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鼻咽癌中 IKKβ和Ki-67 的表达与肿瘤侵袭转移的关系
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摘要院目的 观察鼻咽癌和鼻咽炎组织中 IKK茁蛋白及 mRNA的表达变化袁分析其与患者临床病理指标及 Ki-67的关系遥

方法 收集 2018年 1月-2019年 12月中山市中医院病理科鼻咽癌组织标本 60份和鼻咽炎组织标本 30份袁采用免疫组化和实

时荧光定量 PCR技术检测 IKK茁尧Ki-67蛋白及 IKK茁mRNA在鼻咽癌和鼻咽炎组织中的相对表达量袁分析 IKK茁表达与鼻咽

癌患者临床病理指标和 Ki-67的关系遥 结果 IKK茁和 Ki-67蛋白在鼻咽癌组织中的表达高于鼻咽炎组织袁差异有统计学意义

渊 约0.05冤曰在鼻咽癌组织中 IKK茁与 Ki-67蛋白的表达呈正相关渊 =0.262袁 约0.05冤曰IKK茁蛋白及 mRNA的相对表达量与鼻咽

癌肿瘤大小尧淋巴结转移及 TNM分期具有相关性袁差异有统计学意义渊 约0.05冤袁而与患者的年龄尧性别尧组织学分型无关渊 跃

0.05冤遥 结论 IKK茁和 Ki-67蛋白在鼻咽癌中表达增高袁IKK茁蛋白和 mRNA的相对表达量与鼻咽癌肿瘤体积尧淋巴结转移和

TNM分期密切相关袁IKK茁可能作为判断鼻咽癌侵袭转移能力的有效指标遥
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Expression of IKK茁 and Ki-67 in Nasopharyngeal Carcinoma and its Relationship with
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Abstract：Objective To observe the expression of IKK茁 protein and mRNA in nasopharyngeal carcinoma and nasopharyngitis, and to analyze its

relationship with clinicopathological parameters and Ki-67.Methods From January 2018 to December 2019, 60 nasopharyngeal carcinoma tissue

specimens and 30 nasopharyngitis tissue specimens were collected from the Department of Pathology, Zhongshan Hospital of Traditional Chinese

Medicine. The relative expression of IKK茁, Ki-67 protein and IKK茁 mRNA in nasopharyngeal carcinoma and nasopharyngitis tissues was detected by

immunohistochemistry and real-time fluorescence quantitative PCR. The relationship between IKK茁 expression and clinicopathological parameters and

Ki-67 in patients with nasopharyngeal carcinoma was analyzed.Results The expression of IKK茁 and Ki-67 protein in nasopharyngeal carcinoma was

higher than that in nasopharyngitis,the difference was statistically significant ( <0.05).There was a positive correlation between the expression of IKK茁

and Ki-67 protein in nasopharyngeal carcinoma ( =0.262, <0.05).The relative expression of IKK茁 protein and mRNA was correlated with tumor size,

lymph node metastasis and TNM stage of nasopharyngeal carcinoma, the difference was statistically significant ( <0.05), whileit was not related to the

age, sex and histological type of the patients ( >0.05).Conclusion The expression of IKK茁 and Ki -67 protein is increased in nasopharyngeal

carcinoma. The relative expression of IKK茁 protein and mRNA is closely related to tumor volume, lymph node metastasis and TNM stage of

nasopharyngeal carcinoma. IKK茁 may be used as an effective index to judge the invasion and metastasis of nasopharyngeal carcinoma.
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鼻咽癌（nasopharyngeal carcinoma，NPC）是头

颈部最常见的恶性肿瘤之一，每年新发鼻咽癌患者

超过 8.4万人，鼻咽癌在东南亚和中国南部非常普

遍[1]。鼻咽癌是一种低分化或未分化癌，对放疗较敏

感，有远处转移倾向，因此，对于分期低非转移性鼻

咽癌的治疗建议采用放疗，治愈率较高[2]。然而，由

于早期鼻咽癌患者症状轻微，大多数患者就诊时已

为晚期，主要采用多种联合放化疗模式治疗，但鼻咽

癌芋期和郁期 5年总生存率仅为 53%~80%和 28%~

61%[3]。迄今为止，鼻咽癌的基因组异常仍不明确，没

有相应的靶向治疗。因此，寻找能够预测鼻咽癌预

后或指导靶向治疗的分子靶点具有重要意义。NF-

噩Bp65通路是一种调节免疫应答、细胞增殖、凋亡、

胚胎发育、衰老和癌症的重要核转录调节通路[4]。

NF-资B通路活化受 I资B激酶（IKK）复合物调节，该

复合物由 2 个催化亚单位 IKK琢 和 IKK茁 以及一

个调节亚单位（NEMO）/IKK酌组成[5]。IKK茁是激活

经典 NF-资B 信号通路的关键环节，据文献报道

NF-资B信号通路在多种恶性肿瘤中激活，如头颈

部肿瘤、胃肠道肿瘤、妇科肿瘤、胸部肿瘤和泌尿

生殖系肿瘤等。细胞增殖指数（Ki-67）是评估肿瘤

异质性和细胞生长的重要免疫组织化学标志物，

参与细胞增殖、侵袭性和恶性潜能[6]。广东省是鼻

咽癌的高发地区，IKK茁 是否与广东省鼻咽癌患者

的发病相关尚不明确。基于此，本研究运用免疫组

化及 RT-PCR 的方法检测 IKK茁 蛋白 mRNA 在鼻

咽癌患者组织中的表达，分析其与鼻咽癌各临床

病理指标及 Ki-67 增殖指数间的关系，探讨 IKK茁

在鼻咽癌发生发展中的作用，为靶向治疗和预后

判断提供帮助。
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注：A：鼻咽癌组织中 IKK茁的阳性表达（IHC伊200）；B：鼻咽炎组织中 IKK茁的阴性表达（IHC伊200）

图 1 免疫组化染色

A B

1资料与方法

1.1一般资料 收集 2018年 1月-2019年 12月中山

市中医院门诊鼻咽疾病患者 90例，其中鼻咽癌 60

例，男 41 例，女 19 例；年龄 16~80 岁，平均年龄

（49.13依14.02）岁。鼻咽炎 30例，男 20例，女 10例；

年龄 18~70岁，平均年龄（45.18依15.63）岁。手术活

检标本经病理证实为鼻咽癌，所有病理切片由 2名

病理医师同时阅片，根据分化程度，鼻咽癌可分为 3

种组织学类型：非角化性癌（分化型和未分化型）、角

化性和基底样型鳞状细胞癌。鼻咽癌的组织学分型

及分期标准参照 2006年世界卫生组织的标准。

1.2 主要试剂及方法

1.2.1 免疫组织化学 IKK茁一抗购自 Santa Cruz公

司，Ki-67一抗及二抗购自福州迈新公司。所有样本

均按照说明书的程序处理。所有标本均经 10%中性

福尔马林固定，石蜡包埋，4 滋m厚连续切片，敷贴

于 10%多聚赖氨酸预处理的载玻片上，用二甲苯和

酒精脱蜡，柠檬酸盐缓冲液高压修复抗原 4 min，加

过氧化氢 10 min，阻断内源性过氧化物酶活性，切

片用 10% 的山羊血清阻断，IKK茁和 Ki-67（1颐100）

一抗孵育 2 h，二抗孵育 30 min，DAB 显色，脱水，

封片。

1.2.2结果判定 结果由 2位病理科医师进行判定，

采用双定量评分法进行评定：IKK茁 蛋白阳性表达

为胞质内出现棕黄色颗粒，Ki-67蛋白阳性表达为

胞核内出现棕黄色颗粒。阳性染色强度评分：无染

色颗粒为 0分，微弱染色颗粒为 1分，清晰染色颗粒

且细胞质呈棕黄色为 2分，细胞质呈深棕色为 3分；

阳性细胞数评分：无阳性细胞为 0分，阳性细胞数臆

20%为 1分，阳性细胞数 21%~50%为 2分，阳性细

胞数跃50%为 3分；上述两项评分相乘，0~2分为阴

性，逸3分为阳性表达。

1.2.3提取总 RNA、合成 cDNA 所有标本经 10%甲

醛固定和石蜡包埋后，连续切片 6片，厚 6 滋m，使用

总 RNA提取试剂盒（美国，QIAGEN）提取组织总

RNA，用紫外分光法测取 RNA纯度，用反转录试剂

盒（Promega生物公司）进行反转录合成 cDNA。将

500 ng总 RNA加入 20 滋l反应体系中，反应条件：

37 益 15 min、85 益 5 s、4 益延伸，获得 cDNA后放

入-20 益冰箱保存备用。

1.2.4 RT-PCR 检测 IKK茁mRNA 的相对表达量 采

用 RT-PCR 法对 IKK茁mRNA的相对表达量进行检

测。RT-PCR具体操作步骤按照试剂盒说明书进行。

引物由上海生工生物公司设计合成，以 GAPD 为内

参，具体如下：IKK茁-上游引物：5'-CCGACAGAGT原

TAGCACGACA -3'，IKK茁 - 下 游 引 物 ：5' -

GGCAATCTGCTCACCTGTTT-3'；内参 GAPDH-上

游引物：5'-TCGACCAGTCAGCCGCATCTTCTTT-3'，

GAPDH-下游引物：5'-ACCAAATCCGTTGACTCC原

GACCTT-3'。PCR反应体系：SYBR 10 滋l，cDNA2 滋l，

上、下游引物各 0.4 滋l，去离子水 7.2 滋l；在 RT-PCR

仪上进行反应，扩增条件为：95 益 30 min预变性；

95 益 5 s，60 益 30 s，共 40个循环；绘制溶解曲线：

95 益 15 min、60 益 15 s、95 益 15 s。每个样本设 3

个复孔，重复检测 3次，取平均值。以GAPDH 为内

参照，计算目的基因的相对表达量。计算公式 :

驻驻Ct =（CT实验组目的基因-CT实验组管家基因）-

（CT对照组目的基因 -CT对照组管家基因）。

1.3统计学分析 用 SPSS 17.0统计软件进行统计学

分析，计量资料以（ 依）表示，组间比较采用 检验；

偏态分布的计量资料以 [ （ 25，75）]表示，并采用

Mann-Whitney 检验，相关性分析采用 Pearson 相

关分析法，约0.05为差异有统计学意义。

2结果

2.1 IKK茁 和 Ki-67蛋白在鼻咽癌和鼻咽炎组织中

的表达比较 免疫组织化学方法检测显示，IKK茁蛋

白在鼻咽癌组织中阳性表达细胞数较多，着色深，呈

强阳性表达，而在鼻咽炎中呈弱阳性表达或阴性，见

图 1；IKK茁 蛋白在鼻咽癌组织中的阳性表达率为

56.67%，在鼻咽炎组织中的阳性表达率为 33.33%，

IKK茁蛋白在鼻咽癌组织中的阳性表达率高于鼻咽

炎组织（ 约0.05）；Ki-67蛋白在鼻咽癌组织中的阳

性表达率为 95.00%，在鼻咽炎组织中的阳性表达率

为 13.33%，Ki-67蛋白在鼻咽癌组织中的阳性表达

率高于鼻咽炎组织（ 约0.05），见表 1。
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疾病

鼻咽癌

鼻咽炎组织

2

60

30

+

34（56.67）

10（33.33）

-

26（43.33）

20（66.67）

+

57（95.00）

4（13.33）

-

3（5.00）

26（86.67）

IKK茁 Ki-67

表 1 IKK茁和 Ki-67蛋白在鼻咽癌和鼻咽炎组织中的表达比较[ 渊%冤]

4.358

0.037

61.077

0.000

2.2鼻咽癌组织中 IKK茁和 Ki-67蛋白表达的相关

性 Pearson 线性相关分析显示，鼻咽癌组织中

IKK茁 和 Ki-67 蛋白的相对表达量呈正相关（ =

0.262，约0.05）。

2.3 IKK茁 mRNA在鼻咽癌组织与鼻咽炎组织中表

达比较 IKK茁 mRNA 的表达溶解曲线和扩增循环

图见图 2；IKK茁mRNA 在鼻咽癌中的相对表达量

（1.1929 依2.1870） 与在鼻咽炎中的相对表达量

（1.6007依0.4877）比较，差异无统计学意义（ 跃0.05），

见图 3。

2.4 IKK茁 蛋白的表达与鼻咽癌临床病理特征的关

系 在鼻咽癌中，IKK茁蛋白的阳性表达率与鼻咽癌

肿瘤大小、淋巴结转移、TNM分期均有关（ 约0.05），

肿瘤体积越大、有淋巴结转移、TNM分期越高的鼻

咽癌 IKK茁蛋白的阳性表达率越高；但 IKK茁蛋白

的阳性表达率与性别、年龄、组织学分型无关（ 跃

0.05），见表 2。

图 2 荧光定量扩增曲线图 图 3 IKK茁 mRNA的相对表达量

项目

性别

男

女

年龄（岁）

逸50

约50

组织学分型

分化型

未分化型

41

19

26

34

16

44

+

20

14

16

18

11

23

-

21

5

10

16

5

21

2

3.279

0.443

1.297

0.070

0.505

0.255

IKK茁

表 2 鼻咽癌组织 IKK茁蛋白表达与临床病理特征的关系渊 冤

项目

肿瘤大小

T1~2

T3~4

淋巴结转移

N0

N1~3

TNM 分期

玉~域期

芋~郁期

37

23

17

43

21

39

+

16

18

6

28

8

26

-

21

5

11

15

13

13

2

7.083

4.413

4.538

0.015

0.036

0.033

IKK茁

2.5鼻咽癌组织中 IKK茁 mRNA 的相对表达量与临

床病理特征的关系 RT-PCR结果显示，IKK茁 mR原

NA在 T1~2鼻咽癌中的相对表达量高于 T3~4鼻咽癌

（ 约0.05）；有淋巴结转移的鼻咽癌 IKK茁 mRNA相

对表达量高于无淋巴结转移的（ 约0.05）；鼻咽癌

mRNA 在芋~郁期鼻咽癌组织中相对表达量高于

玉~域期（ 约0.05）；IKK茁mRNA的相对表达量与鼻

咽癌肿瘤大小、淋巴结转移状况、TNM分期有关，

而与患者年龄、性别、组织学分型无关（ 跃0.05），见

表 3。
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3 讨论

以往研究表明，遗传易感性、环境因素和 EB病

毒（EBV）感染是鼻咽癌的三大致病因素。EBV虽然

普遍存在，但与鼻咽癌密切相关，在未分化型鼻咽癌

中，几乎 100%的肿瘤病灶存在 EBV基因组[7]。由于

诊断延迟、远处转移和复发率高、缺乏靶向药物、临

床预后欠佳，越来越多的研究者致力于揭示鼻咽癌

发生和发展的分子机制，鼻咽癌信号通路的失调已

经被广泛研究。NF-资B信号通路在调节细胞存活、

增殖、代谢、血管生成、炎症和细胞黏附/迁移的基因

表达中起关键作用，多种炎症性疾病和癌症已显示

NF-资B信号传导失调导致该途径激活，NF-资B诱导

炎症的能力使其成为慢性炎症与癌症之间的关键联

系之一[8]。

NF-资B是一种重要的转录因子，它是由 Rel家

族成员组成的二聚体蛋白，即 P50/p105（NF-资B1）、

p52/p100（NF-资B2）、p65（RelA）、RelB和 c-Rel[9]。

NF-资B信号通路通常通过两种主要途径：经典途径

和非经典途径。经典通路的激活发生在许多刺激的

下游，包括促炎因子 IL-6、TNF-琢和整合素 1，这些

刺激通过不同的机制来诱导 NF-资B激活，包括泛素

聚合物和信号蛋白复合物的形成，如 IKK（IB激酶）

复合物。IKK 复合物包含 3 个亚基，包括 IKK琢、

IKK茁和调节蛋白 NEMO（或 IKK酌），正常情况下，三

者以 1颐1颐2的比例组合在一起[10]。IKK茁激活依赖于

激酶结构域的磷酸化，IKK茁 激活可以进一步磷酸

化 I资B琢并导致其降解，从而释放 NF-资B（p65/p50

亚单位）转移到细胞核，激活其转录靶点[11]，包括参

与细胞氧化还原代谢及其调节的基因，以及那些促

进癌细胞生存、增殖、上皮向间充质转化（EMT）和转

移的基因[12]。NF-资B通过影响具有癌症特征的基因

的异常调节，在各种癌症中确立了促瘤作用。许多研

究证实，通过基因消融或 IKK茁小分子抑制剂来抑

制 NF-资B 在体内具有抗炎和 /或抗肿瘤作用 [13]。

IKK茁缺陷小鼠在胚胎发育第 13天死亡，这是由于

在肝脏发育过程中 NF-资B的 TNF信号转导缺陷导

致严重的肝细胞凋亡而死亡[14]，这些结果表明 IKK茁

在 NF-资B信号转导中的重要作用。

NF-资B在乳腺、肺、膀胱和卵巢癌中过表达。多

项研究表明，NF-资B通路在鼻咽癌细胞系和组织中

过表达或激活[15]。NF-资B信号系统可促成鼻咽癌的

发生，其与 EBV感染和大量淋巴样浸润密切相关，

潜伏膜蛋白 1（LMP1）作为 EBV 癌蛋白，是 NF-资B

信号传导的有效激活剂 [16]，LMP1可磷酸化 IKK复

合物并诱导 I噩B琢 降解，从而导致 NF-资B 活化，

NF-资B的过表达进一步促进了肿瘤的发展[17]。Ki-67

是一种仅在增殖细胞中表达的核蛋白，因此 Ki-67

标记指数反映了肿瘤细胞的增殖情况。研究证实，

Ki-67表达与乳腺癌和肺癌的侵袭性密切相关，而

其他研究显示 Ki-67在鼻咽癌表达较高，Ki-67 表

达与鼻咽癌的分期和预后有关，可作为预测鼻咽癌

局部复发、转移和预后的有用指标[18]。本研究结果显

示，IKK茁 和 Ki-67 蛋白在鼻咽癌中的表达高于鼻

咽炎组织，差异有统计学意义（ 约0.05），IKK茁 和

项目

年龄（岁）

逸50

约50

性别

男

女

组织学分型

分化型

未分化型

肿瘤大小

T1+T2

T3+T4

淋巴结转移

N0

N1~3

TNM 分期

玉~域期

芋~郁期

26

34

41

19

16

44

37

23

17

43

21

39

IKK茁 mRNA

0.5551（0.2373，1.3086）

0.4475（0.2854，0.9170）

0.4924（0.2694，1.0189）

0.5407（0.2141，1.0854）

0.6029（0.3739，1.8186）

0.4444（0.2382，1.0107）

0.4292（0.2151，0.7211）

0.9887（0.3723，3.6644）

0.2765（0.2031，0.4315）

0.5589（0.2425，1.3210）

0.2766（0.2031，0.4315）

0.55889（0.3280，0.9029）

0.463

0.115

1.853

2.314

2.295

2.376

0.643

0.908

0.064

0.021

0.022

0.018

表 3 鼻咽癌患者 IKK茁mRNA表达与临床病理特征的关系[ 渊 25袁 75冤]
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Ki-67蛋白的表达呈正相关，提示 IKK茁阳性表达

的鼻咽癌增殖活性较高，预后较差；IKK茁 蛋白和

mRNA在不同肿瘤大小、淋巴结转移和 TNM分期中

的相对表达量差异有统计学意义（ 约0.05）。在肿瘤

较大、有淋巴结转移和 TNM分期较高的鼻咽癌组织

中 IKK茁 蛋白和 mRNA 的表达越高，NF-资Bp65 和

IKK茁mRNA的表达与鼻咽癌临床病理诸因素的关

系密切；提示 IKK茁表达越高的鼻咽癌增殖速度越

快，侵袭性越强，易发生转移，临床分期越晚，预后越

差。NF-资B 通路可能参与鼻咽癌的发生和发展，

IKK茁过表达可能是判断鼻咽癌患者预后的独立因

素。典型的 NF-资B通路对鼻咽癌的肿瘤发展和血管

生成至关重要，提示 NF-资B通路可能是鼻咽癌潜在

的治疗靶点 [19]。IKK茁是 IKK复合物的一个催化亚

基，被认为是最有效和最具选择性的药物靶点之一，

因为活化 IKK茁使 I资B磷酸化是 I资B琢泛素化降解

和 NF-资B释放到核的前提条件 [20]，通过抑制其活

性，达到抑制肿瘤细胞的耐药、提高抗肿瘤药物的敏

感性、促进肿瘤细胞的凋亡等作用，从而提高抗肿瘤

治疗的疗效[21]。

综上所述，IKK茁 与鼻咽癌的临床病理特征有

关，其过度表达与预后不良有密切关系，提示 IKK茁

可能参与鼻咽癌的发生发展过程，IKK茁 高表达在

鼻咽癌浸润转移中发挥重要的作用。
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