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喉鳞癌患者外周血T淋巴细胞AgNORs
表达与临床相关因素的分析
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　　［摘要］　背景与目的：T淋巴细胞核仁形成区嗜银蛋白(argyrophilic nucleoar organizer regions, 

AgNORs)检测已在恶性肿瘤诊断、预后判断中得到广泛的研究和应用，检测T淋巴细胞的AgNORs含量可用于反映

恶性肿瘤的预后及复发。研究发现AgNORs定量分析是咽癌、多发性骨髓瘤、男性乳腺癌和前列腺癌独立的预后

因素。本研究检测喉鳞癌患者外周血AgNORs的表达，分析其与年龄、性别、临床分期、T分期、N分期、解剖分

区、病理分级、切缘和复发等的相关性。方法：收集中山大学肿瘤防治中心头颈科2001年2月—2004年6月初

治的喉鳞癌患者的临床资料，利用KL型图像分析系统测定喉鳞癌患者外周血T淋巴细胞AgNORs的含量；统计学

分析采用SPSS 16.0软件，采用Kaplan-Meier法进行生存分析并进行Log-rank检验，因素间的相关关系采用χ2检
验，多因素分析采用Cox模型。结果：AgNORs表达阳性组5年生存率(58%)较阴性组(76%)低，差异有统计学意义

(P=0.048)。年龄、解剖分区、临床病理分期、T分期、N分期、切缘、复发和AgNORs阳性表达是影响喉癌预后

的重要因素(P<0.05)；AgNORs阳性表达与临床病理分期、T分期、复发和切缘相关(P<0.05)；声门上型喉鳞癌

AgNORs阳性表达与淋巴结转移相关(P=0.038)，切缘阴性患者中AgNORs阳性表达与复发相关(P=0.046)；年龄

和复发是影响喉癌预后的独立因素。结论：术后切缘阴性的喉鳞癌患者AgNORs表达阳性推荐术后行积极治疗，

声门上型喉癌中AgNORs表达阳性提示淋巴结转移的可能性大，可考虑行选择性淋巴结清扫术。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Argyrophilic nucleoar organizer regions (AgNORs) has been widely 
used in diagnosis and prognostic in malignant tumor, AgNORs content can be used to reflect prognosis and recurrence 
of the malignant tumors. Studies found that AgNORs is an independent prognostic factor in pharynx cancer, multiple 
myeloma, male breast cancer and prostate cancer. This study aimed to examine the expression of AgNORs in laryngeal 
squamous cell carcinoma and analyze the relationship between the expression of AgNORs and clinical factors including 
age, gender, clinical stage, T stage, N stage, classification, histology grade, recurrence and incisal edge. Methods: 
Clinical information and the AgNORs count of 122 cases laryngeal squamous cell carcinoma patients, who were 
initially treated by surgery between 2001 and 2004, were collected. SPSS 16.0 software was used. Kaplan-Meier 
method was used for survival analysis, and log-rank test was used for data analysis; multivariate analysis was carried 
out using Cox proportional hazard model. Results: The positive AgNORs expression group (5-year overall survival 
rate: 58%) had a worse prognosis than that of negative group (5-year overall survival rate: 76%) (P<0.05). Age, clinical 
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stage, T stage, N stage, classification, recurrence, incisal edge and AgNORs expression were the most important 
prognostic factors (P<0.05). The expression of AgNORs was correlated with clinical stage, T stage, recurrence and 
incisal edge (P<0.05). AgNORs expression was statistically significant differences on judging lymph node metastasis in 
the supraglottic laryngeal carcinoma, and it was related with recurrence in the patients of negative incisal edge. Age and 
recurrence were independent prognosis factors on survival in laryngeal squamous cell carcinoma patients. Conclusion: 
Postoperative active treatment may should be recommended for cases with AgNORs positively expressed and the incisal 
edge negative; and selective lymph node dissections may should be performed on supraglottic laryngeal squamous cell 
carcinoma with AgNORs positive patients.
  　［Key words］ Laryngeal squamous cell carcinoma; Argyrophilic nucleoar organizer regions; AgNORs

　　核仁组成区(nucleoar organizer regions，

NORs)是一系列能被银染法选择性染色的嗜

银性蛋白的核仁组成成分，银染之后，NORs

呈 黑 色 斑 点 ， 定 位 于 细 胞 核 仁 区 的 特 定 部

位，很容易被识别，称之为核仁形成区嗜银

蛋白(argyrophilic nucleolar organizer regions，

AgNORs)。AgNORs的本质是RNA聚合酶的亚单

位，是核糖体基因(rRNA)转录的调节蛋白，目

前已广泛用于肿瘤研究。AgNORs 的含量通常用

银染核仁面积与细胞核面积的比值(I.S%)表示，

用于反映细胞rRNA 转录活性的高低。该比值升

高，rRNA转录活性增高；反之，表明转录活性

降低。T淋巴细胞AgNORs代表着T淋巴细胞内核

仁形成区的DNA转录活性即T淋巴细胞的免疫活

性，间接反应喉癌患者的免疫状态。本研究利

用KL型图像分析系统，测定了喉鳞癌患者外周

血T淋巴细胞AgNORs的含量并分析其与年龄、

性别、临床病理分期、T分期、N分期、解剖分

区、病理分级、切缘和复发等因素的相关性。 

1　资料和方法

1.1　临床资料

　　2001年2月—2004年6月中山大学肿瘤防治

中心头颈科122例初治喉鳞癌手术患者作为研

究对象，其中男性115例，女性7例；年龄最小

32岁，最大80岁，中位年龄58岁；声门上型喉

癌 39例，声门型喉癌83例；临床病理分期(UICC 

2002)Ⅰ+Ⅱ期为75例，Ⅲ+Ⅳ期为47例；T分期

中T1+T2 80例，T3+T4 42例；N分期中N0 104例，

N+ 18例；病理分级中，G1 61例，G2 34例，

G3 16例，其他11例；切缘阳性21例，阴性101

例；复发36例，未复发 86例，所有患者均手术

治疗；无免疫系统疾病；术前未用影响机体免

疫功能的药物；无严重心、肝、肾和肺等重要

脏器疾病；未曾接受放疗、化疗；无合并感染

和严重创伤；随访资料完整。所有对照者均来

自同期本院体检的健康医务人员，在检查者休

息好、安静和无菌条件下，清晨抽取外周静脉

血检测外周血T淋巴细胞，共19人，其中男性15

人，女性4人，年龄最小26岁，最大69岁，中位

年龄40岁。

1.2　方法

　　仪器为KL型图像分析系统。5%硝酸银及相

应的印染试剂和RPMI-1640培养液等试剂由北

京健尔康公司提供。采用国际AgNORs计量委员

会制定的染色和计算机辅助形态测量法进行检

测。检测流程：细胞培养→细胞分离→制片→

银染→封片→上机进行读片分析。计算30个T淋

巴细胞核仁银染面积与细胞核面积比值(I.S%)。

具体检测方法参见文献［1］。健康人I.S%为

6~10，>10多见于急性炎性反应，而<6提示免疫

功能低下，故业界多以I.S%=6为临界值［2］。本

研究参考数值I.S%≤6为阳性组，>6为阴性组。

本组资料中阳性组65例，阴性组57例。

1.3　统计学处理

　　采用SPSS 16.0统计软件包进行数据整理和

统计分析；生存时间按月计算，死亡患者，生

存时间为手术日至死亡之日；生存患者的生存

时间为手术日至最后随访日(2011年12月31)。生

存分析采用Kaplan-Meier法，单因素分析采用

Log-rank检验，两个相关因素分析采用χ2检验，
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预后分析采用Cox模型，P<0.05为差异有统计学

意义。

2　结　　果

2.1　生存率分析

　 　 本 组 喉 癌 患 者 总 的 5 年 生 存 率 为 6 7 % 。

AgNORs阳性组5年生存率为58%，阴性组为

76%，两组差异有统计学意义(P=0.048，图1)。

图 1　AgNORs表达阳性组和阴性组生存曲线的比较

Fig. 1    Comparison of survival curves in 122 laryngeal squamous 

cell carcinoma

2.2　AgNORs表达情况分析

　　AgNORs在喉癌患者和健康人中的表达阳

性率分别为53.3%和26.3%，差异有统计学意

义(P=0.029，表1，图2、3)。AgNORs阳性表

达与临床病理分期、T分期、复发和切缘相关

(P<0.05)，与性别、年龄、解剖分区、N分期和

病理分级无关(P>0.05，表2)。

表 1　AgNORs在健康人及喉癌患者中的表达 

Tab. 1    AgNORs expression in healthy people and laryngeal 

carcinoma patients  

Variable
AgNORs 

expression (I.S%) χ2 P 
<6 >6

Healthy people 5 14 4.781 0.029
Laryngeal carcinoma Patients 65 57

　　在分层分析中，39例声门上型喉鳞癌患者

有14例发生淋巴结转移，其中6例AgNORs表达

阳性，表达阳性率为42.9%，差异有统计学意

义(P=0.038)，并且AgNORs表达与声门上型喉癌

淋巴结转移呈正相关(r=0.331)。在101例切缘阴

性患者中，复发26例，未复发75例；AgNORs表

达阳性者49例，阴性者52例，经统计学分析，

AgNORs 表达在切缘阴性患者复发方面差异有统

计学意义(P=0.046，表2)。

图 2　喉癌患者T淋巴细胞中AgNORs阳性表达   

Fig. 2    AgNORs positive expression in laryngeal carcinoma 

patients

  I.S(%)=4.06.

图3  喉癌患者T淋巴细胞中AgNORs阴性表达

Fig.3  AgNORs negative expression in laryngeal carcinoma 

patients

  I.S(%)=7.05.
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2.3　单因素分析结果

　　单因素分析结果显示，年龄、解剖分区、

临床病理分期、T分期、N分期和复发是影响喉

癌预后的重要因素(表3)。

2.4　Cox多因素分析结果

　　将通过单因素分析筛选出的有意义的影

响因素(年龄、解剖分区、临床病理分期、T分

期、N分期、切缘、复发和AgNORs表达)进入

Cox回归模型，前进法分析，经检验发现：模型

总体有意义，其中年龄和复发是影响喉癌预后

的独立因素(表4)。

表 2　AgNORs表达与临床相关因素分析

Tab. 2    The relationship between AgNORs expression and clinical factors in laryngeal carcinoma patients  

Clinical character
AgNORs expression (I.S%)

Pearson’s coefficient P 
<6 >6

Gender         

    Male 60 55 -0.090 0.115

    Female 5 2

Age/year

    ≤60 33 37 -0.143 0.136

    >60 32 20

Classification

    Supraglottic carcinoma 25 14 0.149 0.100

    Glottic carcinoma 40 43

Clinical stage

    Ⅰ+Ⅱ 33 42 -0.235 0.009

    Ⅲ+Ⅳ 32 15

T stage

    T1+T2 35 45 -0.264 0.004

    T3+T4 30 12

N stage

    N0 55 49 -0.019 0.834

    N+ 10 8

Histology grade

    G1 31 30 -0.013 0.555

    G2 21 13

    G3 8 8

Incisal edge

    Positive 16 5 0.209 0.021

    Negative 49 52

Recurrence

    Yes 29 10 0.290 0.001

    No 36 47

Lymph node metastasis in the supraglottic carcinoma

    Yes 6 8 0.331 0.038

    No 19 6

Recurrence in the supraglottic carcinoma

    Yes 17 9 0.199 0.046

    No 32 43
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表 3　122例喉鳞癌患者单因素分析  

Tab.3   Univariate survival analysis results of 122 patients with 

laryngeal squamous cell carcinoma                       
Variable n 5-OS(%) P χ2

AgNORs (I.S%)
    ≤6 65 58 0.048 3.920
    >6 57 76
Gender
    Male 115 73 0.313 0.313
    Female 7 57
Age/year
    ≤60 70 81 0.004 8.214
    >60 52 61
Classification
    Supraglottic carcinoma 39 59 0.024 5.069
    Glottic carcinoma 83 79
Clinical stage
    Ⅰ+Ⅱ 75 85 <0.001 14.171
    Ⅲ+Ⅳ 47 53
T stage
    T1+T2 80 83 <0.001 15.024
    T3+T4 42 52
N stage
    N0 104 77 <0.001 12.643
    N+ 18 44
Histology grade
    G1 61 76 0.288 2.492
    G2 34 65
    G3 16 69
Incisal edge
    Positive 21 52 0.014 6.064
    Negative 101 77
Recurrence
    Yes 39 35 <0.001 21.21
    No 83 79

表 4　喉鳞癌患者预后多因素分析结果

Tab. 4    Result of Cox regression model for analysis of patients 

with laryngeal squamous cell carcinoma  

Item P Exp(B)
95.0%CI for Exp(B)
Lower Upper

Incisal edge 0.383 1.398 0.659 2.967
Recurrence 0.003 3.146 1.469 6.738
T stage 0.862 1.146 0.247 5.330
N stage 0.395 0.687 0.289 1.633
Clinical stage 0.204 0.319 0.055 1.858
Classification 0.118 0.524 0.233 1.177
Age 0.001 0.370 0.203 0.675
AgNORs expression 0.637 1.191 0.577 2.458

3　讨　　论

　　恶性肿瘤多发生在机体免疫功能低下或相

对低下时，而恶性肿瘤发生后，又可释放免疫

抑制因子，造成机体免疫力进一步降低，使肿

瘤得以迅速发展。T淋巴细胞不仅是机体抗肿瘤

免疫应答的主要免疫活性细胞，也是免疫调节

细胞。近年来，T淋巴细胞AgNORs检测已在恶

性肿瘤诊断、预后判断中得到广泛的研究和应

用。林其燧等［3］应用肿瘤免疫图像分析系统检

测了100例恶性肿瘤外周血T 淋巴细胞AgNORs

表达水平。结果发现除恶性肿瘤以外的患者其

I.S%均值为13.99%，健康人I.S%均值为6~10，

恶性肿瘤患者的I.S%均值<6。恶性肿瘤患者

I.S%值明显低于健康人及非肿瘤患者，表明外

周血T淋巴细胞AgNORs表达水平对恶性肿瘤的

诊断与鉴别诊断有意义。因T淋巴细胞AgNORs

在恶性肿瘤患者为低表达，所以检测T淋巴细

胞的AgNORs含量可用于反映恶性肿瘤的预后

及复发。国内外不少学者将AgNORs用于肿瘤

研究，发现肿瘤进展时T淋巴细胞AgNORs含量

下降，肿瘤得到控制时T淋巴细胞AgNORs含量 

上升［3-4］。                                                                           

　　AgNORs可用于全身恶性肿瘤患者的预后观

察和复发风险预测，陈巧伦等［1］对鼻咽癌患者

AgNORs进行了分析，揭示AgNORs含量变化对

预后的观察有一定的意义。Pich等［5］报道分裂

间期的AgNORs定量分析是咽癌、多发性骨髓

瘤、男性乳腺癌和前列腺癌独立的预后因素。

国内文献报道，AgNORs计数对喉良恶性肿瘤的

鉴别、检测癌前病变及观察肿瘤生物学行为均

有意义［6-8］。进而熊新高等［9］认为AgNORs不

仅能用于喉部肿瘤的鉴别，也可用于喉癌预后

的预测。 

　　AgNORs表达与年龄、性别的关系：本组资

料中年龄≤60岁与>60岁的患者5年生存率分别

为81%和61%，差异有统计学意义(P=0.004)，

但是AgNORs表达与年龄差异无统计学意义

(P=0.136)。单因素分析结果显示，AgNORs表达

与性别无关，与Shvero等［10］及国内部分文献报

道相符［11-13］。

　　AgNORs表达与喉鳞癌淋巴结转移的关

系：Cappiello等［14］分析喉癌资料中，AgNORs

表 达 与 淋 巴 结 转 移 状 态 无 关 。 Y a m a m o t o 

等［15］认为，AgNORs表达在预测声门上型喉

门倩倩，等.　喉鳞癌患者外周血T淋巴细胞AgNORs表达与临床相关因素的分析
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癌淋巴结转移方面有一定的临床价值。在本组

资料中，喉鳞癌患者发生淋巴结转移率约为

14.8%(18/122)。喉癌转移患者中AgNORs表达阳

性率(55.6%)与未发生淋巴结转移的患者(52.9%)

差异无统计学意义(P=0.834)。但在39例声门上

型喉鳞癌中，淋巴结转移患者AgNORs表达阳性

率(42.9%)与未发生淋巴结转移的患者(76.0%)差

异有统计学意义(P=0.038)。表明AgNORs表达与

声门上型喉癌淋巴结转移密切相关(r=0.331)，因

此，对于声门上型喉癌，若AgNORs 表达阳性说

明淋巴结转移的可能性大，建议行选择性淋巴

结清扫术。

　　AgNORs表达与临床病理分期、病理分级

和解剖分区的关系：Bockmuhl等［16］和Xie等
［17］在研究喉鳞癌中发现，AgNORs染色与肿

瘤分期相关。在本组资料中，临床Ⅲ+Ⅳ期喉

癌患者AgNORs表达阳性率(68.0%)高于Ⅰ+Ⅱ期

患者(44.0%)，差异具有统计学意义(P=0.009)，

且AgNORs 表达与临床病理分期呈负相关(r=-

0.235)。AgNORs表达在喉癌患者T1+T2及T3+T4

中，差异也具有统计学意义(P=0.004)。但在

病理分级G1、G2、G3中，差异无统计学意义

(P=0.555)，与Yamamoto等［15］及Hirsch等［18］的

研究报道一致。在声门上型喉癌AgNORs 表达阳

性率(64.1%)较声门型(48.2%)高，但差异无统计

学意义(P=0.100)，说明AgNORs 表达与肿瘤本身

的分化程度及肿瘤部位无关。

　　AgNORs表达与复发和切缘的关系：研究

发现AgNORs表达与肿瘤复发相关，Komeyev 

等［19］对62例膀胱癌进行研究发现，AgNORs

表达提示高度恶性，并对膀胱癌局部复发有

一定的预测价值。本组资料中，喉癌复发率为

29.5%，复发者AgNORs表达阳性率(72.2%)明显

高于未复发者(45.3%)，表明AgNORs阳性表达者

易发生复发，因此对AgNORs表达阳性的患者进

行密切随访和适当的辅助治疗是有意义的。本

组资料显示切缘阳性患者5年累积生存率(52%)

明显低于切缘阴性者(77%)，两组生存率差异有

统计学意义(P=0.014)。AgNORs 表达在切缘阳

性者中表达阳性率(76.2%)也明显高于切缘阴性

者(48.5%)。田文栋等［20］认为只有肿瘤残留和

切缘阳性才有必要放疗，其他病例不必术后放

疗。但是本组资料进一步分析发现，在切缘阴

性患者中，AgNORs阳性表达在切缘阴性患者

更易复发(P=0.046)。因此，我们认为除了术后

切缘阳性的患者行放疗外，对于术后切缘阴性

及AgNORs表达阳性的患者应考虑进行积极的治

疗，预防复发。

　　在本组资料，将8个因素(年龄、解剖分

区、临床病理分期、T分期、N分期、切缘、复

发和AgNORs表达)纳入Cox回归模型，经检验发

现模型总体有意义，其中年龄和复发是影响喉

癌预后的独立因素，而AgNORs表达不是影响喉

癌预后的独立因素。国外多项研究发现AgNORs

表达与喉癌预后无相关性［21-24］。Pich等［25］研

究结果显示，增殖细胞核抗原作为鼻咽癌独立

的预后因素(χ2=13.56，P<0.001，r=8.16)，当

增殖细胞核抗原排除后，AgNORs表达对鼻咽癌

预后有部分意义。Pich等［26］报道，在膀胱癌及

喉咽癌中AgNORs与增殖细胞核抗原(proliferating 

cell nuclear antigen，PCNA)呈正相关，其不仅在

增殖细胞中检测到，而且在G0期细胞中也可检

测到。因此，AgNORs表达可能在预测喉癌预

后方面还与细胞的增殖活性及检测的细胞周期 

有关。

　　总之，声门上型喉癌中AgNORs表达可能与

淋巴结转移相关，AgNORs表达阳性提示淋巴结

转移的可能性大，应考虑行选择性淋巴结清扫

术；对于术后切缘阴性及AgNORs表达阳性者建

议行积极治疗，以预防复发。AgNORs计数方法

相对简单、价格低廉，对喉癌的诊断、治疗及

预后方面有一定的临床参考意义。
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