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ＥＨＤ２ 在喉鳞状细胞癌组织中的表达及其临床意义

鲁科利ꎬ江青山ꎬ刘志锋∗ꎬ彭　 静ꎬ黄　 芳ꎬ周泉君

(南华大学附属第一医院耳鼻咽喉科ꎬ湖南 衡阳 ４２１００１)

摘　 要:　 检测喉鳞癌组织中 ＥＨＤ２ 的表达情况ꎬ探讨其与喉鳞癌患者的临床病理特征的相关性ꎬ并探讨其和

增殖细胞核抗原 Ｋｉ￣６７ 表达的相关性ꎮ 采用免疫组织化学法(ＳＰ 法)检测 ５０ 例喉鳞癌组织和 ５０ 例声带息肉组织

中 ＥＨＤ２、Ｋｉ￣６７ 的表达水平ꎬ分析 ＥＨＤ２ 表达水平与喉癌患者的临床相关参数和预后的关系ꎬ并分析 ＥＨＤ２ 和 Ｋｉ￣
６７ 表达水平的关系ꎮ 结果显示喉鳞癌组织中 ＥＨＤ２ 表达水平低于声带息肉组织(Ｐ<０.０５)ꎬＥＨＤ２ 的表达与喉癌患

者的肿瘤分化状况、淋巴结转移情况紧密相关(Ｐ<０.０５)ꎬ与患者的性别、年龄、肿瘤范围和 ＴＮＭ 分期无明显相关性

(Ｐ>０.０５)ꎮ 生存分析显示 ＥＨＤ２ 表达与喉癌患者预后关系密切ꎬ高表达组患者生存率高于低表达组(Ｐ<０.０１)ꎮ
ＥＨＤ２ 表达与 Ｋｉ￣６７ 表达呈负相关(Ｐ<０.０５)ꎮ ＥＨＤ２ 在喉鳞癌组织中的低表达ꎬ其很可能作为一种抑癌因子参与抑

制喉癌发生发展的过程ꎬ且 ＥＨＤ２ 低表达对喉癌患者的预后具有重要意义ꎮ
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　 　 喉癌是常见的恶性肿瘤之一ꎬ其发病率在全身

肿瘤中占比 １％ ~ ５％ꎬ在耳鼻咽喉头颈外科的恶性

肿瘤中位居第三ꎬ仅次于鼻咽癌[１￣２]ꎬ喉癌发生主要

源自喉部黏膜上皮细胞ꎬ喉鳞状细胞癌( ｌａｒｙｎｇｅａｌ
ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａꎬ ＬＳＣＣ)是喉癌最为常见的

病理学类型[３]ꎮ 目前关于喉癌发生、发展的病因和

机制尚未完全阐明ꎬ以往的研究发现原癌基因被激

活、抑癌基因被抑制、ＥＢ 病毒感染、吸烟、环境污染

３５６中南医学科学杂志 ２０１８ 年 １１ 月第 ４６ 卷第 ６ 期



等相关因素在喉鳞癌的发生发展中都有一定的影

响[４￣５]ꎮ ＥＨＤ 家族蛋白 ２ ( Ｅｐｓ１５ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｄｏｍａｉｎ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ２ꎬ ＥＨＤ２)是一种膜转运调控蛋白ꎬ目前

研究已发现 ＥＨＤ２ 在食管癌、乳腺癌、肝细胞癌和神

经胶质瘤等多种肿瘤中表达下调ꎬ其作为一种抑癌

基因参与肿瘤的发生发展[６￣９]ꎮ 目前 ＥＨＤ２ 在喉癌

中的研究在国内外尚未见报道ꎮ 本研究采用免疫

组化法检测 ＥＨＤ２ 在喉鳞状细胞癌中的表达水平ꎬ
并探讨其临床意义和 Ｋｉ￣６７ 的关系ꎬ为将来喉癌的

防治开拓新思路和提供新的潜在治疗靶点ꎮ

１　 资料与方法

１.１　 研究材料　 收集 ２０１２ 年 １ 月 ~２０１６ 年 ６ 月期

间南华大学附属第一医院的喉鳞癌患者的石蜡包

埋标本 ５０ 例ꎬ各患者均接受手术治疗且有完整病理

档案资料ꎻ并收集同一医院 ２０１７ 年 １ ~ １２ 月期间手

术切除的声带息肉标本 ５０ 例ꎮ 喉鳞癌患者女性 ２
例ꎬ男性 ４８ 例ꎬ年龄 ４１ ~ ８５ 岁(平均 ５８.３ 岁)ꎮ 声

带息肉患者女性 ２３ 例ꎬ男性 ２７ 例ꎬ年龄 ２９ ~ ６９ 岁

(平均 ４８.８ 岁)ꎮ 所有喉癌患者均由病理确诊为喉

鳞状细胞癌ꎬ且临床病史资料收集完整ꎬ所有患者

在术前均未接受过放化疗和其他特殊治疗ꎬ在术后

都完善了跟踪随访ꎬ随访时间 ２ ~ ５ 年ꎬ其随访中位

数 ２.３ 年(０.８ 年ꎬ ６.３ 年)ꎬ患者的生存时间以手术

日期为起始点ꎮ 在喉鳞癌中ꎬ声门型 ２５ 例ꎬ声门上

型 １５ 例ꎬ声门下型 １０ 例ꎻＴＮＭ 分期(ＵＩＣＣ２００２)Ⅰ
~Ⅱ期 ３２ 例ꎬⅢ ~ Ⅳ期 １８ 例ꎻ不伴淋巴结转移 ３８
例ꎬ伴淋巴结转移 １２ 例ꎻ低分化 １３ 例ꎬ高中分化

３７ 例ꎮ
１.２　 方法　 喉鳞癌组织石蜡切片均由南华大学附

属第一医院病理科提供ꎮ 声带息肉组织组标本经

４％多聚甲醛固定 ２４ ｈꎬ送至南华大学病理教研室进

行石蜡包埋、脱水ꎬ再连续切片(厚度约为 ４ μｍ)ꎮ
按 ＳＰ 试剂盒(北京中杉金桥公司)说明书执行操作

流程ꎬ石蜡组织切片经过常规脱蜡水化ꎬ柠檬酸钠

抗原修复液(０. ０１ ｍｏｌ / Ｌ) 进行抗原修复ꎬ冷却后

ＰＢＳ 冲洗ꎬ３％过氧化氢液浴洗封闭内源性过氧化物

酶ꎮ ＰＢＳ 冲洗后滴加稀释的 ＥＨＤ２ 和 Ｋｉ￣６７ 抗体

(１ ∶ １００ꎬ美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司)ꎬ孵育后 ＰＢＳ 冲洗ꎻ
滴加反应增强剂后孵育ꎬＰＢＳ 冲洗ꎻ滴加适量的增强

酶标山羊抗小鼠 /兔 ＩｇＧ 聚合物ꎬ孵育后 ＰＢＳ 冲洗ꎻ
ＤＢＡ 显色剂(北京中杉金桥公司)显色ꎬ复染、分化、
冲洗ꎬ脱水干燥、透明、封片ꎬ光学显微镜下观察ꎮ
采用双盲法读片ꎬＥＨＤ２、Ｋｉ￣６７ 分别以细胞质(或细

胞膜)和细胞核中有棕黄色或棕黄色颗粒标志为阳

性细胞ꎮ 每张组织切片观察 ５ 个高倍视野(２００ 倍

或 ４００ 倍)ꎬ并都随机计数 ２００ 个肿瘤细胞ꎮ ＥＨＤ２
依据阳性细胞百分率和着色强度评分(０ ~ ３ 分)综
合评定ꎮ 最终根据综合评分定为两个等级:≥２ 分

为阳性、高表达ꎬ<２ 分为阴性、低表达[８]ꎮ Ｋｉ￣６７ 依

据阳性细胞百分率将其分为四个等级( Ｉ ~ ＩＶ 级)ꎬ
并综合评定:Ｉ 级 ~ ＩＩ 级评为阴性和低表达ꎬＩＩＩ 级 ~
ＩＶ 级评为阳性和高表达[２]ꎮ
１.３　 统计学处理　 本研究数据采用 ＳＰＳＳ１９.０ 统计

软件进行数据的处理和分析ꎬ计数资料组间比较采

用 χ２ 检验ꎬ ＥＨＤ２、 Ｋｉ￣６７ 间的表达关系分析用

Ｓｐｅａｒｍａｎ 法检测ꎮ ５ 年总生存率用 Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ 方
法进行分析并绘制生存曲线ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异具有

统计学意义ꎮ

２　 结　 　 果

２.１　 ＥＨＤ２ 在喉鳞癌及声带息肉组织中的表达情

况　 ＥＨＤ２ 阳性表达主要被显示在细胞膜和细胞质

中ꎬ呈棕黄色(图 １)ꎮ 喉鳞癌组织 ５０ 例中ꎬ阳性或

强阳性 １７ 例ꎬ阳性率为 ３４％(图 １Ｂ)ꎬ而对应的声带

息肉组织 ５０ 例中ꎬ阳性或强阳性 ３４ 例ꎬ阳性率为

６８％(图 １Ａ)ꎮ ＥＨＤ２ 在喉鳞癌组织中的表达水平

低于声带息肉组织(χ２ ＝ １１.５６５ꎬ Ｐ ＝ ０.００１)ꎮ 而 Ｋｉ￣
６７ 的表达情况与 ＥＨＤ２ 相反(图 ２)ꎬＫｉ￣６７ 蛋白在

喉鳞癌组织中阳性率 ６２％(３１ / ５０)ꎬ在声带息肉组

织中阳性率 ２２％(１１ / ５０)ꎬ两者差异有显著性(χ２ ＝
１６.４２０ꎬ Ｐ＝ ０.００１)ꎮ
２.２　 喉鳞癌组织中 ＥＨＤ２ 的表达与临床相关参数

的关系　 ＥＨＤ２ 在 ３８ 例不伴淋巴结转移的喉鳞癌

中ꎬ有 １６ 例阳性表达ꎬ而在 １２ 例有转移淋巴结的喉

鳞癌中ꎬ有 １ 例阳性表达ꎬ表达率分别为 ４２.１％(１６ /
３８)、８.３％(１ / １２)ꎬ无转移组阳性表达率明显较高ꎬ
其差异有统计学意义(χ２ ＝ ４.６３５ꎬ Ｐ ＝ ０.０３１)ꎬ表明

喉鳞癌 ＥＨＤ２ 的表达水平与有无淋巴结转移相关ꎮ
在高中、低分化喉鳞癌组织中 ＥＨＤ２ 阳性表达率分

别为 ４３.２％(１６ / ３７)、７.７％(１ / １３)ꎮ 随着分化程度

越低ꎬ阳性表达率越低 ( χ２ ＝ ５. ４１８ꎬ Ｐ ＝ ０. ０２０)ꎮ
ＥＨＤ２ 的表达水平与患者的年龄、性别、肿瘤部位、
ＴＮＭ 分期均无明显相关性(Ｐ>０.０５)ꎬ见表 １ꎮ
２.３　 喉鳞癌组织中 ＥＨＤ２ 与 Ｋｉ￣６７ 表达的关系　 采

用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 法分析喉鳞癌组织中 ＥＨＤ２ 与 Ｋｉ￣６７ 表

达的相关性ꎬ结果显示ꎬ两种蛋白表达明显呈负相

关(ｒ ＝ －０.３８２ꎬＰ <０.０１)ꎬ见表 ２ꎮ

４５６ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＮｏｖｅｍｂｅｒ ２０１８ꎬＶｏｌ.４６ꎬＮｏ.６



图 １　 ＥＨＤ２ 在喉鳞癌组织及声带息肉

组织中的表达(ＳＰ ２００×)
Ａ:在声带息肉组织中阳性表达ꎻＢ:在喉鳞癌组织中阳性表达ꎻ
Ｃ:在声带息肉组织中阴性表达ꎻＤ:在喉鳞癌组织中阴性表达

图 ２　 Ｋｉ￣６７ 在声带息肉组织和喉鳞癌

组织中的表达(ＳＰ ４００×)
Ａ:在声带息肉组织中阴性表达ꎻＢ:在喉鳞癌组织中阳性表达

２.４　 ＥＨＤ２ 表达水平和喉鳞癌预后的相关性 　 ５０
例喉鳞癌患者共完成随访 ４５ 例(失访率 １０％)ꎬ采
用 Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ 方法进分析 ５ 年总生存率ꎬ结果显

示ꎬＥＨＤ２ 阳性组患者的生存率为 ８２.３％(１４ / １７)ꎬ
而阴性组为 ４２.８％(１２ / ２８)ꎬＥＨＤ２ 高表达组的患者

生存率明显高于低表达组(χ２ ＝ ６.０１０ꎬＰ ＝ ０.０１４)ꎮ
其生存曲线见图 ３ꎮ

表 １　 ＥＨＤ２ 的表达与喉鳞癌临床相关参数的关系

临床参数 分类
ＥＨＤ２

阳性 阴性
Ｐ

年龄(岁) ≤６０ １０ １３ ０.１９２

>６０ ７ ２０

性别 男 １６ ３２ ０.６２６

女 １ １

肿瘤部位 声门上型 ５ １０ ０.９４２

声门型 ９ １６

声门下型 ３ ７

组织类型 高、中分化 １６ ２１ ０.０２０

低分化 １ １２

临床分期 Ｉ￣ＩＩ １２ ２０ ０.４８６

ＩＩＩ￣ＩＶ ５ １３

淋巴结转移 有 １ １１ ０.０３１

无 １６ ２２

表 ２　 ＥＨＤ２ 和 Ｋｉ￣６７ 在喉鳞癌中表达相关性

Ｋｉ￣６７
ＥＨＤ２

阳性 阴性
合计 ｒ Ｐ

阳性 ６ ２５ ３１

阴性 １１ ８ １９

合计 １７ ３３ ５０ －０.３８２ ０.００１

图 ３　 ＥＨＤ２ 表达水平和喉鳞癌患者预后的相关性

３　 讨　 　 论

目前喉癌的治疗主要采取以手术为主ꎬ放化疗

联合的综合治疗方案[１０]ꎬ但整体治疗情况仍不容乐

观ꎬ且大多数患者术后声音嘶哑、甚至失声ꎬ生存质

量仍欠佳ꎬ目前尚无一种令人满意的治疗方案[３ꎬ５]ꎮ
喉癌的发生、侵袭、转移等一系列演变过程ꎬ不是单

一因素所致ꎬ是由一系列癌基因、抑癌基因及环境

因素共同触发而介导的复杂进程[１１]ꎮ 因此ꎬ寻找和

探索新基因的功能对明确喉癌的发生发展机理有
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着重要意义ꎮ
胞吞作用可通过调控细胞的核信号、核转录和

成瘤性从而促进肿瘤的发生发展[１２]ꎮ ＥＨＤ２ 作为

新发现的膜转运蛋白ꎬ与 ＥＨＤ１、ＥＨＤ３ 和 ＥＨＤ４ 共

同组成 ＥＨＤ 蛋白家族亚类[１３]ꎬ在其 Ｃ 端包含 ＥＨ
域(Ｅｐｓ １５ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｄｏｍａｉｎ)ꎬ由 ５４３ 个氨基酸残基

构成ꎬ可通过连接不同的蛋白而发挥相应的作用ꎬ
其主要功能是作为膜内吞调控蛋白ꎬ参与调节吞噬

作用[１３￣１４]ꎮ 它可调节多种人体组织中多类受体ꎬ从
而调节各种生理过程ꎬ如调节肌动蛋白细胞骨架、
小 ＧＴＰ 酶和多种膜受体ꎬ从而使相应配体转运至质

膜[１５￣１６]ꎮ ＥＨＤ２ 在多种恶性肿瘤中被发现存在异常

表达ꎬ在食管鳞状细胞癌中发现其高表达可以抑制

肿瘤的发生发展[１７￣１８]ꎮ 在乳腺癌表达水平随着其

肿瘤病理学分级的升高而逐渐降低ꎬ与其不良预后

密切相关[１９]ꎮ
本研究采用免疫组化方法发现 ＥＨＤ２ 可能与喉

癌的发生发展密切相关ꎬ并分析 ＥＨＤ２ 表达情况与

各临床相关参数之间的关系ꎬ发现 ＥＨＤ２ 表达水平

与肿瘤组织分化、淋巴结转移呈负相关ꎬ生存率分

析发现 ＥＨＤ２ 高表达患者较低表达者生存率高ꎮ 本

研究 ＥＨＤ２ 与 Ｋｉ￣６７ 在喉鳞癌组织中的表达呈负相

关ꎬＥＨＤ２ 可以穿梭至细胞核抑制转录ꎬ并且已有报

道在前列腺癌中 ＥＨＤ２ 缺失可以促进肿瘤细胞的增

殖ꎬ与本研究结果基本一致ꎮ 提示 ＥＨＤ２ 是喉癌潜

在抑制因子ꎬ但其具体机制尚需进一步实验研究验

证ꎮ 综上所述ꎬ本研究 ＥＨＤ２ 在喉鳞癌及声带息肉

组织中的表达具有差异性且与喉癌预后相关ꎬ提示

其对于喉癌预后判断有一定帮助ꎬ是喉癌治疗的潜

在治疗靶点ꎬ但相关的分子机制仍有待进一步研究ꎮ
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