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Abstract:Objective To explore the clinical signifi cance of E-selectin expression in esophageal squamous 
cell carcinoma (ESCC). Methods  Fifty-eight tissues of ESCC and adjacent normal mucosa each were 
collected as samples. The expression of E-selectin mRNA was detected by real-time PCR. E-selectin protein 
levels were determined by immunohistochemical PV-9000. The correlation between E-selectin expression and 
the clinicalpathological features was analyzed. Results The mRNA and protein expression levels of E-selectin 
were significantly higher in ESCC than in normal mucosa. There was a positive correlation between the 
expression of E-selectin and clinical stage, lymph node metastasis and invasion depth (P<0.05). No positive 
correlation was found between the expression of E-selectin and gender, age, tumor location, pathological type, 
degree of differentiation or tumor size (P>0.05). Conclusion The expression levels of E-selectin mRNA and 
protein in ESCC tissues were signifi cantly increased and related with the invasion and lymph node metastasis. 
The enhanced E-selectin may serve as auxiliary indexes for judging disease progression, invasion, metastasis 
and prognosis prediction and as a new biological target for the treatment of esophageal squamous cell 
carcinoma.
Key words:E-selectin;Esophageal squamous cell carcinoma;Real-time reverse transcription quantitative 
PCR;Immunohistochemistry
摘 要:目的 探讨食管鳞状细胞癌（简称食管鳞癌）中E-选择素的表达及其临床意义。方法 收集

手术切除食管鳞癌及癌旁正常组织标本各58 例，采用实时荧光定量PCR检测E-选择素（E-selectin）

mRNA的表达，采用免疫组织化学PV-9000法检测其蛋白的表达，并分析E-选择素表达与临床病理指

标的关系。结果 E-选择素mRNA与蛋白在食管鳞癌组织中的表达明显增高，均与食管癌临床分期、

淋巴结转移、浸润深度有关（P均<0.05），而与患者性别、年龄、肿瘤部位、病理类型、分化程度、

肿瘤大小无显著相关（P均>0.05）。结论 E-选择素mRNA和蛋白在食管鳞癌组织中表达明显增高，

与肿瘤的浸润转移密切相关，有望作为判断食管鳞癌疾病进展、预测侵袭转移、评估预后的辅助指

标，为食管鳞癌的治疗提供新的生物作用靶点。
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0 引言
食管癌是我国人群中常见的恶性肿瘤之一，

其死亡率居恶性肿瘤的第四位，而食管癌的浸润转

移又是引起患者死亡的主要原因，因此对食管癌发

生、浸润转移机制的探讨己成为研究的热点之一。E-选

择素是黏附分子选择素家族的重要成员之一,能够促

进肿瘤细胞与内皮细胞的黏附、影响肿瘤转移的发
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生及介导白细胞向炎性反应部位迁移, 因此这一变化

在某种程度上可反映恶性肿瘤的发展程度、转移状

况, 可作为对恶性肿瘤病情、病期、预后判断的重要

指标[1]。近年来研究表明，E-选择素在脑胶质瘤[2]、

乳腺癌[3]、结直肠癌[4]等肿瘤组织中高表达，与肿瘤

的侵袭转移密切相关。本研究采用免疫组织化学法

和实时荧光定量PCR联合检测E-选择素在食管鳞癌及

癌旁正常食管黏膜组织中的表达, 分析其与临床病理

生物学行为的关系，以期为食管鳞癌发生发展研究

提供新的思路，为其临床治疗提供新的作用靶点。

1 资料与方法
1.1  资料

1.1.1 研究对象 收集2012年1月至5月山东省肿瘤

医院胸外科手术切除的新鲜标本58例，经病理学证

实均为食管鳞癌，所有患者术前未接受任何治疗。

其中男46例, 女12例, 年龄46～75岁, 平均60 岁。其

中高分化18例、中分化23例、低分化17例；28例发

生淋巴结转移(经病理证实)。术后分期根据AJCC
（美国癌症联合委员会）公布的食管鳞癌TNM分

期（2010年第七版）。同时取相应的癌旁正常组织

（距离癌组织≥5 cm）作为对照。新鲜标本放入液氮

后存放于－80℃保存。

1.1.2  主要试剂和仪器  主要试剂：兔抗人浓缩型E-
选择素多克隆抗体购自武汉博士德生物工程有限公

司；PV-9000试剂盒、DAB显色试剂盒均购自北京

中杉金桥生物技术有限公司。总RNA提取试剂Trizol
购自invitrogen公司、反转录及荧光定量 PCR试剂盒

购自 TaKaRa 宝生物工程（大连）有限公司；E-选

择素和内参β-actin 基因的特异性引物由上海生工生

物工程有限公司合成。主要仪器：PCR仪购自美国

ABISYSTEM公司。

1.2 方法

1 .2 .1  实时荧光定量PCR 采用  TRIzo l提取总

R N A ， 琼 脂 糖 电 泳 鉴 定 总 R N A 有 无 降 解 ， 紫 外

分光光度仪检测  RNA 浓度及纯度。取500 ng 总 
R N A , 按 照 反 转 录 试 剂 盒 推 荐 的 1 0  μ l 体 系 进 行

反转录反应 ,合成cDNA。以β -Ac t in作为内部参

照基因，E-选择素引物序列（236 bp） :  上游5 ′- 
GGACACAGCAAATCCCAGTT-3′; 下游5′-GACAGC
ATCGCATCTCACAG-3′。内参β-Actin引物序列（157 
bp）：上游5′-TTAGTTGCGTTACACCCTTTC-3′，
下游 5′-GCTGTCACCTTCACCGTTC-3′。严格按照

荧光定量PCR试剂盒说明书进行两步法PCR反应， 
95℃预变性 30 s; PCR反应 95℃ 5 s，60℃ 40 s，循环 

40 次。读取Ct 值，参照文献［5］计算：以β-Actin为

阳性内对照基因来校正 PCR 模板的细胞拷贝数（目

标基因ΔCt 值=目标基因 Ct 值－同一样本β-Actin Ct 
值），重复 3 次，消除组间的加样量误差。目标组的

ΔCt平均值减去其对照组的ΔCt 平均值得到每个目的

基因相对循环数（ΔΔCt 值），即ΔΔCt 目标基因=处

理组ΔCt 目标基因－对照组ΔCt 目标基因，基因相对

表达量采用2-ΔΔCt 方法计算。

1.2.2 免疫组织化学法 标本经福尔马林固定，石

蜡包埋，常规制备免疫组织化学石蜡切片。免疫组

织化学PV-9000二步法检测，以已知阳性切片作阳

性对照，以PBS代替一抗作阴性对照。结果判断：

每张切片由两名病理医师在双盲法下进行判定。

E-selectin 表达主要定位于细胞膜，亦可表达于细胞

质。细胞膜和细胞质被染成棕黄色者为阳性细胞。

根据染色程度和染色细胞百分率进行综合评分［6］：

基本不着色为0分, 着色淡为1分,着色适中为2分,着
色深为3分; 着色细胞占计数细胞百分率0～5% 为0
分, ＞5%～25%为1分, ＞25%～50% 为2分,＞50%为

3分。将每张切片的着色程度得分与着色细胞百分率

得分相乘,其结果为每张切片的 后得分:得0～1 分判

定为阴性(-),2～3 分判定为弱阳性 (+),4～6分判定为

中等强度阳性 (++) ,6分以上判定为强阳性 (+++)。
1.3 统计学方法   

采用SPSS17.0统计软件进行分析，E-选择素蛋

白表达与临床病理特征的关系采用χ2检验、Fisher 确
切概率法；QRT-PCR的各项数据用x±s表示,采用配

对t检验、两个独立样本t检验、单因素方差分析。

P<0.05为差异具有统计学意义。

2  结果
2.1 实时荧光定量PCR检测结果  

E-选择素 mRNA在食管鳞癌组织中的表达明显

高于癌旁正常组织 (P＜0.01)，且E-选择素 mRNA表

达在临床分期、浸润深度、淋巴结转移方面差异具

有统计学意义 (P＜0.05)，而在性别、年龄、肿瘤部

位、病理类型、肿瘤大小、分化程度方面差异无统

计学意义(P＞0.05)，见表1。

2.2 免疫组织化学结果  
E-选择素蛋白在食管鳞癌组织中的阳性表达率

为67.2%（39/58），在正常食管黏膜中的阳性表达率

为0（0/58），差异具有统计学意义（χ2=58.753，

P<0.01），见图1。E-选择素蛋白表达在临床分期、

浸润深度、淋巴结转移方面差异具有统计学意义( P 
均<0.05) ，而在性别、年龄、肿瘤部位、病理类型、
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肿瘤大小、分化程度方面差异无统计学意义(P均

>0.05)，见表1。免疫组织化学结果与实时荧光定量

PCR结果相一致。

3 讨论
肿瘤的生长与转移是一个多步骤的过程，其

过程包括肿瘤细胞与脉管内皮细胞间复杂的相互作

用，这种相互作用受许多细胞表面黏附受体的调

节，黏附受体包括选择素类、结合素类、免疫球蛋

白样黏附分子。E-选择素是黏附分子选择素家族的重

要成员之一，作为诱导性黏附分子，通过与其配体

sLe-X、sLe-A 或相关寡聚糖结合后，诱导肿瘤细胞

与内皮细胞的直接接触，从而介导细胞起始黏附和

组织特异性招募，促进了肿瘤的转移[6]。多项体外研

究表明，E-选择素能够介导肿瘤细胞的黏附、滚动、

渗出， 终导致转移[7-9]。同样在动物体内也证明其

在结肠癌肺转移起关键作用[10]。而且通过抑制E-选择

素的表达，可阻止肿瘤细胞的黏附[11]，抑制肿瘤生长

表 1 E-选择素mRNA、蛋白表达与食管鳞癌患者临床病理特征的关系
Table 1 Relationship of E-selectin mRNA and protein expression with clinicopathologic features of esophageal squamous 
cell carcinoma

Clinicopathologic                           n        E-selectin mRNA        t(F)            P
features                                                          

          E-selectin  protein

   +     Positive  rate（%）  χ2                P
Gender    
  Male 46 2.192±0.705 32 69.6
  Female 12 1.793±0.869 1.279 0.206  7 58.3 0.154 0.694 
Age（years）
 ＜60 27 2.006±0.684 18 66.7
 ≥60 31 2.235±0.786 1.178 0.244 21 67.7 0.008 0.931 
Tumor location(thoracic)
  Upper or middle 30 2.081±0.691 19 63.3
  Lower 28 2.179±0.804 0.495 0.622 20 71.4 0.431 0.512 
Pathological types
  Ulcerative 32 1.989±0.750 24 75.0
  Medullary 26 2.241±0.729  1.295 0.201 15 57.7 1.951 0.163 
Tumor size（cm）

 ＜5 34 2.064±0.866 22 64.7
 ≥5 24 2.219±0.525  0.843 0.403 17 70.8 0.240 0.624 
Differentiation
  High 18 1.851±0.690 10 55.6
  Middle 23 2.240±0.645 1.879 0.162 15 65.2 2.921 0.232 
  Low 17 2.270±0.872 14 82.4
Invasion depth
  T1-T2  8 1.755±0.647 2 25.0
  T3 43 2.098±0.723 3.759 0.029 31 72.1 7.130 0.018
  T4 7 2.741±0.674 6 85.7
Stage
 Ⅰ-Ⅱ 30 1.841±0.696 15 50.0
 Ⅲ-Ⅳ 28 2.436±0.674 3.298 0.002 24 85.7 8.386 0.004
Lymph node metastasis
  Yes 28 2.360±0.709 23 82.1
  No 30 1.912±0.718 2.388 0.020 16 53.3 5.457 0.019

A: negative expression of E-selectin in normal esophageal mucosa;B: negative expression of esophageal squamous cell carcinoma;

C: positive expression of E-selectin in esophageal squamous cell carcinoma

图 1 E-选择素在不同食管组织中的表达 ( PV×100) 
Figure 1 Expression of E-selectin in different esophageal tissues  ( PV×100)
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及血管形成[12]，进而降低了肿瘤侵袭转移潜能。

研究发现，E-选择素在乳腺癌[13]、上皮性卵巢癌[14]、

脑胶质瘤[2]等肿瘤呈高表达，而在人体正常组织中呈

低表达甚至几乎不表达。本研究采用实时荧光定量

PCR和免疫组织化学PV-9000法，联合检测58例食管

鳞癌组织中E-选择素的表达均显著高于其在相应的癌

旁正常食管黏膜组织的表达，提示E-选择素在食管

鳞癌的发生过程中可能起重要促进作用，这与上述

文献的研究结果一致。Shaker等[3]研究发现，E-选择

素的表达与肿瘤的分期、淋巴结转移有关，而与肿

瘤的分化程度无关。有研究[4]还发现其表达与肿瘤的

浸润深度有关，而与患者的性别、年龄、肿瘤大小

无关。本研究发现，E-选择素mRNA、蛋白在浸润深

度深、临床分期晚、有淋巴结转移的患者中的表达

明显高于浸润深度浅、临床分期早、无淋巴结转移

的患者，这表明E-选择素mRNA、蛋白的表达与食管

鳞癌的侵袭转移密切相关。这与Bal等[15]、Zhang等[16]

研究结果基本一致。推测可能原因是肿瘤患者的巨

噬细胞等可产生TNF,肿瘤本身也可产生细胞分裂素,
这些因素均可使肿瘤患者E-选择素表达增高, E-选择

素能够促进肿瘤细胞与内皮细胞的黏附、影响肿瘤

转移的发生[1]。E-选择素mRNA与蛋白的检测结果一

致，说明食管鳞癌中E-选择素表达的增强是由于基

因转录水平上调的结果，这符合基因表达的中心法

则。E-选择素的高表达可能预示着患者预后不佳,测
定E-选择素有助于早期判断预后。由于本研究选取的

病例随访时间较短，未分析E-选择素的表达与食管鳞

癌患者长期预后的关系，因此，尚需进一步研究。

总之，E-选择素的异常表达在一定程度上促进

了食管鳞癌的发生、发展，并与肿瘤的侵袭转移密

切相关。这对于进一步明确食管鳞癌的发病机制、

寻找新的分子治疗靶点、指导食管鳞癌个体化治

疗、判断疾病预后，具有重大的指导意义。
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