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【摘* 要】目的：研究原发性食管癌基因表达谱，筛选与肿瘤

细胞分化相关的基因，旨在寻找或定位食管癌分化相关基因，

加深对其癌变分子机制的了解- 方法：应用基因芯片技术对

!+ 例 1OFF 癌组织和正常组织的 2TSN 进行检测，并用生物

信息学对检测结果进行分析- 结果：在 ((’ 条目的基因中有

!!"（!$- )$W ）条至少 $ 次出现差异表达，与肿瘤分化直接相

关的基因有 !’ 条（!- (!W ），其中表达上调的 & 条（!- "$W ），

表达下调的 % 条（"- %&W ）- 结论：高通量的基因芯片技术筛

选出大量的 1OFF 相关基因，从中可分析出与肿瘤分化相关

的基因- 对这些相关基因功能的验证将有助于找到 1OFF 发

生、发展的关键基因或通路，并可作为 1OFF 诊断的指标和治

疗的靶点-
【关键词】食管肿瘤；基因芯片；基因表达谱；细胞分化

【中图号】T%,+- !* * * 【文献标识码】N

GH 引言

食管癌（ /A:593B/30 <37<4>:23）是人类常见的恶

性肿瘤之一- 全世界每年约 ," 万死于食管癌，其中

+"W在我国，每年因食管癌死亡的人数约占我国全部

恶性肿瘤死亡总数的 ! Y )，严重危害人类健康［!］- 食

管癌按病理学类型主要分为鳞状细胞癌和腺癌- 两

者在病因学与病理学特征上存在明显差异，在中国主

要以鳞状细胞癌为主- 细胞分化异常导致上皮细胞

发生恶性转化，是食管鳞癌发生的重要机制之一［!］-
随着细胞分子肿瘤学的发展，食管鳞癌分化相关基因

的筛选验证、基因表达调控机制的探讨已成为肿瘤领

域的研究热点- 本课题利用基因芯片技术对原发性

食管癌的基因表达谱进行筛选，并探讨差异基因与食

管癌细胞分化的相关性，旨在寻找或定位食管癌分化

相关基因，加深对其癌变分子机制的了解-

IH 材料和方法

I- I H 组织样本来源 H $"",#"! Y $"")#"’ 郑州大学医

学院附属医院普外科原发性食管癌患者 !+（男 !"，女

+）例，中位年龄 +, 岁，均经影像学、组织病理学和血

清学检查，符合 !&&" 年《 中国常见恶性肿瘤诊治规

范》原发性食管癌诊断标准- 临床病理资料完整，!+
例中高分化鳞癌 ) 例，中分化鳞癌 + 例，低分化鳞癌

’ 例；无淋巴结转移、临床! Y"期患者 % 例，有淋巴

结转移、临床# Y$期患者 ( 例- 术前未接受任何放、

化学治疗- 手术切除后立即取食管癌组织及相应远

端正常食管上皮组织在 $" Z ," 24> 内快速冷冻在液
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氮罐中，此后保存在 ! "#$的冰箱中% 剩余组织标本

做病理切片，并经 & 个病理医师分别诊断，得出共同

的病理诊断报告，同时确证远端食管上皮均正常%
!% "# 实验方法

’% (% ’) 激光捕获显微切割（ *+,-. /+012.- 34/.564,,-/7
1458，9:;）) " !3 厚连续冷冻切片，行 <= 染色% 将

第一张封片镜下明确病理诊断，其余切片不封片，采

用 >4?:-** 9:; (## 型 系 统（ @/12.2, =8A48--.48A，

;5281+48 B4-C，:+*4D5.84+），分别获取正常食管上皮、

原发灶癌细胞，每份标本各发射 E## 次激光脉冲，大

约捕获 ’ F ( G ’#H 细胞%
’% (% () 3IJ@ 提取和质量分析) 用改进的 K4L/5 公

司 M.4N5* 试剂一步法抽提细胞总 IJ@，用 OJ+,- P 消

化去除基因组 OJ@% 用 Q*4A51-? 3IJ@ ;464 R41（S4+7
A-8 公司）纯化 3IJ@，分光光度计测浓度和纯度，

>:I 检测有无 OJ@ 污染%
’% (% &) IJ@ 扩增) MT IJ@ 多聚酶启动子序列加上

5*4A5（ 6M）(H 7MT（EU7KK::@KMK@@MMKM@@M@:K@7
:M:@:M@M@KKK@KK:KKMMMMMMMMMMMMMMMMMMMM7
MMMM7&U）作 为 引 物，利 用 V20-.,/.401 PP 逆 转 录 酶

（K4L/5 WI9）合成双链 /OJ@% 用 S4+X24/Y Y41（S4+7
A-8）将双链 /OJ@ 纯化，体外转录用 MT IJ@ 多聚酶

（;=K@,/.401 !" #!$%& M.+8,/.401458 R41，@3L458，@ZV7
MPJ，M-?），然后用 IJ=@V[ SP@K=J Y41 将 /IJ@ 纯

化% 用 K-8-S2+81 0.5 IJ@ \ OJ@ :+*/2*+15.（@3-.,7
]+.3+/4+ L451-/]）检测纯化后的 /IJ@ 纯度及含量%
’% (% H) 表达谱探针制备) 使用 IJ@ 荧光标记试剂

盒（M+R+I+ V]2N5，日本）进行探针标记，按说明书操

作，在 ’# !9 逆转录反应体系中加入 & !A /IJ@，用

:^&76ZM> \ :^&76ZM>（@3-.,]+3 >]+.3+/4+ W451-/]）

分别标记食管癌肿瘤组织 /IJ@ 和正常食管上皮组

织 /IJ@，逆转录标记及纯化后，使用乙醇沉淀，并将

两种标记的探针混合溶解在 ’# !9 杂交液（_ G VV:，

( A \ 9 VOV，E G O-8]+.61‘, ,5*21458，#% ’ 3A \ 39 ,+*37
58 ,0-.3 ,5*21458）中%
’% (% E ) 杂交 ) 采用 M+R+I+ 公司的 <23+8 :+8/-.
:]40 a-.,458 H% #（ P81-**4K-8-M;）进行表达谱分析% 相

关信息可以在其公司网站（ZI9：]110：\ \ CCC% 1+Y+.+7
L45% /5% b0 \ ）查询% 芯片杂交及洗涤按公司提供的标

准操作手册进行%
’% (% _ ) 荧光扫描和结果分析 ) 使用 @DD^3-1.4? H("
+..+^ ,/+88-. 扫描芯片，观察杂交结果，用 P3+K-8-
&% # ,5D1C+.-（W45O4,/5a-.^）分析 :^& 和 :^E 两种荧

光信号的强度和比值% 判断基因差异表达的标准："
上调基因：:^& \ :^E c (% #，:^E c E##；#下调基因：

:^& \ :^E d #% E，:^& c E##%
’% (% T) 考察 IJ@ 扩增对基因表达的影响) 为检验

MT IJ@ 聚合酶扩增后是否影响基因表达，我们同时

使用食管癌细胞株 =/+’#e 3IJ@ 进行扩增有无基因

表达谱对比分析实验%
统计学处理：所得数 据 进 行 线 性 相 关 与 回 归

分析%

"# 结果

"$ !# 总 %&’ 抽提及 (%&’ 纯化结果# 食管癌与正

常食 管 上 皮 组 织 抽 提 的 总 IJ@ 中 ’(_# \ ’("# 值 为

’% "H& F ’% eE’，电泳检测可见明显的 ’"V，("V .IJ@
条带，证实 IJ@ 无降解% 纯化后 3IJ@ 的 ’(_# \ ’("#

值为 ’% e# F (% # 之间%
"$ "# 考察 %&’ 扩增对基因表达的影响# 无扩增样

品的基因芯片表达谱对比分析显示，两次检测结果的

相关系数 % f#% "_& "，回归方程 ( f #% "ET)（其中 )，(
分别为有无扩增样品的实验 .+1458 值）% 表现为较好的

吻合性（图 ’）%

图 ’) 样品有无扩增的 /OJ@ 芯片结果

"% )# 差异表达基因筛选结果# 在 ’E 次芯片杂交中，

共有 (#&" 条基因发生了次数不等的（’ F ’E）的差异

表达，至少两次出现一致性显著异常表达的基因有

’’# 条（’(% H(g），其中基因表达上调的 E_（_% &(g）

条，主要集中在："生长因子类基因，如 <Kh，;=M；

#细胞周期相关基因，如 ::JO’，>:J@；$粘附分子

相关基因，如 :Q9"@，RIM"；%线粒体相关蛋白，如

>>@IK；&细胞凋亡抑制基因，如 ;@>R_，PhJKI(；

’OJ@ 合成类相关基因，如 Ih:H；(肿瘤转移相关

基因，如 ;;>’，>9@M% 基 因 表 达 下 调 的 有 EH
（_% #eg）条，主要集中于："信号传递基因，如 >M7
>J(；#细胞周期相关基因，如 ::JO(；$粘附分子相

关基因，如 9@;:’；%MKh 相关基因，如 MKh7)；&抑

癌基因，如 @>:；’细胞骨架蛋白类基因，如 RIM’；

(细胞凋亡类基因，如 :@V>’；*生长因子类基因，如
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!"!#$
!$ "# 基因表达谱与食管癌分化程度的关系# 在筛选

差异表达谱的基础上，进一步根据食管癌的分化程度

进行了分组分析$ 高分化组 % 例病例中有 & 例出现

一致性显著异常表达的基因有 ’ 条，中分化组 ’ 例病

例中有 % 例出现一致性显著表达的基因有 ( 条，低分

化组 ) 例病例中有 % 例出现一致性显著性差异的基

因有 *& 条$ 这 +# 条次、*) 条基因与食管癌分化直接

相关（表 *）$

表 *, *’ 例原发性食管癌基因表达谱中与分化相关的基因

高分化组（! - %）

, 上调基因：肝细胞生长因子受体（+.’#’%）

/"!0 上皮生长因子受体（ 成红血球细胞白血病病毒癌

基因同族体（1234525），鸟类）（/"!0）（##%&+）

62748 酪胺酸激活酶（6 9 :;）（###(&）

, 下调基因：角蛋白 %（&+&’）

角蛋白 *&（#%<#<）

中分化组（! - ’）

, 上调基因：肝细胞生长因子受体（=/:）（+.’#’%）

细胞周期蛋白 >*（?0@>*：副甲状腺腺瘤病 *）（66A>*）

（.+(&+）

细胞膜锚定蛋白受体（/?B@+）（*#*’()）

癌胚抗原相关的细胞粘附分子 *（ 胆汁糖蛋白）（6/@2

6@=*）（’<()%）热休克蛋白 #<2相互作用蛋白（BC?#<2

D@?）（’&<))）

, 下调基因：早期生长应答因子 *（/"0*）（&+)<&’）

角蛋白 %（E0:%）（&+&’）

角蛋白 *&（E0:*&）（#%<#<）

?:?A+（蛋白酪氨酸磷酸酯酶，非受体型 +）（ ?:?A0+）

（.+.+(）

低分化组（! - )）

, 上 调 基 因：细 胞 周 期 蛋 白 依 赖 激 酶 抑 制 子 *F（ G+#，EHG*）

（6>EA*F）（+&.((<）

细胞 周 期 蛋 白 >*（ ?0@>*：副 甲 状 腺 腺 瘤 病 * ）

（66=?*）（.+(&+）

热休克蛋白 #<2相互作用蛋白（BC?#<2D@?）（’&<))）

细胞膜锚定蛋白受体（/?B@+）（*#*’()）

癌胚抗原相关的细胞粘附分子 *（ 胆汁糖蛋白）（6/@2
6@=*）（’<()%）

连环 蛋 白（ 钙 粘 素 相 关 蛋 白 ），IJGKI * （ 6:=* ）

（*#.%’+）

, 下调基因：早期生长应答因子 *（/"!*）（&+)<&’）

角蛋白 %（E0:%）（&+&’）

角蛋白 *&（E0:*&）（#%<#<）

F6L+2类似蛋白 +（F6L+2L）（#’+%%）

钙粘素 *，/2钙粘素（上皮型）（6>B*）（*(%)’#）

粘附分子整合素跨膜硫酸 蛋 白 多 聚 糖 *（ 7MNO38IN *）

（.+*<(）

蛋白酪氨 酸 磷 酸 酯 酶，非 受 体 型 +（ ?:?A+）（.+.+(）

注：括号内为基因库中编号$

$# 讨论

食管鳞状细胞癌（/C66）是一种典型的分化缺陷

性疾病，正常鳞状细胞分化的破坏导致上皮细胞发生

恶性转化，是其发生的重要机制之一［+］$ 近来有关细

胞分化在食管鳞癌的发生、发展及治疗中的应用成为

肿瘤研究领域的新热点$ 我们利用 8>A@ 微阵列基

因芯片技术筛选出了 **<（*+$ %+P）条差异表达基

因，其中基因表达上调的 ’)（)$ &+P）条，基因表达下

调的有 ’%（)$ <(P）条$ 这些与正常组织表达有差异

的基因往往涉及细胞信号传导、细胞周期、凋亡等生

物过程，表明 /C66 的发生过程与细胞增殖、分化、细

胞凋亡等密切相关$
?:?A+ 基因参与多种激素介导的信号调控、能量

代谢、细胞增殖和促进 =B6* 类抗原表达$ 其活性降

低会降低细胞表面 =B6* 类抗原表达，使恶性细胞

逃离免疫系统的监控［&］$ 本研究结果显示 ?:?A+ 基

因与 /C66 细胞分化程度显著正相关，其表达下调提

示这些病例正处于食管癌进展中$ /GK@+ 是受体酪

氨酸激酶 /GK 家族成员之一，可以作为 3GK4HN7 与细

胞结合配体相互作用［%］$ 本结果表明，/GK@+ 过表达

与食管鳞癌的低分化以及淋巴结转移有关$ 原癌基

因 Q 抑癌基因在细胞的增殖、分化过程中起重要的调

控作用$ =/: 基因在 *+ 例所检标本中均为高表达，

其表达 水 平 与 /C66 分 化 正 相 关，与 相 关 研 究 一

致［’］$ 82748 基因的激活及上调与食管鳞癌的起始和

发生有关，并且在肿瘤发展过程中其表达水平与分化

程度呈正相关［)］$ 而抑癌基因，如 @?6 的表达下调

与 /C66 发生、发展也有直接关联［#］$
上皮分化过程与细胞周期相关蛋白密切相关$

6M8JHN >* 是 周 期 素 中 的 一 种，在 "* 期 合 成，与

6>E+，6>E% 和 6>E’ 形成复合物，与细胞周期的控

制密切相关$ 本研究证实 6M8JHN >* R0A@ 在食管癌

组织中高表达，且以低分化鳞癌中表达较高，其表达

与肿瘤分化程度呈负相关，这可能是食管鳞癌中细胞

周期调控机制异常，特别是主要元件表达异常，直接

影响细胞分化正常运行；这也许是低分化鳞癌恶性程

度较高的原因之一［.］$ 6>EA*F 在低分化鳞癌中高

表达，与病理分级参数相关，可能参与食管鳞癌的进

展与预后［.］$ 细胞分化与细胞增殖、凋亡等生命活动

密切相关，其异常在肿瘤发病过程中发挥重要作用$
表达谱显示有大量细胞凋亡类基因表达下调，凋亡抑

制基因表达增高，这表明 /C66 发生、发展与细胞增

殖及凋亡的动态失衡有关，其细胞程序性死亡途径受

阻、细胞异常增殖分化在食管癌的发生中具有重要地

位［(］$ 我们的结果提示细胞凋亡的调控因子之一的
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!"#$% 家族可能直接参与食管癌的异常分化&
本研究中食管鳞癌中 ’()*，’(*$+ 的表达水平

与分化程度明显呈正相关& 其与肿瘤的发生发展有

一定关系& 肿瘤提示转移类基因，如整合素及基质金

属蛋白酶类在 ’,-- 组织中也有异常表达，表明 ’,$
-- 细胞较正常细胞分化程度低，易从原发灶中分离

脱落，破坏基底膜，侵犯血管，发生浸润和转移& 一些

与癌细胞浸润、转移有关粘连蛋白类基因，如胶原蛋

白、钙粘蛋白等表达上调也预示食管癌的进一步转移

和发展［+.］& ’$"/012345 是一种细胞膜表面分子，介导

正常上皮细胞$细胞间的粘附［6］& 本结果显示，’$"/0$
12345 表达水平与肿瘤分化程度呈显著正相关& ,75$
02"/5$+ 是膜表面粘附分子硫酸乙酰肝素粘蛋白，其

表达水平也与肿瘤细胞分化级别、肿瘤恶性潜能密切

相关［++］& 而 !$"/82545 的表达水平则与肿瘤分化呈显

著负相关& 此外，923/845 :，923/845 +; 是转谷氨酰酶

（<(）; 的底物，在食管鳞癌（各分化组）中普遍表达

下调或缺失，可能是食管癌细胞去分化和恶性增生的

原因之一［+%］& 热休克蛋白（12/8 =1>"? @3>8245，1=@）

是由各种生理应激或病理状态等环境因素的刺激下

在细胞内诱发产生的［+;］& 本结果发现 1=@A. 在不同

分化程度的食管鳞癌中其表达水平有所不同，疑与分

化有关& -’B 表达水平与肿瘤细胞分化也疑相关&
本研究提示基因异常与疾病的病理分级有关，肿

瘤分化程度越差，则基因改变累积越多& 不同分化阶

段关键基因的确认将有助于从分子水平阐明 ’,--
癌变机制，为其临床诊治提供分子标记和靶基因，为

最终实现 ’,-- 个体化分化诱导治疗提供可能&
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