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喉鳞癌组织中 miR-1225-5p 和 CDC14B 蛋白水平表达与 
临床病理特征及预后的关系

闫　娟，安　丽，张　杰，拓明祥（延安市人民医院 , 陕西延安  716000）

摘　要：目的　探究喉鳞癌组织中 miR-1225-5p 基因和细胞分裂周期蛋白 14B（CDC14B）蛋白表达与临床病理特征及预

后的关系。方法　选取 2012 年 1 月 ~2015 年 6 月在延安市人民医院行手术切除的 67 例喉鳞癌患者癌组织及其对应癌旁正

常组织进行实验。采用 qRT-PCR 法检测癌组织及癌旁正常组织中 miR-1225-5p mRNA 表达；采用 SP 免疫组化染色法检测

癌组织及癌旁正常组织中 CDC14B 蛋白表达；探究 miR-1225-5p 及 CDC14B 与临床病理特征及预后的关系。结果　喉鳞

癌组织中 miR-1225-5p mRNA 表达水平显著低于癌旁正常组织（1.7±0.5 vs 5.9±1.6），差异具有统计学意义（t=20.508，
P<0.001）；CDC14B 蛋白阳性表达率显著高于癌旁正常组织（76.1% vs 37.3%），差异具有统计学意义（χ2=20.550，
P<0.001）。miR-1225-5p mRNA 不同表达在喉鳞癌患者分化程度（χ2=3.824，P=0.000）、T 分期（χ2=1.859，P=0.034）、

TNM 分期（χ2=3.597，P=0.000）及是否淋巴结转移（χ2=2.191，P=0.016）之间的差异均具有统计学意义。CDC14B 蛋白不

同表达在喉鳞癌患者肿瘤直径（χ2=5.060，P=0.025）、分化程度（χ2=6.125，P=0.013）、T 分期（χ2=10.129，P=0.001）、

TNM 分期（χ2=8.114，P=0.014）及是否淋巴结转移（χ2=4.273，P=0.038）之间的差异均具有统计学意义。miR-1225-5p 低

表达、CDC14B 阳性患者术后 5 年总生存率低于 miR-1225-5p 高表达、CDC14B 阴性患者（Log-rank P=0.046，0.023）。

结论　喉鳞癌组织中 miR-1225-5p 低表达、CDC14B 阳性表达与喉鳞癌恶性程度及预后密切相关，可作为喉鳞癌潜在的肿

瘤标志物及治疗靶点。
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Relationship between miR-1225-5P and CDC14B Expression Levels and 
Clinicopathological Features and Prognosis in Laryngeal Squamous Cell Carcinoma
YAN Juan，AN Li，ZHANG Jie，TUO Ming-xiang（Yan’an People’s Hospital, Shaanxi Yan’an 716000, China）

Abstract：Objective　To investigate the relationship between miR-1225-5p gene and CDC14B protein expression in laryngeal 
squamous cell carcinoma, clinicopathological features and prognosis. Methods　A total of 67 patients with laryngeal squamous 
cell carcinoma who underwent surgical resection in Yan’an People’s Hospital from January 2012 to June 2015 were selected for 

the experiment.The expression of miR-1225-5p mRNA in cancer tissues and adjacent normal tissues was detected by qRT-PCR. 
SP immunohistochemical staining was used to detect CDC14B protein expression in cancer tissues and adjacent normal tissues, 
and explore the relationship between miR-1225-5P and CDC14B and the clinicopathological features and prognosis of the 
patients. Results　The expression level of miR-1225-5p mRNA in laryngeal squamous cell carcinoma tissues was significantly 
lower than that in adjacent normal tissues (1.7±0.5 vs 5.9±1.6)，with statistically significant difference (t=20.508，P<0.001). 
The positive expression rate of CDC14B protein was significantly higher than that of adjacent normal tissues (76.1% vs 37.3%)，
and the difference was statistically significant (χ2 =20.550，P<0.001). The differences of miR-1225-5p mRNA expression in 
differentiation degree (χ2 =3.824，P=0.000)，T stage (χ2 =1.859，P=0.034)，TNM stage (χ2=3.597，P=0.000) and lymph node 
metastasis (χ2 =2.191，P=0.016) were statistically significant. The differences of CDC14B expression in tumor diameter (χ2=5.060，

P=0.025)，differentiation degree (χ2 =6.125，P=0.013)，T stage (χ2=10.129，P=0.001)，TNM stage (χ2=8.114，P=0.014) 
and lymph node metastasis (χ2 =4.273，P=0.038) were statistically significant. The 5-year postoperative overall survival rate of 
patients with low miR-1225-5p expression and positive CDC14B expression was lower than that of patients with high miR-1225-
5p expression and negative CDC14B expression (log-rank P value was 0.046，0.023). Conclusion　 The low expression of 
miR-1225-5p and the positive expression of CDC14B in laryngeal squamous cell carcinoma were closely related to the degree of 
malignancy and prognosis of laryngeal squamous cell carcinoma，which can be used as potential tumor markers and therapeutic 
targets for laryngeal squamous cell carcinoma.
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喉癌是最常见的头颈部恶性肿瘤，以鳞状细胞

癌最为常见，手术是其主要治疗方式，然而晚期患

者预后较差，放化疗耐药及术后局部高复发率是晚

期患者死亡的主要原因 [1]。因此，基于分子水平研

究喉癌的发展具有积极意义。miRNA 是由 19~24
个核苷酸组成的短链非编码 RNA，近年研究证

实 [2-3]，miRNAs 能够调控人类基因组中约 60% 的

基因，在人类多种恶性肿瘤中表达异常，可通过

调节肿瘤细胞生物学行为参与肿瘤的发生发展进

程， 作 为 致 癌 基 因 或 抑 癌 基 因 发 挥 作 用。miR-
1225-5p 作为肿瘤抑制因子，最先于胃癌研究中被

报道表达下调，与胃癌侵袭性表型及不良预后密

切相关 [4]。胶质母细胞瘤中 miR-1225-5p 异常过表

达可抑制细胞的增殖、侵袭及迁移，在癌组织中

低表达与肿瘤恶性程度显著相关 [5]。细胞分裂周

期 蛋 白 14B（cell division cycle 14B，CDC14B）

是细胞周期重要调节因子，能够抑制癌基因的异

常表达，防止细胞恶性病变 [6]。据研究报道，乳

腺癌、肝癌、卵巢癌等 [7-8] 肿瘤中均见 CDC14B
低表达，与肿瘤分化程度及病理分期相关。然而

目前有关 miR-1225-5p 和 CDC14B 在喉癌中的表

达作用尚不明确。因此，本研究对 miR-1225-5p 
基因和 CDC14B 蛋白在喉鳞癌组织中的表达及临

床意义进行探究，现总结如下：

1　材料与方法

1.1　研究对象　选取 2012 年 1 月 ~2015 年 6 月在

我院行手术切除的 67 例喉鳞癌患者癌组织及其配

对的癌旁正常组织进行实验。入组患者均为原发病

例，术前未接受任何放化疗治疗，临床病理资料完

整；排除并发其他部位恶性肿瘤或存在严重脏器功

能障碍及精神、认知功能障碍等病例。所有组织标

本于液氮中低温保存，制成石蜡标本，用于后续研

究。本研究经我院医学伦理委员会批准，患者及家

属均知情同意。

收集入组 67 例喉鳞癌患者病例资料，包括：

年龄 40~79 岁，平均年龄 57.3±7.2 岁，男性 56 例，

女性 11 例；分化程度：高分化 41 例，中低分化 26
例；颈部淋巴结转移 36 例；T 分期：T1~T2 的 40
例，T3~T4 的 27 例；TNM 分期：Ⅰ ~ Ⅱ期 38 例，

Ⅲ ~ Ⅳ期 29 例；喉癌发生部位：声门型 43 例，声

门上型 19 例，声门下型 5 例；既往有吸烟 / 饮酒史

46 例；肿瘤直径：＜ 2cm 的 35 例，2~4cm 的 19 例，

＞ 4cm 的 13 例。术后对入组患者进行为期 5 年随访，

以死亡或随访终止为研究终点，观察术后总生存情

况。

1.2　试剂和仪器　Trizol 试剂购自美国 Invitrogen

公司；实时荧光定量 PCR 仪购自瑞士 Roche 公司；

紫外分光光度计购自上海精科分析仪器厂；逆转录

试剂盒购自 TAKARA 公司；CDC14B 抗体购自美

国 Abcam 公司。

1.3　方法

1.3.1　qRT-PCR 法 检 测 miR-1225-5p mRNA 相 对

表达：取组织样本研磨匀浆处理，采用 Trizol 法提

取总 RNA，并检测其浓度及纯度，后按照逆转录

试剂盒说明书逆转录合成 cDNA，并以此为模板配

置 20 μmol/L PCR 反应体系，应用荧光定量 PCR
仪进行扩增反应，以 GAPDH 为内参。引物序列由

Invitrogen 设计合成，miR-1225-5p 上游：5’-ACAG
TGCGGTCTACGCATGCGTTCGGTAGACAGTCG
TAG-3’， 下 游：5’-GCGACAGCTGCTTACGTAGG
ATGCGCGCATAGCTTGCAG -3’；GAPDH 上 游：

5’-GCATGTGATCGATGACAGTTATCAG -3’，下游：

5’-GTCCTGATGATGCGTAGCATGATAGC-3’。 反应

条件：95 ℃ 10 min 预变性，95 ℃变性 10 s，60 ℃
退火 20 s，72 ℃延伸 10 s，循环 40 次，实验重复

3 次 取 平 均 值。 采 用 2- △ △ Ct 法 分 析 miR-1225-5p 
mRNA 相对表达。

1.3.2　SP 免疫组化染色法检测 CDC14B 蛋白表达：

取组织样本切片、脱蜡、水化，PBS 清洗，3g/dl 
H2O2 阻断内源性过氧化物酶，枸椽酸盐缓冲液高压

修复抗原；滴加正常山羊血清室温封闭 20 min，加

入一抗，4 ℃过夜；次日，加入生物素化二抗（IgG），

37 ℃孵育 20 min，PBS 清洗，加入辣根过氧化物

酶标记链霉卵白素孵育 20 min；DAB 染色，苏木

素复染，脱水、透明，封片。鼠抗人 PTEN 单抗、

OTUD3 抗体购自 Abcam 公司，SP 试剂盒、DAB
显色液购自福州迈新生物技术开发公司，PBS 代替

一抗作阴性对照。

结果判读：CDC14B 阳性判定为细胞浆内呈现

棕黄色颗粒。根据阳性细胞数及染色强度进行半定

量评分，于高倍镜下随机选取 5 个视野进行阳性细

胞计数，评分标准：染色程度：无染色（0 分），

轻度染色（1 分），中度染色（2 分），强染色（3 分）；

阳性细胞数计数：阴性（0 分），≤ 10%（1 分），

11% ~ 50%（2 分），51% ~75%（3 分），＞ 75%（4
分）。两积分和为 0~2 分记为阴性表达，＞ 2 分记

为阳性表达。

1.4　统计学分析　采用 SPSS 25.0 进行数据分析处

理，计数资料采用 n（%）表示，计量资料采用均

数 ± 标准差（x±s）表示。癌组织及癌旁正常组

织中 miR-1225-5p 及 CDC14B 表达比较采用配对样

本 t 检验和 χ2 检验；两者表达与临床病理特征的关
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系分析采用 t 检验和 χ2 检验；K-M 法分析两者表达

与预后的关系。P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　喉鳞癌组织及癌旁正常组织中 miR-1225-5p 及

CDC14B 相对表达比较　喉鳞癌组织中 miR-1225-
5p mRNA 相 对 表 达 水 平 显 著 低 于 癌 旁 正 常 组 织

（1.7±0.5 vs 5.9±1.6），差异有统计学意义（t=20.508，

P<0.001）。见图 1A。CDC14B 蛋白阳性主要定位

于细胞浆呈棕黄色，代表性图见图 1B。喉鳞癌组

织中 CDC14B 蛋白阳性率（76.1% vs 37.3%）高于

癌旁正常组织，差异有统计学意义（χ2=20.550，

P<0.001）。

A：喉鳞癌组织及癌旁正常组织中 miR-1225-5p mRNA 表达（**P<0.01）；B: 喉鳞癌组织中 CDC14B 蛋白阳性表达（×400）

图 1　miR-1225-5p 及 CDC14B 在喉鳞癌组织中的表达

2.2　miR-1225-5p 及 CDC14B 表达与喉鳞癌临床病

理特征的关系　见表 1。根据免疫组化结果将入组

患者分为 CDC14B 阳性组（n=51）和阴性组（n=16），

经分析 miR-1225-5p 及 CDC14B 表达与临床病理特

征的关系，结果显示：miR-1225-5p mRNA 不同表

达在喉鳞癌患者分化程度（χ2=3.824，P=0.000）、

T 分期（χ2=1.859，P=0.034）、TNM 分期（χ2=3.597，

P=0.000）及是否淋巴结转移（χ2=2.191，P=0.016）

之间的差异具有统计学意义。CDC14B 蛋白不同表

达在喉鳞癌患者肿瘤直径（χ2=5.060，P=0.025）、

分化程度（χ2=6.125，P=0.013）、T 分期（χ2=10.129，

P=0.001）、TNM 分 期（χ2=8.114，P=0.014） 及 是

否淋巴结转移（χ2=4.273，P=0.038）之间的差异具

有统计学意义。
表 1　　　　　　　　　miR-1225-5p 及 CDC14B 表达与临床病理特征的关系

临床特征 n=67
miR-1225-5p mRNA CDC14B（n=51）

x ± s t P positiv(%) χ2 P
年龄 （岁） ≥ 60 36 1.6±0.7

1.325 0.095
27（75.0） 0.054 0.817

＜ 60 31 1.8±0.5 24（77.4）

性别 男 56 1.7±0.9
0.352

0.363 44（78.6） 1.128 0.288

女 11 1.8±0.6 7（63.6）

吸烟 / 饮酒史 有 46 1.8±1.0
1.208 0.116

37（80.4） 1.504 0.220

无 21 1.5±0.8 14（66.7）

肿瘤部位 声门型 43 1.8±1.1
0.841 0.202

35（81.4） 1.838 0.175

声门上 / 下型 24 1.6±0.5 16（66.7）

肿瘤直径 （cm） ≤ 4 54 1.8±1.5
1.427 0.079

38（70.4） 5.060 0.025

＞ 4 13 1.2±0.3 13（100.0）

分化程度 高分化 41 2.0±0.6
3.824 0.000

27（65.9） 6.125 0.013

中低分化 26 1.3±0.9 24（92.3）

TNM 分期 Ⅰ ~ Ⅱ 38 1.9±0.7
3.597 0.000

24（63.2） 8.114 0.004

Ⅲ ~ Ⅳ 29 1.4±0.3 27（93.1）

T 分期 T1~T2 40 1.8±0.8
1.859 0.034

25（62.5） 10.129 0.001

T3~T4 27 1.5±0.3 26（96.3）

淋巴结转移 是 36 1.6±0.4
2.191 0.016

31（86.1） 4.273 0.038

否 31 1.9±0.7 20（64.5）
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2.3　miR-1225-5p 及 CDC14B 与喉鳞癌患者预后的

关系　见图 2。根据入组患者 miR-1225-5p mRNA
表达平均数分为 miR-1225-5p 高表达组（n=18）和

低表达组（n=49）。至末次随访结束，所有患者

均获得完整随访资料，随访时间为 4 ～ 60 个月，

失 访 6 例， 死 亡 20 例（miR-1225-5p 低 表 达 组 死

亡 18 例，CDC14B 阳性组 19 例）。K-M 法绘制生

存曲线分析预后总生存率，结果显示：miR-1225-
5p 低表达组术后 5 年总生存率明显低于高表达组，

差异有统计学意义（Log-rank P=0.046）；CDC14B
阳性表达组术后 5 年总生存率明显低于阴性表达组，

差异有统计学意义（Log-rank P=0.023）。

图 2　miR-1225-5p 及 CDC14B 表达与喉鳞癌患者预后的关系

3　讨论

近年在对肿瘤分子机制的研究中发现，miRNA
参与基因表达的调控，与人类多种肿瘤的发生发展

密切相关 [9]。研究表明 [10]，miRNAs 作为致癌或抑

癌基因在人类多种肿瘤发病机制中发挥肿瘤抑制因

子、癌基因或肿瘤干细胞调节因子等重要作用。且

在 miRNA 表达差异的研究中，有文献综述了近几年

国内外研究癌症相关的 miRNA 标记物，发现癌症

的发生发展过程伴随着众多 miRNAs 的异常表达，

不同类型恶性肿瘤发生发展的不同阶段常伴随着某

些特异性 miRNA 分子表达的增高或降低 [11-12]。由此

可见，miRNAs 参与癌症发展的各个阶段，通过对

miRNAs进行探究分析，可为喉癌临床诊治提供帮助。

miR-1225-5p 是近年新发现的一个 miRNA，研

究发现在胃癌及胶质母细胞瘤中 miR-1225-5p 表达

抑制，其异常过表达可抑制细胞的增殖、侵袭及迁

移，并证实胰岛素受体底物１（nIRS1）可能是 miR-
1225-5p 的功能靶点，其可能通过抑制 IRS1 进而发

挥抑制作用 [4-5]。胰腺癌细胞系中 miRNA-1225-5p
通过靶向 JAK1 抑制胰腺癌细胞凋亡 [13]。miRNA-
1225-5p 通 过 介 导 ROS 生 成， 激 活 Keap1-Nrf2-
HO-1 信号通路，抑制 TNF-TNF - 诱导的小鼠破骨

细胞形成 [14]。miR-1225-5p 差异表达是星形细胞瘤

临床诊断及预测预后的良好标记物 [15]。提示 miR-
1225-5p 可作为新的肿瘤治疗靶标及预后标志物。

本研究探究发现喉鳞癌组织中 miR-1225-5p 表达下

降，进一步分析发现其与恶性病理及预后关系密切，

表明 miR-1225-5p 参与喉鳞癌发生发展进程。

CDC14B 是一种高度保守的双特异性磷酸酶，

在肿瘤的研究中发现 [16]，CDC14B 作为重要细胞

周期调节因子，能够帮助 DNA 修复损伤，保证基

因遗传稳定性，也可抑制癌基因异常表达，防止细

胞恶性病变。CHIESA 等 [17] 发现，在鼠成纤维细

胞系 NIH3T3 中 CDC14B 过表达可导致细胞发生恶

性转变。WEI 等 [18] 研究发现，CDC14B 以和癌基

因 H-RasV12 相似的作用方式发挥致癌作用。神经

胶质瘤中，CDC14B 通过调控 SKP2/p21/p27 信号

通路抑制癌细胞的增殖和分化 [19]。肾透明细胞癌

组织中 CDC14B mRNA 表达水平明显降低，其低

表达患者肿瘤分期和复发风险更高 [20]。恶性程度

越高、侵袭性越强的不同类型甲状腺髓样癌组织中

CDC14B 表达水平越低 [21]。乳腺癌组织中 CDC14B
表达水平均较正常组织明显降低，其低表达患者肿

瘤恶性程度越高，预后越差 [7]。大量研究已证实 [16,18]，

CDC14B 涉及肿瘤发生发展的多个方面，具有多种

生物学功能，既充当致癌基因，又可充当抑癌基因。

而本研究检测发现，喉鳞癌组织中 CDC14B 蛋白随

着喉鳞癌恶性发展明显增加，提示其在喉鳞癌中可

能充当致癌因子。本研究结果提示 miR-1225-5p 和

CDC14B 与喉鳞癌恶性发展进程及预后关系密切，

为喉鳞癌的研究提供了新的思路和目标，但将其作

为理想的预后分子标志物仍需纳入更多临床数据进

行探讨。此外，目前有关 miR-1225-5p 和 CDC14B
在喉鳞癌中的研究报道较少，而本研究仅基于临床
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病理初步探究了两者在喉鳞癌中的表达及作用，其

具体调控的作用机制及两者间的相互作用还尚未

知，后期还需通过设计体外实验于分子细胞生物学

角度对两者参与调控喉鳞癌发生发展的内在分子作

用机制进行深入探讨，以期为喉鳞癌临床治疗提供

新的可靠靶点。

综上所述，喉鳞癌组织中 miR-1225-5p 低表达，

CDC14B 阳性表达，与临床病理及预后关系密切，

进一步探究其与喉鳞癌发生发展的分子作用机制，

可为喉鳞癌提供新的治疗靶点。
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