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f摘要j 茸酌研究e弼ia ni和Survivln簧岛表这与嘏穆(nasopharyngealcarelttoma，NPc》敞

疗敏感性的关系。方法选取72例NPC患者艘疗前活检组缄标本(其中放疗敏感组49例，敞疗不敏感

组23镶≥。赣援HE爨色确定组织静型；受疫缀匏技术S--P法撩溅CyclinDl粒Survivin蛋＆表达情既；

盛鞴缝骨学教箨避镑凌苛学分撬。缝暴72秘N戏蹇者抟零中。砖彝Cyelin嬲蛋叁裹交迭。辩燕表达

率为41．7％。在NPC放疔敏感组葶蚪放疗不敏感鳙的商表达率分别为28．6％(14／49)和69．6％(16／23)。两

组比被蔗异有统计譬意义(P<0。05)；72例NPC患者标本巾，34例Survivin鬣白高表达，阳性率为

47。2％，寝敦疗鼙戆缮骊鲮疗苓敏感錾高表透露努襄寿34．7％(17／49)餮73．9％f17／23)，麓缋跪蓑差异

有缝诗擘意交{氏0．05j。Cye融Dt季；l Survivin鬣垂蔚表遮谯NPC患者r}l鬃正籀关键，∞0．353(戥

O．05)。结论Cyelin DI和Survi6n骚白的表达岛NPC放射敏牒性呈负相关。CyehnDI和Survivin可以

作为攒测NPC息鸯敞疗敏感性的分子标志物。

i荚舞运l CydinDI；Surdvin：募镬癌；薮疗簸蒸瞧

doi：lO．3969／j．issn．1624—7151．2012．01．稠3

Correlation Imtwecm expression of Cyclin DI protein anti Survivla protein and radios*mitivity of na-

sopharyngeal carcinoma

XU§赫。一xH≈疋艇N溪镕。一min：+L[ANG器l毋，el疫tColfege of．69ricuttnre，Hai,mn University。Hmakou

5钧228。China Z1)epartmertt of Radiotherapy+Hainan Provincial People's Hospital。Haikou 5∞3H．China

3Department of Medical Examination。Hainan Provincial People"s Hospital．Haikou 5703 11．China

lAbstract】Objective To investigate the correlation between protein expression of Cyelia Dl＆融

Survivin and radiosensitiv酶ofnas￡,pharyngeal eaminoma《Npe》．Methods 72 cases《嬲氅6ssue speci*

IUeUS。includin949 e#钟s疆radio--sensitiVe specimens and 23 eases疆radio-resistant specimens。which we持

obtained before radiotherapy．The expression of Cyclin D1 protein and Survivin protein wew detected by imm

mtmohistochemical staining(S—P)method．and the results were analyzed，Results neft wef#30(2aBe8’m愕}

Cyelin D1 protein posillve in the 72 c8s∞，afld the positive rate was 41．7％．The high expHⅫ；on rate o￡Cyclin

Dl in mdio_s∞蠡tire group and radio一}％jslant group werie 28，S备f14／49)and 69+6％(t6／23)。and the dif-

ferenee had stati．stk!al significance(P<0．05)；飘糖船were 34 o鼬惴we”Survivin protein positive in the 72

casM，and the positive rate WaS舯。2妫．The high exopression哺略of Sutvivin in tadio—sensitive group and ra-

dio-resistant group were 34．7％(17／49)and 73．9％(17／23)．and the difference had statistleaI significance

{＆0．05，。强e expression of Cretin Dl had positive correlation with the expression of Survivin in NPC pa-

tient,。#0．353 f默0．05)。Conclusion The expre※,；ion ofCyclin秘】and Survlvin h赢negative correl越ion

埘th radiosensitivityofNPC．whichcould be ausefu』predictorofradiosensitivity衲NPc．

【Key Words l Cyelin D1；Survivin；Nasopharyngeal carcinoma；Radiosensitivity

ON癌(nasopharyngeal carcinoma．NPC)是我国

南方锝省及东南蛾地区常见的头颈部恶性肿瘤。放

翦治疗是治疗NPC鹩主要方法，餐赣臻上不弱魏

NPC患者对放疗敏感性存在明翅的个体差算。敬寻

哉预测NPC患者放疗敏感性的分子标志物+对制定

合瑾懿个体他敖疗方案吴赛重要意义。奉文瓣究瘥
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用免疫组化技术研究对比NPC放疗敏感者和放疗

不敏感者Cyelin DI和Survivin蛋白的表达，并探讨

其在预测NPC放疗敏感性中的意义，从而为实现早

期准确预测NPC放疗敏感性提供理论依据

1材料与方法

1．1 临床资料 选择2009年3月至2011年9月

在海南省人民医院耳鼻喉科就诊，经活检病理确诊，

并在该院放射科接受全程放射治疗的患者72例，所

有患者临床资料完整。且均为首诊，之前术曾接受过

任何抗癌治疗。其巾男性55例，女性17例，年龄

20一69岁，中位年龄4l岁。NPC临床病理组织学检

查按世界卫生组织1991年的国际组织分类标准分

型，72例患者标本中角化性鳞状细胞癌5例，非角

化性鳞状细胞癌67例；其中分化型47例，未分化型

25例。放疗结束时NPC完全消退49例(为放疗敏

感组)，鼻咽部癌残留23例(为放疗不敏感组)。NPC

的临床分期按“NPC2008分期方案(中国广州)”。其

中：I期7例，II期13例．Ⅲ期31例，IV期2l例。所

有患者标本均为放疗前鼻咽活检存档石蜡活检组织

标本。

1．2放疗方案放射治疗应用医用直线加速器

6MeV X线，依照每次200eGy、每日1次、每周5次

的常规分割照射。鼻咽部剂量D，(7000—7800)eGy／

(35～39)次／(7—8)W。

1．3疗效评价 所有患者完成放射治疗后观察三

个月复查鼻咽部CT扫描。观察癌肿消退情况．对放

射治疗近期疗效进行评价。疗效评价按照RECIST

标准(2009年修订版)，CR(complete response)：肿块

完全消失；PR(partial response)：肿块缩小≥50％；

NC(no change)：肿块缩小<50％．或增大未超过

25％：PD(progressive disease)：一个或多个病变增

大≥25％，或出现新的病变。放射疗效达到CR和

PR为放疗敏感者，NC和PD为放疗不敏感者。

1．4试剂Cyclin Dl抗体(兔抗人单克隆抗体)、

Survivin抗体(兔抗人多克隆抗体)、免疫组织化学超

敏UhraSensitiveTM SP试剂盒(羊抗兔)、抗原修复

液、DAB显色液、苏木素复染液均购自福州迈新生

物技术开发公司。

1．5方法病例材料经10％福尔马林固定，石蜡包

埋，4“m厚度连续切片。常规HE染色光学湿微镜

下观察确定分型。免疫组化染色采用S-P法．具体

步骤均按照试剂盒操作说明书进行优化设计，实验

用福州迈新生物技术开发公司提供的阳性对照切片

作阳性对照，用磷酸盐缓冲液代替一抗作为阴性对

照，在相同条件下进行染色

1．6结果判定 所有免疫组化切片由三名病理科

医师独立在光镜下观察计数。每个人均在10x40倍

高倍镜下，每张切片随机选取10个视野，计数免疫

组化标汜定位准确的阳性细胞占癌细胞的百分比并

计分。阳性细胞表达情况分四级：阳性细胞百分比

0％～25％记为“一”，26％一50％记为“+”．5l％一75％记

为“++”，76％一100％记为“+++”，阳性细胞表达强度

达到“++”者为高表达。

1．7 统计学处理 应用统计学软件IBM SPSS

Statistics 20对数据进行统计分析。两组问率的比较

采用r检验，两指标问的相关性采用Spearman相关

性分析．P<0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1 Cyclin D1蛋白在NPC放疗患者中的表达情况

Cyclin D1蛋白阳性表达部位在细胞的胞核内．呈棕

黄色，见图1。72例患者标本中，30例高表达，阳性

表达率为41．7％．Cyclin D1在NPC放疗敏感组和放

疗不敏感组的高表达率分别为28．6％(14／49)和

69．6％(16／23)，两组比较差异有统计学意义(矿=

12．118，P<0．05)。见表l。

、
●

低表达 高表达

图l 鼻咽癌Cyclin DI蛋白DAB显色(400x)

表l Cyclin DI蛋白在鼻咽癌放疗患者l|】的表达情况

2．2 Survivin蛋白在NPC放疗患者中的表达情况

Survivin蛋白阳性表达部位在细胞的胞核和胞浆内，

呈棕黄色，见图2。72例患者标本中，34例高表达，

阳性表达率为47．2％，Survivin在NPC放疗敏感组

和放疗不敏感组的高表达率分别为34．7％(17／49)

和73．9％(17／23)，两组比较差异有统计学意义(r=

10．424．P<0．05)．见表2。

2．3 Cyclin DI蛋白和Survivin蛋自在NPC放疗患

者中表达的相关性分析 72例患者标本中．Cvelin

D1蛋白高表达30例，低表达42例；Survivin蛋白高
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低表达 高表达

围2鼻咽癌Survivin蛋白DAB显色(400x)

表2 Survivin蛋白在鼻咽癌放疗患者中的表达情况

分组 例数—』堕壅竺一—!望坠，值 P值
一 ++++++

放疗敏感组 49 17 15 14 3

放疗不敏感组 23 3 4 12 5 10．424<0．05

合计 72 20 18 26 8

表达34例，低表达38例，两者共同高表达22例，共

同低表达30例。Cyelin D1蛋白和Survivin蛋白表达

在NPC患者中成正相关，Spearman相关分析结果

为：仁0．353(P<0．05)。见表3。

表3 CychnDI蛋白和Survivin蛋白在

鼻咽癌放疗患者中相关性分析

3讨论

目前，放射治疗是NPC的主要治疗方法之一，

而肿瘤对放疗的敏感性是肿瘤放射治疗成败的关

键。在临床上，不同个体的NPC患者存在着放疗敏

感性的差异。为了提高患者的放疗效果，实现早期预

测不同个体患者放疗敏感性，制定合理的个体化的

放疗方案。需要寻找一种快速、准确、灵敏的指标预

测不同个体NPC患者对放疗的敏感性，并以此为依

据并采取相应的个体化的放疗方案。

肿瘤是多基因表达异常所导致的一类细胞周期

失控性疾病。细胞周期由诸多因子共同调控，其中

Cyclin蛋白尤为重要，是调节细胞周期行进的重要

正性调节因子，通过相应的细胞周期素依赖性蛋白

激酶(cyehn dependent kinases。CDK)在细胞的分裂

增殖中发挥重要的生物学作用。D型周期蛋白有

D1、D2和D3三种亚型，在不同的细胞类型中表达

模式不同，所发挥的生物学功能也不尽相同。Cyclin

D1是细胞周期调节因子中与肿瘤最密切相关的基

因”，。CyclinDl又称为Bcl一1，由位于染色体llql3

上的CCNDl编码。细胞周期素Cyclin D1是一种核

蛋白，可与CDK4／6形成活性复合物Cyclin D1／

CDK4／6，参与G1期和S期的pRb磷酸化作用，使

细胞进入S期，是G1／S期行进的控制点，是细胞周

期中Gl期向S期转化的重要调节因子。Coco等【23

研究发现，Cyclin D1在没有四环素培养的乳腺肿瘤

细胞系MCF'／中增加了6倍后，Cyclin D1过表达细

胞比非过表达细胞能更好的诱导细胞凋亡，对放射

更敏感。同时丁丝露等口3也发现Cyclin D1表达程度

与NPC细胞放疗敏感性呈正相关。但是，Siwanon等

人【41研究表明，耗竭生长在小鼠缺失视网膜母细胞

瘤蛋白的人肿瘤的Cyclin D1后，细胞变得对放疗等

DNA损伤因素更为敏感。Milas等喳1也发现Cyclin

D1的表达程度与肿瘤放疗敏感性呈负相关。这些研

究均表明。Cyclin D1蛋白与肿瘤的放疗敏感性密切

相关。本文研究结果显示Cyelin DI高表达与NPC

患者的放疗敏感性呈显著相关性，即Cyclin D1低表

达的NPC患者对放射更敏感。可能与Cyclm D1高

表达时G1一S期缩短，促进细胞增殖，导致细胞增殖

失控进而促进肿瘤的生长有关。同时在细胞暴露于

严重的、内源性的、癌基因诱导的DNA损伤以及由

基因毒性疗法诱导的损伤时，Cyehn D1能帮助DNA

修复，有助于癌细胞存活，增加肿瘤对治疗的抗性。

因此，Cyclin D1可以作为评价NPC患者放疗敏感性

的一种参考指标。

放射诱导肿瘤细胞凋亡是放疗的主要机制之

一，肿瘤细胞凋亡程度与其放疗敏感性一致。众多研

究表明对凋亡通路的靶向干涉治疗对提高肿瘤细胞

的放疗敏感性有显著作用[6]。细胞凋亡又受凋亡相

关基因的调控。Survivin是细胞凋亡抑制基因，定位

于染色体17q25，是凋亡抑制蛋白家族成员之一。

Survivin具有抑制细胞凋亡和调节细胞分裂的双重

功能。Survivin的表达具有周期性，在G2／M期特异

性表达，表达于细胞有丝分裂时的纺锤体上，调节细

胞有丝分裂。Survivin通过与凋亡效应分子Caspase

直接或间接结合以及阻断与CDK2、CDK4相互作用

阻断凋亡信号转导通路等方式来抑制细胞凋亡。

Survivin表达于人与哺乳动物的胚胎发育组织和大

多数肿瘤组织中，而在分化成熟的成人正常组织中

不表达"]。Jin等滔3利用RNA干扰技术抑制Survivin

表达后能显著提高肝癌HepG2细胞系对lligh—LET

放射的放疗敏感性。Yu等旧】的研究也发现肾癌细胞

系中的Survivin表达被抑制时能够提高细胞的放疗

敏感性。而黄东海等(1蚍利用细胞高通量大样本的组
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织微阵技术发瑗Survivirt残N慈骏疗敏感堡有褒

显嵩表达，与患者放疗敏感健星正相关。本文研究的

结果鼹示Survivin在NPC放疗不敏感组的表达明

显嵩予荻疗敏感缀，鄄Sur’'ivin蹇表达譬NPC鹃放

疗敏感性呈受楣荧。Survivin酌过度表达静镪了耱瘩

细胞凋亡途径，增加了其对放疗的抵抗作用。Sur-

vivin的阳性表达多表达于胞棱，可能与放射抗性有

关。Survivin是爱浚NPC效瓣敏感毪裙籁淄NPC敦

疗效果的重要指标。

Conway等[1¨发现Survivin高表达可以引起

Cyelin DI蛋白表达水平舞熹。Bao一&簿”2缕验谨

实抑制Cyctin D1的表达诱婚G1期细胞周期阻滞

会降低Survivin的表达水平。可能是由于Survivin

对缨胞烫亡的獭测，雩l莛Cyclin D1过裘遮。影响缨

胞髑勰，促使细胞持续增殖，获丽导致嚣率瘸发生。本

文研究中，Cyclin DI蛋白表达和Survivin焉白表达

呈正棚关性(仁O．353，氏0．05)与上述豫项研究结果

基本一致。

放疗作为肿瘸治疗的重要方法之一，其作用机

制主要是通过引起细胞的DNA损伤和细胞周期的

改变，影晚缨魏黪增建状态，激终导致耱攥缨麓黪璎

殖性死亡或凋亡。Cyclin D1和Survivin W能正是在

这些方面发挥作用从而导致肿瘤细胞对放疗的抵

抗。Cyctin Dl鞫Survivin在羧疗抵抗孛韪器蘑狡鹾

需要进一步研究踢确。本文研究中，两基嘲的表达呈

正相关性，可能怒由于两基因在放疗敏感性上有协

厨俸愿，僵尚无题够论据说骥蹰基斟是黉骞糨互嬷

控静作箱。Cyclin D1鞠Survivin在一定穰凄上不枝

可以作为预测NPC患者放疗敏感性的分子标志物，

为临床制定个体亿的放射治疗方案提供攥论依据，

瑟羹还霹羧疆Cyclin D1或Survivin秀铤盎设诗薮

疗方紫抑制其表达，获得放疗增敏的效果。
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