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Foxo1与Ki-67在食管鳞状细胞癌组织中的表达及其意义

朱允和① 向小勇① 陈 力② 沈学远②

摘要 目的：探讨Foxo1和Ki-67蛋白在食管鳞状细胞癌组织及食管正常鳞状上皮组织中的表达及其临床意义。方法：采用

免疫组织化学 SP法，检测食管鳞状细胞癌（36例）组织及食管正常鳞状上皮（12例）组织中Foxo1和Ki-67蛋白的表达情况。结

果：Foxo1蛋白在食管鳞状细胞癌及食管正常鳞状上皮组织中的阳性表达率分别为75.00%、16.67%，而Ki-67的阳性表达率分别

为83.33%、0。Foxo1和Ki-67在食管鳞状细胞癌中的阳性表达率均明显高于食管正常鳞状上皮（P<0.01）。Foxo1蛋白的表达随

肿瘤分化程度增高而显著增高（P<0.01），而Ki-67的表达随肿瘤分化程度增高而降低（P=0.107）。Foxo1和Ki-67蛋白的表达与

其他临床病理特征无明显相关性（P>0.05）。结论：在食管鳞状细胞癌中，Foxo1及Ki-67蛋白表达明显高于食管正常鳞状上皮组

织，且随肿瘤分化程度的增高Foxo1的表达显著升高，而Ki-67的表达则显著降低。提示Foxo1和Ki-67在食管鳞状细胞癌肿瘤细

胞分化过程中发挥着不同作用，其作用机制不同。
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Abstract Objective: To determine the expression and clinical significance of the FoxO1 and Ki-67 proteins in esophageal squa-

mous cell carcinoma ( ESCC ) and normal esophageal epithelial tissue. Methods: Streptavidin–peroxidase ( SP ) staining was used to

detect the expression of FoxO1 and Ki-67 in 36 ESCC samples and 12 samples of normal esophageal epithelium. Results: The positive

expression rate of FoxO1 was 75.00% in ESCC and 16.67% in the normal esophageal epithelium tissue. The positive expression rate of

Ki-67 was 83.33% in ESCC and 0% in the normal esophageal epithelium tissue. The positive expression rates of FoxO1 and Ki-67

were significantly higher in ESCC than in normal esophageal tissue ( P < 0.01 ). Among the ESCC cases, the rates of positive FoxO1

and Ki-67 expression were related to the degree of ESCC differentiation. The rate of positive FoxO1 expression increased as the degree

of pathological differentiation increased ( P < 0.01 ); however, the rate of positive Ki-67 expression decreased as the degree of patholog-

ic ESCC differentiation increased ( P < 0.01 ). No significant correlation was observed among other clinicopathologic features. Conclu-

sion: The positive expression rates of FoxO1 and Ki-67 are significantly higher in ESCC than in normal esophageal epithelial tissue. As

the degree of pathologic ESCC differentiation increases, the rate of positive FoxO1 expression increases, whereas that of Ki-67 decreas-

es. FoxO1 and Ki-67 play different roles in ESCC differentiation, and the mechanism of action is different.
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食管癌的发生也是多种癌基因和抑癌基因相互

作用失调而形成的一种多基因性疾病。近年来研究

发现很多癌基因和抑癌基因与食管癌的发生发展有

关，但至今未确认与食管癌直接有关的基因。Foxo1
蛋白作为FOXO转录因子亚家族中的重要一员，在细

胞增殖、凋亡、自噬、代谢和免疫反应等多种生理效

应中，以及在肿瘤的发生发展中扮演了重要的角

色。本研究利用免疫组织化学技术检测食管鳞状细

胞癌组织和食管正常鳞状上皮中 Foxo1及细胞核增

殖抗原（Ki-67）蛋白的表达，并探讨其意义。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 标本 选取 2010年 1月至 2011年 2月在重庆

医科大学附属永川医院胃镜活检及手术切除并经病

理学确诊的食管鳞癌患者。所选36例食管鳞癌患者

术前均未行放疗、化疗及免疫治疗。另选其中手术

切除的12例癌旁正常食管鳞状上皮组织作对照。36
例标本均经本院病理医师复阅HE切片证实。

1.1.2 临床资料 36例标本中，男性 27例，女性 9
例，年龄47～83岁，中位年龄64岁；其中上段食管鳞
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癌 6例，中段 20例，下段 10例。36例食管鳞癌患者

中，低分化 8例，中分化 6例，高分化 22例。临床分

期依据2009年第7版国际抗癌联盟（UICC）食管癌分

期对T、N、M的划分标准。

1.1.3 试剂 Foxo1抗体购于Cell Signaling Technolo⁃
gy（CST）公司；Ki-67抗体、SP免疫组化染色试剂盒购

于北京中杉金桥生物技术有限公司；柠檬酸盐抗原

修复液、DAB显色液、PBS缓冲液等购于福州迈新生

物技术有限公司。

1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学染色 采用SP免疫组织化学染

色方法，严格按照SP试剂盒说明书进行实验，以PBS
代替一抗作为阴性对照。主要实验步骤如下：1）常

规石蜡切片脱蜡、水化，高温沸腾柠檬酸盐抗原修

复；2）用3%H2O2消除内源性过氧化物酶活性；3）封闭

用山羊血清阻断非特异性反应；4）滴加 Foxo1 及

Ki-67一抗，4℃过夜；5）滴加生物素化二抗；6）滴加

S-A/HRP；7）DAB显色剂显色；8）苏木素复染，酒精

脱水、树胶封片、镜检。

1.2.2 结果判定 Foxo1阳性染色主要部位是细胞

质，细胞质出现淡黄色、棕黄色或棕褐色为阳性细

胞。Foxo1蛋白表达依据细胞阳性着色率及着色深

度综合计量。根据着色深度分为弱阳性（+）、中等阳

性（++）、强阳性（+++），依次记为 1、2、3分。根据阳

性细胞数可分：阴性（-）为无阳性细胞着色；弱阳性

（+）为阳性细胞数在1%～25%；中等阳性（++）为阳性

细胞数在 26%～50%；强阳性（+++）为阳性细胞数>
51%，依次记为1、2、3分。两者乘积<2为低表达，≥3
为高表达，随机观察 5个 400高倍镜视野，取其平均

数值。Ki-67阳性染色主要部位是细胞核，细胞核有

淡黄色、棕黄色或棕褐色颗粒为阳性细胞，阳性细胞

表达以百分率表示。在400高倍镜下随机选取10个
视野，计数阳性细胞百分率。判定标准：阴性（-）为

阳性细胞数<5%；弱阳性（+）为阳性细胞数在 5%～

25%；阳性（++）为阳性细胞数在 26%～60%；强阳性

（+++）为阳性细胞数>60%。（-）为阴性表达；（+）～

（++）为低表达；（+++）为高表达。结果由两位病理科

副主任医师独立阅片后统一得出。

1.3 统计学处理

应用 SPSS 17.0统计软件。采用 t检验、Fisher确
切概率法和 Spearman相关分析，进行统计学处理。

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 食管鳞癌组织中 Foxo1和Ki-67蛋白的表达及

定位

在食管鳞癌组织石蜡切片中，Foxo1单克隆抗体

显示明确的细胞质染色。食管正常鳞状上皮主要于

细胞质内，不显色或仅有少许着色（图 1）；食管正常

鳞状上皮和食管鳞癌组织比较，具有显著性差异（P<
0.01，表 1）。在鳞癌组织中，Foxo1的表达明显增强，

阳性表达率为75.00%（27/36），见图2。
Ki-67在正常的食管鳞状上皮组织中主要表达

于基底层，中间层和表皮层几乎不着色（图3）。在鳞

癌组织中，Ki-67的表达明显增强（P<0.001，图4）。

图1 Foxo1在正常食管鳞状上皮组织中的表达 （SP ×400）

Figure 1 Foxo1 protein expression in normal esophageal epithelial tissue

（SP ×400）

表1 正常食管鳞状上皮和食管鳞癌组织中Foxo1、Ki-67蛋

白的表达

Table 1 Foxo1 and Ki-67 protein expression in normal esophageal epi-

thelium and esophageal squamous carcinoma tissue

图2 Foxo1在食管鳞癌组织中的表达 （SP ×400）

Figure 2 Foxo1 protein expression in esophageal squamous carcinoma

tissue（SP ×400）

图3 Ki-67在正常食管鳞状上皮组织中的表达 （SP ×400）

Figure 3 Ki-67 protein expression in normal esophageal epithelium tis-

sue（SP ×400）

项目

正常食管鳞状上皮

食管鳞癌组织

*：相对于正常食管组织P<0.001；（）内为%

例数

12

36

Foxo1阳性率

2（16.67）

27（75.00*）

Ki-67阳性率

0（0）

30（83.33*）
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2.2 Foxo1、Ki-67的表达与临床病理特征的关系

Foxo1和Ki-67蛋白阳性表达均与患者性别、年

龄、肿瘤发生部位、分期及有无淋巴结转移等无显著

性差异（P>0.05），而与肿瘤的分化程度和两种蛋白表

达具有显著性差异（表2）。
2.3 食管鳞癌组织中 Foxo1与Ki-67蛋白表达的相

关性

在 36例食管鳞癌组织中，27例 Foxo1阳性表达

的食管鳞癌中有 22 例 Ki-67 呈阳性表达，在 9 例

Foxo1阴性表达的食管鳞癌中有 1例Ki-67不表达。

Foxo1及Ki-67均高表达于食管癌组织。经Spearman
相关性分析，两者在食管鳞癌中的表达无显著性差

异（P>0.05，表3）。

图4 Ki-67在食管鳞癌组织中高表达 （SP ×400）

Figure 4 Ki-67 protein expression in esophageal squamous carcinoma

tissue（SP ×400）

表2 Foxo1、Ki-67蛋白的表达与临床病理特征的关系

Table 2 Correlations among Foxo1 and Ki-67 protein expression and the clinicopathologic features of esophageal squamous carcinoma tissue

表3 食管鳞癌中Foxo1与Ki-67蛋白表达的相关性

Table 3 Correlations between Foxo1 and Ki-67 protein expression in

esophageal squamous carcinoma

3 讨论

Forkhead转录因子是 2000年正式统一命名的一

个新的转录因子家族［1］，该家族成员主要通过转录调

控和信号转导途径在动物的生长发育、细胞分化、代

谢、凋亡和免疫等方面起关键作用，并迅速成为医学

细胞生物学、遗传学、免疫学以及肿瘤学领域的研究

热点［2-3］。Foxo1 基因也称 FKHR、Foxo1a、Forkhead

box O1，定 位 于 人 染 色 体 13q14.1。 Foxo1 作 为

PI3K-Akt信号通路的直接下游信号分子，通过转录

和传导各种生长因子及细胞因子信号，从而对细胞

增殖、分化、凋亡和葡萄糖转运等多种生物过程起重

要的调节作用。此外，Foxo1还参与人体的生长发

育、代谢、自噬、应激、DNA损伤/修复、肿瘤发生、血管

生成等生命过程。近年来，研究发现FOXO1的失活

与人类多种肿瘤的发生、发展及预后密切相关。

目前，国内外关于Foxo1蛋白的研究主要集中于

乳腺癌、胃癌、前列腺癌、宫颈癌等方面，鲜见在食管

癌方面的研究报道。颜亚晖等［4］报道在乳腺癌中

Foxo1蛋白表达于细胞核，Foxo1蛋白在浸润性导管

癌和导管内癌中的阳性表达率和表达强度显著低于

导管内乳头状瘤和正常乳腺组织（P<0.01）。Guttilla

临床指标

年龄/岁 ≤60

>60

性别 男

女

发生部位 上段

中段

下段

分化程度 低分化

中分化

高分化

TNM分期 Ⅰ、Ⅱ

Ⅲ、Ⅳ

淋巴结转移 有

无

*P<0.001

例数

10

26

27

9

6

20

10

8

6

22

28

8

12

24

Foxo1

阳性例数

7

19

21

3

4

15

8

2

4

21

21

6

9

18

阴性例数

3

7

6

6

2

5

2

6

2

1

7

2

3

6

阳性率/%

70.00

73.08

77.78

33.33

66.67

75.00

80.00

25.00

66.67

95.45

75.00

75.00

75.00

75.00

P

1.000

0.665

0.881

*

1.000

1.000

Ki-67

阳性例数

9

21

21

9

5

18

7

8

6

16

22

8

12

18

阴性例数

1

5

6

0

1

2

3

0

0

6

6

0

0

6

阳性率/%

90.00

80.77

77.78

100.00

83.33

90.00

70.00

100.00

100.00

72.72

78.57

100.00

100.00

75.00

P

0.655

0.303

0.413

0.107

0.302

0.079

项目

FoxO1阴性

FoxO1阳性

*P>0.05

Ki-67阳性例数

8

22

Ki-67阴性例数

1

5

r

0.086

P

*
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亻刡

等［5］研究报道乳腺癌组织中Foxo1 mRNA表达下调。

周英姿等［6］报道在胃癌组织中Foxo1主要表达于细胞

质，在高分化腺癌中，细胞核及细胞质均着色，在低

分化腺癌和正常胃黏膜中不表达或是低表达。许多

学者一直认为Foxo1通过细胞凋亡途径，诱导肿瘤细

胞死亡。Foxo1蛋白是诱导细胞自噬的关键蛋白，通

过自噬途径抗癌，从而揭示了Foxo1作为抑癌因子抗

肿瘤的新机制。

本研究结果显示：Foxo1蛋白在食管鳞癌中的表

达明显高于食管正常鳞状上皮组织，提示Foxo1的表

达与食管鳞癌的发生发展有关。推测其原因为

Foxo1转录因子广泛表达于成人各组织器官中，包括

心、脑、胎盘、肺、肝、骨骼肌、肾、胰腺、脾、胸腺、前列

腺、睾丸、卵巢、小肠、结肠、外周血白细胞等［7］。

Foxo1在胚胎时期主要表达于肌肉组织，成年后主要

表达于脂肪组织，其基因表达具有时空差异，因此该

基因可能在食管鳞癌的发生过程中发挥着重要的作

用机制。实验结果表明 Foxo1在食管鳞癌中的表达

与鳞癌组织分化程度密切相关（P<0.01），而与食管鳞

癌患者的年龄、性别、肿瘤发生部位、分期及有无淋

巴结转移无显著性差异，提示Foxo1在食管鳞癌肿瘤

细胞分化过程中起到非常重要的作用。其作用机制

需进一步研究阐明。

Ki-67是目前公认的评价细胞增殖状态的稳定

指标，在研究细胞增殖方面优于PCNA、DNA指数等

指标［8］。本研究显示：在正常食管黏膜组织中，Ki-67
主要表达于鳞状上皮基底层，细胞核染色较稳定，这

与当前Ki-67鳞状上皮组织中的研究结果较一致。

食管鳞癌组织与食管正常鳞状上皮组织相比较，

Ki-67的阳性表达率显著升高（P<0.01）。在食管鳞

癌中，Ki-67主要表达于细胞核，与癌组织分化程度

有关（P<0.01），癌组织分化程度越低，Ki-67阳性表

达率越高，但与患者的性别、年龄、肿瘤发生部位、

TNM分期及有无淋巴结转移无关（P>0.05），与国内

几项文献报道相符［9-10］。

Ki-67能较准确地反映肿瘤的恶性程度，且与肿

瘤复发有密切关系。Ki-67在肿瘤病理分级较低，在

具有高度增殖能力的恶性肿瘤中高表达，从而准确

反映出肿瘤的性质［11］。而本研究显示 Foxo1蛋白与

Ki-67表达不同，从而揭示Foxo1可能在食管鳞癌恶

变中发挥着重要作用。

Foxo1基因广泛表达于人体的各组织器官中，因

其表达的时空差异，故Foxo1基因随人体的生长发育

在各组织器官中表达存在着动态变化。在食管鳞癌

的发生及组织分化过程中，Foxo1可能起到重要的作

用，但能否成为食管鳞癌临床诊断和判断肿瘤生物

学行为的有效指标，仍需要大量的实验证实。坚信

随着生命科学研究的不断深入，Foxo1在食管鳞癌中

的作用机制将被进一步揭示。
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