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在食管癌细胞中的生物学功能'

$方法% 利用免疫组化方法检测
89

例食管癌患者癌组织及其癌旁组织中
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的表达( 分析
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表达与临床病理因素的相关性(利用细胞学实验探究
%&'!(

的生物学功能' $结果% 食管癌
组织中
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表达与临床分期
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分期密切相关
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' 生存分析显示高表达
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组患者的生
存时间较低表达
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组明显缩短'

EFG

回归单因素和多因素结果显示
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的表达水平是食
管癌患者预后的独立危险因素 &
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能够显著抑制食管癌细胞的侵袭与迁移
能力' $结论%
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在食管癌组织中高表达"其表达与食管癌患者的肿瘤进程密切相关"可作为食
管癌诊断和预后判断肿瘤标志物'
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食管癌是我国最常见的消化道恶性肿瘤之一" 据
!9$!

年流行病学统计我国每年因食管癌死亡病

例占全球病例总数的一半" 是当前威胁我国人民健

康的重要杀手$

$K!

%

' 食管癌因早期症状不典型"就诊

时很多患者即已经属于中晚期$

!K(

%

' 虽然近年来食管

癌的手术治疗技术不断提高" 各种新型靶向药物投

基
础
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临
床
研
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入临床使用!但患者的
:

年生存率依然不容乐观!主

要与肿瘤的局部复发和远处转移密切相关"

;<#

#

$ 因此

寻找提示食管癌肿瘤进程的分子标志物! 探究食管

癌细胞发生侵袭转移的可能分子机制是当前研究的

热点问题$

驱动蛋白 %

=/)01/) 1'>0(,*?/+5

!

@AB1

&是一类依

赖
CDE

的运动蛋白!主要参与稳定微管!细胞内转

运与分裂等生物学功能 "

F

#

$

@AB!G

是
@AB

家族的重

要成员之一!其主要负责细胞骨架的重塑!纺锤体的

形成"

H<I

#

$ 最近越来越多的文献报道证实了
@AB!G

在

许多肿瘤的恶性进程中发挥重要的作用! 然而!

@AB!G

在食管癌中表达与其生物学功能少见文献报

道"

J"<J!

#

$ 因此本研究利用免疫组化方法分析
F"

例食

管癌组织及其相对应癌旁组织中
@AB!G

的表达水平!

探究
@AB!G

表达水平与临床特征和预后的相关性!并

利用细胞功能学实验探讨
@AB!G

的生物学功能$

J

资料与方法

!"!

一般资料

选取
!"J:

年
!

月至
!"JI

年
!

月在江苏省肿瘤

医院接受治疗的
F"

例食管癌患者!其中男性
;:

例!

女性
!:

例!年龄
:!KI;

岁!平均%

#H8:!J#8:

&岁!采

用
C%--LMA--

第
H

版分期标准'

!

期
G

例!

"

期
!#

例!

#

期
GI

例!

$

期
!

例$ 纳入标准'

%

预期生存

期
NG

个月(

&

经病理证实为食管癌!无合并其他恶

性肿瘤或转移性肿瘤(

'

无其他系统的严重疾病$

排除标准'

%

临床统计资料不完整(

&

合并消化系统

恶性疾病(

'

合并其他系统肿瘤$组织样本取材于癌

组织
O

病理证实为鳞状细胞癌
P

及距离癌组织
# 3?

以上的黏膜组织
O

病理证实为正常食管黏膜上皮组

织
P

$ 住院期间患者均接受调强放疗%

AQRD

&!放疗剂

量'

:S8; T5L!HBK#J8!T5LG;B

!

:

次
L

周$ 从出院后开始

随访!电话或者微信随访$ 随访截止至
!"JI

年
H

月

J

日!随访
GK:!

个月!中位随访时间
!J

个月$ 无患

者失访!死亡
!H

例!均死于食管癌相关的复发或转

移$ 本研究已获得江苏省肿瘤医院伦理委员会批准

%

!"!"

科
<"J!

&! 所有患者均知情并签署知情同意

书$

!

株食管癌细胞
U3*"J"I

和
DU"J

均由江苏省

肿瘤医院放疗科实验室提供$

!"#

免疫组化

收集食管癌患者的手术或胃镜下切除组织!制

成石蜡切片!行二甲苯脱蜡!梯度乙醇脱水后!将切

片置于柠檬酸钠抗原修复缓冲液中进行抗原修复!

在
;#

条件下
@AB!G

一抗孵育过夜$ 第二天
EVW

冲

洗后!使用生物素化二抗!在室温条件下!摇床上孵

育
J.

$ 使用
XCV

封片剂对切片进行显色!蒸馏水冲

洗!苏木精进行复染!乙醇梯度脱水!二甲苯透明!中

性树脂进行封片!最后在显微镜下拍照$

所有切片免疫组化染色的结果均由两名资深病

理科医师分别选取
:

个光镜视野阅片评分$ 采用半

定量技术方法! 即染色强度与阳性细胞数记分的乘

积分析
@AB!G

的表达$ %

J

&染色强度'根据切片中细

胞染色的深浅!将染色强度的评分标准划分为'无着

色记为
S

分!淡黄色记为
J

分!黄色记为
!

分!棕黄

色记为
G

分(%

!

&阳性细胞数记分'无阳性细胞记为

S

分!

Y!:Z

的阳性细胞记为
J

分!

!:Z$:SZ

的阳性

细胞记为
!

分 !

:SZ$F:Z

的阳性细胞记为
G

分 !

!F:Z

的阳性细胞记为
;

分$ 最后将染色强度与阳

性细胞数记分相乘即可得到最终染色指数%

WA

&'

WA[

S

为阴性表达!

WAY;

为低表达!

WA!;

为高表达$

!"$

细胞转染

特异性的针对
@AB!G

的小干扰
R9C O1?*++ /)"

\0(,0(/)4 R9C

!

1/R9CP

由广州锐博生物公司提供$ 将

对数生长期的食管癌细胞重悬并接种于六孔板内!

当细胞刚好铺满皿底时! 开始转染$ 使用
]/>&,03"

\*?/) AQC^

分别将
1/"@AB!G

与
1/"9-

转染食管癌

细胞!转染成功后
#.

!更换培养液为含血清的普通

培养基$

!"% &'()'*+ ,-.)

实验

使用
RAE

裂解液对细胞样品进行裂解!收集裂

解后的蛋白!使用
V-C

法检测蛋白浓度$将
J:(4

来

自各个样品的蛋白经
WXW"ECTU

凝胶进行电泳$ 随

后在
;%

条件下! 使用
GSS?C

恒定电流将蛋白转移

至
E7XB

膜上$ 使用
EVW

清洗
G

次后!封闭液封闭

J.

!

;%

条件下!

@AB!G

一抗孵育液孵育过夜$ 第二

天!

EVW

清洗后!在室温条件下!使用相应的二抗孵育

液在摇床上孵育
J.

! 最后
U-]

发光显色液对
E7XB

膜进行显色!在凝胶成像仪中曝光并收集图像$

!"/ 0'1-!)23' 450

利 用
R9C

提 取 试 剂 盒 提 取 食 管 癌 细 胞 的

R9C

!并根据试剂盒操作说明将
R9C

逆转录成
3X"

JS;!
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?J!GK KJ!#K

.

?

#! !I 22

.C

!随后进行荧光定量
P%Q

分析" 所得的实验结果

按照
!

R&&%* 公式计算出基因的相对表达量"

/01!2

引

物序列#

>!"%M8C%%%C8C8%CCC8%MMM%"2

!

>!"8MM"

%MCCC8MCCC8M8%CMM%MM8%"2!

"

'"')*,9

引物序

列#

>!"88C%MM%8C8%CC8C8CM88"2!

和
>!"C8%C%"

M8M8MM88%8MC%C8"2!

"

!"# $%&'()*++

侵袭与迁移实验

进行
M('9-5+<<

侵袭实验时! 需提前
=

小时将

?""(<

含有
?"(<S;'*(,7+<

的无血清培养基加入
M('9"

-5+<<

上室中!温箱内孵育" 而
M('9-5+<<

迁移实验无

需进行上述操作" 将转染
!

天后的细胞消化!离心!

利用无血清的培养基将细胞悬液配置成浓度为
$#

$K

> 个
S;<

" 吸取
!KK(<

的细胞悬液加入铺有
B'*(,7+<

胶的
M('9-5+<<

小室或未加
B'*(,7+<

胶的小室内" 下

室加入
>KK(<

含有
!KT

血清的培养基!温箱内孵育"

2#&

后! 取出
M('9-5+<<

小室! 使用
=T

多聚甲醛对

M('9-5+<<

小室底部细胞进行固定!接着使用结晶紫

对底部细胞进行染色! 利用棉签擦去小室内未穿出

的细胞" 在荧光倒置显微镜下观察!拍照!随机选取

>

个视野进行计数分析"

!",

统计学处理

使用
UPUU !AJA

进行统计学分析! 计量数据以

均数
$

标准差$

"$-

%表示& 利用
P+'(-49 !

! 检验分析

/01!2

表达与食管癌患者临床病理数据的相关性'

使用
/'V<'9"B+,+(

法分析患者的
WU

!

347"

('9X

检验明确
/01!2

不同表达组的生存率

差异' 使用
%WY

风险回归模型进行多因素

预后分析'两组样本间比较采用
*

检验&

PZ

"@">

为差异有统计学意义&

!

结 果

-"! ./0-1

在食管癌组织中高表达

/01!2

在食管癌组织中的阳性表达率

为
>GT

$

="SG"

%! 而在对应的癌旁组织中的

阳性表达率为
??T

! 差异具有统计学意义

DPZ"@"?[

$

1,7\(+ $

%&

-"- ./0-1

表达与食管癌临床病理特征的

相关性

/01!2

高( 低表达各
2>

例!

P+'(-49

相

关性分析显示!

/01!2

表达与临床分期 (

M

分期密切相关
D!

!

]GJ$!=

!

P]AJAAH

'

!

!

]=JG#I

!

P]AJA!I[

!而与肿瘤患者的年龄(性别(

.

分期无明显

相关性$

M'^<+ ?

%&

-"1 ./0-1

表达与食管癌患者预后的相关性

/'V<'9"B+,+(

分析结果表明!

/01!2

高表达组中

位总生存期 $

4_+('<< -\(_,_'<

!

WU

% 为
?G

个月 !而

/01!2

低表达组中位
WU

为
22

个月! 差异有统计学

意义 $

PZ"@""?

%$

1,7\(+ !

%& 单因素分析结果显示

/01!2

表达与患者预后具有相关性$
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!
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"# 进一步
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比例风险回归

多因素分析表明
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是影响食管癌患者预后的

独立危险因素$
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沉默
$%&!'

对食管癌细胞的侵袭与迁移能力的

影响

转染
1/?9F

沉默
SDP!J

表达后! 使用
Y-?

和

]01:0()"\+&:

实 验 检 测
^3*"I"A

和
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细 胞 内

SDP!J

的表达# 结果显示与对照组相比!

1/"SDP!J

组

中
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的表达明显受到了抑制 &

P/4'(0 JF

!
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应用
R(*)1W0++

侵袭与迁移实验分析沉默
SDP!J

后!

食管癌细胞侵袭与迁移能力的变化% 在
R(*)1W0++

侵

袭实验中!

^3*"I"A

细胞中
1/"9-

组与
1/"SDP!J

组侵

袭的细胞数目分别为
ILI8JJ#H8!!

'

GB8#G#L8II

!迁移

的细胞数目分别为
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'
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!差异有

统计学意义
@YX"8"IE

# 而在
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细胞中!

1/"9-

组发

生侵袭与迁移的细胞数分别为
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HI#B8JB

# 而
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组则分别为
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食管癌细胞的侵袭与迁移能力&
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讨 论

食管癌是一种来源于食管黏膜上皮的恶性肿

瘤!也是我国常见的消化道恶性肿瘤之一(

IJ

)

%食管癌

组织学病理类型主要为腺癌和鳞状细胞癌! 我国目

前主要是鳞状细胞癌(

IJ

)

% 虽然近年来食管癌的手术

治疗技术不断提高! 各种新型靶向药物投入临床使

用! 但是食管癌患者的总生存率并未得到明显的改

善(

IL

)

% 因此寻找能够提示食管癌患者肿瘤进程的分

子标志物! 探究其发生侵袭转移的分子作用机制是

目前急需解决的关键问题%
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达!可利用
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水解释放的化学能转运分子*货物+!

在细胞有丝分裂! 轴类运输等生物

学功能方面发挥重要的作用 (

IB

)

#
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作为新发现的
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家族重

要一员!其主要参与细胞骨架的重

塑! 物质运输和染色体有丝分裂#
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的异常表达!可导致染色体

分离异常!是诱发肿瘤的重要危险

因素(

I#
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#近年来越来越多的研究证

据表明
SDP!J

在许多恶性肿瘤中

异常高表达!是导致肿瘤发生发展

的重要危险因素#在非小细胞肺癌

的研究中!
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等 (

IG

)发现
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在

癌组织中异常高表达!其表达水平

与不良预后紧密相关 ! 而沉默
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后能够显著抑制肿瘤细胞
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&()*+, ! -,./0(1234(5 16 $%&!' ,75+,33(12 8(04 9:

SDP!J V&W 0TU(011/&)

SDP!J >/4. 0TU(011/&)

YX"8""I

" !" L" #"

R/Q0@Q&):.1E

I""

H"

#"

L"

!"

a
'
(
<
/
<
*
+
@
C
E

;/<., ! =+1)2130(> 6/>01+3 61+9: 6+1?*2(@/+(/0, /2/.A3(3 /2B?*.0(@/+(/0, /2/.A3(3

I"LL



肿瘤学杂志
!"!"

年第
!#

卷第
$!

期

%

!

&'( )(*+,-* ./ 012 345367-(5 -'7- *328% (//(6-39(,: )(5+6(5 -'( (;<)(**3.4 ./ =>?!@

"

A

!

&'( )(*+,-* ./ B(*-()4

C,.- 7**7:*

"

1

!

2(<)(*(4-7-39( 3D7E(* ./ -)74*F(,, D3E)7-3.4 745 3497*3.4 7**7:*

"

G

!

&'( H+74-3/367-3.4 )(*+,-* ./

-)74*F(,, 3497*3.4 745 D3E)7-3.4 7**7: IJ

!

0KLML$N

的独立危险因素# 另一项研究显示
=>?!@

同样在结

直肠癌中高表达$其表达水平与
&

%

8

%

O

分期及临床

分期具有明显的相关性&表达水平越高&提示预后越

差&无复发生存时间越短'

$P

(

) 而在本次研究中&我们

发现
=>?!@

在食管癌组织中明显高表达&进一步分

析发现
=>?!@

表达与食管癌患者临床分期%

&

分期

密切相关&生存分析结果则显示高表达
=>?!@

的患

者生存时间较低表达
=>?!@

患者明显缩短* 提示

=>?!@

可能在食管癌的肿瘤进程中发挥重要的促进

作用*

1QR

风险回归模型单因素和多因素分析进一

步确定了
=>?!@

的表达水平是影响食管癌患者预

后的独立危险因素* 以上证据表明
=>?!@

可以作为

一个提示食管癌肿

瘤进程的分子标志

物& 作为临床判断

食管癌患者预后的

重要依据*

=>?!@

作 为 重

要的驱动蛋白 &其

是参与微管解聚 +

聚合过程的重要分

子& 而微管又是导

致肿瘤发生侵袭转

移的重要因素'

S

(

#因

此我们推测
=>?!@

可能参与了食管癌

细胞的侵袭与转移

过程# 本组利用细

胞生物学技术沉默

了
=>?!@

表达 &使

用
&)74*F(,,

侵 袭

与迁移试验探究了

=>?!@

的生物学功

能# 结果证实
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能够增强食管癌细

胞的侵袭与迁移能

力# 黄娅芬等 '

$T

(在

上皮性卵巢癌中同

样证实
=>?!@

能够

明显促进肿瘤细胞

发生侵袭与转移 #

我们的研究进一步提示了
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可能作为癌基因参

与食管癌的恶性肿瘤进程#

在本次研究中&受限于样本量偏少&实验数据对

=>?!@

在评估食管癌患者预后价值的作用支持较

弱# 在接下来的研究中&我们将加大临床样本数量&

进一步明确
=>?!@

可能的分子标志物作用#

综上所述&本研究结果显示
=>?!@

在食管癌组

织中高表达& 其表达水平与临床特征密切相关&表

达越高&预后越差&可作为判断食管癌患者预后的

独立危险因素#

=>?!@

在食管癌的肿瘤进程具有重

要的促进肿瘤作用&有可能成为将来治疗食管癌的

新靶点#
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