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Abstract :Objective 　 To study the expression and clinical significance of heat shock protein gp96 in laryn2
geal squamous carcinomas. Methods 　The expression of gp96 protein in 46 laryngeal squamous carcino2
mas was detected by immunohistochemical staining and it s correlations with clinicalpathological factors

were analyzed. Results 　The expression of gp96 in laryngeal squamous carcinomas of the group T1～2 was

st ronger than that in the group T3～4 . There was remarkable difference between the two groups ( P <

0 . 05) . The expression of gp96 in laryngeal squamous carcinomas of pathological stage Ⅰgroup was

st ronger than that in the pathological stage Ⅱ～ Ⅲgroup . There was st riking difference between the two

groups ( P < 0 . 05) . The expression of gp96 in laryngeal squamous carcinomas with lymph node metastasis

was significantly lower than that in group without lymph node metastasis ( P < 0 . 01) . The expression of

gp96 had no relation with the element s such as age ( P = 0 . 680) , sex ( P = 0 . 888) , smoking history ( P =

0 . 819) , tumor site ( P = 0 . 580) . Conclusion 　The result s indicate that expression of gp96 protein play a

important role in development of laryngeal squamous carcinomas. It can be a mark to predict the progno2
sis of laryngeal squamous carcinomas.
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摘 　要 :目的 　检测热休克蛋白 gp96 在喉癌中的表达 ,并探讨其在喉癌发生发展中的作用。方法 　应

用免疫组织化学方法检测 46 例喉癌组织热休克蛋白 gp96 的表达。结果 　T1～2 期喉癌患者癌组织与

T3～4期患者比较 , T1～2 gp96 表达的阳性百分率较高 ,其差异有显著性意义 ( P < 0 . 05) 。病理学 Ⅰ级患

者与病理学 Ⅱ～ Ⅲ级患者比较 , Ⅰ级患者癌组织 gp96 表达的阳性百分率较高 ,其差异有显著性意义 ( P

< 0 . 05) 。有颈淋巴结转移的患者 gp96 表达的阳性百分率明显低于无颈淋巴结病理转移的患者 ( P <

0 . 01) 。热休克蛋白 gp96 阳性表达与患者年龄 ( P = 0 . 680) 、性别 ( P = 0 . 888) 、吸烟史 ( P = 0 . 819) 、肿瘤

生长部位 ( P = 0 . 580)无相关性。结论 　热休克 gp96 的表达与喉癌的发生发展密切相关 ,其表达可以作

为判断预后的参考指标之一。
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0 　引言

热休克蛋白 ( Heat shock protein , HSP) 又称应

激蛋白 ,是生物细胞在受热或其他理化因素 (如低

氧、病毒感染、紫外线照射等) 作用下产生的一组高

度保守的蛋白质。根据分子量的不同可以分为

HSP100、HSP90、HSP70、HSP60、小分子 HSP (222
23 KD)及泛素 (728 KD)等几个家族。热休克蛋白作

为分子伴侣 ,参与其他蛋白质的折叠、运转、合成等

过程。国内外研究发现许多肿瘤细胞表面可以高度

表达或特异表达不同亚族 HSPs ,在机体发挥抗肿

瘤的特异性细胞毒免疫应答中有重要作用。gp96

是 HSP90 家族的成员之一 ,因分子量为 96 KD 而得

名。本文将探讨热休克蛋白 gp96 在喉癌中的表达

及其与喉癌发生发展及预后的关系。

1 　资料与方法

1 . 1 　标本来源

收集 1999 年 12 月～2004 年 12 月在白求恩国

际和平医院耳鼻咽喉 - 头颈外科接受手术的 46 例

喉鳞状细胞癌患者 ,术前均未进行化疗和放疗。所

有病例临床资料完整 ,其中男 42 例 ,女 4 例 ,年龄

36 ～ 80 岁 , 平均 57 . 8 岁。根据国际抗癌协会

(U ICC)标准 (1997)确定 TNM 分期。喉癌分型 :声

门上型 14 例 ,声门型 32 例 ;临床 T 分期 : Ⅰ期 8 例、

Ⅱ期 9 例、Ⅲ期 14 例、Ⅳ期 15 例 ;病理学分级 :鳞癌
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Ⅰ级 15 例 ,鳞癌 Ⅱ级 20 例、鳞癌 Ⅲ级 11 例 ;病理证

实颈部淋巴结转移组 12 例 ,无转移组 34 例。所有

标本均离体后 2h 内放入 10 %中性福尔马林中固定

24h ,石蜡包埋 ,常规病理 H E 染色 ,并确定病理性

质和病理学分级。

1 . 2 　gp96 蛋白的免疫组织化学检测

常规石蜡切片 ,每张切片厚 5μm。采用免疫组

织化学 SABC 法检测 gp96 蛋白表达 ,SABC 试剂盒

购自博士德公司 ,按试剂盒操作说明书操作。gp96

抗体购自 Santa 公司 ,为多克隆抗体 ,工作浓度为 1∶

100。每次染色均设用 PBS 代替一抗的阴性对照。

1 . 3 　结果判定标准

gp96 蛋白阳性以在组织切片中显示细胞浆为

淡黄色至深黄棕色者为阳性细胞标志 ,凡细胞浆显

色强度与背景无明显差别者为阴性细胞。细胞浆显

示为淡黄色为 + ,细胞浆显示为黄棕色者为 + + ,细

胞浆显示为深黄棕色者为 + + + 。

1 . 4 　统计学处理

所有数据经 Excel 软件整理 ,应用美国 SPSS

11 . 0统计软件进行分析。资料用单因素χ2 检验进

行统计分析。以双侧 P ≤0 . 05为差异有显著性意

义 , P ≤0 . 01为差异有非常显著性意义。

2 　结果

2 . 1 　gp96 蛋白在喉鳞状细胞癌的表达

在喉鳞状细胞癌中 gp96 蛋白阳性染色定位于

肿瘤细胞胞浆 ,为粗细不一的棕黄至棕褐色颗粒。

在 46 例喉鳞状细胞癌中阳性表达率为 100 %。其

中 24 例蛋白呈阳性 + ,阳性表达率为52 . 2 % (24/

46) ;20 例蛋白呈阳性 + + ,阳性表达率为43 . 4 %

(20/ 46) , 2 例蛋白呈阳性 + + + ,阳性表达率为

4 . 4 %(2/ 46) 。

2 . 2 　gp96 蛋白在喉鳞状细胞癌中的表达与临床因

素之间的关系

用单因素χ2检验分析 46 例喉鳞状细胞癌患者

的临床因素与 gp96 蛋白表达之间的关系。结果显

示 ,gp96 蛋白阳性表达与患者年龄 ( P = 0 . 680) 、性

别 ( P = 0 . 888) 、吸烟史 ( P = 0 . 819) 、肿瘤生长部位

( P = 0 . 580)无相关性 ,见表 1。

临床 T1～2 期的喉鳞状细胞癌患者共 17 例 ,其

中 gp96 表达 + 为 5 例 ,占29 . 4 %(5/ 17) , + + 为 10

例 ,占58 . 8 %(10/ 17) , + + + 为 2 例 ,占11 . 7 % (2/

17) ; 而 T3～4期患者 29 例中 ,gp96 表达 + 为 19 例 ,

占65 . 5 (19/ 29 ) , + + 为 10 例 ,占34 . 5 % (10/ 29 ) ,

+ + + 为 0 例。与 T1～2 期 患 者 表 达 的 gp96

阳性百分率与 T3～4 期患者比较其差异在统计学

表 1 　46 例喉鳞状细胞癌患者 gp96

表达和临床病理因素之间的关系

临床病理因素
例
数

gp96 蛋白表达

+ + + + + +
χ2 P

年龄

　< 60
　≥60

24
22

16
8

8
12

0
2

5 . 090 0 . 680

性别

　男
　女

42
4

22
2

18
2

2
0

0 . 237 0 . 888

吸烟史

　无
　有

7

39

4

20

3

17

0

2
0 . 399 0 . 819

肿瘤生长部位

　声门型
　声门上型

32
14

17
7

13
7

0
2

1 . 090 0 . 580

肿瘤病理分级

　G1

　G2～3

15

31

5

19

8

12

2

0
6 . 145 0 . 046

肿瘤 T 分期

　T1～2

　T3～4

17

29

5

19

10

10

2

0
7 . 550 0 . 023

颈淋巴结病理转移

　无
　有

34
12

13
11

19
1

2
0

10 . 171 0 . 006

上有显著性意义 ( P < 0 . 05) ,这说明随着喉鳞状细

胞癌 T 分期增加 ,gp96 蛋白的表达逐渐降低。

2 . 3 　gp96 蛋白在喉鳞状细胞癌中的表达与肿瘤病

理学因素之间的关系

用单因素χ2检验分析 46 例喉鳞状细胞癌患者

的肿瘤病理学因素与 gp96 蛋白表达之间的关系。

结果显示 ,病理学 Ⅰ级患者共 15 例 ,其中 gp96 蛋白

阳性表达 + 为 5 例 ,占33 . 3 % (5/ 15) , + + 为 8 例 ,

占53 . 3 %(8/ 15) , + + + 为 2 例占13 . 3 %(2/ 15) ,而

病理学 Ⅱ～ Ⅲ级患者共 31 例 ,其中 gp96 蛋白阳性

表达 + 为 19 例 ,占61 . 2 % (19/ 31) , + + 为 8 例 ,占

25 . 8 %(8/ 31) , + + + 为 12 例 ,占38 . 7 % (12/ 31) ,

+ + + 为 0 例。病理学 Ⅰ级患者 gp96 的阳性表达

率与病理学 Ⅱ～ Ⅲ级患者比较其差异有显著性意义

( P < 0 . 05) ;这说明随着病理学分级的增加 ,gp96 蛋

白的表达逐渐降低。

46 例喉鳞状细胞癌患者中有颈淋巴结转移的

12 例 , 其中 gp96 蛋白阳性表达 + 为 11 例 , 占

91 . 7 % ( 11/ 12 ) , + + 为 1 例 , 占 8 . 3 % ( 1/ 12 ) ,

+ + + 为 0。而无颈淋巴结转移的患者共 34 例 ,其

中 gp96 蛋白阳性表达 + 为 13 例 , 占38 . 2 %(13/ 34) ,

+ + 为 19 例 , 占55 . 8 %(19/ 34) , + + + 为 2 例 , 占

5 . 9 % (2 / 34 ) 。用单因素χ2 检验进行统计学分析显
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示 ,有颈淋巴结转移的患者 gp96 的阳性表达率与无

颈淋巴结转移的患者比较其差异有显著性意义 ( P

< 0 . 01) 。

3 　讨论

gp96 又称葡萄糖调节蛋白 ( Glucose2regulated

protein 94 , GRP94) , 正常情况下主要存在于细胞

内质网内 ,有研究表明在一些病毒感染、肿瘤等应激

情况下 ,可以同病毒或肿瘤的抗原肽形成复合物 ,并

与 M HC21 类分子结合 ,提呈给 CTL 细胞 ,激发机

体的特异性细胞免疫应答。有学者从肿瘤细胞中提

取 gp96 抗原肽形成复合物 ,证实这种复合物具有疫

苗样作用[ 1 ] 。

有研究发现在黑色素瘤、结肠癌、宫颈癌、肝癌、

乳腺癌中 gp96 表达增高[ 2 ,3 ] , Song[ 4 ] 认为 gp96 表

达与肿瘤的侵袭性有关 ,我们研究发现 gp96 在喉癌

中表达 ,肿瘤临床 T 分期和病理分级低的患者表达

高 ,无淋巴结转移的患者表达高 ,提示低表达可能与

喉癌的发展、浸润和转移有关。本研究为应用抗原

肽形成复合物进行免疫治疗提供一个实验依据。
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Abstract :Objective 　 To study the change of apoptosis by bax gene in human buccal mucosa carcinoma

BcaCD885 cells. Methods 　Transfected recombinant human Bax gene plasmid and contral plasmid into

BcaCD885 cells. The BcaCD885 cells were examined morphologically through haematoxylin2eosinophil

( H E) staining. The apoptosis qualification of the BcaCD885 cells was examined through terminal deoxy2
nucleotidyl t ransferase2mediated dU TP nick2end labelling technique ( TUN EL) . The apoptosis rate of the

BcaCD885 cells was measured with flow cytometry. Results 　The bax gene t ransfected BcaCD885 cells

had apoptosis morphological features. Many TUN EL positive red staining cells were found in the bax

gene t ransfected BcaCD885 cells. There were significant differences in the apoptotic rates between the

bax gene t ransfected BcaCD885 and the control BcaCD885 cells and the control plasmid transfected

BcaCD885 cells ( P < 0 . 01) . Conclusion 　The recombinant human bax gene plasmid pORF2h bax2α can

promote the apoptotic rate of the BcaCD885 cells.

Key words :bax gene ; BcaCD885 cells ; Apoptosis

摘 　要 : 目的 　探讨 bax 基因对人 BcaCD885 颊癌细胞凋亡的影响。方法 　转染人 bax2α基因重组质粒

及对照质粒于 BcaCD885 细胞中。通过 H E 染色光镜观察对细胞形态学进行检测 ; 通过 TUN EL 原位

末端标记及流式细胞术对细胞凋亡进

行定性、定量检测。结果 　bax 质粒

转染组 BcaCD885 细胞出现凋亡的形

态学改变 , TUN EL 阳性红染凋亡细

胞数量增多 , 凋亡小体出现 , 其细胞

凋亡率与空白对照组及对照质粒转染

组之间存在极显著差异 ( P < 0 . 01) 。
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