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摘 要!&目的' 探讨
=>?9 @?<>

及蛋白在食管鳞状细胞癌及其匹配癌旁组织中的表达和
临床意义( &方法' 应用

?CD=/?

方法检测
$&

例食管鳞状细胞癌患者食管原位癌组织及其
匹配癌旁组织

=>?# @?<>

的表达水平#并分析其与患者性别)年龄)肿瘤大小)临床分期及
是否淋巴结转移等临床指标的关系$应用免疫组织化学法检测

&&

对食管鳞癌组织及其匹配
癌旁组织的

=>?#

蛋白表达情况( &结果' 食管鳞癌组织
=>?#!@?<>

的表达水平显著高于
其匹配的癌旁组织!

#EB;!!F!!E;G%F H3 #$E;F&E!!$;&%$
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IJKE;9G

#
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%#而且与淋巴结是
否转移有关!

IJK!;9%%

#
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%$食管鳞癌组织
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蛋白表达阳性率显著高于其匹配的癌
旁组织!
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#

!

!
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%( &结论'

=>?9 @?<>

及蛋白在食管鳞癌中的表
达均显著上调#可能参与食管癌的发生发展)侵袭与转移(

主题词!蛋白酶活化受体
9

$食管肿瘤$鳞状细胞癌$
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食管鳞癌
[23(Q0,62,- 3S),@()3 52-- 5,*51+(@,

#

OR//\

是一种常见的消化道恶性肿瘤#恶性度高#

&

年生存率仅
9&$

左右 &

9

'

(

=>?9

是蛋白酶活化受体

!

Q*(I2,32 ,5I1H,I2T *252QI(*3

#

=>?3

% 家族的主要成

员#为一种
X

蛋白偶联的受体#且为凝血酶受体以

及基质金属蛋白酶受体之一&

!

'

( 目前若干研究表明#

=>?9

在胆囊癌)肺癌)肝癌以及乳腺癌等多种上皮

来源的恶性肿瘤中高表达#并与生存率密切相关&

$%B

'
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但
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在
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中的表达未见报道# 本研究拟探
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道
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讨
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在
+,--

中的表达及其临床意义!

*

资料与方法

!"!

细胞系来源

收集
%

株食管癌细胞系分别为
+-*.

"

+-*"%

"

/0+,-*

"

01,+$"

"

01,+*2"

"

01,+*."

"

01,+2*"

"

01,+&*"

"

01,+&!"

#香港大学李嘉诚医学院实验研

究部馈赠$% 用于检测
'()*

在食管癌细胞中的表

达!

!"#

临床资料

收集
!""2

年
*"

月至
!""&

年
$

月于中山大学

肿瘤防治中心经病理诊断证实的食管鳞状细胞癌

$&

例#中山大学肿瘤防治中心馈赠$%组织标本分别

取自无坏死癌巢及癌旁
$34

以内的食管黏膜组织%

用于食管癌及癌旁组织中
'()* 4)5(

的
)67'-)

检测!另外收集
&&

例河南省林县的食管癌患者手术

切除的癌组织及匹配癌旁组织 #中山大学肿瘤防治

中心馈赠$%用于食管癌及癌旁组织中
'()*

蛋白表

达的
8/-

检测!

!"$

主要试剂

试剂
6)89:; )<=><?@

购自美国
8?AB@C:><?

公司%

氯仿" 异丙醇"

D&E

乙醇购自美国
'C:4<>=

公司%

F56' GBH

购自日本
6=I=C=

公司& 逆转录试剂
,J!

K<CL3CBK@ ! )<A<CL< 6C=?L3CBK@=L< 0B@

购自美国
8?!

AB@C:><?

公司& 免疫组化
'()*

抗体购自
,=?@= -CJ9

公司!

!"%

方 法

*"2M* )67'-)

检测

根据
6)89:;

试剂盒说明分别提取
%

株食管癌

细胞系#

+-*.

"

+-*"%

"

/0+,-*

"

01,+$"

"

01,+*2"

"

01,+*."

"

01,+2*"

"

01,+&*"

"

01,+&!"

$的总
)5(

!

取
)5( !";

% 按照逆转录试剂
,JK<CL3CBK@ ! )<!

A<CL< 6C=?L3CBK@=L< 0B@

的说明进行逆转录反应%合

成
3N5(

%放入
7.O#

中保存! 在
)67'-)

仪上进行

扩增%总反应体系为
!&";

%

P:6=QRKC:4<>=S *!M&";

"

FF/
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%
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6(-(((-(-6!$$

% 预计产物长度为
$!!ZK

&
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检测引物
U:CX=CFY&$!-(--(6-66--(PP(P-P(P!

$$

%

)<X=CFY &$ !6-(-P--(-(P666---PP(!$$

%预

计产物长度为
$D!ZK

!反应条件如下'

%2# &4B?

%
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$OL

%

&&# $OL

%

D!# $OL

%

D!# *O4B?

%

2# %

% 共
!2V$O

个循环! 取上述
'-)

产物
&";

于含
&EPC<<? [B<X

的
!E

琼脂糖凝胶中%

*2O[

电压下电泳
$O4B?

&

(;!

K\=<=L<

凝胶成像仪成像并保存结果!用相同的方法

对原位食管癌组织及其癌旁组织中的
'()* 4)5(

水平进行了
)67'-)

检测! 利用
84=>< ]

图像分析软

件
R(4<CB3= 5=@B:?=; 8?L@B@J@<L :^ /<=;@\S

对
$&

例食

管癌患者的原位癌组织及其癌旁组织的
'()#

表达

电泳结果进行亮度分析! 以
P('N/

为内参照基因!

#M2M!

免疫组化染色
,'

法

过程与步骤'

#

烤片
Y_.#

%

!O4B?

&

$

常规二甲

苯脱蜡'梯度酒精脱水&二甲苯
%!O4B?

%二甲苯
&

!O4B?

%

#OOE

酒精
#O4B?

%

#OOE

酒精
#O4B?

%

%&E

酒精

&4B?

%

.OE

酒精
&4B?

%

DOE

酒精
&4B?

&

'

阻断灭活内

源性过氧化物酶 '

$E/

!

T

!

于
$D#

孵育
#O4B?

%

'`,

冲洗
&4B?&$

&

(

抗原修复'置
OMO#4:;VW

枸橼酸缓冲

液
RK/_MOS

中煮沸
R%&#

%

#&'!O4B?S

%自然冷却
!O4B?

以上%再用冷水冲洗缸子%加快冷却至室温%

'`,

冲

洗
&4B?&$

&

)

正常羊血清工作液封闭'

$D# #O4B?

%

倾去勿洗&

*

滴加一抗%

2#

冰箱孵育过夜%

'`,

冲洗

&4B?&$ R

用
'`,

缓冲液代替一抗作阴性对照
S

&滴加

生物素标记二抗%

$D#

孵育
$O4B?

%

'`,

冲洗
&4B?&$

!

免疫组化结果按照半定量积分法对阳性细胞染

色强度及阳性细胞率分别进行分级计分!对
&&

例食

管癌及其匹配癌旁组织的
8/-

染色结果进行评分%

'()#

蛋白阳性为胞浆或胞膜上出现淡黄色至棕黄

色颗粒%染色强度按不着色"淡黄色"棕黄色"棕褐色

分别评为
O

"

#

"

!

"

$

分&高倍镜下观察阳性细胞数量%

阳性细胞占同类计数细胞的百分比为阳性细胞率%

阳性细胞率
a&E

为
O

分%

_E'!&E

为
#

分%

!_Eb&OE

为
!

分%

c&OE

为
$

分! 染色强度和阳性细胞率之积

即为每个标本的最终得分值% 将得分
!2

分的病例

列为阳性%

(2

分的列为阴性!

!"&

统计学处理

采用
,',,##MO

软件分析!

+

用配对
@

检验分析

'()# 4)5(

在食管癌及其匹配癌旁组织中的差异

表达&

,

用独立样本
@

检验分析食管癌组织中
'()#

4)5(

在不同临床病理指征#性别"肿瘤大小"分期"

淋巴结转移等$中表达水平的差异&

'

用配对样本的
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卡方来分析统计食管癌及其匹配癌旁组织中
=>?9

蛋白的表达差异!以
=!";"&

记为差异具有统计学意义!

!

结 果

!"# =>?9 @?<>

在食管癌细胞系

中的表达

本实验对
%

株食管癌细胞系中

的
=>?9!@?<>

水平进行了两次

?AB=/?

检测! 电泳结果"

C16)*2 #

#

一致显示$

=>?#

表达于
D

株食管癌

细 胞 系 "

DE%

#$ 其 中 于
F/#G%

%

HIFJ/9

%

IKJF9LG

中相对高表达$

而在阴性对照
H

!

4

中不表达!

!"! =>?9 @?<>

在不同组织及不

同临床病理特征中的表达

?AM=/?

结果显示了 组 织 中

=>?9 @?<>

的表达水平$条带的亮

度越大$代表其表达水平越高!肿瘤组

织
=>?9

表达平均亮度值为
9NO;!!G

$

癌旁组织平均亮度值为
9$N;G&N

$差

异有统计学意义 "

PQMN;9D

$

=RG;G9

#

"

A,S-2 9

#!有淋巴结转移的肿瘤组织

=>?9

表达平均亮度值为
9&O;%9D

$

无淋巴结转移的食管癌组织表达

平均亮度值为
9$%;GL%

"

PQM!;9%%

$

=QG;G$&

#$ 提示
=>?9

基因在有淋

巴结转移的食管癌组织中的表达显

著高于无淋巴结转移食管癌组织$

但是
=>?9

基因表达在不同性别%

年龄%肿瘤大小及临床分期之间无统

计学差异
T=U";"&V

"

A,S-2 !

#!

!!$ =>?9

蛋白在食管癌组织中的

表达

=>?9

蛋白主要定位于癌细胞

细胞膜与细胞质中"

C16)*2 !

#!对
&&

例食管癌及其癌旁组织的
WH/

结果

进行评分$分析得到
=>?9

在
&&

例

食管癌组织中阳性表达数为
!D

例

"

N%X

#$在
&&

例匹配癌旁组织的阳

性表达数为
!

例"

$;ONX

#$差异有统

计学意义"

!

!

"!$;GN

$

=!G;GG#

#!

$

讨 论

肿瘤的发生涉及多种细胞事件及生理过程$常

伴随原癌基因激活和
T

或
V

抑癌基因失活等多种分子

%&'()* # +,* *-.)*//&01 02 3456 7584 &1 9 :;<< =*>> >&1*/ ?@ 5+A3<5

# ! $ N & O D L % #G

Y>=ZH

=>?9

=>?9

TA02 .1*3P P1@2V
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+B?>* 6 3456 7584 *-.)*//&01 &1 =B1=*) BCDB=*1E E&//(*/ B1C

*/0.,B'*B> =B)=&107B E&//(*/

Y*()\3 + ]2,+ JP[; Z2^1,P1(+ P =

/,+52* ,[_,52+P P133)23 $& 9$N;G&N !$;&%$

BN;9D RG;G9

F3(\0,62,- 5,*51+(@, P133)23 $& 9NO;!!G !N;D%G

+B?>* ! 3456 7584 *-.)*//&01 &1 */0.,B'*B> =B)=&107B .BE&*1E/ F&E,

C&22*)*1E =>&1&=0.BE,0>0'&= 2*BE()*/

/-1+15(\,P0(-(615 .2,P)*23 + ` P =

Y2+[2*

],-2 !G 9N&;!9&
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C2@,-2 9& 9ND;&OG
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事件 !

'

"

#

()*#

是
()*+

家族的主要成员$为一种
,

蛋白偶联的受体!

-

"

%

作为凝血酶受体之一的
()*#

& 与凝血酶结合

后&可以激活肿瘤细胞&增强肿瘤细胞对血小板'内

皮细胞'纤维连接蛋白
./0

因子等的粘附&在多种

肿瘤组织中导致肿瘤转移能力的增强!

%

"

# 凝血酶与

其结合后可激活丝裂原激活蛋白激酶
12232! 4)(5

信号转导通路& 原癌基因
6!78+

'

6!9:6

转录扩增&导

致人支气管上皮细胞基因组不稳定性增加& 细胞出

现癌变!

;"

"

# 这可能成为
()*;

促进肿瘤细胞形成与

转移的机制之一#

肿 瘤 微 环 境 中 产 生 的 基 质 金 属 蛋 白 酶
;

(

44(;

) 除降解细胞外基质& 还参与肿瘤血管的生

成% 作为
44(;

受体之一的
()*;

&可以被其特异性

受体
44(;

裂解并导致自身

构象的变化&从而引起细胞内

一系列生理反应如 * 信号传

导'粘附分子的衔接'细胞的

粘附和转移'基因转录'有丝

分裂等% 细胞膜生物学的改变

使得细胞内部的生物学信息

相继改变&产生错误的基因转

录和有丝分裂&从而诱导分化

为肿瘤细胞 !

;;

&

;!

"

%

()*;

不但

可以作为细胞通道发生改变

引起细胞的转化&其自身还作

为一种癌基因经
*<8

途径诱导

细胞发生转化& 引起新生肿瘤

的发生!

;$

"

% 这可能成为
()*;

促进肿瘤细胞形成与转移的

机制之二%

与
44(;

参与肿瘤的血

管生成相类似&由于
()*;

表

达于血管内皮细胞&其可以通

过影响肿瘤血管新生而促进

肿瘤转移&使得
()*;

成为介

导凝血酶促肿瘤转移的主要

受体!

;2

"

%

近年来研究发现 &

()*;

除表达于血管内皮细胞外&还

表达于多数肿瘤细胞表面&其

表达水平往往预示着该细胞侵袭能力的强弱%

()*;

在肝细胞癌早期患者癌旁组织中的表达与术后患者

的预后密切相关& 其可能参与了凝血酶介导的促进

肝细胞癌恶性侵袭行为& 并可能成为判断预后的预

测指标!

$

"

%

除了肝细胞癌&

()*;

在其他多种上皮来源的

恶性肿瘤细胞中亦呈高表达&如胆囊癌'肺癌'乳腺

癌'前列腺癌等!

$"=

"

% 同上所述&其表达与否与患者生

存率有很大关系& 并且与肿瘤的发展与扩散相关%

()*;

在食管癌中的表达还没有相关文献报道%

为了探讨
()*;

在
>?@@

发生发展中的作用&

分别收集了食管癌细胞株'食管癌组织及石蜡切片&

用
*AB(@*

及免疫组化的方法分别检测了食管肿

瘤组织和癌旁组织
()*;

基因及蛋白质表达水平%
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结果显示!

!@A=#

过表达于食管癌细胞

系
B

本实验对
%

株食管癌细胞系中的
@A=#!C=<A

水平进行了两次
=>D@/=

检测" 电泳结果显示#

@A=9

表达于
E

株
FG//

细胞系$

EH%

%&而在阴性对

照
I

!

4

中不表达 "

"@A=9

在食管癌组织中 的

C=<A

表达水平显著高于其匹配癌旁组织
J@K";"&L

"

#@A=# C=<A

在食管癌组织中的表达水平与肿瘤

的淋巴结转移与否显著相关
J@KM;M&N

& 并且发现

@A=9 C=<A

于食管癌组织中的表达水平在不同性

别' 年龄' 肿瘤大小及临床分期之间无统计学差异

O@P";"&N

&

$@A=9

在食管癌及癌旁组织中蛋白质表

达水平的差异具有统计学意义
J@K";"&N

(

@A=9 C=<A

及蛋白质表达水平的检测结果一

致) 表明
FG//

中
@A=9

蛋白质表达的增强是由于

基因转录水平上调的结果*

@A=9

表达在食管癌的发生+ 发展及侵袭转移

的过程中发挥着重要的作用" 基于上述理论可以猜

测)在食管癌的微环境中)

@A=9

可能受凝血酶的影

响)激活食管癌细胞)增强肿瘤细胞对血小板'内皮

细胞'纤维连接蛋白
QRS

因子等的粘附)在肿瘤组

织中促进肿瘤转移能力的增强" 亦有可能受基质金

属蛋白酶的影响) 引起食管癌细胞内一系列生理反

应) 并且引起细胞膜生物学的改变使得细胞内部的

生物学信息相继改变) 产生错误的基因转录和有丝

分裂)从而诱导分化为肿瘤细胞)引起新生肿瘤的发

生"

与食管癌微环境中的
TT@3

对新生血管的作用

相类似)

@A=9

还有可能通过影响食管癌组织中血

管的新生而促进肿瘤的转移"

在本实验中)

UI/

染色于食管癌细胞膜及细胞

基质中) 其表达水平往往预示着该细胞侵袭能力的

强弱"

以上的猜测都预示了
@A=9

可能在食管癌的发

生发展及转移过程中发挥重要的功能) 将是一个潜

在的分子标志物)并可能成为判断预后的预测指标"

在本实验的免疫组化结果中发现一些现象!食

管癌组织
UI/

染色后)

@A=9

常在癌巢边界$癌巢与

间质细胞的交界处的癌细胞%深染$

S16)*2 !

%" 有研

究报道)肿瘤细胞可以与成纤维细胞接触后)促使成

纤维细胞分泌多种肿瘤促进趋化因子) 作用于恶性

肿瘤细胞)促进其增殖'转移和侵袭,

9&

)

9V

-

* 可以认为

@A=9

这种特异的表达分布) 可能有助于肿瘤细胞

向周围的侵袭和迁移) 这是和
@A=9 C=<A

表达与

肿瘤淋巴结转移相关的结果相吻合的*

总之)

@A=9

的异常表达在一定程度上促进了

FG//

的发生'发展)并与肿瘤的淋巴结转移有关*

@A=9

有可能受凝血酶及基质金属蛋白酶的影响而

促进肿瘤的发生及发展* 食管癌细胞还有可能通过

与成纤维细胞的相互作用)促进癌细胞的增殖'转移

和侵袭*在这里)我们发现
@A=9

高表达于食管鳞状

细胞癌组织) 这意味着
@A=9

可能成为食管癌重要

的诊断标志物* 更重要的是)

@A=9

基因的表达水平

与肿瘤的淋巴结转移有关) 这意味着
@A=9

可能在

食管鳞状细胞癌的转移中发挥着重要作用) 这也是

与
@A=9

在其他大多数癌症中的作用相符合的* 因

基因的表达受肿瘤微环境这一要素的影响较大 ,

9E

-

)

进一步的研究将需要建立合适的动物模型) 进行在

体实验)以确定实验结果的可靠性)并研究通过调节

基因的表达水平以抑制肿瘤的生长和转移等方面在

治疗及控制食管鳞癌方面的可能性*我们希望)这项

研究的结果将刺激有效治疗策略的探索以发展新的

治疗方法治疗食管癌) 如抗体治疗或通过基因的表

达抑制来控制肿瘤的发展*
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'第五届国际癌症控制大会( 将于
!M#$

年
##

月
$iB

日在秘鲁首都利马威斯汀酒店举

行) 此次会议由国际癌症控制协会和秘鲁国家癌症研究所共同主办!世界卫生组织协办) 在

前四次会议的基础上! 本次会议将继续努力提升公众对肿瘤
O

慢性非传染性疾病的防控意

识!促进前沿科技的转化!加强相关人力物力的建设!改善政府机构和社会组织的合作)除此

之外!会议还将重点关注肿瘤
O

慢性感染的防控*卫生系统各部门的整合及协作等内容)

本次会议预计将吸引来自全球各国
&MM

余名临床及公共卫生相关研究领域的专家学

者!并将通过多种形式分享来自各国最新的科研成果*肿瘤防控的策略和经验以及成功的实

践案例)

详细征稿范围和注册指南请登陆会议官方网站
QQQ5*)))&5);7

参阅相关信息)如有会议

注册问题!可发送邮件至
*)))!M#$A10.*,91/9*;+j*),0L0+9,5);7

)
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