
第２６卷第４期
２０２０年８月

中国耳鼻咽喉颅底外科杂志
ＣｈｉｎＪＯｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌＳｋｕｌｌＢａｓｅＳｕｒｇ

Ｖｏｌ．２６Ｎｏ．４
Ａｕｇ．２０２０

　　ＤＯＩ：１０．１１７９８／ｊ．ｉｓｓｎ．１００７１５２０．２０２００４０１４ ·论著·

ＳＥＭＡ３Ｄ在喉癌组织中的表达及临床意义

基金项目：四川省教育厅高校创新团队项目（１７ＴＤ００１６）；川北医学院校级课题（ＣＢＹ１７ＡＹＢ５６）。
第一作者简介：吴俊志，男，在读硕士研究生，住院医师。

通信作者：刘　海，Ｅｍａｉｌ：ｌｉｕｈａｉ１００＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

吴俊志１，李静佳２，赵　锐１，朱　鑫１，冯成敏１，敬一丹１，程　瑶１，张　震１，邓世山２，刘　海１

（１．川北医学院附属医院 耳鼻咽喉头颈外科，四川 南充　６３７０００；２．川北医学院 解剖教研室，四川 南充　６３７０００）

　　摘　要：　目的　探讨喉癌组织中轴突导向因子３Ｄ（ＳＥＭＡ３Ｄ）的表达与患者临床病理特征和预后的关系。方
法　收集２０１５年１月—２０１６年１２月经外科手术切除的喉癌组织及对应癌旁组织标本６１例，应用免疫组化ＳＰ法
检测ＳＥＭＡ３Ｄ的表达情况，并对ＳＥＭＡ３Ｄ与喉癌临床病理特征及预后的关系进行统计学分析。结果　免疫组化
ＳＰ法显示，ＳＥＭＡ３Ｄ在喉癌组织中的表达水平显著低于在癌旁正常组织中的表达水平（Ｐ＜０．０５）。ＳＥＭＡ３Ｄ表达
与患者的临床分期和颈部淋巴结转移密切相关（Ｐ＜０．０５）。ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析显示，ＳＥＭＡ３Ｄ表达与患者生存
率具有相关性（Ｐ＜０．００１）。单变量Ｌｏｇｒａｎｋ检验分析显示吸烟、临床分期、颈部淋巴结转移和ＳＥＡＭ３Ｄ表达与患
者预后具有相关性，进一步行Ｃｏｘ多因素回归分析发现ＳＥＭＡ３Ｄ低表达是影响喉癌预后的独立危险因素。结论　
ＳＥＭＡ３Ｄ蛋白低表达是影响喉癌预后的独立危险因素。ＳＥＭＡ３Ｄ蛋白阳性表达的喉癌患者预后较好，有望成为喉
癌患者预后评估的新的生物标志物。
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　　喉癌是耳鼻咽喉头颈外科常见的恶性肿瘤，发
病率占头颈部恶性肿瘤的２０％，我国喉癌发生率为
（０．３５～１．１５）／１０万人，其男性发病率高于女
性［１］。目前，国内外对喉癌发生发展的机制研究相

对较少，且缺乏对喉癌进行诊断和评估预后的特异

性肿瘤标记物。因此，寻找有效的早期诊断和预后

判定以及保留喉功能提高生活质量的方法对于治疗

喉癌极其重要。

轴突导向因子（ｓｅｍａｐｈｏｒｉｎｓ，ＳＥＭＡｓ）广泛分布
于神经系统，是一类高度保守的跨膜型或分泌型糖

蛋白，其中ｓｅｍａｐｈｏｒｉｎ３（ＳＥＭＡ３）是唯一表达于脊椎
动物的分泌型蛋白［２］，可以通过调节神经轴突的成

束与分支，影响突触的形成和导向进而调节神经系

统的发育［３］。轴突导向因子３Ｄ（ｓｅｍａｐｈｏｒｉｎ３Ｄ，ＳＥ
ＭＡ３Ｄ）作为轴突导向因子家族中的一员，不仅在神
经系统的发育中发挥重要作用，也通过调节神经受

体Ｎｅｕｒｏｐｉｌｉｎｓ（ＮＲＰ）、Ｐｌｅｘｉｎ的表达和ｃＡＭＰ信号通
路、Ｒａｓ信号通路的激活，影响恶性肿瘤的发生发
展［４５］。但目前研究表明，由于 ＳＥＭＡ３Ｄ功能的多
样性和受体结合的差异性，导致 ＳＥＭＡ３Ｄ在肿瘤组
织中可能发挥不同的生物学效应［２］。本实验组前

期通过敲低泛素特异性蛋白酶 ７（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｐｒｏｔｅａｓｅ７，ＵＳＰ７）的表达后发现，喉癌细胞的增殖、
迁移能力降低，而凋亡能力增强。将敲低 ＵＳＰ７后
的喉癌细胞通过转录组测序技术发现 ＳＥＭＡ３Ｄ的
表达明显增高。因此，本研究采用免疫组化 ＳＰ法
分析 ＳＥＭＡ３Ｄ蛋白在喉癌组织中的表达情况以及
与喉癌的临床病理特征和预后的相关性。

１　材料与方法

１．１　临床资料
收集川北医学院附属医院耳鼻咽喉头颈外科

２０１５年１月—２０１６年１２月经外科手术切除的喉癌
组织及对应癌旁组织标本６１例，所有喉癌组织标本
均经病理ＨＥ染色证实为喉鳞状上皮细胞癌组织，
癌旁组织标本中无肿瘤组织。按世界卫生组织

（ＷＨＯ）１９９８年病理学分级：低分化 ５例、中分化
１６例，高分化４０例。根据喉癌患者肿瘤原发部位
作为临床分型，其中声门上型１８例、声门型３７例、
声门下型６例。根据国际抗癌协会（ＵＩＣＣ）的 ＴＮＭ
（２００２期）分类标准进行临床分期，其中 Ｉ、ＩＩ期
２５例，ＩＩＩ、ＩＶ期３６例。
１．２　免疫组化

免疫组化 ＳＰ法采用博士德生物公司提供

ＳＶ０００２ＩｇＧ免疫组化检测试剂盒进行操作。人喉
癌石蜡标本以 ４μｍ厚度连续切片，经脱蜡、水化
后，经枸橼酸钠缓冲溶液行高温抗原修复，加入 ＳＥ
ＭＡ３Ｄ（美国 Ａｂｃａｍ公司，鼠多抗）一抗（稀释度
１∶１００），４℃孵育过夜（夜间孵育时间大于 ８ｈ），
３７℃复温 ６０ｍｉｎ，加入羊抗鼠 ＩｇＧ抗体ＨＲＰ多聚
体，于３７℃恒温孵箱中孵育４０ｍｉｎ，滴加ＤＡＢ显色
液后于显微镜下控制显色时间，苏木素复染，自来水

返蓝，１％盐酸酒精分化后梯度酒精脱水，二甲苯透
明，中性树胶封片。以已知阳性组织切片为阳性对

照，以ＰＢＳ缓冲液代替一抗作为阴性对照。
１．３　结果判定

显微镜下观察所有组织切片染色，结果采用统

一标准，由两位病理科医师于双盲原则下对实验结

果进行评判计分。若两位病理科医师评判结果出现

异议，则由第３位病理科医师阅片后与前两位商议，
统一意见后给出最终结论。本结果判定采用 Ｆｏｒ
ｍｏｗｉｔｚ综合计分法，染色强度评分：０分为无染色；
１分为明显高出背景的淡黄色颗粒染色；２分为浅棕
黄色颗粒染色；３分为深棕黄色颗粒染色。阳性细
胞计数评分：每张组织切片选取５个高倍视野，计数
５００个细胞染色结果，阳性细胞数 ＜５％为０分；５％
～２５％为 １分；２６％ ～５０％为 ２分；５１％ ～７５％为
３分；＞７５％为４分。染色强度评分与染色细胞数
评分相加结果＜２为阴性表达（－），２～３分为弱阳
性表达（＋），４～５分为中阳性表达（＋＋），６～７分
为高阳性表达（＋＋＋）［６］。
１．４　统计学分析

采用ＳＰＳＳ２２．０统计软件进行数据分析。ＳＥ
ＭＡ３Ｄ表达与喉癌临床病理特征的关系分析采用χ２

检验，生存分析用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法并行 Ｌｏｇｒａｎｋ检
验，多因素分析用 Ｃｏｘ风险比例回归模型分析。以
Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　喉癌组织中ＳＥＭＡ３Ｄ的表达情况
免疫组化结果显示，ＳＥＭＡ３Ｄ主要表达于细胞

浆，亦在细胞膜着色。ＳＥＭＡ３Ｄ在喉癌组织中的阳
性表达率为 ２６．２３％（１６／６１），低于癌旁组织的
７３．７７％（４５／６１），差异具有统计学意义（χ２ ＝
３０．１４２，Ｐ＜０．００１），见表１、图１、图２。
２．２　ＳＥＭＡ３Ｄ表达与喉癌临床病理特征的关系

ＳＥＭＡ３Ｄ表达与患者临床分期和颈部淋巴结转
移有明显关系，而与患者性别、年龄、吸烟、饮酒、临
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床分型、分化程度无明显关系（表 ２）。
２．３　ＳＥＭＡ３Ｄ表达与喉癌预后的关系

截止随访终点，喉癌患者全组死亡１４例，失访
５例，生存４２例。单因素Ｌｏｇｒａｎｋ检验分析显示ＳＥ
ＭＡ３Ｄ表达、吸烟、临床分期和颈部淋巴结转移与患
者预后有关。随访５～６０个月，剔除５例失访患者，
ＳＥＭＡ３Ｄ阳性表达组死亡率１３．３３％（２／１５），阴性表
达组死亡率２９．２７％（１２／４１）。ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存曲
线提示ＳＥＭＡ３Ｄ阳性表达组总体生存率较ＳＥＭＡ３Ｄ
阴性表达组明显升高。进一步行Ｃｏｘ风险比例回归
模型分析发现ＳＥＭＡ３Ｄ表达、吸烟、临床分期和颈部
淋巴结转移与喉癌预后密切相关，是影响喉癌预后的

独立危险因素（图３、表３、表４）。

图１　ＳＥＭＡ３Ｄ在喉癌组织中的表达　（ＳＰ×４００）　Ａ：ＳＥ
ＭＡ３Ｄ在喉癌细胞呈阴性表达；Ｂ：ＳＥＭＡ３Ｄ在喉癌细胞呈低
阳性表达；Ｃ：ＳＥＭＡ３Ｄ在喉癌细胞呈中阳性表达；Ｄ：ＳＥ
ＭＡ３Ｄ在喉癌细胞呈高阳性表达

图２　ＳＥＭＡ３Ｄ在癌旁组织中的表达　（ＳＰ×４００）　Ａ：ＳＥ
ＭＡ３Ｄ在癌旁细胞呈阴性表达；Ｂ：．ＳＥＭＡ３Ｄ在癌旁细胞呈
低阳性表达；Ｃ：ＳＥＭＡ３Ｄ在癌旁细胞呈中阳性表达；Ｄ：ＳＥ
ＭＡ３Ｄ在癌旁细胞呈高阳性表达

表１　ＳＥＭＡ３Ｄ不同表达强度在喉癌组织
及癌旁组织中的比较　（例，％）

组织分类 例数
ＳＥＭＡ３Ｄ

－ ＋ ＋＋／＋＋＋
阳性率

喉癌组织 ６１ ４５ １３ ３ ２６．２３
癌旁组织 ６１ １６ ２５ ２０ ７３．７７

表２　６１例喉癌患者ＳＥＭＡ３Ｄ表达水平与临床特征
的相关性分析　（例）

临床特征 例数
ＳＥＭＡ３Ｄ

阴性 低阳性 中高阳性
χ２ Ｐ

性别

　男 ５９ ４３ １３ ３

０．７３５ ０．６９２

　女 ２ ２ ０ ０
年龄（岁）

　≤５５ ２０ １４ ５ １

０．２４８ ０．８８４

　＞５５ ４１ ３１ ８ ２
饮酒史

　是 ５２ ３９ １１ ２

０．９００ ０．６３８

　否 ９ ６ ２ １
吸烟史

　是 ４２ ３１ １０ １

２．１６０ ０．３４０

　否 １９ １４ ３ ２
临床分型

　声门上型 １８ １２ ５ １

３．９１７ ０．４１７

　声门型 ３７ ２８ ８ １
　声门下型 ６ ５ ０ １
分化程度

　高分化 ４０ ２８ １０ ２

４．５５７ ０．３３６

　中分化 １６ １４ ２ ０
　低分化 ５ ３ １ １
临床分期

　Ｉ、ＩＩ期 ２５ １５ ７ ３

６．２９８０．０４３

　ＩＩＩ、ＩＶ期 ３６ ３０ ６ ０
颈部淋巴结转移

　有 ２８ ２５ ３ ０

６．９６２０．０３１

　无 ３３ ２０ １０ ３

　　注：Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。
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图３　ＳＥＭＡ３Ｄ表达患者ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法生存曲线
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表３　单因素Ｌｏｇｒａｎｋ分析影响喉癌患者的预后因素
临床特征 Ｌｏｇｒａｎｋ Ｐ

性别 １．１８０ ０．２７７
年龄 ２．４０６ ０．１２１
吸烟史 ８．２１３ ０．００４

饮酒史 ３．２３５ ０．０７２
临床分期 ２６．４６９ ＜０．００１

临床分型 ５．５５９ ０．０６２
分化程度 ３．６７５ ０．１５９
颈部淋巴结转移 １５．６６４ ＜０．００１

ＳＥＭＡ３Ｄ表达 １８．１３０ ＜０．００１

　　注：Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

表４　Ｃｏｘ回归模型分析影响喉癌患者的预后因素

临床特征 Ｂ ＳＥ Ｗａｌｄ Ｐ Ｅｘｐ（Ｂ） ９５％ＣＩ
吸烟史 ０．５７１０．１７９１０．１９３０．００１ ０．５６５ ０．３９８～０．８０２
临床分期 ０．３９６０．１４７７．２６４０．００７ ０．６７３ ０．５０４～０．８９７
颈部淋巴结转移０．３９４０．１４０７．９２３０．００５ １．４８３ １．１２７～１．９５１
ＳＥＭＡ３Ｄ表达 ０．６３２０．２０３９．６５４０．００２ １．８８１ １．２６３～２．８０３

３　讨论

喉癌的发生发展是一个多基因参与，多途径共

同作用的过程，需要多种特异性蛋白的激活和失活，

而这些蛋白的表达或空间结构的改变可能阻止喉癌

的恶性生物学行为［７］。ＳＥＭＡ３家族蛋白的主要生
物学功能与其关键结构域中７个 β螺旋皱褶和一
个结构相似的α整连蛋白β螺旋复合体有关，在多
种恶性肿瘤中发挥重要作用［２，８９］。ＳＥＭＡ３蛋白通
过与ＮＲＰ１受体结合，增加恶性肿瘤干细胞的不对
称分裂，从而调节细胞周期，抑制肿瘤发展［１０］。ＳＥ
ＭＡ３Ｄ作为轴突导向因子家族中的一员，可通过抑
制ｐｃｏｆｉｌｉｎ蛋白表达水平来破坏细胞骨架蛋白，从
而抑制细胞轴突的生长和迁移，也可参与 Ｗｎｔ／ＴＣＦ
信号通路和 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路促进神经嵴细胞的
增殖或抑制静脉上皮细胞的运动和迁移［１１１２］。

有研究报道发现，ＳＥＭＡ３Ｄ影响恶性肿瘤增殖、
转移、凋亡、免疫应答和血管生成等恶性生物学行

为，与ＮＲＰ、Ｐｌｅｘｉｎ受体蛋白的表达和 ｃＡＭＰ信号通
路、Ｒａｓ信号通路的激活有关［１３１５］。大量实验表明，

ＳＥＭＡ３Ｄ在胃癌［１６］、结直肠癌［１７］、神经母细胞瘤［１８］

等肿瘤组织中的表达低于癌旁正常组织，其低表达

与肿瘤细胞的侵袭、转移和预后密切相关，可通过与

肿瘤组织中ＮＲＰ和Ｐｌｅｘｉｎ等受体蛋白结合，阻低血
管生成因子的信号传导，发挥抗血管生成作用，从而

促进肿瘤凋亡，抑制肿瘤的转移侵袭，且有望成为结

直肠癌［１７］、乳腺癌［１９］和胃癌［１６］等肿瘤预后的分子

标志物。然而，近年来 Ｆｏｌｅｙ等［１４］的研究发现 ＳＥ

ＭＡ３Ｄ在ＡｎｎｅｘｉｎＡ２介导肌腱蛋白ＴｅｎａｓｃｉｎＣ（ＴＮ
Ｃ）促进胰腺导管癌浸润转移中发挥协同作用。因
此，ＳＥＭＡ３Ｄ在不同肿瘤的发生发展中，可能发挥着
不同的作用，这种复杂而密切的关系使得 ＳＥＭＡ３Ｄ
在肿瘤的研究中备受关注。前期研究中我们发现下

调喉癌细胞 ＵＳＰ７的表达后，显著抑制了喉癌细胞
的增殖、迁移能力，并促进了喉癌细胞的凋亡，同时

引起的 ＳＥＭＡ３Ｄ表达的显著增高。这意味着 ＳＥ
ＭＡ３Ｄ的高表达可能抑制喉癌的迁徙转移。因此本
研究组采用免疫组化 ＳＰ法对 ＳＥＭＡ３Ｄ蛋白在喉癌
组织中的表达情况以及与喉癌的临床病理特征和预

后的相关性进行了进一步研究。

本实验通过免疫组化 ＳＰ法发现 ＳＥＭＡ３Ｄ的表
达在癌旁正常组织中明显高于喉癌组织。结合患者

临床病理参数进一步分析发现肿瘤组织中ＳＥＭＡ３Ｄ
的表达与患者临床分期和颈部淋巴结转移有关，提

示 ＳＥＭＡ３Ｄ可能作为抑癌基因参与喉癌的侵袭转
移，这与 Ｋｉｇｅｌ等［１９］在乳腺癌中的报道基本一致。

ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法进行生存分析显示，ＳＥＭＡ３Ｄ高表
达的患者预后较好。将影响喉癌预后的危险因素进

Ｌｏｇｒａｎｋ检验分析显示，ＳＥＭＡ３Ｄ表达、吸烟、ＴＮＭ
分期和颈部淋巴结转移与患者预后密切相关，进一

步采用多因素 Ｃｏｘ回归模型分析发现，ＳＥＭＡ３Ｄ阴
性表达可作为影响喉癌预后的独立危险因素，这一

结果与目前 ＳＥＭＡ３Ｄ在胃癌［１６］、结肠癌［１７］和胶质

母细胞瘤［２０］中的研究结果一致。

综上所述，本研究通过免疫组化ＳＰ法发现ＳＥ
ＭＡ３Ｄ在喉癌组织的表达低于癌旁正常组织，且
ＳＥＭＡ３Ｄ在喉癌患者肿瘤组织中阴性表达，与患者
生存期缩短有关。由此可推断，ＳＥＭＡ３Ｄ蛋白可能
在喉癌发生发展中发挥了重要作用，有望成为预测

喉癌复发及预后的重要分子标志物及潜在治疗靶

点。但本研究未对ＳＥＭＡ３Ｄ与ＵＳＰ７的具体关系和
影响喉癌发生发展的具体机制进行分析，将在下一

步研究中完善。
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