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$摘 要% 背景与目的#作者对河南食管癌高发区正常人和食管癌患者蛋白质

组差异蛋白分析发现 6$$%7#$!是主要差异候选蛋白之一% 本研究通过分析该地
区食管鳞癌 !%&(8"+9%+, &:)+;()& /%,, /+*/#$(;+# <=.."及癌旁形态学正常食管
上皮!$(*;+, %8#>"%,#);# ?@A"&基底细胞过度增生!B+&+, /%,, "C8%*8,+&#+# D.E"&

不典型增生!FC&8,+&#+# GH="和原位癌!/+*/#$(;+ !" #!$%# .I="中 6$$%7#$!动态
表达状况#探讨 6$$%7#$!在 <=.. 癌变过程中的作用及机制% 方法’采用 6D. 免
疫组织化学法分析了河南食管癌高发区 44 例 <=.. 手术标本和癌旁 ?@A#以及

D.E&GH= 和 .I= 中 6$$%7#$!蛋白表达变化$ 另应用 AJKL.A 方法检测了 M=..
手术标本和癌旁 ?@A 中 6$$%7#$!;A?6 差异表达情况% 结果#在 N1O3P的 ?@A
中有 6$$%7#$!蛋白表达# 免疫染色评分!Q# 随着病变加重其表达下降#.I= 时
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河南林州市!原林县"及其毗邻的辉县#安阳
等地区是世界上食管癌!!"#$%&’!&( )&*)+,$ -."发
病率和死亡率高的地区之一$ 目前食管癌仍是该
地区肿瘤相关死亡的主要原因 %/&’食管癌病因及发
生发展的分子机制尚不清楚$ 缺乏食管癌早期诊
断的敏感#特异性分子指标$是导致食管癌死亡率
高#预后差的主要原因之一 %0&( 作者对河南食管癌
高发区正常人和食管癌患者蛋白质组差异蛋白分

析发现 1**+23*!是主要差异候选蛋白之一 %4&(
1**+23*!是钙依赖的磷脂结合蛋白 1**+23* 家族
成员之一$与肿瘤的发生发展及转移相关 %5$6&( 但
是$1**+27*!与食管癌关系的研究报道甚少$尤其
是 1**+27*!在食管癌前病变中的变化研究$目前
尚无报道( 本研究采用免疫组织化学方法检测了
1**+27*!蛋白在癌旁食管粘膜上皮# 各种不同程
度癌前病变和不同分化程度鳞癌中的表达$ 采用
89:;.8 技术检测了 <8=1 在癌及癌旁上皮组织
之间差异表达$ 探讨 1**+27*!与食管癌变的关
系(

! 材料与方法

!"! 材料
44 例食管癌标本为河南林州市姚村食管癌医

院 0>>5?@>>6 年手术切除的标本$包括 /A 例男性$
/6 例女性$年龄 5/?B6 岁$中位年龄 6A 岁( 所有患
者术前均未接受化疗或放疗(
!"# 病理学检查
食管癌手术切除标本离体后$ 纵行剖开 #展

平$一半放入液氮或CA>D冰箱中冷冻保存$另一
半用 E6F乙醇固定( 对固定标本$在肉眼所见肿瘤
实体并无出血坏死处取材后进行脱水# 包埋等常
规组织学处理)癌旁食管上皮组织!距离肿瘤边缘
/ )<" 为成功剥离自肿瘤实体边缘至上或下切缘

不含或含有少量食管粘膜下层组织的食管上皮组

织$将其行卷席样处理后$进行如上述的常规组织
学处理( 石蜡包埋后进行连续切片$切片厚 6 "<$
一张 G- 染色后用于组织病理学的诊断$其余用于
免疫组织化学分析( 对其中 A 例新鲜冰冻的食管
鳞癌标本$ 在肉眼可见的肿瘤实体处及癌旁食管
粘膜上皮各取一块$ 用于 8=1 的提取$ 进行 89:
;.8 分析)8=1 提取之前$再随机从每块组织中取
一小块用于 G- 染色进行病理学诊断(
根据细胞形态#组织结构和分化程度$将食管

上皮分为正常上皮 !*H,<I( +$7J%+(7K<$ =L8"#基
底细胞过度增生!MI"I( )+(( %N$+,$(I"3I$ O.G"#不
典型增生 !PN"$(I"7I$ QRS"#原位癌 !)I,)7*H<I 7*
"7JK$ .TS"# 高分化鳞癌 !U+((:P3VV+,+*J3IJ+P S..$
W:S.."# 中 分 化 鳞 癌 !<HP+,IJ+(N:P7VV+,+*J7IJ+P
S..$ X:S.." 和低分化鳞癌!$HH,(N:P7VV+,+*J7IJ+P
S..$ ;:S.."%/$Y&( 显微镜下观察卷席样的癌旁食
管上皮组织$不同部位的病变至少被 / )< 以上形
态学正常的食管上皮分隔$才被认为是孤立病灶(
每张切片癌旁组织无论全部或部分是正常上皮$
均认为是正常上皮(
!"$ 免疫组织化学检查
免疫组织化学分析采用卵白素:生物素:辣根

过氧化物酶复合物!1O."法( 一抗为多克隆兔抗
人 1**+27*!抗体 $ 二抗为羊抗兔抗体$ 均来自
SI*JI .,KZ 公司 ( 1O. 试剂盒购自美国 [+)JH,
\IMH,IJH,7+"$二氨基联苯胺!Q1O"底物试剂盒购自
北京中山生物技术有限公司( 简要步骤如下*石蜡
切片脱蜡$梯度乙醇至水$;OS 洗涤 4 次后用 >]4F
G0L0灭活内源性过氧化物酶$ 用 ^_6> 的正常马血
清室温孵育 @> <7*$ 加 @F OS1 稀释至 ^_@>> 的
1**+27*!一抗置于湿盒内$5D冰箱孵育过夜!^@
‘"( 加 @F OS1 稀释至 ^_@>> 的羊抗兔二抗$孵育
56 <7*$1O. !^ _^ _6>" 室温孵育 4> <7*$Q1O 和
G@L@ 孵育$显微镜下观察$适时终止反应$最后苏
木精复染 ^6?4> "$封片( 阴性对照使用 ;OS 代替
一抗$其余步骤同上)实验对照采用增殖细胞核抗
原!;.=1"阳性切片(
参考文献 %Y&建立免疫组化染色强度评分标

准( 首先是染色强度评分*无染色为 > 分)细胞膜
或胞质呈现淡黄色颗粒$明显高于背景为 ^ 分)细
胞膜或胞质呈现浅棕黄色颗粒为 @ 分) 出现大量
深棕黄色颗粒为 4 分( 然后根据阳性细胞数进行
评分*每片随机观察 6 个视野$计数 6>> 个细胞中

1**+27*!蛋白完全失表达的比例达到了 6>]>F( 高分化

S.. 时 1**+27*!蛋白表达又升高$ 而后随着 S.. 失分化
表达逐渐降低 $ 低分化 S.. 中 56]5F病灶 1**+27*!失表
达 ( 但 89:;.8 并没有检测到 =L8 和 S.. 中 1**+27*!
<8=1 的差异表达( 结论!1**+27*!表达增强或降低可能
与癌前病变逆转或进展相关$ 并有可能成为高危人群筛查
及食管癌早期诊断的分子指标(

关键词 !食管肿瘤 ) 鳞状上皮癌 ) 癌前病变 ) 1**+27*!)
免疫组化) 肿瘤相关基因
中图分类号!8B4>]@4^ 文献标识码!1
文章编号!^>>>a5YBb!@>>B">Ba>B4>a>B
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染色阳性细胞数!阳性细胞数!"#为 $ 分"阳性细
胞数 "%&’"#为 ( 分" ) ’"%&*"%为 ’ 分" ) *"%
为 + 分# 染色强度评分与阳性细胞数比例的评分
相加之和为总分$$&, 分%&
!"# $%&’($ 检测 )**+,-*!表达
新鲜组织中 总 -./ 抽 提 采 用 试 剂 012345

$62784 9-:! :2;< 0<8=>454?2<@! AB/%!反转录使
用 C14D<?E 公司 FDC14DGFF0H -<I<1@< 01E>@812JK24>
BL@K<D 试剂盒! 具体步骤按公司提供的说明书进
行& CM- 采用的 />><N2>!引物序列为’ 正链 "OG
MM/6M60M/0/6/6/0MMM6G+O!负链 "OM/6MM00
/0M066MM/MM06G+O&以 "GE8K2> 作内对照!"GE8K2>
正链 "O G606666M6MMMM/66M/MM/G +O !"GE8K2>
负链 "OGM0MM00//060M/M6M/M6/000MG+O& CM-
反应条件为’ 预变性 PQR (S D2>"PQR Q" @!""R
Q" @!*’R ,S @!+S 个循环"最后 *’R延伸 (S D2>&
!". 统计学分析
采用 BCBB (STS 统计软件包处理 ! 运用双项

BKUV<>KW@ ! 和等级回归进行检验分析! 检验水准取
# X STS"&

/ 结 果

/"! 组织病理学结果
++ 例食管癌手术标本经包埋( 切片及 YZ 染

色后! 至少经两位病理学专家诊断证实为鳞状细
胞癌!根据癌细胞分化程度又进行了高(中(低分
化程度的分级& 癌旁粘膜上皮的组织病理学诊断
证实包含了不同的组织类型 P( 个 ! 包括 .[-(
9MY(\]B(MFB $见表 (%& 用于 -./ 提取及 -0G

CM- 分析的 ^ 对食管癌及癌旁组织的随机取材标
本!病理学亦证实为鳞状细胞癌!癌旁组织均为正
常食管粘膜上皮&
/"/ 免疫组织化学结果

/>><N2>!免疫组化阳性反应根据染色强度不
同! 免疫复合物呈淡黄色至深浅不同的棕黄色颗
粒!主要分布于细胞膜!有时亦可见于细胞质!胞
核染色极少见$见图 (%&在癌旁形态学正常的食管
粘膜上皮!免疫组化染色多以中强度为主!随着病
变的进展!/>><N2>!的表达亦随之降低!尤其是在
\]B 和 MFB 时!变化尤为明显!染色强度以低度为
主& 免疫组化染色强度评分结果表明’癌旁食管粘
膜上皮!多数阳性染色呈浅棕黄色至深棕黄色!评
分!Q 分以上"9MY 时染色评分仍以 Q 分为主!其
比例为 *ST^%"当病变发展至 \]B 时!染色评分以
Q 分为主! 同时完全阴性的病灶比例为 +^T(%"在
MFB!约有 "S%的病灶完全不着色!免疫染色强度
以 + 分为主"令人感兴趣的是!在 BMM 时!发生了
恶性转化的癌细胞又不同程度的表达了 />><N2>
!蛋白! 其免疫染色反应评分仍以"Q 分为主!*
例高分化 BMM 均有不同程度 />><N2>!蛋白表达!
从高分化至低分化 BMM!/>><N2>!蛋白表达又逐
渐降低$见表 (%& 统计学分析表明’正常食管上皮
组织中 />><N2>!蛋白表达与 9MY(高分化 BMM 比
较差异无统计学意义$" ) STS"%!与其余各组比较
差异均具有统计学意义 $" ! STS"%"9MY 与 \]B(
MFB 和低分化 BMM 比较!差异也有统计学意义$" !
STS"%&对于不同分化程度鳞癌!从高分化到低分化
癌 !/>><N2>!蛋白表达呈下降趋势 !/>><N2>!完

ME@<@

/V2E8<>K K2@@U<
.[-
9MY

\]B
MFB

Z@4J=E?<E5 8E182>4DE
_GBMM
HGBMM
CGBMM

+’
’Q

’(
(Q

*
("
((

S

+ $PTQ%

Q$(,T*%

^$+^T(%

*$"STS%

S
Q$’,T*%

"$Q"TQ%

(

S
S

S
S

S
S
S

’

S
S
’ $PT"%

’$(QT+%

($(QT+%

Q$’,T*%

+$’*T+%

+

S
S
’ $PT"%

+$’(T"%

+$Q’TP%

( $,T*%

( $PT(%

Q

(^$",T’%

(*$*ST^%

^$+^T(%

( $*T(%

’$’^T,%

+$’STS%

’$(^T’%

"

^$’"TS%

S
( $QT^%

( $*T(%

($(QT+%

( $,T*%

S

,

+ $PTQ%

+$(’T"%

S
S

S
’$(+T+%

S

FDDU>41<E8K2I2KL @841< 4; />><N2>!
Y2@K454?L

表 ! 不同组织类型食管上皮中的 "##$%&#!免疫染色评分
’()*$ ! +,,-#./$(01&2&13 40./$4 .5 "##$%&#! &# 2(/&.-4 136$4 .5 $4.67(8$(* $6&17$*&-, !0(4$4 "9#$

.[-! >41DE5 <J2K=<52UD" 9MY! 7E@E5 8<55 =LJ<1J5E@2E" \]B! VL@J5E@2E" MFB! 8E182>4DE #$ %#!&" _GBMM! ‘<55 V2;;<1<>K2EK<V BMM" HGBMM!

D4V<1EK<5L V2;;<1<>K2EK<V BMM" CGBMM! J4415L V2;;<1<>K2EK<V BMMT " ! STS"! .[- I@T \]B! MFB! HGBMM! E>V CGBMM! 9MY I@T \]B! MFB!
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图 ! 食管各种不同组织中 "##$%&#!免疫组织化学反应 !’"( )*++"
,&-./$ ! 011.#2/$345&6&57 28 "##$%&#! &# 63/&2.9 57:$9 28 $92:;3-$3< $:&5;$<&.1 !’"( )*++"
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全失表达比例在中分化癌为 *?BJK$在低分化癌为
ALBAK!见表 !"% 正常食管上皮 & 各级病变与总
FMCC 标本!HH 例"进行统计学分析$发现 NOP 与
FMCC&(CQ 与 FMCC 组间差异具有统计学意义!&

R +B+L"%
!"# $%&’($ 结果
图 * 中显示了 S 对食管鳞癌及相应癌旁正常

食管粘膜上皮组织中 "##$%&#!表达状况% 半定量

!""
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图 ! "##$%&#!’()" 在 * 对食管鳞癌及相应
的癌旁正常食管上皮组织中的表达

+&,-.$ ! /%0.$11&2# 23 "##$%&#! ’()" &# 4 10$5&’$#1
23 $12067,$78 19-7’2-1 5$88 57.5&#2’7 !:" 7#;
’7<56$; #2.’78 $12067,$78 $0&<6$8&-’ <&11-$1 !)"
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分析表明癌及癌旁正常上皮组织间不存在明显的

’()" 表达差异#

! 讨 论

本研究最重要的发现是 "##$%&#!蛋白在食
管正常粘膜上皮组织及癌前不同程度病变组织中

表达水平的动态变化$在癌旁食管粘膜上皮$其表
达量最高$随着病变的加重$其表达随之下降$当
病变发展到 >?@ 时$"##$%&#!蛋白表达量最低$完
全失表达比例达到 ABC# 免疫组化染色强度评分
均值分析更清晰地表明$ 随着癌前病变的进展$
"##$%&#!蛋白表达呈线性下降# 另一个发现是在
不同分化程度的食管鳞状细胞癌中$"##$%&#!蛋
白表达与分化程度呈负相关$即%随着癌细胞失分
化$"##$%&#!蛋白表达也随之降低$ 低分化 @>>
中 "##$%&#!蛋白免疫染色强度评分值达到了最
小$完全失表达比例为 DEFDC#

"##$%&#!$又称为 0GH&8&0252.<&# ! 或578075<&#
I$属钙依赖磷脂结合蛋白家族成员之一$基因定
位于 IE 号染色体上$含有长度为 IJD KL 的高度保
守的基因编码序列$编码产物分子量为 MH K- 的磷
酸化蛋白 ’N(#"##$%&#!是 00HBO1.5&蛋白激酶 >&表
皮生长因子& 血小板源性生长因子及胰岛素等一
类酪氨酸激酶受体激活后磷酸化反应底物$ 具有
多种生理功能$如调节磷脂酶 "P 活性&细胞膜骨
架联结&细胞增殖与分化&细胞分泌$胞膜物质运
输&细胞间粘附&粘合素介导的细胞信号转导&抗
炎及凝血功能等 ’4QI!(# 在体内$两条 "##$%&#!蛋白
重链通常与两条 0II 蛋白轻链构成异源四聚体 $
联接着细胞骨架与细胞膜 $0II 蛋白还能调节
"##$%&#!蛋白与钙离子&磷脂的结合力# 近年研
究表明 $"##$%&#!蛋白高表达常发生于增生和
转化细胞$表达降低常与细胞生长停滞和终末分

化相关 ’ N $ IG RST ( # 在正常的人类中枢神经系统 $
"##$%&#!通常不表达$ 但在原发性神经外胚层瘤
却检测到了 "##$%&#!的高表达!4 U V"’SH(# 另外多
种肿瘤中也发现了 "##$%&#!蛋白表达上调$如结
肠癌&乳腺癌&肝细胞癌&胰腺癌&脑星形细胞瘤&
急性早幼粒细胞性白血病&小细胞肺癌&胃癌&头
颈部鳞状细胞癌等 ’W$E$SM$SW$SNRPP()不但如此$"##$%&#
!蛋白的高表达还与肿瘤的临床分级呈正相关$
如对原发性大肠癌的研究结果表明$"##$%&#!高
表达与组织学类型& 肿瘤大小& 浸润深度及 :)X
分期显著相关 ’SV(# 另外$对人头颈部鳞状细胞癌的
研究发现$"##$%&#!表达上调与肿瘤的侵袭及转
移呈正相关 ’E(# "##$%&#!基因反义表达载体成功
转 入 人 肺 腺 癌 细 胞 株 @Y>Z"ZS 后 $"##$%&#!
’()" 的表达降低$同时细胞增殖减慢 $集落形
成率降低 $ M[ Z:;( 掺入率下降$细胞周期被阻滞
于 \] U \I 期 ’PM(# 但是$另外的许多研究得出了完全
相反的结论# 如对前列腺癌及其癌前病变的研究
却发现%HEC的前列腺上皮内肿瘤!Y?)"中 "##$%&#
!蛋白表达缺失$在癌灶内 "##$%&#!蛋白表达百
分之百缺失!MI U MI"’PW(# 另一关于食管癌的研究也
发现 "##$%&#!蛋白在癌组织中表达降低 !! ^
]J]T") 与高分化鳞癌相比 $ 中 & 低分化鳞癌中
"##$%&#!蛋白的表达也有显著降低!! ^ ]J]T"’PT(#
对人骨肉瘤组织标本研究发现 %"##$%&#!’()"
和蛋白高表达与肿瘤转移能力呈负相关) 在骨肉
瘤细胞系中$"##$%&#!高表达不仅诱导出了瘤细
胞分化表型$ 还降低了瘤细胞的致瘤性和转移能
力 ’PH(# 上述各报道结果不一致的原因可能在于组
织特异性及 "##$%&#!蛋白在细胞内分区化等$造
成了 "##$%&#!不同的表达形式及多样的生物学
功能#
本研究中发现的 "##$%&#!蛋白在食管癌前

病变中的动态变化提示%"##$%&#!蛋白与食管癌
变的多阶段演进相关$ 它可能是食管癌变过程中
的抑制因素之一$抑制细胞的增殖$促进食管上皮
细胞的分化$而 "##$%&#!蛋白的丢失可能增强了
细胞增殖能力$促进了癌前病变进展# 长期随访研
究表明 % 从正常食管粘膜上皮!轻度不典型增
生!重度不典型增生!原位癌!鳞癌$ 是一个多
阶段进行性发病模式$癌前病变是一个不稳定&活
跃的状态$既可以继续恶化$也可以逆转成轻度病
变甚至是正常上皮 ’PN(# 事实上$我们在各级癌前病
变组织中均观察到了某些病灶存在很强的免疫染

!"#
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色!这些具有 !""#$%"!蛋白表达的病灶或者是具
有 &""#$%"!蛋白高表达的病例有可能会逆转为
较轻的病变或者退回到正常状态!但是 &""#$%"!
发挥抑制作用的具体途经和机制! 仍需更进一步
的研究证实"另外!&""#$%"!蛋白的表达还与上皮
细胞的分化密切相关! 如在正常人表皮角质形成
细胞原代培养中 ! 通过增高钙离子浓度 #’()
**+, - .$ 进行诱导细胞分化 !/0 1 后可见到单
层增殖细胞出现明显细胞分层 !同时 !""2$%"!
和 3’4 呈强阳性表达% 在成人及新生儿的皮肤切
片上也可观察到 !""2$%" !蛋白的高度表达 &50’"
本研究亦发现 &""#$%"!蛋白的表达与鳞癌的分
化呈负相关!但 &""#$%"!蛋白高表达是否能抑制
食管癌转移及与患者良好预后相关! 仍需进一步
研究证实"
本研究中令人感兴趣的是! 随着癌前病变的

进展 !&""#$%"!蛋白表达逐渐下降 ! 但 678 是
&""#$%"!蛋白表达的转折点% 发展到 9866 时!
&""2$%"!蛋白的表达又稍微上升!随着鳞癌细胞
失分化! 其表达又逐渐降低! 整个曲线呈倒(8)
型" 对于这点!我们的推测是*&""2$%"!蛋白是人
食管癌中与细胞生长和分化密切相关的指标之

一!其蛋白表达与增殖细胞 -分化细胞的比例呈负
相关+癌前病变阶段!旺盛增殖的细胞与分化细胞
比例增大!&""2$%"!蛋白表达降低% 从 678 到高
分化 866! 尽管发生了恶性转化的细胞增殖速度
快于病变 678 阶段! 但细胞仍具有一定的分化倾
向! 也就是说增殖细胞与分化细胞的比例较 678
阶段有所降低! 因而 &""2$%"!蛋白表达又稍上
升%随着鳞癌细胞逐渐的失分化!增殖细胞与分化
细胞的比例重新增大!导致了 &""2$%"!蛋白表达
降低"
运用 :;<=6> 技术 ! 我们探讨了 &""2$%"!

*>?& 转录水平变化!研究结果显示在癌及癌旁形
态学正常食管上皮组织! 并没有发现 &""2$%"!
*>?& 表达差异 % 提示转录后调节可能是引起
&""2$%"!蛋白高表达的原因之一" 有可能是通过
与 @’’ 构成四聚体! 或者与高分子量的神经微丝
蛋白,A&=<5 结合而增加了 &""2$%"!蛋白的半寿
期及稳定性+
长期以来! 食管癌前病变的标本多来源于人

群普查时胃食管内镜下活检组织!但其数量有限!
不能满足研究所需+ 由于肿瘤的发生是多中心起
源的!但各处病变并不同步!各个孤立病灶的病变

有可能经过癌前病变的各个阶段 ! 即从 B6C 到
DE8 到 678!最终发展成癌+ 本研究室有关食管贲
门双源癌的研究! 即分别起源于食管的鳞状细胞
癌和贲门的贲门腺癌! 也支持肿瘤的多中心起源
学说+ 因此!在食管鳞癌的癌旁组织!除了正常食
管粘膜上皮之外! 不难发现多个独立的癌前病变
病灶!这些病灶拓宽了癌前病变标本的来源+ 将癌
旁的食管上皮剥离后卷成席卷状! 可以在一张切
片观察更多的上皮组织!避免了连续切片!节省了
大量成本及时间+
综上所述!&""2$%"!是食管癌前病变中重要

的分子变化之一! 其表达的增强或降低可能与癌
前病变逆转或进展有关!&""2$%"!有可能成为食
管癌早期诊断及高危人群筛查的分子标记物 %
&""2$%"!蛋白与不同分化程度的食管鳞癌呈负相
关表明它是反映分化程度的分子指标! 可能与患
者的预后及临床病理分级分期相关+
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