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  摘 要:目的 探讨Jumonji结构域包含蛋白3(JMJD3)与细胞周期素D1(CyclinD1)基因在喉鳞状细胞癌

组织中的表达及意义。方法 选取2016年12月至2021年12月该院肿瘤科收治的80例喉鳞状细胞癌患者作

为研究对象,术中取喉鳞状细胞癌组织与癌旁正常组织,采用免疫组织化学染色法检测JMJD3和CyclinD1基

因的表达情况,分析JMJD3和CyclinD1表达与临床病理特征的关系。结果 喉鳞状细胞癌组织与癌旁正常组

织JMJD3阳性率分别为48.75%、17.50%,CyclinD1阳性率分别为60.00%、20.00%,喉鳞状细胞癌组织JM-
JD3和CyclinD1的表达均高于癌旁正常组织,差异均有统计学意义(P<0.05);不同年龄、性别、吸烟史的喉鳞

状细胞癌患者JMJD3和CyclinD1阳性率比较,差异均无统计学意义(P>0.05);非声门型、分化程度为中低分

化、有淋巴结转移及TNM分期为Ⅲ~Ⅳ期的喉鳞状细胞癌患者JMJD3与CyclinD1阳性率更高;癌组织JM-
JD3与CyclinD1表达呈正相关(r=0.661,P<0.05)。结论 JMJD3和CyclinD1基因在喉鳞状细胞癌组织中

均呈过度表达,并且二者呈正相关,说明与癌细胞的病情进展、侵袭性、恶性程度有关,在癌细胞的发展过程中

起重要作用。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expressions
 

and
 

significance
 

of
 

Jumonji
 

domain-containing
 

protein
 

3
 

(JMJD3)
 

and
 

CyclinD1
 

in
 

tissues
 

of
 

laryngeal
 

squamous
 

cell
 

carcinoma.Methods A
 

total
 

of
 

80
 

patients
 

with
 

laryngeal
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

treated
 

in
 

department
 

of
 

oncology
 

of
 

the
 

hospital
 

from
 

December
 

2016
 

to
 

December
 

2021
 

were
 

selected.Laryngeal
 

cancer
 

tissues
 

and
 

adjacent
 

tissues
 

were
 

collected
 

during
 

surgery,and
 

immunohistochemical
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

protein
 

expressions
 

of
 

JMJD3
 

and
 

CyclinD1.The
 

rela-
tionship

 

between
 

the
 

expressions
 

of
 

JMJD3
 

and
 

CyclinD1
 

and
 

the
 

clinicopathological
 

characteristics
 

were
 

ana-
lyzed.Results The

 

positive
 

rates
 

of
 

JMJD3
 

in
 

laryngeal
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

tissues
 

and
 

adjacent
 

normal
 

tissues
 

were
 

48.75%
 

and
 

17.50%,and
 

the
 

positive
 

rates
 

of
 

CyclinD1
 

were
 

60.00%
 

and
 

20.00%
 

respectively.
The

 

expressions
 

of
 

JMJD3
 

and
 

CyclinD1
 

in
 

laryngeal
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

tissues
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

adjacent
 

normal
 

tissues
 

(P<0.05).There
 

were
 

no
 

statistical
 

differences
 

in
 

age,gender
 

and
 

smoking
 

history
 

in
 

patients
 

with
 

laryngeal
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

(P>0.05).The
 

positive
 

rates
 

of
 

JMJD3
 

and
 

CyclinD1
 

were
 

higher
 

among
 

laryngeal
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

patients
 

with
 

glottic
 

type,moderate
 

or
 

poor
 

differentia-
tion

 

degree,lymph
 

node
 

metastasis
 

and
 

Ⅲ-Ⅳ
 

TNM
 

stage
 

(P<0.05).The
 

expression
 

of
 

JMJD3
 

in
 

cancer
 

tissues
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

CyclinD1
 

expression
 

(r=0.661,P<0.05).Conclusion Both
 

JMJD3
 

and
 

CyclinD1
 

genes
 

are
 

over-expressed
 

in
 

laryngeal
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

tissues,and
 

they
 

are
 

positively
 

correlated
 

with
 

each
 

other,indicating
 

that
 

they
 

are
 

related
 

to
 

the
 

progression,invasiveness
 

and
 

malignancy
 

of
 

cancer
 

cells,and
 

play
 

an
 

important
 

role
 

in
 

the
 

development
 

of
 

cancer
 

cells.
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  喉癌是指出现在喉部的常见恶性肿瘤,居头颈部

肿瘤第2位,至今医学界还未明确喉癌致病的直接原

因,但多认为慢性炎症反应、放射线、癌基因的激活等

不利因素是喉癌发病的重要诱因[1]。鳞状细胞癌是

喉癌的最常见类型,由于喉部承担着至关重要的呼吸

通道作用,在针对喉癌的治疗方面不仅要保证准确切

除肿瘤,同时还要保留喉功能[2]。虽然近年来喉鳞状

细胞癌的治疗手段有了明显提升,但仍然无法改善喉
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癌患者5年生存率偏低的现状[3]。不同的基因参与

了癌症的发病及进展,有研究表明,Jumonji结构域包

含蛋白3(JMJD3)作为组蛋白H3K27的去甲基化酶,
对肿瘤既有促癌作用,也有抑癌作用,其在喉癌中的

作用和效果具有一定参考价值[4]。同时作为细胞周

期调节因子之一的细胞周期素D1(CyclinD1)也被认

为与肿瘤发生及进展有关,其过度表达可能造成癌细

胞的进一步增殖,使病情恶化[5]。因此,本研究对喉

鳞状细胞癌患者癌组织中JMJD3和CyclinD1基因的

表达意义进行分析,对其意义和价值进行深度探讨,
现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2016年12月至2021年12月

本院肿瘤科收治的80例喉鳞状细胞癌患者作为研究

对象,其中男68例,女12例;年龄31~78岁,平均
(58.19±9.18)岁;高分化鳞癌50例,中分化鳞癌18
例,低分化鳞癌12例;TNM分期[6]:Ⅰ期12例,Ⅱ期

27例,Ⅲ期24例,Ⅳ期17例。纳入标准:(1)经过病

理检查确诊为喉鳞状细胞癌的患者[7];(2)进行手术

治疗将癌症部分切除的患者;(3)病历资料完整的患

者。排除标准:(1)喉腺癌患者;(2)合并其他部位恶

性肿瘤的患者;(3)术前曾接受化疗、放疗等治疗的患

者;(4)研究过程中退出或失访的患者。所有研究对

象均知情同意并签署知情同意书。本研究经本院伦

理委员会审核批准。
1.2 组织标本处理 在患者术后将获取的癌组织与

癌旁正常组织(距离癌组织2
 

cm)直接放于液氮中保

存,后经过10%中性甲醛固定,梯度乙醇脱水,二甲苯

透明,石蜡包埋后切片,切片厚度保持在4~5
 

μm。
1.3 免疫组织化学染色 将石蜡切片置于烤箱中烘

烤2
 

h后放于二甲苯中浸泡进行脱蜡,最后依次放入

梯度乙醇脱水,使用磷酸盐缓冲液冲洗3次,在枸橼

酸缓冲液中煮沸15
 

min,待冷却继续冲洗3次,最后

置于过氧化氢阻断溶液阻断内源性过氧化物酶的活

性,经过冲洗后使用山羊血清封闭,孵育10
 

min。待

封闭完成后去除山羊血清,加入JMJD3兔单克隆抗

体/兔抗人CyclinD1单克隆抗体,在4
 

℃下孵育过夜

后冲洗3次,再次加入兔二抗免疫组织化学试剂在室

温下孵育50
 

min,重复冲洗步骤。最后加入二氨基联

苯胺显色液,在显微镜观察下等待3~10
 

min后停止

染色后进行复染、返蓝,并使用自来水冲洗,最后使用

梯度乙醇脱水并使用中性树胶封片。试剂盒均购自

北京中杉金桥生物技术有限公司。
1.4 免疫组织化学结果判定 选择2名资深病理科

医生进行双盲阅片,首先在低倍镜下选定喉癌区域与

癌旁区域,然后切换高倍镜进行观察,随机选择5个

视野,JMJD3与CyclinD1均以细胞核染色成为棕黄

色颗粒为阳性细胞,并对阳性细胞百分比进行评判。
染色强度:0分为无色,1分为淡黄色,2分为深黄色,3
分为棕黄色。阳性细胞百分比:0分为阳性细胞<
5%,1分为5%~25%,2分为>25%~50%,3分

为>50%~75%,4分为>75%~100%。将1~4分

归类为阳性细胞。
1.5 统计学处理 采用SPSS23.0统计软件进行数

据分析处理。计数资料以例数或百分率表示,组间比

较采用χ2 检验;采用Pearson相关对JMJD3与Cy-
clinD1的相关性进行分析。以P<0.05为差异有统

计学意义。
2 结  果

2.1 喉鳞状细胞癌组织和癌旁正常组织JMJD3与

CyclinD1的表达情况比较 喉鳞状细胞癌组织和癌

旁正常组织JMJD3阳性率分别为48.75%、17.50%,
喉鳞状细胞癌组织和癌旁正常组织CyclinD1阳性率

分别为60.00%、20.00%,喉鳞状细胞癌组织JMJD3
与CyclinD1的表达均高于癌旁正常组织,差异均有统

计学意义(P<0.05)。见表1。
表1  喉鳞状细胞癌组织和癌旁正常组织JMJD3与

  CyclinD1的表达情况比较[n(%)]

组别 n
JMJD3

阳性 阴性

CyclinD1

阳性 阴性

喉鳞状细胞癌组织 80 39(48.75) 41(51.25) 48(60.00) 32(40.00)
癌旁正常组织 80 14(17.50) 66(82.50) 16(20.00) 64(80.00)

χ2 17.634 26.667
P <0.001 <0.001

2.2 不同临床病理特征喉鳞状细胞癌患者JMJD3
阳性率比较 不同年龄、性别、吸烟史的喉鳞状细胞

癌患者JMJD3阳性率比较,差异均无统计学意义

(P>0.05);非声门型、分化程度为中低分化、有淋巴

结转移及TNM 分期为Ⅲ~Ⅳ期的喉鳞状细胞癌患

者JMJD3阳性率均高于声门型、分化程度为高分化、
无淋巴结转移及TNM 分期为Ⅰ~Ⅱ期的喉鳞状细

胞癌患者,差异均有统计学意义(P<0.05)。见表2。
表2  不同病理特征喉鳞状细胞癌患者JMJD3

   阳性率比较[n(%)]

病理特征 n
JMJD3

阳性 阴性
χ2 P

年龄(岁) 0.803 0.370
 ≥60 59 27(45.76) 32(54.24)

 <60 21 12(57.14) 9(42.86)
性别 0.009 0.925
 男 68 33(48.53) 35(51.47)

 女 12 6(50.00) 6(50.00)
肿瘤部位 6.307 0.043
 声门型 52 20(38.46) 32(61.54)

 非声门型 28 19(67.86) 9(32.14)
分化程度 10.099 0.006
 高分化 50 18(36.00) 32(64.00)

 中低分化 30 21(70.00) 9(30.00)
淋巴结转移 8.451 0.004
 有 34 23(67.65) 11(32.35)

 无 46 16(34.78) 30(65.22)

TNM分期 9.847 0.002
 Ⅰ~Ⅱ期 39 12(30.77) 27(69.23)

 Ⅲ~Ⅳ期 41 27(65.85) 14(34.15)
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续表2  不同病理特征喉鳞状细胞癌患者JMJD3
   阳性率比较[n(%)]

病理特征 n
JMJD3

阳性 阴性
χ2 P

吸烟史 0.374 0.541
 有 57 29(50.88) 28(49.12)

 无 23 10(43.48) 13(56.52)

2.3 不同临床病理特征喉鳞状细胞癌患者CyclinD1
阳性率比较 不同年龄、性别、吸烟史的喉鳞状细胞癌

患者CyclinD1阳性率比较,差异均无统计学意义(P>
0.05);非声门型、分化程度为中低分化、有淋巴结转移

及TNM分期为Ⅲ~Ⅳ期的喉鳞状细胞癌患者CyclinD1
阳性率均高于声门型、分化程度为高分化、无淋巴结转

移及TNM分期为Ⅰ~Ⅱ期的喉鳞状细胞癌患者,差异均

有统计学意义(P<0.05)。见表3。
2.4 JMJD3与CyclinD1阳性的影响因素 以是否

阳性作为因变量(是=1,否=0),将表2、表3中差异

有统计学意义的指标作为自变量进行赋值,肿瘤部位
(非声门型=1,声门型=0)、分化程度(中低分化=1,
高分化=0)、淋巴结转移(有=1,无=0)、TNM 分期
(Ⅲ~Ⅳ期=1,Ⅰ~Ⅱ期=0),纳入多因素Logistic
回归方程,结果显示,肿瘤部位为非声门型、分化程度

为中低分化、有淋巴结转移及TNM 分期为Ⅲ~Ⅳ期

是JMJD3与 CyclinD1阳性的相关危险因素(P<
0.05)。见表4、5。

2.5 JMJD3与CyclinD1在喉鳞状细胞癌中表达的

相关性 癌组织JMJD3与CyclinD1表达呈正相关
(r=0.661,P<0.05)。见表6。

表3  不同病理特征喉鳞状细胞癌患者CyclinD1
   阳性率比较[n(%)]

病理特征 n
JMJD3

阳性 阴性
χ2 P

年龄(岁) 1.819 0.177
 ≥60 59 38(64.41) 21(35.59)

 <60 21 10(47.62) 11(52.38)
性别 0.016 0.898
 男 68 41(60.29) 27(39.71)

 女 12 7(58.33) 5(41.67)
肿瘤部位 7.110 0.029
 声门型 52 29(55.77) 23(44.23)

 非声门型 28 19(67.86) 9(32.14)
分化程度 15.704 <0.001
 高分化 50 22(44.00) 28(56.00)

 中低分化 30 26(86.67) 4(13.33)
淋巴结转移 12.310 <0.001
 有 34 28(82.35) 6(17.65)

 无 46 20(43.48) 26(56.52)

TNM分期 18.420 <0.001
 Ⅰ~Ⅱ期 39 14(35.90) 25(64.10)

 Ⅲ~Ⅳ期 41 34(82.93) 7(17.07)
吸烟史 2.604 0.107
 有 57 31(54.39) 26(45.61)

 无 23 17(73.91) 6(26.09)

表4  喉鳞状细胞癌患者JMJD3阳性的多因素分析

因素 β SE Wald
 

χ2 OR 95%CI P
非声门型 0.711 0.229 9.640 2.036 1.300~3.189 0.002
中低分化 1.025 0.485 4.466 2.787 1.077~7.211 0.035
有淋巴结转移 0.867 0.403 4.628 2.380 1.080~5.243 0.032
TNM分期为Ⅲ~Ⅳ期 0.818 0.339 5.822 2.266 1.166~4.404 0.016

表5  喉鳞状细胞癌患者CyclinD1阳性的多因素分析

因素 β SE Wald
 

χ2 OR 95%CI P
非声门型 0.836 0.381 4.815 2.307 1.093~4.868 0.029
中低分化 1.146 0.463 6.126 3.146 1.269~7.795 0.014
有淋巴结转移 1.006 0.427 5.551 2.735 1.184~6.315 0.019
TNM分期为Ⅲ~Ⅳ期 1.223 0.501 5.959 3.397 1.273~9.070 0.015

表6  JMJD3与CyclinD1在喉鳞状细胞癌中表达的

   相关性(n)

JMJD3
CyclinD1

阳性 阴性
合计

阳性 33 6 39
阴性 15 26 41
合计 48 32

3 讨  论

喉鳞状细胞癌的病因目前尚不清楚,但随着人们

生活习惯的改变,患病率逐年上升,给患者的生活质

量造成影响,如果出现淋巴结转移还可危及患者的生

命安全[8]。DNA甲基化、细胞周期调控在恶性肿瘤

的发生和发展中起重要作用。本研究主要通过对

JMJD3与CyclinD1在喉鳞状细胞癌中表达差异进行

比较,探讨其在喉鳞状细胞癌发展中的作用,从而为

抑制肿瘤生长提供依据。
本研究收集了80例喉鳞状细胞癌患者的癌组织

与癌旁正常组织,分别检测JMJD3与CyclinD1的表

达情况,结果显示,JMJD3与CyclinD1在癌组织中的

表达分别为48.75%、60.00%,均高于癌旁组织,说明

JMJD3与CyclinD1在喉鳞状细胞癌的发展中可能起

促进作用。JMJD家族是重要的去甲基化酶,主要催

化机体中组蛋白去甲基化,从而调节对应基因的表

达,在多种细胞的致癌过程中发挥作用[9-10]。作为
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JMJD家族中的一员,JMJD3可以特异性催化组蛋白

H3K27me2/me3去甲基化,从而参与胚胎发育、细胞

分化与衰老等生物学过程,激活相应基因表达[11]。
CyclinD1是一种细胞周期调控蛋白,主要与细胞周期

各种蛋白结合并促进细胞周期从G1向S转化。Cy-
clinD1同时也是一种原癌基因,目前已被证实其在胃

癌中出现过度表达,并且与肿瘤的发展程度相关,可
作为判断患者预后的独立指标[12]。

本研究发现,肿瘤部位处于非声门型、分化程度

为中低分化、有淋巴结转移及TNM 分期为Ⅲ~Ⅳ期

的喉鳞状细胞癌患者JMJD3与CyclinD1阳性率更

高,并且以上均为JMJD3及CyclinD1阳性的危险因

素,与GARG等[13]研究结果类似。JMJD3的致癌作

用可能与H3K27去甲基化有关,H3K27作为转录和

抑制性转分化的标志,在去甲基化后基因表达异常,
促使细胞正常分化功能障碍,从而促进肿瘤疾病的发

生[14]。细胞周期与肿瘤的关系密切,其调控机制受到

破坏则可导致细胞分化不足与生长失控,导致细胞无

限制增殖,从而向肿瘤细胞转化[15]。CyclinD1作为

细胞在G1向S期转化过程中的重要调控因子,其表

达失控可促进更多蛋白结合,从而激活视网膜母细胞

抑制蛋白早期磷酸化,释放大量转录因子启动S期相

关基因转录,缩短细胞周期过渡时间,加快细胞分裂

速度,恶变为肿瘤[16]。肿瘤分化程度主要指癌细胞的

成熟程度,分化程度越低的肿瘤恶性程度越高,因此

转移、侵犯到淋巴结的可能性相对较大,在短时间内

病情恶化,分期进展迅速[17]。随着分化程度降低,
JMJD3与CyclinD1表达随之升高,符合肿瘤细胞内

细胞生长旺盛的特点,说明JMJD3与CyclinD1的异

常激活与喉鳞状细胞癌的病情进展、侵袭性、恶性程

度有关。同时在治疗过程中还需要多注意非声门型

患者的日常监测,有助于改善其预后。本研究还发

现,喉鳞状细胞癌组织JMJD3与CyclinD1表达呈正

相关,说明JMJD3可能与CyclinD1存在相互促进机

制而使细胞进一步癌变,可在后续研究中详细说明。
因此,可考虑选择JMJD3组蛋白去甲基化酶活性抑

制剂,通过促进细胞分化功能恢复正常来减缓癌细胞

的发展。
综上所述,JMJD3和CyclinD1基因在喉鳞状细

胞癌组织中均呈过度表达,并且与癌症细胞的病情进

展、侵袭性、恶性程度有关,在癌细胞的发展过程中起

重要作用。可在后续研究中进一步探讨JMJD3和

CyclinD1在喉癌中的作用机制,为临床新药的开发提

供更多依据。但本研究属于单中心研究,且样本量较

少,存在样本偏倚问题,并且未探讨JMJD3与 Cy-
clinD1表达在不同类型喉鳞状细胞癌中的差异,可考

虑在后续研究中扩大样本量进一步研究。
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