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【摘* 要】目的：探讨 !)#(#(! 和 L+( 蛋白表达在食管鳞癌和

癌旁正常黏膜上皮、各级癌前病变中的变化特征及相关性-
方法：采用免疫组织化学方法检测 !)#(#(! 和 L+( 蛋白在 ,"
例不同分化程度食管鳞癌和癌旁正常食管黏膜上皮、各级癌

前病变中的表达变化- 结果：癌旁正常食管黏膜上皮中均可

检测到不同程度的 !)#(#(! 蛋白表达（ 表达量 ’- $$），随着癌

前病变进展，!)#(#(! 的表达率和表达量逐渐下降；低分化鳞

癌中 !)#(#(! 的表达量最低（ 表达量 "- )+），完全失表达率为

,)Z（% [ !!）- L+( 蛋白在鳞癌中表达率最高 ,%Z（$% [ )"），表

达量为 )- ’,，而只有 $+Z（, [ $)）癌旁正常上皮表达 L+( 蛋白

（表达量 "- )$）- !)#(#(! 和 L+( 蛋白的相关性分析表明二者

呈显著负相关（< Y "- "+）- 结论：L+( 蛋白可能通过负调控

!)#(#(! 基因的表达参与食管癌变多阶段演进过程，!)#(#(!
和 L+( 可能成为食管癌早期诊断及高危人群筛查的分子指

标，同时也可能成为食管癌生物预防和疗效评价的新靶点-
【关键词】食管肿瘤；癌，鳞状细胞；!)#(#(!；基因，L+(；分子

标记物

【中图号】\%("- $(!* * * 【文献标识码】U

MN 引言

食管癌是我国常见的四大恶性肿瘤之一［!］- 由

于目前缺乏特异、敏感的食管癌早期诊断的分子指

标，临床上首次就诊的食管癌患者大多数已发展到中

晚期阶段，因此鉴定食管癌早期阶段异常的分子改变

具有非常重要的意义［$］- !)#(#(! 是一新的候选肿瘤

抑制基因，野生型 L+( 可诱导 !)#(#(! 表达上调［(］-
!)#(#(! 蛋白的失表达发生于人类多种肿瘤［)］- 我们

运用免疫组化技术检测了 !)#(#(! 和 L+( 在不同分

化程度的鳞癌和相应癌旁正常食管黏膜上皮、各级癌

前病变中的表达特征，为探索食管癌发生发展的分子

机制及食管癌早期诊断的分子指标奠定基础-
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!" 对象和方法

!! !" 对象" 收集河南省食管癌高发区食管癌手术标

本 "#（男 $%，女 &’）例，年龄 (" ) *#（+’! & , "! ’）岁；

同时收集相应的癌旁食管上皮标本! 患者术前均未

接受任何化疗或放疗! 所有标本离体后立即用 (#
-. / . 甲醛固定，常规脱水、石蜡包埋，连续切片，切

片厚 + !-! 病理学诊断全部为食管鳞状细胞癌（012
33），其中，高分化 && 例，中分化 &" 例，低分化 %&
例! 癌旁食管黏膜上皮包括正常食管黏膜上皮组织

(( 个，基底细胞过度增生病灶 $’ 个，不典型增生病

灶 +$ 个，原位癌 && 个! 多克隆羊抗人 %(2$2$" 抗体

（14564 3789 公司）；兔抗羊二抗、:;3 试剂盒、<:; 底

物试剂盒（北京中山生物技术有限公司）!
!! #" 方法" 免疫组化采用 :;3 法! 石蜡切片脱蜡，

梯度乙醇至水，=;1 洗 $ 次，柠檬酸盐抗原修复液

（>? "! #）微波处理 $# -@5 后用 $ -. / . ?&A& 灭活内

源性过氧化物酶，用 %B+# 的正常马血清室温孵育 &#
-@5，加 &# -. / . ;1: 稀释至 % B&## 的 %(2$2$" 一抗

和 %B+## 的 >+$ 一抗置于湿盒内，(C 冰箱孵育过夜

（%& D）! 分别加 &E;1: 稀释至 %B&## 的生物素标记

的抗山羊和抗鼠二抗，孵育 (+ -@5，:;3（% B% B+#）室

温孵育 %D，二氨基联苯胺（<:;）和 ?&A& 孵育，显微

镜下观察，适时终止反应，最后苏木素复染 %+ ) $# F
和封片! 阳性对照采用已知阳性切片，以 =;1 代替一

抗做为阴性对照! 免疫组化染色结果评分标准如下!
染色强度评分：无染色为 # 分；细胞核、细胞膜或胞质

呈现淡黄色颗粒，明显高于背景为 % 分；呈现浅棕黄

色颗粒为 & 分；出现大量色深棕黄色颗粒为 $ 分! 然

后根据阳性细胞百分数进行评分：每片随机观察 + 个

视野，计数 %## 个细胞中染色阳性细胞数，阳性细胞

数 G +E为 # 分；阳性细胞数 +E ) &+E 为 % 分；&"E
)*+E为 & 分；H *+E为 $ 分! 染色强度评分与阳性

细胞数比例的评分相乘所得之积为最终总评分（# )
I 分）!

统计学处理：采用 1=11 %#! # 统计软件包处理，

独立 样 本 ! 检 验 用 于 各 组 间 差 异 的 分 析，运 用

1>J47-45 等级相关分析处理 %(2$2$" 和 >+$ 之间的

相关性分析，检验水准取 # K #! #+!

#" 结果

#$ !" !%&’&’! 在鳞癌及癌旁不同组织类型中的表达

" %(2$2$" 阳性免疫反应复合物呈淡黄色至深浅不同

的棕黄色颗粒，主要分布于细胞膜和细胞质，有时亦

可见于细胞核（ 图 %）! 癌旁形态学正常的食管黏膜

上皮组织中免疫染色呈深棕黄色，’#E以上组织中的

阳性细胞百分数大于 *+E，%(2$2$" 蛋白在癌旁正常

上皮表达量的均值为 ’! &&（ 表 %）! 在癌旁食管黏膜

上皮发生不同程度的病变时免疫反应的染色强度和

阳性反应的细胞数均较正常上皮降低! 随着病变程

度加重，%(2$2$" 蛋白表达进行性下降，尤其是原位癌

时，阳性反应主要呈浅淡黄色，大部分的免疫阳性反

应的病灶内阳性细胞百分比在 +E ) &+E，3L1 时免

疫染色总评分的均值为 &! *’! 在不同分化程度的鳞

癌，%(2$2$" 蛋白的表达亦不同! 在高分化鳞癌，%(2$2
$" 的免疫阳性反应以中强度为主，免疫染色总评分

的均值为 +! "I! 在低分化鳞癌，%(2$2$" 蛋白的表达

降至最低点，约 "(E的低分化鳞癌失去 %(2$2$" 蛋白

表达! 统计学分析表明：正常食管黏膜上皮与各级病

变、;3? 与较重各级病变之间均有显著性差异（" G
#! #%）；不同分化程度的鳞癌之间，%(2$2$" 蛋白表达

亦有显著的统计学差义（" G #! #%）! 随病变进行性

发展，从正常食管上皮至各级病变中 %(2$2$" 蛋白表

达逐渐下降，在低分化鳞癌时表达量最低，免疫染色

评分的均值为 #! (+（图 &）!

图 %M %(2$2$" 在正常食管黏膜上皮（:），不典型增生（;），高

分化鳞癌（3），中分化鳞癌（<），低分化鳞癌（0）中的表达 M
:;3 N %##
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表 !" 食管鳞癌和癌旁正常上皮、各级癌前病变中 !#$%$%! 免疫反应情况 ［!（&）］

组织类型 !
染色强度

’ ! ( %

阳性反应细胞百分数

’ ! ( %
评分均值

)*+ #! ’ ’ !（%） #’（,-） ’ (（.） /（!.） %%（0’） 01 ( 2 !1 -

3456 %( ’ ’ /（!,） (/（0!） ’ %（,） !%（#!） !/（.’） /1 - 2 (1 ’

789: %- (（.） ,（(#） !-（#-） ,（(#） (（.） !(（%(） !-（#-） /（!/） %1 / 2 (1 -

4;9: !0 ’ !!（/!） %（!-） #（((） ’ !’（..） .（(0） %（!-） (1 0 2 (1 /

<$7: !% ’ (（!.） 0（/(） %（(%） ’ ’ %（(%） !’（--） .1 - 2 !1 ,

=$7:> (% (（,） !(（.(） #（!-） .（((） (（,） 0（%.） ,（%,） #（!-） (1 / 2 !1 0

?$7:>@ !! -（/#） #（%/） ’ ’ -（/#） %（(-） !（,） ’ ’1 . 2 ’1 -

6" A ’1 ’. #$ 789，4;9，<$7，=$7，?$7 组，:" A ’1 ’! #$ )*+ 组，>" A ’1 ’! #$ <$7 组，@" A ’1 ’! #$ =$71 )*+：癌旁正常食管上皮，345：基底

细胞过度增生，789：不典型增生，4;9：原位癌，<$7：高分化鳞癌，=$7：中分化鳞癌，?$7：低分化鳞癌1

)*+：癌旁正常食管上皮；345：基底细胞过度增生；789：不典型增

生；4;9：原 位 癌；<$7：高 分 化 鳞 癌；=$7：中 分 化 鳞 癌：?$7 低 分 化

鳞癌1

图 (" !#$%$%! 和 ?.% 在鳞癌及癌旁组织中免疫组化评分与不

同组织类型的关系

!" !# $%& 在鳞癌及癌旁不同组织类型中的表达仪表

# ?.% 主要表达于细胞核，免疫反应依强弱不等呈不

同程度的棕黄色颗粒（ 图 %）1 在癌旁正常的上皮组

织，?.% 免疫反应阳性细胞主要为散在分布，呈镶嵌

型；?.% 阳性反应率约为 (.&，免疫染色评分均值为

’1 #(（表 (）1 在基底细胞过度增生、不典型增生和原

位癌癌前病变时，?.% 蛋白表达逐渐增强，并且与正

常上皮表达比较，有显著的统计学差异（" A ’1 ’!）1
在鳞癌中 ?.% 蛋白明显高表达，并且表达 ?.% 蛋白的

细胞多呈弥漫性分布，染色强度亦是强阳性1 在正常

食管黏膜上皮和各级病变中，?.% 蛋白与病变明显相

关，随病变进行性发展，?.% 蛋白表达逐渐增强，在低

分化鳞癌中表达量最高，免疫染色评分的均值达到

#1 0/（图 (）1
!" & # ’()&)&! 和 *%& 相关性分析 # !#$%$%! 蛋白表

达模式与 ?.% 蛋白表达模式明显不同，!#$%$%! 表达

高时，B.% 表达低，反之亦然1 经 9BC6DE6F 等级相关

分析，!#$%$%! 与 ?.% 蛋 白 表 达 显 著 负 相 关（ % &
’ ’( ((/，" A ’1 ’.）1

图 %" ?.% 在正常食管黏膜上皮（G），不典型增生（3），高分化

鳞癌（4），中分化鳞癌（7），低分化鳞癌（H）中的表达" G34
I !’’

&# 讨论

我们首次报道了 !#$%$%! 蛋白在食管鳞癌和癌

旁正常食管黏膜上皮、各级癌前病中的表达，发现

!#$%$%! 蛋白在正常上皮中大量表达，!#$%$%! 蛋白表

达随病变进展进行性下降，/#&低分化鳞癌完全失去

!#$%$%! 蛋白表达；提示 !#$%$%! 可能参与了食管鳞

癌多阶段的演变过程，并可能与病变严重程度相关；

!#$%$%! 蛋白可能成为食管癌早期诊断和高危人群监

测的分子标志1 此外，在不同分化程度的鳞癌中，!#$
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表 !" 食管鳞癌和癌旁正常上皮、各级癌前病变中 #$% 免疫反应情况 ［!（&）］

组织类型 !
染色强度

’ ( ! %

阳性反应细胞百分数

’ ( ! %
评分均值

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

3456 $, !%（,%） -（((） (%（!,） (!（!!） !$（,-） 0（(.） (-（%’） %（-） !1 ( 2 !1 -

7896 ,( !(（$(） ’ (’（!,） (’（!,） !(（$(） !（$） ($（%.） %（.） !1 - 2 !1 0

4:96 ($ .（,.） ’ %（!’） $（%%） .（,.） ’ !（(%） -（,’） %1 / 2 %1 /

;<76 (0 /（,!） ’ /（,!） %（(-） /（,!） (（$） .（%.） %（(-） !1 0 2 !1 0

=<76 (, ,（!0） !（(,） %（!(） $（%-） ,（!0） !（(,） !（(,） -（,%） ,1 % 2 %1 0

><76 . !（!0） (（(,） (（(,） %（,%） !（!0） ’ (（(,） ,（$.） ,1 . 2 ,1 !

6" ? ’1 ’$ #$ )*+ 组1 )*+：癌旁正常食管上皮，345：基底细胞过度增生，789：不典型增生，4:9：原位癌，;<7：高分化鳞癌，=<7：中分化鳞

癌，><7：低分化鳞癌1

%<%! 蛋白的差异表达具有显著的统计学意义，提示

(,<%<%! 蛋白的缺失可能与肿瘤细胞的侵袭性、转移

能力相关1
" " (,<%<%! 又称为 5=@<( 或 ABC6BDEDF，是一新的候

选抑癌基因［%］，其主要生理功能是参与细胞周期调

控、凋亡、有丝分裂信号传导等1 细胞 7)G 受到损伤

时，高表达的 (,<%<%! 可阻止 HIH!<HJHKDF3( 进入细胞

核启动有丝分裂，为细胞完成修复 7)G 损伤提供可

能［$］1 (,<%<%! 基因功能缺陷细胞的基因组的不稳定

性增高1 研究发现 (,<%<%! 的低表达与人类多种肿瘤

形成 与 发 展 相 关，如 乳 腺［-］、膀 胱［.］、前 列 腺［/］、

肝［0］、肺［(’］等1 在食管多阶段癌变进程中，(,<%<%!
的表达进行性下降，提示低表达或不表达 (,<%<%! 细

胞的修复机制可能受损，增加了病变细胞进一步蓄积

突变 7)G 分子的可能1
细胞周期 L( 期阻滞部分 是 由 #$% 激 活 #!( M

;GN( 蛋白表达而介导；L! 期的阻滞是由 #$% 激活

(,<%<%! 基因的表达而实现的［$］1 (,<%<%! 基因转录

起始点上游 (1 / OP 处含有 #$% 反应元件［$］1 " 射线

可诱导含有野生型 #$% 结肠癌细胞系中 (,<%<%! 蛋

白表达增加，而 #$% 基因突变结肠癌细胞系中没有检

测到 (,<%<%! 蛋白表达的变化1 我们检测 >$% 蛋白在

食管癌变中的表达，发现正常上皮内 >$% 蛋白少量表

达，随着食管上皮细胞病变加重 >$% 蛋白表达增加，

低分化鳞癌中表达量最高1 >$% 蛋白有野生型和突

变型，免疫组化检测到的 >$% 蛋白主要是突变型，与

野生型的抑癌功能不同，突变型 >$% 蛋白能够促进细

胞的增殖，加速了癌变进程1 我们发现 (,<%<%! 和

>$% 蛋白表达具有显著的负相关（" ? ’1 ’$）1 突变型

>$% 蛋白可能通过结合 (,<%<%! 基因转录调控区 #$%

反应元件，导致了 (,<%<%! 基因失活和 (,<%<%! 蛋白

的低表达1
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