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　　摘　要：　目的　探讨Ｒａｆ１激酶抑制蛋白（Ｒａｆ１ｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ，ＲＫＩＰ）在下咽癌中的表达及其临床
意义，通过与癌旁组织ＲＫＩＰ的表达比较，分析 ＲＫＩＰ在下咽癌的发生、发展及转移中的作用以及癌旁下咽鳞状上
皮中的表达及其临床意义。方法　采用免疫组化方法检测４６例下咽鳞癌及１３例癌旁下咽鳞状上皮组织中ＲＫＩＰ
的表达情况。对实验结果进行 χ２检验及 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ检验。结果　ＲＫＩＰ在下咽鳞癌中的表达低于癌旁下咽鳞状上
皮，差异具有统计学意义（Ｐ＝０．０３４）。ＲＫＩＰ在有转移的下咽癌中表达低于无转移的下咽癌，差异具有统计学意义
（Ｐ＝０．０２０）。ＲＫＩＰ在高、中、低不同分化程度的下咽癌中表达阳性率逐渐下降，差异具有统计学意义（Ｐ＝
０．００５）。结论　下咽癌的分化程度与ＲＫＩＰ的表达有关，下咽癌淋巴结转移的发生与ＲＫＩＰ低表达及缺失有关。
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　　Ｒａｆ１激酶抑制蛋白（Ｒａｆ１ｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｐｒｏ
ｔｅｉｎ，ＲＫＩＰ）是磷脂酰乙醇胺结合蛋白（ｐｈｏｓｐｈａｔｉ
ｄｙｌｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＰＥＢＰ）家族成员之
一，人类的 ＲＫＩＰ基因定位于１２号染色体上，长约
１００００ｂｐ，含４个外显子，其转录的ＲＫＩＰｍＲＮＡ长１
４３４ｂｐ，编码１８７个氨基酸，从而构成ＲＫＩＰ蛋白［１］。

ＲＫＩＰ是一种广泛存在于人体的、具有高度保守性的
多功能蛋白，它通过调节多条信号转导通路来影响

细胞的生长、增殖及分化，在肿瘤的发生发展中具有

重要作用，目前普遍认为 ＲＫＩＰ能够抑制肿瘤细胞
的转移发生，是一种肿瘤转移抑制基因［２］。ＲＫＩＰ的
表达下调或缺失使得细胞稳定性下降，进而导致细

胞的侵袭力和转移力增加，从而促进肿瘤转移的发

生。大量实验通过对结肠癌、直肠癌、宫颈癌、前列

腺癌、肝癌、乳腺癌、胃癌等多种肿瘤组织的研究，发

现ＲＫＩＰ不仅具有抑制肿瘤细胞转移的功能，而且
·５４３·
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与恶性肿瘤的发展、预后密切相关［１，３］。下咽癌是

下咽处的鳞状上皮发生恶变而产生的恶性肿瘤，高

转移率是它的最大特点，也是造成患者死亡的一个

重要因素。本实验通过免疫组化方法检测 ＲＫＩＰ在
下咽癌及癌旁组织中的表达，进而探讨 ＲＫＩＰ在下
咽癌发生及转移中的作用。

１　材料与方法

１．１　临床资料
材料来源于邯郸市中心医院耳鼻咽喉科２０１０

年１２月～２０１６年１２月下咽癌住院手术患者４６例，
男４２例，女４例；年龄４３～７６岁，平均６１岁。其中
梨状窝癌３６例，喉咽后壁癌４例，环后区癌 ６例。
按国际抗癌协会（ＵＩＣＣ）ＴＮＭ分类标准（２００２）修订
的方案，４６例患者中，Ｔ１７例，Ｔ２１２例，Ｔ３１４例，Ｔ４
１３例。高分化癌 ６例，中分化癌 １０例，低分化癌
３０例。有淋巴结转移２９例，无淋巴结转移１７例。
１．２　实验材料

实验所用山羊抗人 ＲＫＩＰ多克隆抗体、鼠抗人
ＰＥＲＫ单克隆抗体，为美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产品。
即用型二步法免疫组织化学试剂盒，光谱超敏 ＳＰ
法试剂盒和浓缩型 ＤＡＢ试剂盒均购自北京中杉金
桥生物技术有限公司。全部病例组织均由３名资深
病理学医师确诊为鳞状细胞癌并分级，所有病例资

料完整。淋巴结转移的２９例患者下咽鳞癌原发灶
及淋巴结转移灶被同时检测。淋巴结转移灶取自颈

清扫切除组织，并且术后病理证实淋巴结中确有癌

细胞转移。１３例癌旁组织取自４６例手术患者，癌
旁组织距离肿瘤切缘２～３ｃｍ，病理证实均为分化
良好、无肿瘤组织侵润的鳞状上皮。所有标本均经

１０％中性甲醛固定，石蜡包埋，４μｍ连续切片。
１．３　免疫组织化学染色过程

常规脱蜡水化，ＰＢＳ冲洗；切片置入加热沸腾的
柠檬酸缓冲液（０．０１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝６．０）中进行抗原
修复，冷却至室温，ＰＢＳ洗；滴加过氧化酶阻断液，
１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗；滴加非免疫性阻断血清，１０ｍｉｎ；滴
加一抗，浓度均为１∶５０，４℃过夜，ＰＢＳ洗；按试剂盒
中要求滴加二抗，ＰＢＳ洗；滴加 ＤＡＢ显色液，３～
５ｍｉｎ，水洗；苏木素复染，３ｍｉｎ，水洗；中性树胶封
片。选取预实验中已知阳性的癌旁正常鳞状上皮细

胞切片作阳性对照（图１），以 ＰＢＳ代替一抗作阴性
对照（图２）。
１．４　结果判定标准

染色细胞内有棕色颗粒为阳性表达，ＲＫＩＰ染色
阳性表达主要定位于细胞胞浆，镜下为细小的棕色

颗粒（图３～５）。每张病理切片在高倍（免疫组化×
４００）镜下至少观察１０个不重复的视野，判断细胞着
色率和着色强度。采用半定量评分法判定结果：阳

性细胞的百分比：０分，无阳性细胞（图６）；１分，阳
性细胞百分比＜１０％；２分，阳性细胞百分比≥１０％
～５０％；３分，阳性细胞百分比≥５０％ ～８０％；４分，
阳性细胞百分比≥８０％。染色强度按阴性，弱，中，
强染色分别评为０～３分。最终的评分是两个指标
的乘积。０～３分为阴性“－”，４～８分为弱阳性
“＋”，９～１２分为强阳性“＋＋”。

图１　癌旁正常鳞状上皮细胞阳性对照 （免疫组化 ×４００）　　图２　以ＰＢＳ代替一抗作阴性对照 （免疫组化 ×４００）　　图３
　ＲＫＩＰ在下咽高分化癌中的阳性表达 （免疫组化 ×４００）　　图４　ＲＫＩＰ在下咽中分化癌中的阳性表达 （免疫组化 ×４００）　
图５　ＲＫＩＰ在下咽低分化癌中的阳性表达 （免疫组化 ×４００）　图６　ＲＫＩＰ在淋巴结转移灶中的阴性表达 （免疫组化 ×４００）

·６４３·
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１．５　统计学处理
采用ＳＰＳＳ２０．０统计学软件进行分析。２９例有

转移下咽鳞癌与其淋巴结转移灶中 ＲＫＩＰ的表达比
较采用Ｗｉｌｃｏｘｏｎ检验，其他实验数据的比较采用 χ２

检验。

２　结果

２．１　ＲＫＩＰ的表达在下咽癌与癌旁组织中的比较
在１３例癌旁组织中，ＲＫＩＰ表达强阳性９例，弱

阳性２例，阴性２例。４６例下咽鳞癌原发癌灶中，
强阳性１４例，弱阳性１０例，阴性２２例。两者比较，
下咽鳞癌ＲＫＩＰ表达阳性率为５２％，明显低于癌旁
组织８５％，差异具有统计学意义（Ｐ＝０．０３４，表１）。

表１　ＲＫＩＰ在下咽癌与癌旁组织中表达情况比较　（例）

分组 例数
ＲＫＩＰ表达

－ ＋ ＋＋ χ２ Ｐ

下咽癌 ４６ ２２ １０ １４ ６．７３７ ０．０３４
癌旁组织 １３ ２ ２ ９

２．２　ＲＫＩＰ的表达在有转移与无转移下咽癌中的比较
在４６例下咽鳞癌中，无转移１７例，ＲＫＩＰ表达

强阳性９例，弱阳性４例，阴性４例；有转移２９例，
其中下咽癌原发灶 ＲＫＩＰ表达强阳性５例，弱阳性
６例，阴性１８例，两者比较，有转移的下咽癌中表达
阳性率为３８％，低于无转移的下咽癌７６％，差异具
有统计学意义（Ｐ＝０．０２０，表２）。
２．３　ＲＫＩＰ的表达在不同分化程度下咽癌各指标比较

在４６例下咽癌中，高分化６例，ＲＫＩＰ表达强阳
性１例，弱阳性４例，阴性１例；中分化１０例，ＲＫＩＰ
表达强阳性 ６例，弱阳性 ２例，阴性 ２例；低分化
３０例，ＲＫＩＰ表达强阳性 ７例，弱阳性 ４例，阴性
１９例。高、中、低分化的下咽癌ＲＫＩＰ表达阳性率分
别为８３％、８０％、３７％，表达逐渐下降，差异具有统
计学意义（Ｐ＝０．００５）。ＲＫＩＰ的表达在４６例下咽
癌中，不同性别、年龄、肿瘤发病部位、Ｔ分期等组间
的比较，差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５），具体数据
见表２。
２．４　ＲＫＩＰ的表达在２９例有转移下咽癌原发灶与
淋巴结转移灶中的比较

在有转移的 ２９例下咽癌淋巴结转移癌灶中，
ＲＫＩＰ表达强阳性５例，弱阳性８例，阴性１６例（图
６）。原发灶与转移灶比较，差异无统计学意义（Ｐ＝
０．８１７），具体数据见表３。

表２　ＲＫＩＰ在下咽癌组织中表达的各临床病理学参数　（例）

临床特征 例数
ＲＫＩＰ表达

－ ＋ ＋＋ χ２ Ｐ

性别

　男 ４２ ２０ ８ １４ ２．９４７ ０．２２９
　女 ４ ２ ２ ０
年龄（岁）

　≥６０ ２４ １４ ２ ８ ５．４４５ ０．０６６
　＜６０ ２２ ８ ８ ６
发病部位

　梨状窝 ３６ １７ ７ １２ １．００２ ０．９０９
　喉咽后壁 ４ ２ １ １
　环后区 ６ ３ ２ １
Ｔ分期
　Ｔ１ ７ ２ ２ ３ １０．４２２ ０．１０８
　Ｔ２ １４ ５ １ ８
　Ｔ３ １２ ７ ３ ２
　Ｔ４ １３ ８ ４ １
肿瘤分化

　高分化 ６ １ ４ １ １４．６４８ ０．００５
　中分化 １０ ２ ２ ６
　低分化 ３０ １９ ４ ７
淋巴结转移

　有 ２９ １８ ６ ５ ７．８５６ ０．０２０
　无 １７ ４ ４ ９

表３　ＲＫＩＰ在下咽癌原发灶中与其淋巴结
转移灶中表达情况比较　（例）

分组 例数
ＲＫＩＰ表达

－ ＋ ＋＋ χ２ Ｐ

原发灶 ２９ １８ ６ ５ ０．４０３ ０．８１７
淋巴结转移灶 ２９ １６ ８ ５

３　讨论

下咽癌是来源于喉咽部鳞状上皮的恶性肿瘤，

９５％为鳞状细胞癌，是耳鼻咽喉头颈外科中常见的
恶性肿瘤，下咽癌发生转移概率较高，就诊时已约有

５０％的患者存在颈淋巴结转移，其中梨状窝癌的颈
淋巴结转移率最高，约７０％左右，下咽癌晚期可以
出现远处转移。下咽癌转移是造成患者治疗失败以

及死亡的一个重要原因。对于下咽癌发生以及转移

的分子机尚不完全清楚，研究其发生、侵袭及转移的

分子机制对探讨新的可行性治疗方案具有重要临床

意义。

Ｒａｆ１激酶抑制蛋白是１９８４年 Ｂｅｒｎｉｅｒ和 Ｊｏｌｌｅｓ
最先从牛脑中纯化出来的一种碱性蛋白，具有胞浆

可溶性，它是磷脂酰乙醇胺结合蛋白（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｅ
ｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＰＥＢＰ）家族成员之一。
ＲＫＩＰ蛋白的二级结构中含有９个β折叠、２个α螺
·７４３·
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旋构成，它结构紧凑，于蛋白表面存在一个狭窄空

穴，这一空穴能够容纳一个阴离子，如此构成一个配

体的结合位点，而磷脂酰乙醇胺的磷酸集团恰恰正

是与这一结合位点的天然配体［４］。ＲＫＩＰ家族成员
在序列上有高度相似性，在许多组织中都稳定表达，

例如：浦肯野细胞、脑胶质细胞、前列腺、生殖系统的

精子细胞、输卵管、子宫及胰岛 Ｂ细胞等［４］，可以看

出它在人体中发挥重要的保守的生物学功能。

ＲＫＩＰ作为一个转移抑制子，通过参与多条信号
通路来发挥作用的［５］。ＲＫＩＰ能够识别 Ｒａｆ１的活
性部位，通过与 Ｒａｆ１结合来抑制丝裂原活化蛋白
激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）信号
通路［６］。ＲＫＩＰ通过与富集在细胞膜上的 Ｒａｆ１结
合来阻止 Ｒａｆ１与 ｐ２１活化激酶结合，阻断 ｐ２１活
化激酶和丝氨酸蛋白酶对 Ｒａｆ１的磷酸化，这一反
应的发生抑制下游靶点ＭＥＫ的激活，从而负向调节
ＭＡＰＫ信号通路［７］。ＲＫＩＰ已被证实通过以下３种
机制抑制核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）信号
通路活性。首先，ＲＫＩＰ通过结合 Ｒａｆ１抑制 ＭＥＫ
磷酸化，从而影响 ＮＦκＢ活性；其次，ＲＫＩＰ能够影
响和封闭ＮＦκＢ诱导激酶（ＮＦκＢｉｎｄｕｃｉｎｇｋｉｎａｓｅ，
ＮＩＫ）和转化生长因子 β活化激酶 １（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβａｃｔｉｖａｔｅｄｋｉｎａｓｅ１，ＴＡＫ１），因为 ＮＩＫ
和ＴＡＫ１都是 ＮＦκＢ活化所必需的，所以 ＲＫＩＰ通
过这一途径实现对 ＮＦκＢ活性的抑制；第三，体外
实验表明ＲＫＩＰ可以抑制 ＩＫＫα、ＩＫＫβ激酶活化［７］，

ＲＫＩＰ抑制ＮＦκＢ的激活就是通过与 ＮＦκＢ激活途
径中的这些重要激酶的相互作用来实现的［８］。此

外，ＲＫＩＰ是蛋白激酶 Ｃ（ＰＫＣ）的一个重要底物蛋
白，被ＰＫＣ磷酸化的 ＲＫＩＰ可以与 Ｒａｆ１解离，从而
解除其对 Ｒａｆ１的抑制作用，进而正向调节 ＭＡＰＫ
信号通路［９］。ＲＫＩＰ可以促进 Ｇ蛋白偶联（ＧＰＣＲ）
信号通路的传导［１０］。因为ＲＫＩＰ是ＧＰＣＲ激酶２的
生理抑制剂，当 ＧＰＣＲ与其配体结合后，ＲＫＩＰ即与
Ｒａｆ１分离，并作用于 ＧＰＣＲ激酶２使其失活，这一
过程由ＰＫＣ介导ＲＫＩＰ上的第１５３个丝氨酸磷酸化
触发［１１］。我们看到作为具有多种功能的 ＲＫＩＰ蛋
白，它直接参与体内的多条信号通路，它的含量变化

除了直接关系到细胞的传导功能，还能间接影响细

胞的增殖、分化和凋亡。

除了参与信号通路，有实验证明，下调 ＲＫＩＰ功
能可以影响转移血管的生成、组织细胞凋亡，影响基

因组的完整性［６］。同时有实验发现 ＲＫＩＰ参与细胞
周期的纺锤体检查点的调控，使细胞加速进入分裂

后期，导致分裂指数下降，这些改变使得细胞遇到致

瘤因素或其他不良刺激时，容易出现染色体异常，从

而解释了它与转移侵袭进展相关的原因［１２］。

对于ＲＫＩＰ蛋白低表达的上游机制，有研究表
明，与ＲＫＩＰ基因启动子区域的高甲基化状态有关。
Ｚｌｏｂｅｃ等［１３］通过对３３７例结肠癌的研究发现，ＲＫＩＰ
的转录与５’末端ＣｐＧ岛的甲基化有关，作者认为在
结肠癌中，ＣｐＧ岛启动子区域的高甲基化状态能够
引起一系列抑癌基因失活，从而引起肿瘤细胞转移

的发生。Ｇｕｏ等［１４］在对胃贲门腺癌的研究中得出

同样结论，贲门腺癌 ＲＫＩＰ基因启动子区域的异常
甲基化状态是导致其转录沉默的主要原因。

综上所述，ＲＫＩＰ在人体的多个组织中稳定表
达，如浦肯野细胞、脑胶质细胞、前列腺等，并且参与

体内多条信号通路的调节，如丝裂原活化蛋白激酶

信号通路、核因子κＢ信号通路、Ｇ蛋白偶联信号通
路等。ＲＫＩＰ与人体的细胞生长、增殖及组织分化密
切相关，具有重要的生物学功能［７］。现已证实，

ＲＫＩＰ是一种转移抑制基因，能够抑制肿瘤细胞转移
的发生，ＲＫＩＰ的表达下调及缺失与肿瘤的发生、发
展、转移及不良预后高度相关，ＲＫＩＰ能够作为临床
预测恶性肿瘤性疾病预后的有效指标［１５］。Ｋｉｍ
等［１６］采用免疫组化方法检测９１例食道鳞癌淋巴结
转移癌灶，发现 ＲＫＩＰ低表达的为６５例（７１．４％），
明显高于原发癌灶（５０％）和原位癌癌灶（２８．９％），
随着食管鳞癌的侵袭与转移发生，ＲＫＩＰ表达呈现下
降趋势，所以 ＲＫＩＰ具有抑制食管鳞癌侵润和转移
的作用。ＦｕＭｉｎ等［１７］进行了相似的实验，在对

７７例食管鳞癌组织标本的研究中发现，ＲＫＩＰ在食
管鳞癌中的表达明显低于癌旁组织（Ｐ＜０．０１），在
无淋巴结转移的癌组织表达高于有淋巴结转移的癌

组织，提示ＲＫＩＰ表达下调与食管鳞癌的发生及转
移相关（Ｐ＜０．０１）。Ｂｉｒｎｅｒ等［１８］研究发现，在 Ｂａｒ
ｒｅｔｔ食管、低级别上皮瘤变、高级别上皮瘤变和腺癌
组织中，ＲＫＩＰ表达含量是依次降低的，这表明ＲＫＩＰ
的下调和缺失参与食管上皮癌变过程。Ｗｅｉ等［１９］

在对贲门腺癌的研究中发现，ＲＫＩＰ基因启动子区域
甲基化的阳性率在贲门腺癌中为６２．１％，显著高于
癌旁组织的４．１％，研究说明ＲＫＩＰ低表达及缺失与
ＲＫＩＰ基因启动子区域的异常甲基化有关。在既往
史中有上消化道肿瘤病史的患者中，这点表现的更

为突出，所以ＲＫＩＰ高甲基化状态以及ＲＫＩＰ蛋白低
表达能够预测贲门腺癌的不良临床预后。Ｐａｏｌａ
等［２０］通过对肝细胞癌的研究发现，ＲＫＩＰ作为肿瘤
·８４３·
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抑制基因除了具有抑制肿瘤作用，还能在癌细胞中

发挥作用促进药物诱导细胞凋亡的发生。

我们的实验结果证实，下咽鳞癌组织中 ＲＫＩＰ
表达比癌旁下咽鳞状上皮中明显降低，说明 ＲＫＩＰ
表达下降与下咽癌发生有一定关系，在有转移的下

咽癌中ＲＫＩＰ表达阳性率低于无转移的下咽癌，说
明ＲＫＩＰ表达下降与下咽癌的转移有关，在不同分
化程度的下咽癌中，随着分化程度下降，恶性程度增

加，ＲＫＩＰ表达呈现下降趋势，说明 ＲＫＩＰ表达与肿
瘤分化有关。我们实验同时检测了 ＲＫＩＰ在下咽癌
原发灶及其淋巴结转移灶中的表达，结果无显著差

异，说明下咽癌原发癌灶与转移癌灶的癌细胞中

ＲＫＩＰ表达无显著差异，所以我们认为虽然 ＲＫＩＰ表
达下调时更易出现转移现象，但转移灶和原发灶

ＲＫＩＰ表达是无显著差异的。当然，对于下咽癌中
ＲＫＩＰ是具体通过怎样的途径发挥作用，又是何种机
制调节着ＲＫＩＰ的表达等等这些问题还有待于我们
进一步研究发现。
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