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食管癌 9:,;<乙酰化与 =9>?!@A""B,:C及
C,9D表达相关性及临床意义

梁宗英!张 乐!赵宝山!侯继申!辛国华

!承德医学院附属医院" 河北 承德
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#

摘 要"$目的% 探讨
9:,;<

乙酰化与乙酰基转移酶
=9>?

&

@A""B,:C

及
C,9D

在食管癌中的表达相关
性及其临床意义' $方法% 选择

F"

例食管鳞癌组织及其癌旁食管黏膜组织"采用免疫共沉淀检测组织中
9:,;<

乙酰化水平"

GH>IC,H

检测
=9>?

&

@A""B,:C

及
C,9D

组织中
JH89

相对表达量" 免疫组织化
!

KC

(和
L/0M/'(NO*%M

检测蛋白表达"结合临床病理资料进行相关性分析) $结果%食管癌组织中
9:,;<

乙酰化率为
E?7APQ!!7P!Q

"高于正常食管黏膜的
<P7!?Q!<7<?Q

!

CR"7"?

(*癌组织中
=9>?

与
@A""B,:C

JH89

相对表达量为
P7P#!<7"A

和
A7F?!"7#P

"高于正常食管黏膜的
<7<A!"7<P

和
<7PP!"7AF

+

C""7"?

(*癌
组织中

C,9D JH89

相对表达量为
<7"!!"7!E

"低于正常食管黏膜中的
A7?E!"7 FA

!

C""7"?

(*癌组织中
=9>?

,

@A""B,:C

与
C,9D

的阳性表达率分别为
F?7F<Q

!

?ABF"

(&

E#7?FQ

!

P#BF"

(和
!P7!#Q

!

<FBF"

("与正
常食管黏膜的

<#7?FQ

!

<ABF"

(&

<!7#EQ

!

SBF"

(和
E?7F<Q

!

PEBF"

(相比 "差异均有统计学意义 !

C""7"?

()

L/0M/'(NO*%M

结果显示 " 癌组织中
=9>?

&

@A""B,:C

与
C,9D

的蛋白表达量分别为
F#7PEQ!P7<PQ

&

EF7P#Q!A7F#Q

和
F7<FQ!<7PEQ

" 与正常食管黏膜的
AP7F?Q!!7A#Q

&

!#7FPQ!!7<?Q

和
?F7PSQ!!7PFQ

相
比"差异均有统计学意义!

C""7"?

(*

9:,;<

乙酰化&

=9>?

&

@A""B,:C

与
C,9D

的阳性表达与
>8T

分期&

肿瘤分化程度及淋巴结转移密切相关!

C""7"?

() 食管癌中
9:,;<

乙酰化与
C,9D

的表达呈负相关"与
=9>?

和
@A""B,:C

的表达呈正相关) $结论%

9:,;<

乙酰化与乙酰基转移酶
C,9D

&

=9>?

及
@A""B,:C

的表达密切相关" 其
=9>?

及
@A""B,:C

高表达可能是催化
9:,;<

发生乙酰化的因子并促进了食管癌
的发生和发展)

主题词"食管肿瘤*
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"
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"
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2%0)dAP7F?Q!!7A#Q

"

!#7FPQ!!7<?Q

"

?F7PSQ!!7PFQ

"

CR"7"?c7 9:,;< )2/M4*)M.%(

"
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食管癌是世界范围内常见恶性肿瘤之一! 其发

病率和死亡率逐年增加"

$%!

#

$ 现代医学针对食管癌的

综合治疗使得食管癌患者整体生存期有所提高!但

预后仍然较差"

&

#

$ 研究表明!表观遗传学中的乙酰化

修饰与多种恶性肿瘤密切相关"

'

#

$

()*

结合盒转运

子
+,

%

()* -./01234 0.5 67829:.7637 +,

!

(;<+,

&是

一种癌基因!其表达的
(;<+,

蛋白在肺腺癌组织中

发生了乙酰化!并与肺腺癌的增殖'凋亡和侵袭转移

密切相关"

=

#

$ 蛋白质的乙酰化修饰需要乙酰基转移

酶的催化!乙酰化修饰后的蛋白功能会加强!参与肿

瘤的发生和发展"

>

#

$本研究旨在探讨食管癌中
(;<+,

的 乙 酰 化 状 态 及 乙 酰 基 转 移 酶
*<(?

'

@()=

和

:&A"B<;*

的 表 达 ! 分 析 三 种 乙 酰 基 转 移 酶 与

(;<+$

乙酰化的关系! 进一步阐明
(;<+$

乙酰化

修饰在食管癌的发生和发展过程中的作用机制$

$

资料与方法

!"!

一般资料

取
!C,D

年
,

月至
!C!,

年
,

月于承德医学院附

属医院胸外科手术治疗的食管鳞癌患者
EC

例$入组

标准( 研究病例均为手术切除组织病理证实为食管

鳞癌患者!均无其他肿瘤病史!手术前均无放化疗'

免疫及靶向治疗史$取食管鳞癌组织为实验组!距癌

组织边缘大于
# -/

的正常食管黏膜组织为对照组$

EC

例患者中!男性
>&

例!女性
E

例)

!>C

岁
=!

例!

!>C

岁
,#

例)

)FG

分期(

!

期
D

例!

"

期
'>

例!

#

期
$=

例)高分化
$'

例!中分化
'#

例!低分化
#

例)

有淋巴结转移
$#

例!无淋巴结转移
=!

例$本研究涉

及人体组织标本经医院伦理委员会批准通过$

!"#

主要试剂

(;<+$

单克隆抗 体 购 于 美 国
(038/

公 司 )

(-36HI8634"JH9123

抗体'

@()=

'

:&CCB<;*

和
*<(?

抗

体购于
<K)

公司)

LF(

提取试剂盒购于北京全式金

生物有限公司)

(BM

琼脂糖珠购于
<K)

公司$ 免疫

组化
K*

试剂盒和浓缩型
L(;

试剂均购自珠海市泉

晖企业有限公司$

NF(

引物由广州锐博生物科技有

限公司设计合成$

!"$

实验方法

,O&P,

免疫共沉淀

组织提取蛋白质!均分
!

份!一份作为内参!行

蛋白电泳实验) 一份用于免疫共沉淀实验$ 每个样

本!加入
(BM

琼脂糖珠
= /J

和
(;<+,

单克隆纯抗

体
= $J

! 混匀后补充
!#

裂解缓冲液至每管总体积

'=C $J

!充分混匀!取蛋白上清
'CC $J

将离心管固

定到混匀器上!

' $

!

,= 7B/12

! 共沉淀
,! Q

$

' $

离

心!弃上清液$

,%

裂解缓冲液
=CC $J

洗涤
(BM

琼脂

糖珠$

' &

!

& CCC 7B/12

!离心
& /12

! 弃上清液$最后

一次洗涤完毕后!弃去上清液$

,%

裂解缓冲液
&= $J

和等体积的
!%KLK

上样缓冲液混合!煮沸
# /12

)

& CCC 7B/12

!离心)行
KLK"*(M+

电泳'电转移'脱脂奶

粉封闭后!加入一抗%

(-36HI8634"JH9123

抗体
,', CCC

!

M(*MR

抗体
,(, CCC

&于
&S ;K(

中
' &

孵育过夜$

加入二抗后显影$

,O&O! T396372U0I.6

提取总蛋白!测定蛋白浓度)制备电泳蛋白上样

液!行
KLK

聚丙烯酰胺凝胶电泳$ 电泳后!

DCV >"W

#" /12

转膜$ 加
!

抗
' &

过夜$ 次日孵育
"

抗!重复

洗膜
&

次后显影$

,O&O&

实时荧光定量聚合酶链反应!

XN)U*<N

"

NF(

提取试剂盒提取组织和细胞总
NF(

$ 取

&"" 2Y NF(

!应用
*71/3K-71:6)G N) N38Y326 Z16

!按

说明书进行反转录$ 应用
K[;N M7332 X*<N G89637

荧 光 定 量 试 剂 盒 检 测
*<(?

'

@()=

及
:&CCB<;*

/NF(

的表达!相对表达量按
)

U%%<6 计算$

,O&O'

免疫组织化学染色!

K*

法"

石蜡切片经脱蜡水化'

&S

甲醇
"R

!

\

!

溶液及枸

橼酸钠缓冲液加热处理组织切片'山羊血清封闭后!

!

抗温育!

"

抗温育!中间
*;K

洗涤!

L(;

显色'苏

木素染色!酒精脱水'二甲苯透明'中性树胶封固$

,O&O=

免疫组化结果判定

根据细胞膜' 胞浆染色程度和着色阳性细胞所

占百分率进行评价计分 %每张切片高倍镜下随机观

察
,C

个视野&)染色强度评分标准%

(

&(无色%

C

分&!

淡黄色 %

,

分&!棕黄色%

!

分&!棕褐色%

&

分&$ 着色

阳性细胞所占百分率评分标准 %

;

&(

,

分 %阳性细

胞
",CS

&!

!

分%阳性细胞
,CS*=CS

&!

&

分%阳性细

胞
=CS*E=S

&!

'

分%阳性细胞
]E=S

&$ 以
(^;

所得

分数作为评判标准(

C*!

分为阴性!

&*'

分为阳性!

=*E

分为强阳性$ 最终判定结果以
"!

分为阴性!

!&

分为阳性$

!"%

统计学处理

采用
K*KK !>OC

统计软件分析数据! 计量资料

用均数
+

标准差表示!计数资料采用
&

! 检验!相关性

,!&
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9'%&: 8 ;<=> :%0.?.@/ :A""B,CD :%0.?.@/ D,<E :%0.?.@/

,)(2/' ?.00&/ F" >A G# HF

8%'I)* I&2%0) ?.00&/ F" HA J GK

!

!

AG7>F AF7#> HJ7H!

D L"7""H L"7""H "7""!

9'%&: 8 ;<=> IM8< :A""B,CD IM8< D,<E IM8<

,)(2/' ?.00&/ F" G7G#!H7"A A7F>!"7#G H7"!!"7!K

8%'I)* I&2%0) ?.00&/ F" H7HA!"7HG H7GG!"7AF A7>K!"7FA

!

!

!F7G! HF7K> !"7>G

D "7""G "7""H "7""A

分析采用
N:/)'I)(

相关检验 !

DL

"7">

为差异有统计学意义"

!

结 果

!"#

癌组织和正常食管黏膜中

$%&'(

乙酰化水平

癌组织中
<C,OH

蛋白乙酰化

率为
K>7AGP!!7G!P

! 高于正常食

管黏膜的
HG7!>P!H7H>P

! 差异有

统计学意义#

DL"7">

$#

E.3&'/ H

$%

!"! )$*+

!

,-../&%0

和
0&$1

234$

相对表达量

癌组织中
;<=>

与
:A""B,CD

IM8<

表达量分别为
G7G#!H7"A

和

A7F>!"7#G

!高于正常食管黏膜组织

的
H7HA!"7HG

和
H7GG!"7AF

! 组间差

异均有统计学意义&

D""7">

$'癌组

织中
D,<E IM8<

表达量为
H7"!!

"7!K

! 低于正常食管黏膜的
A7>K!

"7FA

!差异有统计学意义&

D""7">

$

&

=)Q*/ H

!

E.3&'/ !

$%

!5- )$*+

!

,-66/&%0

与
0&$1

蛋白的表达

癌组织中
;<=>

(

:A""B,CD

与

D,<E

的 阳 性 表 达 率 分 别 为

F>7FHP

&

>ABF"

$(

K#7>FP

&

G#BF"

$ 和

!G7!#P

&

HFBF"

$!与正常食管黏膜的

H#7>FP

&

HABF"

$(

H!7#KP

&

JBF"

$ 和

K>7FHP

&

GKBF"

$相比!差异均有统计

学意义&

D""7">

$&

=)Q*/ !

!

E.3&'/ A

$%

!57 )$*+

!

,-66/&%0

与
0&$1

蛋白的表达

食管癌组织中
;<=>

(

:A""B,CD

与
D,<E

的蛋白

表达量分别为
F#7GKP!G7HGP

(

KF7G#P!A7F#P

和
F7HFP

!H7GKP

! 与正常食管黏膜的
AG7F>P!!7A#P

(

!#7FGP!

!7H>P

和
>F7GJP!!7GFP

相比! 差异有统计学意义 &

D"

"7">

$&

E.3&/ G

$%

!5+

食管癌组织中
$%&'(

乙酰化 !

)$*+

!

,-66/

&%0

和
0&$1

与临床病理特征的相关性

<C,OH

乙酰化与食管癌
=8R

分期( 组织分化

及淋巴结转移相关&

DL"7">

$!与性别(年龄无明显相

关性&

DS"7">T

%

;<=>

(

:A""B,CD

与
D,<E

阳性表达

与
=8R

分期(肿瘤分化程度及淋巴结转移密切相关

&

D""7">

$! 与性别( 年龄无明显相关性 &

DS"7">

$

&

=)Q*/ A

$%

!58 $%&'(

乙酰化与
)$*+

!

,-66/&%0

和
0&$1

的

相关性

F"

例食管癌患者中!

<C,OH

乙酰化与
D,<E

的

表达呈负相关性&

'U#A7GF#

!

DS"7">

$!与
;<=>

表达

呈正相关&

'U"7GKG

!

D""7">

$!和
:A""B,CD

的表达无

明显相关性&

'U$"7"!F

!

D""7">

$&

=)Q*/ G

$%

*9:;< ( 3<;9=>?< <@,A<BB>CD CE 0&$1

"

)$*+ 9DF ,-66G&%0 234$ >D
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#

!

L!!&=

$
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9<DVW
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!"

"

<
C
,
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H
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2
/
?
4
*
)
?
.
%
(
'
)
?
/
X
P
T

1>IKA< ! 3<;9=>?< <@,A<BB>CD CE )$*+N ,-../&%0 9DF 0&$1 234$
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讨 论

食管癌是恶性程度较高的黏膜上皮肿瘤! 由于

早期症状比较隐匿!确诊时通常为中晚期!患者预后

较差" 近年来基因靶向治疗为食管癌的诊断和治疗

提供了新的思路!该方向也成为临床研究的重点#

%&#

$

"

恶性肿瘤的发生比较复杂! 癌基因激活和抑癌基因

失活产生的基因功能紊乱!是肿瘤发生%发展的重要

因素 #

'&("

$

" 多种不良因素引起的基因变异会导致食

管黏膜上皮细胞调控失常! 促进食管癌的发生%发

展!因此从基因分子水平探究诊治食管癌的新方向!

已成为食管癌领域的研究热点#

((

$

"

肿瘤分子学水平上基因的改变可

以导致肿瘤的发生!多年来针对肿瘤的

靶向治疗也大多基于肿瘤内特异基因

改变而实现" 现代医学研究发现!在部

分肿瘤中并无特异性基因改变的情况

下!基因的甲基化修饰%组蛋白蛋白的

乙酰化修饰及蛋白的泛素化降解同样

会影响关键基因的转录%翻译和功能的

改变!尤其是表观遗传学中的蛋白乙酰

化修饰在生命体中具有十分重要的作

用#

(!

$

" 传统观念认为只有组蛋白会发生

乙酰化修饰!组蛋白乙酰化修饰后会使

得核小体构象发生松解!进一步促进基

因的转录和翻译!进而影响细胞生物学

功能的改变" 然而!近年来实验研究显

示! 多种非组蛋白也可以发生乙酰化修

饰! 且乙酰化修饰几乎参与所有主要生

物学过程!如转录因子乙酰化%关键酶蛋

白乙酰化%细胞因子受体乙酰化等#

($&()

$

"

*+,-(

作为一种高度保守的转运

蛋白!与多种肿瘤的发生均有密切的关

系!在人体内扮演着&癌基因'的角色"

*+,-(

基因的表达与多种肿瘤的发生

和发展关系密切!如肿瘤耐药%氧化应

激等相关疾病#

(.

$

" 研究表明!肿瘤组织

中高表达的
*+,-(

与非小细胞肺癌%

膀胱癌及多种肿瘤的发生和发展均关

系密切#

(%&('

$

"但目前关于
*+,-(

在肿瘤

中作用的研究均以基因的改变为切入

点! 对于
*+,-(

在表观遗传学修饰方

面的改变在肿瘤中作用的研究较少" 本研究发现!

*+,-(

蛋白在食管癌组织中发生了乙酰化修饰!且

其乙酰化水平与食管癌的
/01

分期%肿瘤分化程度

及淋巴结转移有明显相关性"说明
*+,-(

是一种乙

酰化蛋白!而且其乙酰化修饰参与了食管癌的增殖%

侵袭和转移" 推测可能是因为
*+,-(

蛋白乙酰化

后!强化了
*+,-(

蛋白的促癌功能!抑制了食管癌

细胞的凋亡!加速了癌细胞的增殖和侵袭功能"

蛋白质的乙酰化修饰需要在乙酰基转移酶的催

化作用下完成! 故乙酰基转移酶在蛋白质乙酰化过

程中的作用至关重要"同样
*+,-(

在食管癌组织中

发生的乙酰化修饰也需要乙酰基转移酶的参与" 本

!"#$%& ' ()*+, -./01234 567 42)8 -%9:&"6 &;-%&<<"96 "6 &<9-=>#&>?
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@

<
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$

!
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>F

UCHF
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M%0.I.T/ ># ="

"7!>! "7F@= W"7"!?

8/3)I.T/ ? >F
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M%0.I.T/ ! >F

>>7!?# "7""> W=7@?#
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M%0.I.T/ 8/3)I.T/

M'%I/.(

CR,S> )2/I4*)I.%(
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!
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!"#$% & '())%$"*+(, (- ./012 "3%*4$"*+(, 5+*6 7.!8

!

9:;;<0=>

",? >'@A 9)(*%+,B +, (%B(96"C%"$ 3",3%) *+BBD%B

!"#$% : E%$"*+(,B6+9 (- @/'12 "3%*4$"*+(,
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36")"3*%)+B*+3B (- (%B(96"C%"$ 3",3%) *+BBD%B

研究在检测
CR,S>

蛋白乙酰化水平的同时# 进一步对食

管癌及正常食管黏膜组织中的乙酰基转移酶
UCHF

$

O=""V

,RM

及
M,CA BX8C

相对表达量及蛋白的表达量进行了检

测#

YXHWM,X

结果显示食管癌组织中
UCHF

与
O=""V,RM

BX8C

相对表达量明显高于正常食管黏膜# 而
M,CA

的

BX8C

相对表达在癌组织中的相对表达量低于正常食管

黏膜% 免疫组化和免疫蛋白印迹同时证实
UCHF

与
O=""V

,RM

在癌组织中呈现高表达状态#而
M,CA

则呈现低表达

或不表达状态%

UCHF

$

O=""V,RM

与
M,CA

的阳性表达与

H8;

分期$肿瘤分化程度及淋巴结转移密切相关#与性别

和年龄无关% 说明乙酰基转移酶
UCHF

$

O=""V,RM

与
M,CA

也参与了食管癌的发生和发展#同时也证实了食管癌中高

表 达 的
UCHF

和
O=""V,RM

可 能 参 与 了

CR,S>

的乙酰化修饰% 本研究进一步通过分

析 食 管 癌 组 织 中
CR,S>

乙 酰 化 水 平 与

UCHF

$

O=""V,RM

与
M,CA

蛋白表达的相关#

结果提示在
?"

例食管癌患者中#

CR,S>

乙

酰化与
M,CA

的表达呈负相关# 与
UCHF

表

达呈正相关#和
O=""V,RM

的表达无明显相关

性%提示乙酰基转移酶
M,CA

和
O=""V,RM

对

食管癌组织内
CR,S>

蛋白发生的乙酰化无

催化作用#两者与
CR,S>

乙酰化在食管癌中

的促癌作用不具有正向协同作用% 而乙酰基

转移酶
UCHF

和
CR,S>

乙酰化水平具有明

显的正相关作用# 说明
UCHF

可能参与了

CR,S>

的乙酰化修饰#在食管癌组织中以乙

酰基转移酶的角色参与催化或调控
CR,S>

发生乙酰化# 进一步对食管癌的发生和发展

起到了促进作用%

随着分子生 物学的发展 # 深入 探 讨

CR,S>

乙酰化和乙酰基转移酶
UCHF

的表

达与食管癌发生发展$侵袭$转移及预后的关

系# 对食管癌的早期诊断及预后判断提供分

子生物学指标# 给食管癌靶向治疗的临床治

疗方案提供一个分子生物学治疗的新靶点#

具有非常重要的意义%

>!<
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