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Abstract
AIM: To explore the expression of reversion 
inducing cysteine rich protein with kazal motifs 
(RECK) in esophageal squamous cell carcinoma 
(ESCC) and its correlations with the occurrence 
and development of ESCC.

METHODS: A total of 62 ESCC specimens, resect-
ed in Anyang Tumor Hospital of Henan Province 

from Februrary 26 to March 16, 2006, were col-
lected. All the cases didn’t receive chemotherapy, 
radiotherapy, and immunotherapy. SP immuno-
histochemical method and in situ hubridyzation 
were used to detect the expression of RECK pro-
tein and mRNA in the 62 carcinoma specimens, 
31 cancer-adjacent specimens (within 3 cm) and 
62 normal esophageal epithelial specimens.

RESULTS: The protein and mRNA expression 
of RECK were closely related with the tumor 
grades, infilatration and lymphatic metastasis 
in ESCC. The expression rates of RECK protein 
were increased ordinally in carcinoma speci-
mens, cancer-adjacent epithelium and normal 
esophageal epithelial specimens, and there 
was a significant difference in group com-
parison (RECK protein: χ2 = 10.331, P < 0.01; 
RECK mRNA: χ2 = 19.186, P < 0.01). There was 
a positive correlation between the protein and 
mRNA expression of RECK (r = 0.416, P < 0.01) 
in ESCC.

CONCLUSION: Lower expression of RECK has 
a correlation with the pathogenesis of and de-
velopment of ESCC, and RECK may be a new 
assistant index for early diagnosis and prognosis 
of ESCC.

Key Words: Reversion inducing cysteine rich protein 
with Kazal motifs; Esophageal squamous cell car-
cinoma; Immunohistochemistry; In situ  hubridyza-
tion
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摘要
目的: 研究RECK基因在食管鳞癌组织中的表
达情况及其与食管鳞癌发生、发展的关系.  

方法: 2006-02-26/2006-03-16河南省安阳市肿
瘤医院食管癌手术切除标本62例, 所有病例术

®

■背景资料
R E C K 基 因 是
1998年发现的一
种新型转移抑制
基 因 ,  通 过 抑 制
MMP活性与肿瘤
血管生成从而阻
断肿瘤侵袭和转
移. 本研究对其在
食管鳞癌组织中
蛋白及mRNA表
达水平的检测有
助于研究 R E C K
基因与食管鳞癌
发生、发展的关
系. 

■同行评议者
王健生 ,  副教授 , 
西安交通大学医
学院第一附属医
院肿瘤外科
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前均无化疗、放疗及免疫治疗史. 全部病理组
织学证实均为鳞状细胞癌. 全部样本分别在癌
灶、癌旁3 cm以内及远端正常黏膜组织分别
取材62、31和62例. 采用免疫组化SP法和原
位杂交方法进行RECK蛋白及mRNA的检测. 

结果: 食管鳞癌组织中RECK蛋白及mRNA表
达均与癌的组织学分级、浸润深度及淋巴结
转移密切相关; 在食管鳞癌癌变过程中RECK
蛋白及mRNA表达在癌组织、癌旁不典型增
生组织及正常黏膜组织中的表达率依次增高, 
组间比较有明显差异(RECK蛋白: χ2 = 10.331, 
P <0.01; RECK mRNA: χ2 = 19.186, P <0.01); 
RECK蛋白与mRNA的表达呈正相关关系(r  = 
0.416, P <0.01).

结论: RECK低表达与食管鳞癌的发生、发展
有关, RECK可作为食管鳞癌早期诊断的辅助
指标. 

关键词: RECK; 食管鳞癌; 免疫组化; 原位杂交
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0  引言

食管癌是消化系统最常见的恶性肿瘤之一, 为
了寻找食管癌早期诊断的科学方法, 目前针对

侵袭及转移机制的研究已经进入了分子生物学

的水平. RECK(reversion inducing cysteine rich 
protein with kazal motifs, RECK)基因是日本科

学家Takahashi et al [1]于1998年发现的一种新型

抑癌基因, 该基因普遍存在于各种正常组织和

非肿瘤细胞系中, 而在一些肿瘤细胞系和肿瘤

基因转化的成纤维细胞中, 其表达被抑制. 目前的

研究表明, RECK基因的突变与缺失与食管癌、胰

腺癌、乳腺癌、肺癌等恶性肿瘤的密切相关[2-7]. 
我们采用免疫组化S P法及原位杂交方法检测

RECK基因在62例食管鳞癌组织、31例癌旁不

典型增生组织及62例正常食管黏膜组织的表达

情况, 以期探讨RECK的表达与食管鳞癌临床病

理特征的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 62例食管癌手术切除标本于2006-02-26/ 
2006-03-16取自食管癌高发区河南省安阳市肿

瘤医院, 所有病例术前均无化疗、放疗及免疫

治疗史. 其中男36例, 女26例, 年龄38-75(平均

60.6±9.5)岁. 全部病理组织学证实均为鳞状细

胞癌. 其中组织学分级Ⅰ级15例, Ⅱ级25例, Ⅲ
级22例; 伴淋巴结转移者20例, 无淋巴结转移

者42例. 浸润深度分3组, 浸达浅肌层者7例, 浸
达深肌层者14例, 浸达纤维膜者41例. 全部样本

分别在癌灶、癌旁3 c m以内及远端正常黏膜

组织3处取材, 经40 g/L多聚甲醛液固定, 常规

脱水, 石蜡包埋, 连续切片, 切片厚度4-6 μm, 分
别用于HE、免疫组化及原位杂交染色. 鼠抗人

RECK mAb购自美国Santa Cruz公司, SP免疫组

化试剂盒购自北京中杉金桥生物技术开发公

司. 原位杂交5'端生物素标记、全硫代修饰探针

由北京奥科生物技术有限公司合成, 探针序列: 
CTTGCCCTCTGTGTATTGCC.
1.2 方法 免疫组化采用SP法, RECK mAb稀释倍

数为1∶100, DAB显色, 苏木素复染. 染色步骤

严格按说明书进行; 原位杂交切片经新鲜配制

二甲苯脱蜡, 梯度酒精脱水后, 用新鲜配制的5 
mL/L H2O2室温处理30 min, 以灭活内源性过氧

化物酶; 30 g/L柠檬酸新鲜配制蛋白酶(0.01 g/L), 
37℃, 10 min, 消化标本DNA结合蛋白; 每张玻

片滴加20 mL不含RECK探针的预杂交液(42℃), 
预杂交4 h; 加含探针(1 mg/L)的杂交液, 42℃湿

盒内杂交12-16 h; 0.1×标准柠檬酸盐(SSC)42℃
洗后, 加SA-Bio-AP 37℃, 10 min; 漂洗后加

BCIP/NBT显色剂, 避光显色0.5-2 h. 免疫组化以

PBS液代替Ⅰ抗体作为阴性对照, 原位杂交以不

含RECK探针的标本作阴性对照. 阳性对照为已

知的RECK阳性的乳腺癌组织切片. RECK蛋白

阳性信号均呈棕黄色颗粒样物质, 位于细胞质

内. RECK mRNA阳性信号呈紫蓝色颗粒, 位于

细胞质内. 免疫组化结果判定: 高倍镜下随机选

取5个视野(每个视野观察细胞数不少于200个), 
按阳性细胞所占百分比及着色深浅进行结果判 
定[8-9]. (1)按切片中细胞着色深浅评分: 0分, 细胞

无显色; 1分, 浅黄色; 2分, 棕黄色; 3分, 棕褐色. 
(2)按阳性细胞数占同类细胞数的百分比, <30%
为1分, 30%-70%为2分, >70%为3分. 取(1), (2)两
项评分的乘积作为总积分, 0-1分为阴性(-), 2-3
分为弱阳性(+), ≥4分为阳性(++). 原位杂交结

果判定[10]: 在200倍显微镜下随机选择5个区域, 
计数每个视野阳性细胞的百分比, 再取其平均

值. 表达结果采用半定量评估: 阴性为阳性细胞

数<10%, 弱阳性为阳性细胞数10%-15%, 中度阳

性为阳性细胞数15%-50%, 强阳性为阳性细胞

数≥50%. 

■相关报道
国内外学者采用
RT-PCR、原位杂
交、Western blot
和免疫组织化学
等技术分别检测
了 R E C K 基因在
胃癌、肝癌、乳
腺癌等肿瘤中的
表达量, 以期揭示
R E C K 基因与肿
瘤发生、发展及
浸润、转移的关
系, 有学者构建了
R E C K 基因的真
核表达载体并转
染了恶性肿瘤细
胞株, 继而筛选出
了稳定表达该基
因的细胞株.
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统计学处理 应用SPSS11.0统计学软件, 采
用χ2检验, 检验水准α = 0.05.

2  结果

2.1 RECK蛋白在食管鳞癌组织中的表达及其与

临床生物学行为的关系 RECK蛋白阳性表达主

要位于肿瘤细胞的胞质中, 呈浅黄色至深黄色

(图1, 表1-2).
2.2 RECK mRNA在食管鳞癌组织中的表达及其

与临床生物学行为的关系 RECK mRNA阳性表

达主要位于食管鳞状上皮细胞的胞质中, 呈蓝

紫色颗粒(图2). 在食管鳞癌癌变过程中RECK 
m R N A表达在癌组织、癌旁不典型增生组织

及正常黏膜组织中的表达率依次增高, 分别为

59.7% (37/62)、71.0%(22/31)、85.5%(53/62), 
组间比较有明显差异(χ2 = 10.331, P <0.01, 表
1). RECK mRNA表达与食管鳞癌患者组织学

分级、浸润深度、淋巴结转移有关(χ2分别为

10.422, 8.550, 4.751, P均<0.05, 表2).
2.3 RECK蛋白及mRNA在食管鳞癌组织中表达

的相关性分析 RECK蛋白及mRNA在食管鳞癌

组织中的表达呈正相关关系, 在RECK蛋白表达

阳性的37病例中, 其mRNA表达阳性的占23例, 
而在RECK蛋白表达阴性的25病例中, 其mRNA

表达阴性的占20例, 两组之间比较有显著性差

异(r  = 0.416, P <0.01, 表3).

3  讨论

RECK基因是近年来发现的与肿瘤的恶性表型

有密切关系的一种新型的基因, 能够抑制肿瘤

的增殖和侵袭[11-16]. RECK基因编码大约110 kDa
的跨膜蛋白, 有多个表皮生长因子样的重复区

和丝氨酸蛋白酶抑制物相似区域. RECK基因普

遍存在于各种正常组织和非肿瘤细胞系中, 而
在一些肿瘤来源的细胞系和肿瘤基因转化的成

纤维细胞中, 其表达被抑制[17-20]. 当恢复RECK基

因表达则抑制了一些肿瘤细胞系的转移或恶性

表型, 同时抑制这些细胞分泌基质金属蛋白酶

MMP-9和MMP-2等[21-24]. 本研究应用原位杂交

技术和免疫组化技术系统的对比研究了食管黏

膜上皮癌变过程中RECK的变化规律及其与食

管鳞癌临床生物学行为的关系. 
本实验研究结果显示, RECK mRNA及其

蛋白在癌组织的表达均低于在正常组织和不典

型增生组织中的表达, 差异有统计学意义. 表明

RECK基因在食管鳞状细胞癌中无论转录水平

还是蛋白水平均有表达下调, 这就说明了RECK
低表达的肿瘤具有更强的侵袭能力, 提示RECK

■创新盘点
本研究首次采用
免疫组织化学及
原位杂交技术联
合 检 测 R E C K 基
因 食 管 鳞 癌 组
织、癌旁不典型
增生组织及正常
食管黏膜组织的
表 达 情 况 ,  探 讨
R E C K 在 食 管 癌
发生、发展中的
作用.

表  1  RECK在食管鳞癌组织、非典型增生及正常黏膜组织中蛋白及mRNA的表达

     
			   RECK蛋白		        

χ2	         P
	                     RECK mRNA	     

χ2	    P
	                    n          -          +        阳性率(%)        	                            -           +          阳性率(%)

正常黏膜上皮          62        9        53          85.5        	                        11        51           82.3       

非典型增生              31        9        22	    71.0	    10.331       0.006         12	    19	   61.3       19.186    0.000

鳞癌	                 62      25	      37	    59.7	                                         34	    28	   45.2

表  2  RECK蛋白及mRNA表达与食管鳞癌临床生物学行为的关系

     
		             RECK蛋白                               

χ2	      P
	                 RECK mRNA	     

χ2	 P
	            n             -             +       阳性率(%)			     -                +         阳性率(%)

组织学分级

    Ⅰ	          15         1           14	 93.3			      4	 11	 73.3		

    Ⅱ	          25        11          14	 56.0	 10.422	 0.005	  16	   9	 40.0	 6.799      0.033

    Ⅲ	          22        13            9	 40.9			    14	   8	 31.8		

浸润深度

    浅肌层	          7          0            7         100.0			      1	   6	 85.7		

    深肌层	        14          5            9	 64.3	   8.550	 0.014	    6	   8	 57.1	 7.862      0.020

    纤维膜	        41        20          21	 51.2			    27	 14	 34.1		

淋巴结转移

    无	         42        13          29	 69.0	   4.751	 0.029	  17	 25	 59.5	  9.121      0.003

    有	         20        12            8	 40.0			    17	   3	 15.0
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的低表达可能与食管癌的发生有关 .  R E C K 
mRNA及其蛋白的表达均与肿瘤的分化程度有

关, 分化程度越高, 其表达越高, 提示RECK的

表达对食管癌恶性程度的评估有一定的参考价

值. 食管癌组织中RECK mRNA与其蛋白的表达

密切相关, 提示RECK mRNA的表达情况可以

间接反映其蛋白表达水平, 食管癌组织中RECK 
mRNA的阳性表达率略低于RECK蛋白表达率, 
62例食管癌中仅发现14例R E C K蛋白阳性而

mRNA阴性, 提示可能存在RECK基因转录后调

节, 对于RECK mRNA和RECK蛋白同时无表达

的20例食管鳞状细胞癌, 推测可能为RECK基因

的纯合性缺失或启动子高甲基化所致. 
研究结果表明R E C K基因在正常食管组

织、癌旁不典型增生组织及癌组织中均有表达, 
但在食管癌组织中的表达水平显著降低, 提示

在食管鳞癌中RECK mRNA及蛋白表达量的变

化与高度潜在的侵袭和转移有较强的关系, 与
预后有关, 可作为判断预后的一项指标, 有利于

我们进一步了解食管癌的生物学行为, 为食管

癌的早期诊断和治疗提供一个新的途径.
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■同行评价
本研究方法设计
合理 ,  结果明确 , 
科学性和可读性
均能反映国内食
管 鳞 癌 中 R E C K
的相关研究水平.
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