细胞癌靶向
标志物进行针对性治疗有望降低患者病死率。

Ｆｒａ－１（Ｆｏｓ　ｒｅｌａｔｅｄ　ａｎｔｉｇｅｎ－１）为癌基因，在全身多
个系统肿瘤中表达增多〔２－４〕，但此基因在喉癌中的
表达尚未见明确报道。本实验采用免疫组织化学、
逆转录－多聚酶链反应（ＲＴ－ＰＣＲ）方法检测Ｆｒａ－１
基因在喉鳞状细胞癌与癌旁组织中的表达，分析其

意义，在癌组织表达情况下探讨其与各临床参数的
关系。

１　材料与方法
１．１　材料
收集我院耳鼻咽喉头颈外科２０１２－２０１５年收

治的有完整病历资料的住院患者手术切除标本，其
中喉鳞状细胞癌４７例，癌旁正常组织２１例。所取
标本患者术前均未接受放、化疗，且均经苏木精－伊
红染色证实癌组织为鳞状细胞癌，癌旁组织为炎症
或正常黏膜。标本一部分保存用于液氮备提取
ＲＮＡ，另一部分置１０％甲醛固定行免疫组织化学。
喉癌病例分组见表１，其中病理分级 Ｇ１、Ｇ２为高
中分化，Ｇ３为低分化；临床分期采用ＵＩＣＣ第７版
ＴＮＭ分期；Ｎ＋为有淋巴结转移，Ｎ０为无淋巴结
转移（均依据术后病理而定）；吸烟量≥４００（年×

·４１９·



第１２期 张云龙，等．Ｆｒａ－１基因在喉鳞状细胞癌中的表达研究

支／ｄ）者为吸烟阳性患者，＜４００（年×支／ｄ）者为吸
烟阴性患者；解剖分区按ＵＩＣＣ标准分为声门上区
和声门区。

　　表１　喉鳞状细胞癌中Ｆｒａ－１蛋白和ｍＲＮＡ表达与各
临床参数之间的关系

临床参数 例数

Ｆｒａ－１
蛋白

例 ％
ｍＲＮＡ
（珚ｘ±ｓ）

病理分级

　Ｇ１＋Ｇ２　 ３７　 １６　 ４３．２　 ０．５９±０．１９１）

　Ｇ３　 １０　 ７　 ７０．０　 ０．７４±０．１６
临床分期

　Ⅰ＋Ⅱ １８　 ３　 １６．７２） ０．５５±０．１９１）

　Ⅲ＋Ⅳ ２９　 ２０　 ６９．０　 ０．６７±０．１９
淋巴结转移

　Ｎ＋ ２６　 １７　 ６５．４１） ０．６８±０．１７１）

　Ｎ０　 ２１　 ６　 ２８．６　 ０．５６±０．２１
吸烟

　阳性 ３８　 ２２　 ５７．９１） ０．６９±０．１３２）

　阴性 ９　 １　 １１．１　 ０．３３±０．１２
年龄／岁

　＜６０　 １５　 ５　 ３３．３　 ０．５５±０．１８

　≥６０　 ３２　 １８　 ５６．３　 ０．６７±０．１９
解剖分区

　声门上区 ２１　 １１　 ５２．４　 ０．６４±０．１８

　声门区 ２６　 １２　 ４６．２　 ０．６２±０．２１

　　组内比较，１）Ｐ＜０．０５，２）Ｐ＜０．０１。

１．２　试剂
１．２．１　免疫组织化学主要试剂　Ｆｒａ－１鼠抗人单
克隆 抗 体 （Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｃ，Ｓｃ－
２８３１０）。二抗试剂盒 （ＳＰ－９００２），ＤＡＢ 显色液
（ＺＬＩ－９０３２）均购自北京中杉金桥生物技术有限公
司。
１．２．２　ＲＴ－ＰＣＲ主要试剂　组织总ＲＮＡ提取试
剂 ＴＲＩｚｏｌ（ＳＢＳ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ），总 ＲＮＡ 提取试剂
（ｔｏｔａｌ　ＲＮＡｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ｒｅａｇｅｎｔ，Ｐｒｏｍｅｇａ　Ｃｏｒｐｏｒａ－
ｔｉｏｎ），逆转录ＰＣＲ试剂盒 Ｍ－ＭＬＶ逆转录试剂盒
（Ｐｒｏｍｅｇａ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ），ＤＮＡ　ＭａｒｋｅｒⅠＩＩ北京
Ｓｏｌａｒｂｉｏ科学技术有限公司，绿色体系（Ｐｒｏｍｅｇａ
Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ），ＰＣＲ引物（上海生工生物工程有限
公司），Ｆｒａ－１上游引物（５＇→３＇）ＧＣＣＴＣＴＧＡＣ－
ＣＴＡＣＣＣＴＣＡＧＴ，下游引物（５＇→３＇）ＡＧＴＴＴＧＴ－
ＣＡＧＴＣＴＣＣＧＣＣＴＧ。ＧＡＰＤＨ作为内参照，其上
游引物为 （５＇→３＇）ＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴ－
ＣＡＡＣＧ，下游引物为（５＇→３＇）ＡＧＧＧＧＴＣＡＴＴ－
ＧＡＴＧＧＣＡＡＣＡ。
１．３　方法
采用ＳＰ法行免疫组织化学染色，步骤：取石

蜡切片常规脱蜡、水化、纯化水冲洗；Ｆｒａ－１置ＥＤ－

ＴＡ缓冲液中压力锅抗原修复；继续纯化水冲洗、
滴加过氧化氢、孵育、ＰＢＳ冲洗；继而滴加一抗、冲
洗、滴加二抗、孵育、再冲洗、滴加ＤＡＢ显色剂、蒸
馏水终止；再经复染、分化、返蓝、梯度脱水、二甲苯
透明、树胶封片、观察。ＰＢＳ代替一抗作为空白对
照。

ＲＴ－ＰＣＲ方法检测喉癌及癌旁组织中Ｆｒａ－１
基因ｍＲＮＡ表达，按Ｔｒｉｚｏｌ试剂说明书提取标本
组织中的ＲＮＡ，并参照逆转录试剂盒说明书的比
例加样，将 ＲＮＡ逆转录成ｃＤＮＡ。反应条件为：
９５℃预变性８ｍｉｎ后，９５℃４５ｓ，（Ｆｒａ－１为６０℃）
３０ｓ，７２℃２５ｓ，共３５个循环后，７２℃延伸７ｍｉｎ。
ＰＣＲ产物进行２％琼脂糖凝胶电泳，Ｆｒａ－１产物为
２２２ｂｐ，ＧＡＰＤＨ为１０４ｂｐ。
１．４　结果判定
免疫组织化学结果采用半定量评分方法〔３〕：将

染色强度（ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ，Ｉ）分为４级，无染色０级，弱染
色（淡黄色）１级，中等染色（棕黄色）２级，强染色
（棕褐色）３级；阳性细胞百分率（ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ，Ｐ）分
为０～３级，阳性细胞＜５％为０级，５％～＜２５％为
１级，２５％～５０％为２级，＞５０％为３级。组织学
评分（ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｅｓｃｏｒｅ，Ｈ）＝Ｉ×Ｐ。如在同一病变
中存在多个不同评分的视野，则取最大值和最小值
的平均值作为免疫组织化学评分。按其评分分为
低表达（－，０～３分），中度表达（＋，４～６分）和高
表达（＋＋，７～９分）。低表达按阴性计，中、高表
达按阳性计。

ＲＴ－ＰＣＲ结果采用 Ｇｅｌ　ｗｏｒｋ－２ＩＤ软件，对电
泳图像中Ｆｒａ－１的表达进行半定量研究。以Ｆｒａ－１
条带与 ＧＡＰＤＨ 条带的光密度值的比值作为参
数，该值表示Ｆｒａ－１基因的相对表达强度。

１．５　统计学方法
所有数据经Ｅｘｃｅｌ整理，应用ＳＰＳＳ１３．０统计

软件进行统计学分析。免疫组织化学结果采用χ
２

检验，ＲＴ－ＰＣＲ数据以珚ｘ±ｓ表示，两组间的比较采
用ｔ检验，相关性分析用直线相关分析。采用双侧
检验，以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　免疫组织化学结果

Ｆｒａ－１蛋白表达位于细胞质、细胞核，以细胞质
为主，呈棕褐色（图１）。癌组织中阳性表达率为
４８．９％（２３／４７），癌旁黏膜中为１９．０％（４／２１），经
统计学分析，两者比较差异有统计学意义（χ

２＝
５．４１６，Ｐ＜０．０５）。喉鳞状细胞癌组织Ｆｒａ－１基因
蛋白水平表达与各临床参数关系（表１）示，Ｆｒａ－１
基因蛋白表达与临床分期、淋巴结转移和吸烟有关
（Ｐ＜０．０１或Ｐ＜０．０５）；而与病理分级、年龄、解剖
分区无关（Ｐ＞０．０５）。
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２．２　ＲＴ－ＰＣＲ检测结果
Ｆｒａ－１ｍＲＮＡ在喉鳞状细胞癌和癌旁组织中
均表达（图２），但强度不一，表达量分别为０．６３±
０．１９和０．１３±０．０９，两者比较差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０１）。喉鳞状细胞癌中Ｆｒａ－１基因 ｍＲＮＡ
水平表达与各临床参数的关系（表１）示，Ｆｒａ－１基
因ｍＲＮＡ表达与病理分级、临床分期、淋巴结转移
和吸烟有关（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；而与年龄和解
剖分区无关（Ｐ＞０．０５）。

　　１ａ：Ｆｒａ－１基因蛋白在癌旁正常组织中的阴性表达；
１ｂ：Ｆｒａ－１基因蛋白在喉鳞状细胞癌组织中的阳性表
达。

　　图１　免疫组织化学方法检测喉鳞状细胞癌组织及正
常喉黏膜Ｆｒａ－１蛋白的表达（免疫组织化学 ×２００）

　　１，３，５，７为喉鳞状细胞癌组织；２，４，６，８为癌旁正
常组织。

　　图２　Ｆｒａ－１ｍＲＮＡ在喉鳞状细胞癌组织及正常喉黏
膜中的表达

３　讨论
Ｆｒａ－１属原癌基因，为 ＡＰ－１（ａｃｔｉｖａｔｏｒ　ｐｒｏｔｅｉｎ

１）家族中Ｆｏｓ亚家族中的成员之一〔５〕。有研究显
示，Ｆｒａ－１在肺癌、乳腺癌、结肠癌、前列腺癌、头颈
肿瘤中高表达并通过多种途径参与肿瘤的恶性进

展〔６〕。Ｆｒａ－１可活化多个信号转导通路而发挥多种
重要生物学效应，例如促进细胞癌变、增殖分化增
强、凋亡受抑制等生物学进程，尤其在肿瘤细胞外
基质降解、癌细胞迁移、粘附、浸润及促进新生血管
生成等多种肿瘤恶性行为中发生作用〔６〕。
本实验研究采用免疫组织化学及 ＲＴ－ＰＣＲ

法，检测４７例喉鳞状细胞癌及２１例癌旁正常黏膜
中Ｆｒａ－１的表达，结果显示喉癌组织中Ｆｒａ－１蛋白
和ｍＲＮＡ表达水平均明显高于癌旁正常组织，提

示Ｆｒａ－１表达与喉鳞状细胞癌相关。
本实验研究显示Ｆｒａ－１基因蛋白及 ｍＲＮＡ水

平表达情况：有淋巴结转移组高于无淋巴结转移
组，临床分期Ⅲ、Ⅳ期高于Ⅰ、Ⅱ期，吸烟阳性组高
于阴性组，组内对比差异有统计学意义；病理分级
中仅ｍＲＮＡ水平表达量在低分化组明显高于高中
分化组，差异有统计学意义。这些结果表明Ｆｒａ－１
与喉癌的发生、转移有关，可能在促进细胞恶性转
化中发挥作用。Ｈａｎｓｏｎ等〔７〕在对胰腺导管癌细胞
的研究中发现，Ｆｒａ－１通过调控附膜蛋白（ＭＵＣ１）
信号通路介导胰腺肿瘤的生长，此通路激活后可刺
激细胞形态学改变和侵袭、转移增强。此结论与本
研究结果（在较晚临床分期和淋巴结转移阳性患者
中Ｆｒａ－１表达增多）一致。另有研究发现，膀胱癌
侵袭细胞中８０％表现为Ｆｒａ－１高表达，Ｆｒａ－１可通
过上调受体酪氨酸激酶增加膀胱癌细胞的侵袭能

力〔８〕，此结论也与我们的研究结果一致。Ｗｕ等〔９〕

研究Ｆｒａ－１在前列腺癌细胞中的作用时，选取前列
腺癌细胞与正常前列腺细胞做成组对照的免疫组

织化学微阵列实验，发现癌组织中Ｆｒａ－１蛋白表达
明显高于对照组。而我们的免疫组织化学实验结
果也显示喉鳞状细胞癌细胞中Ｆｒａ－１蛋白表达明
显多于原位癌及正常细胞，这一结论也和上述报道
相一致。烟草燃烧释放烟雾中含尼古丁、烟焦油、
苯并芘、放射性物质、刺激性化合物、有害金属等，
吸入这些物质可导致细胞功能障碍，刺激组织氧化
应激水平，诱发癌变。Ｚｈａｎｇ等〔１０〕将支气管上皮
细胞分组，分别暴露于吸烟刺激及对照的过滤空气
环境，后行Ｎｏｒｔｈｅｒｎ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ实验分析，结
果表明暴露于吸烟环境组的Ｆｒａ－１ｍＲＮＡ水平和
蛋白水平均明显高于对照组。这与本研究结果（吸
烟阳性组在蛋白和ｍＲＡＮ水平表达均显著高于吸
烟阴性组）一致。
Ｆｒａ－１可通过多种机制促进肿瘤发展。Ｂｅｌ－

ｇｕｉｓｅ等〔１１〕在研究乳腺癌Ｔ２１７和Ｔ２２７两个细胞
系时证明，ＰＫＣ通路激活诱导Ｆｒａ－１磷酸化可刺激
ＭＭＰ１和ＩＬ－６表达增加。ＭＭＰ１既可改变细胞
微环境有利于肿瘤形成，又可通过细胞粘附分子
（如ＣＤ４４和整合素）来调节细胞和基质的相互作
用，促进细胞转移，还可以在肿瘤血管新生过程中
发挥作用，促进肿瘤生长转移；而ＩＬ－６的作用为促
进细胞分化、抑制细胞凋亡。Ｚｈｏｎｇ等〔１２〕对 Ｈ４６０
肺癌细胞株进行培养并行 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测发现，

Ｆｒａ－１增加可导致细胞内活性氧和Ｃａ２＋降低，进而
阻止细胞凋亡。Ｈａｎｓｏｎ等〔７〕对胰腺癌ＥＲＫ通路
进行研究得出，ＭＵＣ１介导Ｆｒａ－１激活可调节结缔
组织生长因子（ＣＴＧＦ）和 ＭＭＰ１表达增多。ＣＴ－
ＧＦ与细胞外基质相互作用，可调节细胞间的粘附
迁移、促进有丝分裂的发生、细胞活化和参与血管

·６１９·
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生成，从而发挥促肿瘤作用。

Ｂｅｌｇｕｉｓｅ等〔１３〕在研究Ｆｒａ－１表达增多的乳腺
癌细胞系时，提示Ｆｒａ－１表达促进肿瘤恶性发展与
血管内皮细胞生长因子（ＶＥＧＦ）、金属蛋白酶组织
抑制剂（ＴＩＭＰ１）有关。ＶＥＧＦ促进肿瘤机制研究
较多的为：①增加血管通透性，延缓水肿液清除，使
正常组织抗血管生成向促进血管生成转化；②诱导
多种内皮细胞基因表达，促进新生血管生长；③抑
制肿瘤宿主的免疫系统，促进肿瘤生长、发展；④改
变细胞外基质，促进肿瘤浸润和迁移。Ｊａｃｋｓｏｎ
等〔１４〕报道ＴＩＭＰ１参与恶性肿瘤的侵袭和转移，为
恶性肿瘤侵袭和转移潜能的重要调节蛋白。
综上所述，喉鳞状细胞癌组织中可检测Ｆｒａ－１

高表达，过表达Ｆｒａ－１显著增加了喉鳞状细胞癌细
胞的侵袭、转移能力，其途径可通过下游分子
ＭＭＰ１、ＩＬ－６、ＣＴＧＦ、ＶＥＧＦ和 ＴＩＭＰ１等的表达
实现。提示Ｆｒａ－１过表达在喉癌的发展及转移过
程中发挥重要作用。对Ｆｒａ－１基因的深入研究将
为喉癌发病机制提供重要的理论依据，为进一步开
展喉癌的生物学靶向治疗及预测患者预后提供参

考。
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