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摘要：　目的　探讨糖蛋白９６（ｇｐ９６）、Ｒａｆ１及Ｎｅｉ内切核酸酶Ⅷ样蛋白２（ＮＥＩＬ２）在鼻咽癌（ＮＰＣ）组织中的表达
及其与放射治疗敏感性的相关性。方法　选择２０１７年１２月至２０１９年１２月河南科技大学附属许昌市中心医院收治
的１２５例疑似ＮＰＣ患者为研究对象，根据病理组织学检查结果确诊为ＮＰＣ６５例，鼻咽炎６０例（对照组）。６５例ＮＰＣ
患者确诊后均行放射治疗，放射治疗后根据治疗效果将患者分为放射治疗敏感组（ｎ＝４８）和放射治疗抵抗组（ｎ＝１７）。
采用免疫组织化学法检测ＮＰＣ组织和鼻咽炎患者鼻咽部黏膜组织中 ｇｐ９６、Ｒａｆ１及 ＮＥＩＬ２蛋白的表达，采用 Ｋｅｎｄａｌｌ
分析ｇｐ９６、Ｒａｆ１及ＮＥＩＬ２蛋白与ＮＰＣ患者放射治疗敏感性的关系。结果　放射治疗敏感组和放射治疗抵抗组患者
ＮＰＣ组织中ｇｐ９６、Ｒａｆ１、ＮＥＩＬ２蛋白表达显著高于对照组，放射治疗抵抗组患者 ＮＰＣ组织中 ｇｐ９６、Ｒａｆ１、ＮＥＩＬ２蛋白
表达显著高于放射治疗敏感组（Ｐ＜０．０５）。Ｋｅｎｄａｌｌ相关分析结果显示，ｇｐ９６、Ｒａｆ１及ＮＥＩＬ２蛋白表达与ＮＰＣ患者的
放射治疗敏感性均呈显著负相关（ｒ＝－０．３２３、－０．６１８、－０．３９６，Ｐ＜０．０１）。结论　ＮＰＣ组织中ｇｐ９６、Ｒａｆ１和ＮＥＩＬ２
蛋白高表达，且ｇｐ９６、Ｒａｆ１和ＮＥＩＬ２蛋白表达水平与ＮＰＣ的放射治疗敏感性呈负相关，抑制ｇｐ９６、Ｒａｆ１和ＮＥＩＬ２蛋
白表达有望提高ＮＰＣ的放射治疗敏感性。
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　　鼻咽癌（ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＮＰＣ）是指发
生于鼻咽腔顶部和侧壁的恶性肿瘤，其发病率居耳

鼻咽喉恶性肿瘤之首［１］。由于 ＮＰＣ对放射治疗敏
感，放射治疗已成为其首选根治性治疗手段。近年

来，随着化学治疗、靶向治疗等综合治疗模式的应

用，ＮＰＣ整体疗效取得了较大提高，患者５ａ总生存
率高达８０％，但仍有部分患者因放射治疗抵抗而存
在肿瘤残余或复发风险［２］。因此，寻找与ＮＰＣ放射
治疗敏感性有关的生物标志物，对于ＮＰＣ患者个体
化治疗方案的制定尤为重要［３］。糖蛋白９６（ｇｌｙｃｏ
ｐｒｏｔｅｉｎ９６，ｇｐ９６）为热休克蛋白家族成员之一，主要
参与细胞分化、信号传导及膜结合寡聚蛋白质的修

饰和转运过程。Ｒａｆ１基因是调控肿瘤细胞增殖、凋
亡过程的功能基因之一。Ｎｅｉ内切核酸酶Ⅷ样蛋白
２（ＮｅｉｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅⅧｌｉｋｅ２，ＮＥＩＬ２）为一种ＤＮＡ糖
基酶，主要参与基质切除修复过程。目前，关于

ｇｐ９６、Ｒａｆ１和 ＮＥＩＬ２与 ＮＰＣ放射治疗敏感性的报
道较少。基于此，本研究旨在探讨 ｇｐ９６、Ｒａｆ１及
ＮＥＩＬ２在 ＮＰＣ组织中表达及其与放射治疗敏感性
的关系，为ＮＰＣ患者个体化治疗方案的制定及疗效
评估提供参考。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１７年１２月至２０１９年１２
月河南科技大学附属许昌市中心医院收治的１２５例
疑似ＮＰＣ患者为研究对象，其中，根据病理组织学
检查结果确诊为 ＮＰＣ６５例，鼻咽炎 ６０例（对照
组）。６５例ＮＰＣ患者确诊后均行放射治疗，放射治
疗后根据治疗效果将患者分为放射治疗敏感（鼻内

镜检查显示鼻咽部无新生物隆起或黏膜光滑无糜

烂，磁共振成像显示鼻咽部无明显软组织隆起、增

厚）组（ｎ＝４８）和放射治疗抵抗（鼻内镜检查显示鼻
咽部新生物病理活检发现癌细胞且鼻咽黏膜粗糙，

磁共振成像显示鼻咽部软组织明显增厚）组（ｎ＝
１７）。病例纳入标准：（１）经鼻咽镜、ＣＴ、磁共振成像
及组织病理学检查确诊为 ＮＰＣ或鼻咽炎；（２）ＮＰＣ
患者均为初次确诊；（３）ＮＰＣ患者均接受全程放射
治疗；（４）ＮＰＣ患者放射治疗的疗效可评估；（５）临
床资料完整。病例排除标准：（１）合并鼻咽部结核、
增生性病变；（２）合并其他恶性肿瘤、急性感染性疾
病、自身免疫性疾病者；（３）ＮＰＣ患者有放射治疗禁
忌证；（４）ＮＰＣ患者肿瘤已广泛远处转移；（５）合并
心、肝、肾等重要脏器严重功能障碍；（６）ＮＰＣ患者

中途转院无法获知放射治疗效果。放射治疗敏感

组：男２８例，女２０例；年龄３５～７５（５５．５９±１３．６１）
岁；体质量指数（ｂｏｄｙｍａｓｓｉｎｄｅｘ，ＢＭＩ）为 １８．８～
２４．２（２１．６３±２．６５）ｋｇ·ｍ－２；肿瘤临床分期：Ⅰ期
２例，Ⅱ期１４例，Ⅲ期２５例，Ⅳ期７例；世界卫生组
织肿瘤病理分型：Ⅰ型２例，Ⅱ型１７例，Ⅲ型２９例；
肿瘤分化程度：低分化２２例，中分化１６例，高分化
１０例。放射治疗抵抗组：男 １０例，女 ７例；年龄
３８～７５（５５．６８±１３．６８）岁；ＢＭＩ为 １８．６～２４．７
（２１．６９±２．６８）ｋｇ·ｍ－２；肿瘤临床分期：Ⅰ期１例，
Ⅱ期５例，Ⅲ期８例，Ⅳ期３例；世界卫生组织肿瘤病
理分型：Ⅰ型１例，Ⅱ型６例，Ⅲ型１０例；肿瘤分化程
度：低分化８例，中分化６例，高分化３例。对照组６０
例；男３５例，女２５例；年龄３６～７５（５５．６８±１３．７０）
岁；ＢＭＩ为１８．２～２４．５（２１．７１±２．７３）ｋｇ·ｍ－２。放
射治疗敏感组与放射治疗抵抗组患者的肿瘤临床分

期、肿瘤病理分型、组织分化程度比较差异无统计学

意义（Ｐ＞０．０５），３组患者的性别、年龄、ＢＭＩ比较差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），具有可比性。本研究
通过医院医学伦理委员会审核批准，所有患者及家

属签署知情同意书。

１．２　放射治疗方法　ＮＰＣ患者均接受调强适形放
射 治 疗 （ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｍｏｄｕｌａｔｅｄ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｔｈｅｒａｐｙ，
ＩＭＲＴ），治疗前行增强 ＣＴ扫描，将获得的扫描图像
输入至三维放射治疗计划系统中，逐层勾画出肿瘤

轮廓，再行三维重建。ＩＭＲＴ方案：使用５～７个共面
野静态强调，具体剂量为：（１）计划肿瘤靶区（ｐｌａｎ
ｎｉｎｇｇｒｏｓｓｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅ，ＰＧＴＶ）：每次２．２Ｇｙ，每日１
次，每周 ５次，共治疗 ３０次。（２）计划临床靶区
（ｐｌａｎｎｉｎｇｃｌｉｎｉｃａｌｔａｒｇｅｔｖｏｌｕｍｅ，ＰＣＴＶ）１：每次２．１Ｇｙ，每
日１次，每周５次，共治疗３０次；ＰＣＴＶ２：每次２．０Ｇｙ，每
日１次，每周５次，共治疗３０次。（３）ＰＧＴＶｎｄ（颈部
淋巴结转移）：每次２．３Ｇｙ，每日１次，每周５次，共
治疗３０次。
１．３　免疫组织化学法检测ＮＰＣ组织和鼻咽炎患者
鼻咽部黏膜组织中ｇｐ９６、Ｒａｆ１及 ＮＥＩＬ２蛋白表达
　（１）采用免疫组织化学链霉菌抗生物素蛋白过氧
化物酶法检测 ｇｐ９６、ＮＥＩＬ２蛋白的表达（试剂盒购
自北京中杉金桥生物技术有限公司）：取组织石蜡

包块，常规切片（厚约４μｍ）、二甲苯脱蜡、梯度乙醇
脱水；Ｈ２Ｏ２溶液孵育１０ｍｉｎ，以灭活内源性过氧化物
酶行抗原修复，磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄ
ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）冲洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ；滴加羊血清，
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３７℃封闭１０ｍｉｎ；滴加一抗（兔抗人ｇｐ９６多克隆抗
体购自美国 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司，兔抗人 ＮＥＩＬ２多克隆抗
体购自艾博抗上海贸易有限公司，抗体滴度为１
５００），４℃冰箱孵育过夜（以 ＰＢＳ代替一抗为阴性
对照）；ＰＢＳ冲洗３次，每次５ｍｉｎ；滴加辣根过氧化
物酶标记的二抗，３７℃孵育３０ｍｉｎ；ＰＢＳ冲洗３次，
每次５ｍｉｎ；滴加链霉菌抗生物素蛋白过氧化物酶，
３７℃孵育３０ｍｉｎ；ＰＢＳ冲洗３次，每次５ｍｉｎ；二氨基
联苯胺显色，苏木精复染；常规脱水、透明、封片，光

学显微镜下观察。（２）采用免疫组织化学 ＥｎＶｉｓｉｏｎ
法检测Ｒａｆ１蛋白的表达（试剂盒购自丹麦 ＤＡＫＯ
公司）：取组织石蜡包块，常规切片（厚约３μｍ）、二
甲苯脱蜡、梯度乙醇脱水、高压修复抗原；Ｈ２Ｏ２溶液
阻断灭活内源性过氧化物酶，蒸馏水漂洗；滴加非免

疫动物血清封闭，滴加 ＰＢＳ稀释兔抗人一抗（兔抗
人Ｒａｆ１多克隆抗体购自北京博奥森生物技术有限
公司，抗体滴度为 １５００），ＰＢＳ冲洗 ３次，每次
２ｍｉｎ；滴加ＥｎＶｉｓｉｏｎ复合物孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗３
次，每次２ｍｉｎ；二氨基联苯胺显色，苏木精复染；常
规脱水、透明、封片，光学显微镜下观察。设置 ＰＢＳ
代替一抗为阴性对照。

结果判读：由２位病理医师以双盲法单独阅片，
于高倍显微镜（×４００）下随机选取每张切片中１０
个染色良好视野，以阳性细胞占比及染色强度综合

评定表达情况。（１）ｇｐ９６蛋白表达：以细胞质、细胞
膜出现淡黄色、黄色、棕褐色颗粒为阳性表达。按阳

性细胞占比计分：＜５％计０分，５％ ～２５％计１分，
＞２５％～５０％计２分，＞５０％计３分。按染色强度
计分：无着色计０分，淡黄色计１分，黄色计２分，棕
褐色计３分。取阳性细胞占比得分＋染色强度得分
为最终得分，０～１分为阴性，≥２分为阳性；０～３分
定义为低表达，４～６分定义为高表达。（２）Ｒａｆ１：

以细胞质中出现淡黄色、黄色、棕褐色颗粒为阳性表

达。按阳性细胞占比计分：＜５％计０分，５％～１０％
计１分，＞１０％～５０％计２分，＞５０％～７５％计３分，＞
７５％～１００％计４分。按染色强度计分：无着色计０
分，淡黄色计１分，黄色计２分，棕褐色计３分。以
阳性细胞占比得分与染色强度得分的乘积作为最终

得分，０～１分为阴性，≥２分为阳性；２～４分定义为
低表达，５～１２分定义为高表达。（３）ＮＥＩＬ２的表
达：以细胞核中出现淡黄色、黄色、棕黄色、棕褐色颗

粒为阳性表达。按阳性细胞占比计分：＜１０％计０
分，１０％ ～２５％计 １分，＞２５％ ～５０％计 ２分，＞
５０％计３分；染色强度：无着色计０分，淡黄色计１
分，黄色计２分，棕黄色计３分，棕褐色计４分。取
阳性细胞占比得分与染色强度得的乘积为最终得

分，０～２分为阴性，≥３分为阳性；０～６分定义为低
表达，７～１２分定义为高表达。
１．４　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ２２．０软件进行统计
学分析。计数资料以例数和百分率表示，３组间比
较采用交叉表 χ２检验，２组间比较采用连续校正 χ２

检验；采用 Ｋｅｎｄａｌｌ相关分析鼻咽癌组织中 ｇｐ９６、
Ｒａｆ１和ＮＥＩＬ２蛋白表达与ＮＰＣ患者放射治疗敏感
性的关系；Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＮＰＣ组织及鼻咽炎患者鼻咽黏膜组织中
ｇｐ９６、Ｒａｆ１和 ＮＥＩＬ２蛋白的表达　结果见表 １。
放射治疗敏感组和放射治疗抵抗组患者 ＮＰＣ组织
中ｇｐ９６、Ｒａｆ１、ＮＥＩＬ２蛋白表达显著高于对照组，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；放射治疗抵抗组患者
ＮＰＣ组织中 ｇｐ９６、Ｒａｆ１、ＮＥＩＬ２蛋白表达显著高于
放射治疗敏感组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

表１　ＮＰＣ组织及鼻咽炎患者鼻咽黏膜组织中ｇｐ９６、Ｒａｆ１和ＮＥＩＬ２蛋白的表达
Ｔａｂ．１　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｇｐ９６，Ｒａｆ１ａｎｄＮＥＩＬ２ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＮＰＣｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｍｕｃｏｓａｔｉｓｓｕｅｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈ
ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｉｔｉｓ

组别 ｎ
ｇｐ９６

低表达／例（％） 高表达／例（％）
Ｒａｆ１

低表达／例（％） 高表达／例（％）
ＮＥＩＬ２

低表达／例（％） 高表达／例（％）
对照组 ６０ ４８（８０．００） １２（２０．００） ６０（１００．００） ０（０．００） ５５（９１．６７） ５（８．３３）
放射治疗敏感组 ４８ ２６（５４．１７）ａ ２２（４５．８３）ａ ４２（８７．５０）ａ ６（１２．５０）ａ ３５（７２．９２）ａ １３（２７．０８）ａ

放射治疗抵抗组 １７ ３（１７．６５）ａｂ １４（８２．３５）ａｂ ４（２３．５３）ａｂ １３（７６．４７）ａｂ ５（２９．４１）ａｂ １２（７０．５９）ａｂ

χ２ ２３．５９３ ４８．１７０ ２９．７０６
Ｐ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０５；与放射治疗敏感组比较ｂＰ＜０．０５。

２．２　ｇｐ９６、Ｒａｆ１及 ＮＥＩＬ２蛋白表达与 ＮＰＣ患者
放射治疗敏感性的关系　Ｋｅｎｄａｌｌ相关分析结果显
示，ｇｐ９６、Ｒａｆ１及ＮＥＩＬ２蛋白表达与ＮＰＣ患者的放
射治疗敏感性均呈显著负相关（ｒ＝－０．３２３、
－０．６１８、－０．３９６，Ｐ＜０．０１）。

３　讨论

ＮＰＣ为头颈部常见肿瘤之一，因其组织病理学
特征及解剖结构特殊，目前主要以放射治疗为主。

流行病学调查显示，４０％～５０％的 ＮＰＣ患者的死亡
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原因为原发肿瘤未得到完全控制［４］，因此，增强

ＮＰＣ患者肿瘤局部控制对提高 ＮＰＣ患者生存率尤
为重要。

目前，ＮＰＣ的病理分型、临床分期、放射治疗方
案等已有标准，但放射治疗的局部控制率存在较大

差异，这可能与肿瘤内在放射治疗敏感性差异较大

有关［５］。肿瘤内在放射治疗敏感性受较多因素影

响，目前尚缺乏快速、准确评估肿瘤内在放射治疗敏

感性的手段。参照放射治疗结束后的一段时间内肿

瘤残存及复发情况评估肿瘤内在放射治疗敏感性具

有一定的价值，但提示作用有限，且易受肿瘤分化程

度、临床分期及放射治疗剂量等多种因素的影

响［６７］。研究表明，从分子水平预测肿瘤内在放射治

疗敏感性的价值较高，已成为肿瘤内在放射治疗敏

感性的热门研究方向［８］。

ｇｐ９６可能参与了肿瘤的发生、进展过程，
ＲＡＤＯＬＯＶＩＣ等［９］研究显示，ｇｐ９６蛋白在乳腺癌组
织中的表达水平显著高于癌旁组织，且淋巴结转移

者患者ｇｐ９６蛋白表水平显著高于未转移者，提示
ｇｐ９６表达水平与肿瘤转移扩散密切相关，可用于预
测肿瘤的预后。ＺＨＡＮＧ等［１０］在 ＮＰＣ和头颈部肿
瘤放射治疗抵抗亚克隆细胞系研究中，采用网格分

析、蛋白质组学及 ｃＤＮＡ微阵列等手段，发现 ｇｐ９６
与放射治疗敏感性有关，将ｇｐ９６基因敲除后能提高
肿瘤的放射治疗敏感性，此外，ｇｐ９６蛋白高表达还
与肿瘤分期有关，ｇｐ９６蛋白高表达的ＮＰＣ患者预后
较差。ＮＰＣ内在放射治疗敏感性主要由负责调控
肿瘤细胞增殖、凋亡的基因决定，例如 Ｒａｆ１基因，
而基因功能主要由其表达蛋白质体现。Ｒａｆ１原癌
基因被证实与前列腺癌、喉癌、肝癌等肿瘤放射治疗

抵抗有关，而靶向 Ｒａｆ１反义技术能一定程度上提
高放射治疗敏感性［１１］。Ｒａｆ１蛋白为一类由 Ｒａｆ１
基因编码的具有苏丝氨酸、丝氨酸激酶活性蛋白。

近年来研究发现，导入或转染 Ｒａｆ１基因会使肿瘤
放射治疗抵抗增强，而直接或间接阻断 Ｒａｆ１蛋白
表达能有效逆转放射治疗抵抗［１２］。此外，临床试验

中以Ｒａｆ１基因作为目标靶点的靶向基因治疗药物
已用于包括 ＮＰＣ在内的多种复发及转移性头颈部
恶性肿瘤的治疗，取得了良好的效果［１３］。ＮＥＩＬ２是
一种ＤＮＡ糖基酶，其主要作用为切割被活性氧破坏
的ＤＮＡ双链中的碱基，使ＤＮＡ链断开，从而激活细
胞碱基切除自动修复系统。ＮＥＩＬ２异常表达将导致
ＤＮＡ修复效率降低，从而细胞损伤累积，提示
ＮＥＩＬ２可能参与了氧化应激、细胞增殖、凋亡等过
程，并与肿瘤的发生、进展有关［１４１５］。ＢＵＥＬＧＡ
等［１６］研究发现，ＮＥＩＬ２基因突变导致的 ＤＮＡ糖基

酶功能受损可增加机体患口咽癌、口腔鳞状细胞癌、

肺癌等多种恶性肿瘤的概率。

本研究结果显示，ＮＰＣ患者的 ｇｐ９６、Ｒａｆ１、
ＮＥＩＬ２蛋白表达显著高于鼻咽炎患者，且放射治疗
抵抗患者的ｇｐ９６蛋白表达显著高于放射治疗敏感
患者，提示ｇｐ９６、Ｒａｆ１、ＮＥＩＬ２蛋白在ＮＰＣ患者中高
表达，且可能与放射治疗抵抗有关。另外，Ｋｅｎｄａｌｌ
相关分析显示，ｇｐ９６、Ｒａｆ１及 ＮＥＩＬ２蛋白表达均与
ＮＰＣ放射治疗敏感性呈显著负相关，即 ｇｐ９６、Ｒａｆ１
及ＮＥＩＬ２蛋白表达水平越高，ＮＰＣ的放射治疗敏感
性越低，越易出现放射治疗抵抗现象。

综上所述，ｇｐ９６、Ｒａｆ１和 ＮＥＩＬ２在 ＮＰＣ组织中
高表达，且其表达水平与放射治疗敏感性呈负相关，

抑制ｇｐ９６、Ｒａｆ１和 ＮＥＩＬ２蛋白的表达有望成为提
高ＮＰＣ放射治疗敏感性的新思路。
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