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摘 要!&目的' 探讨食管鳞癌患者外周血中基质金属蛋白酶
!%

!

==>!%

% 基因的表达及其与临床病理资
料$生存情况的关系( &方法' 应用实时定量

>/@

技术定量检测食管癌外周血标本中
==>!% ?@<A

的表
达"分析

==>!%

基因表达情况与患者临床病理参数及预后之间的关系)&结果' 在
9B%

例食管鳞癌患者外
周血标本中"有

9"B

例!

B!;CD

%存在外周血
==>!%

基因的阳性表达"与食管癌的淋巴结转移!

>EF;F$%

%$

远处转移
G>EF;F9%H

和
I<=

分期
J>EF;F#KH

显著相关) 单因素生存分析显示
<

分期
J>EF;FFFH

$

=

分期!

>E

F;FF!

%$

I<=

分期!

>EF;FF$

%$

==>!%

表达
J>EF;FK!H

对患者生存的影响有统计学意义)

==>!%

基因阳性表
达的食管癌患者远期生存明显低于阴性表达者)多因素分析显示

<

分期是食管鳞癌患者预后的独立影响
因子!

@@E#;BC#

"

%&D/LM#;!#!#!;$FB

%) &结论' 食管鳞癌患者外周血中
==>!%

基因的高表达与食管癌转
移存在关联"并可提示食管癌患者的不良预后)

主题词!食管肿瘤#鳞状细胞癌#基质金属蛋白酶
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食管癌是人类目前最常见的恶性肿瘤之一"我 国的发病及死亡情况尤为严重" 在所有恶性肿瘤中
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) 近年来"随着多方面技术手段

的进步"食管癌的诊治取得了较大的发展"但整体而

言预后仍较差"总体
&

年生存率在
!FD

左右&

!

'

"其部

分原因归结于发现太晚" 在城市居民中首次被诊断

为食管癌的患者中
eB$

已属中期或晚期"在农村地

区该比例更是达到
%&$

以上&

$

'

) 因此应重视做好早

专
题
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道
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诊早治方面的工作! 有必要深入开展食管癌的分子

生物学研究!寻找其诊断"治疗及评估预后的新型有

效标志物和靶点!从而为患者病情判断"疗效评估及

个体化治疗提供参考#

基质金属蛋白酶
!%

$

'()*+, '-)(../0*/)-+1(2-!%

!

334!%5

基因是基质金属蛋白酶$

3342

%家族的重要

组分!可降解细胞外基质
6-,)*(7-..8(* '()*+,

!

9:35

和

基底膜成分!在肿瘤浸润转移中起关键性作用#已有大

量的研究表明!食管癌细胞可自行产生和分泌
334!%

蛋白!从而促进肿瘤的浸润转移等发展进程&

;

!

&

'

( 但

之前的各项研究都以食管癌手术切除或局部组织

活检的标本为实验对象! 虽然已在肿瘤组织学上得

出阳性结论! 但因在健康体检和肿瘤筛查时一般不

首先考虑创伤较大的检查! 所以无法在临床实践上

得到广泛应用( 本研究应用实时定量
4:<

技术对

#=%

例食管癌外周血标本中
334!%

基因的表达进

行定量检测!并结合临床资料探讨其意义(

#

资料与方法

!"!

资 料

收集浙江省肿瘤医院
!>#>

年
&

月至
!>#!

年
;

月期间
#=%

例食管鳞癌患者的外周循环血标本!病

例均经胃镜活检病理证实为食管鳞癌! 标本采集前

患者未被诊断其他恶性肿瘤! 未行手术及放化疗等

抗肿瘤治疗(

#=%

例食管癌患者中男性
#&#

例!女性

#?

例)发病年龄
;$"@@

岁!平均$

=>A>$#@A$?

%岁)浸

润深度为
B

C

%

例"

B

!

$>

例"

B

$

CC?

例"

B

;

;

例) 淋巴

结转移阴性
=>

例"阳性
C>?

例)远处转移阴性
C=!

例"阳性
@

例
D BE3

分期
!

期
!C

例"

"

期
;@

例"

#

期
%;

例"

$

期
@

例( 收集标本时取
C'. 9FBG

抗凝

的外周血加入等体积生理盐水稀释! 再加入
!'.

淋

巴细胞分离液!

&>>*H'+1

离心
!>'+1

!吸取白细胞层

转移至
CA&'.

离心管中!

! ;>>*H'+1

离心
&'+1

!弃上

清后置
I@=$

冰箱备用(

!"#

方 法

总
<EG

提取! 按照
3+<E-(2J 3+1+ K+)

试剂盒

说明书提取外周血白细胞中的总
<EG

!紫外分光光

度计判定所取总
<EG

的浓度和纯度!要求吸光度值

G

!="

HG

!?"

LCA?

(取
C%. <EG

溶液在
CA&M

的变性琼脂糖

凝胶中进行电泳!测定
<EG

的完整性(

逆 转 录 ! 取
#%.

总
<EG

使 用
4*+'-N7*+0)!

'+<EG 7FEG NJ1)O-2+2 K+)

试剂盒进行
7FEG

的逆

转录合成!具体操作参照试剂盒说明书(

4:<

扩增!

<-(.!)+'- P4:<

使用
GQR @&""4:<

仪
6G00.+-S Q+/2J2)-'25

!采用
!&%.

的反应体系!具体

操作参照
NTQ<!4*-'+, 9, B(PB3 "

的使用说明(

反应过程具体为
U &"$

激活聚合酶
!'+1

!

%;$

预变

性
$'+1

)

%;$

变性
$"2

!

="$

退火和延伸
$&2

!扩增
;"

个循环( 分析实验数据! 计算出标本中
334!%

的

FEG

浓度(

结果判定标准!设定阳性分界为
!&=1VH%.

!

334!%

基因最终测量值
"!&=1VH%.

为阳性!

%!&= 1VH%.

为阴

性(

!!$

随 访

患者随访由研究组成员随访负责人专门跟踪随

访!记录完整的随访资料( 定义终点事件为死亡!自

确诊日期开始计算总生存期$

WN

%!手术完全切除的

患者自手术日期开始计算无病生存期$

FXN

%!其余

患者自接受治疗达到缓解或稳定的日期开始计算无

进展生存期
64XN5

( 末次随访时间为
!>C!

年
@

月!失

访者以最近
C

次有效随访日期作为截尾值处理(

!"%

统计学处理

采用
N4NNC?&>

统计软件对结果进行分析( 采用

N0-(*'(1

秩相关检验进行
334!%

表达与各项临床

病理资料之间的相关性分析 ( 采用乘积极限法

6K(0.(1!3-+-*5

进行单因素生存分析!绘制生存曲线!

用对数秩检验
6Y/V!<(1Z5

进行生存曲线比较( 采用

:/,

回归进行多因素生存分析! 显著性检验采用

[(.S

检验!

4\>A>&

为差异有统计学意义(

!

结 果

#"!

食管癌外周血
334!%

基因表达状态

C=%

例食管癌外周血标本中!

C>=

例出现
334!%

基因的表达!阳性表达率为
=!A@M

(

#"# 334!%

基因表达与食管癌患者临床病理特征

利用
N0-(*'(1

秩相关检验对
334!%

基因在食

管癌外周血中的表达程度和患者的临床病理特征进

行分析!

334!%

基因的阳性表达与食管癌患者的淋

巴结转移
64]>A>$%5

"远处转移
64]>A>C%5

"

BE3

分期

64]>A>C;5

存在统计学上的相关性$

B(^.- #

%)与患者

$&$
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性别!年龄!家族史!

=

分期!组织分化程度!脉管瘤

栓! 神经侵犯等情况不存在统计学上的相关性
>?@

A;A&B

"

!"# CC?!%

基因表达与食管癌患者预后

对本研究中
#D%

例患者进行电话随访# 结果随

访资料完整者
#D!

例#失访
E

例
>

失访率
F;9FGB

#随

访日期截止到
!A#!

年
E

月
F

日"

#AD

例
CC?!%

基

因阳性表达的患者中有
$$

例在随访期间内死亡#而

D$

例阴性表达的患者只有
%

例死亡#两者之间差异

显著$

!

!

HD;AAF

#

?HA;A#F

%" 对两组患者的临床病理及

预后情况进行单因素生存分析显示 #

<

分期
I!

!

H

!E;F%D

#

?HA;AAAB

!

C

分期 $

!

!

H%;JEJ

#

?HA;AA!

%!

=<C

分期$

!

!

H#F;!%#

#

?HA;AA$

%!

CC?!%

表达
K!

!

HF;9$J

#

?H

A;AF!L

对患者的总生存期$

4M

%影响有统计学意义#

提示
=<C

分期晚!

CC?!%

阳性表达等因素致使患

者总生存期缩短$

N16)*2 9

%#而性别!年龄!

=

分期!

家族史!分化程度!脉管瘤栓!神经侵犯等因素对
4M

影响无统计学意义
K=,O-2 !L

" 患者的无病生存期

$

PNML

或无进展生存期
K?NML

在分析计算中均未发现

临床病理特征对其影响有统计学意义
K?"A;A&L

"

4M

的
/(Q

多因素回归分析结果仅剩
<

分期进入方程

K?HA;AA!L

#提示
<

分期在方程拟合过程中对患者生

存函数的贡献值较其他因素大# 是患者预后的独立

影响因子# 其相对危险度
KRRL

为
9;DE9

$

%&S/TU

9;!9!#!;$AD

%"

$

讨 论

CC?!%

基因作为
CC?3

家族的主要成员#参与

了创伤修复!血管形成!炎症反应及结缔组织病等多

种生理病理过程"在肿瘤学研究方面#因其可破坏肿

瘤细胞侵袭的组织学屏障#使肿瘤细胞较易于突破原

发部位# 而在肿瘤侵袭转移过程中发挥重要作用&

D

'

"

随着研究的深入#更发现了
CC?!%

基因的多态性与

食管癌的发生!发展及预后都存在关联#认为
CC?!%

表达增加是促使食管发生癌变的早期事件 &

E

#

J

'

"

V-!

W2+,X7

等 &

%

'还发现
CC?!%

基因高表达的患者肿瘤

局部微血管密度明显大于低表达的患者
K?HA;AA!L

#

提供了
CC?!%

基因促进间质血管新生和肿瘤转移

的直接证据" 但是这一系列的成果暂未在临床上被

推广使用#因其测定需要组织活检#不符合筛查期间

尽量减少有创检查的原则# 因此未能使更多的患者

受益"能否通过外周血的
CC?!%

基因表达水平来评

价患者的疾病状态# 是将该项成果转化为实践应用

的一条可尝试的途径"

本研究通过
R2,-!Y1Z2 [?/R

对
#D%

例食管癌患

者的外周血中
CC?!%

基因的表达情况进行检测#发

现食管癌中
CC?!%

基因的阳性表达率为
D!;EG

K#AD\9D%L

# 与其他研究在食管癌组织中测得的阳性
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率大致相仿!结合其表达程度与病理分级的相关性!

提示
''(!%

基因在外周血中和肿瘤组织局部的表

达情况可能存在正相关! 但这一假设有待进一步收

集相对应的该两种标本进行关联性研究来确定" 将

''(!%

基因在外周血的表达与患者临床资料进行分

析!发现其与淋巴结转移#

()"*"$%

$%远处转移&

()

"*"+%

$及
,-'

分期&

()"*"+.

$显著相关!这些都验证

了
''(!%

基因促进肿瘤转移的理论!同时也与之前

发表过的研究结果符合 '

+/

!

++

(

!提示
''(!%

基因在患

者外周血的表达情况在一定程度上可以反映食管癌

的侵袭能力) 而不同的是! 本研究结果显示
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'()*+,- (. /01+232 4+5(-(678!"9$8:(-;#%8<(;&

不存在与局部浸润!分化程度!脉管瘤栓和神经侵犯

的相关性" 除主要考虑可能存在取材和资料查询上

的误差外" 也不排除和国内外病例病理类型不同及

诊断的界定差异有关# 在预后方面" 发现不同临床

病理特征分组对患者的
=>?

或
@>?

影响无统计学

意义$

@!";"&

%"提示
AA@"%

基因的表达对患者复发

没有影响"但这极有可能是目前样本量尚不足&随访

时间不够久而致的阴性结果" 因从肿瘤生物学的基

础理论而言"

AA@"%

基因的表达如能促进肿瘤转

移"与病理分期正相关"则相对较晚的病理分期及局

部淋巴结转移等情况将导致肿瘤容易复发" 这与目

前的分析结果是不一致的"需要再行进一步的研究#

患者的
4?

在
AA@"%

基因高表达组明显低于低表

达组
B@CD;DE!F

"这同其他研究在组织上得到的结果

是相似的'

99

"

9!

(

"考虑为
AA@"%

基因过度表达导致肿

瘤发生淋巴结转移和远处转移的概率增加所致"由

此我们认为食管癌外周血中
AA@"%

的高表达水平

可以提示食管癌患者生存上的预后不良# 但在
/(G

多因素回归中"仅剩
<

分期因素进入方程的结果表

明"相对于病理分期而言"外周血
AA@"%

表达对预

后的预测作用明显不如
<

分期稳健"这可能是受其

灵敏度和特异性所限" 同时也是可能与未定义其最

优化的阳性界值有关#

综上所述"

AA@"%

基因在外周血的表达情况能

反映肿瘤局部和远处转移的状态" 可以认为是判定

食管癌患者分期的一个可靠指标" 能为临床医生选

择术后的进一步诊疗方案提供参考#

AA@"%

基因在

外周血表达和肿瘤局部的具体关系如何) 能否把

AA@"%

基因作为一个治疗的靶点) 这些都还有待于

进一步的研究#
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