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!"!#$%、&’()* 在食管鳞癌中的表达及其相互关系

李金梅，王) 静，刘江惠，郭建文，左连富) ) （河北医科大学第四医院肿瘤研究所流式细胞室，石家庄 "$""!!）

) ) 摘) 要：目的) 探讨 *+*&$,、-./0( 在食管鳞癌组织中表达的意义及 *+*&$, 蛋白与 -./0( 蛋白、细胞增殖指数、
细胞凋亡率的关系。方法) 采用免疫组织化学 -#1法检测 *+*&$, 蛋白在 $& 例食管鳞状细胞癌、&% 例正常黏膜中的表
达。用流式细胞术检测其中 (" 例食管鳞癌、$ 例正常黏膜的细胞凋亡率、增殖指数及 *+*&$, 蛋白、-./0( 蛋白的表达。
结果) *+*&$,在癌组织中的阳性表达率为 $"2，明显高于正常黏膜（! 3 "4 "$），*+*&$,在高分化和中低分化组、浸润
至纤维膜和未浸润至纤维膜组、有淋巴结转移和无淋巴结转移组中的差异显著（! 3 "4 "$）。-./0( 蛋白在癌组织中的表
达低于正常黏膜（! 3 "4 "$）。-./0( 蛋白与 *+*&$,蛋白的表达呈负相关（ " 5 6 "4 %’&，! 5 "4 ""7）。核膜 *+*&$, 蛋白
阳性者的增殖指数高于核膜 *+*&$, 蛋白阴性者（! 3 "4 "$）；细胞质 *+*&$, 蛋白表达阳性者的凋亡率低于细胞质
*+*&$,蛋白表达阴性者，但差异无统计学意义（! 8 "4 "$）。结论) -./0( 蛋白的下调可能与食管癌中 *+*&$,蛋白含量
升高有关；细胞核中的 *+*&$,蛋白可能具有促增殖作用；*+*&$,蛋白可能参与了食管癌的发生、发展。
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! ! 食管鳞状细胞癌（"#$%&’("’) #*+’,$+# -")) -’.-/0
1$,’，2344）是我国常见的消化道恶性肿瘤之一，严重
威胁人类的健康。研究表明，细胞周期的紊乱与食管

癌的发生和发展密切相关。454678 蛋白为双重特异
性磷酸酶，能激活细胞周期素依赖性激酶（459），推
动细胞周期的进行。近年来研究表明，454678 具有
癌基因的功能，参与了多种恶性肿瘤的发生、发展。

3,’:; 是 <=>0!通路的下游信号传导分子，是一种抑
癌基因，<=>0! ? 3,’:; 通路可以促进 34>0<.4@ 介导
的 454678 的泛素化，从而促进蛋白酶体通路降解
454678，3,’:; 是此过程的限速酶［A］，因此依赖
3,’:; 的 454678蛋白降解的失调可能与肿瘤发生发
展密切相关，但 3,’:; 与 454678 在食管癌中的关系
国内外尚少见报道。本研究探讨食管鳞癌中 454678
与 3,’:; 表达的意义及其相互关系，旨在为阐明食管
癌的发生机制提供理论依据。

!" 材料与方法

AB A! 研究对象
! ! 收集本院 6CC7 年 D E A6 月手术切除后的食管鳞癌组织 76
例（其中男性 67 例，女性 6F 例，中位年龄 7D 岁），切缘正常黏
膜组织 6G 例。所有食管癌患者术前未经过任何治疗。所有标
本均为术后立即取材，一份固定于 ACH的中性福尔马林液中，
石蜡包埋，另一份固定于 FCH的乙醇中，G I保存。按 ADDC 年
JKL食管癌的分级标准将 76 例食管鳞状细胞癌分为高分化
6A 例，中低分化 ;A 例；淋巴结转移者 6; 例，无淋巴结转移者 6D
例；浸润至纤维膜者 ;G 例，未浸润至纤维膜者 AM 例。

AB 6! 主要试剂
! ! 454678（AN MC 稀释，克隆系：5430A6C，鼠抗人，单克隆抗
体，3’1O’ 4.+P公司产品），3,’:;（A N 7C，克隆系：2@7QMR，兔抗
人，单克隆抗体，2%/O$,/-# 公司产品），第二抗体为 >S<4 标记
的山羊抗兔和山羊抗鼠 S(=（ T’-U#$1 S,,+1$."#"’.-& V’W$0
.’O/./"# S1-B工作液浓度 AN ACC，)$O7MQ;C），通用型 30@ 免疫组化
试剂盒和 58X显色试剂盒（北京中杉金桥生物技术公司）。

AB ;! 免疫组织化学
! ! 标本 G ", 厚连续切片，采用 30@ 方法，;，;’0二氨基联苯
胺（58X）染色。操作步骤参照试剂盒说明书进行。

AB G! 流式细胞凋亡检测
! ! 碘化丙啶（%.$%/:/+,/$:/:"，@S）一步插入性 5Y8 定量荧光
染色法：@X3洗涤样品，调整每份样品的细胞数为 A Z ACQ ,) EA。
每份样品中加入 5Y8 染液（每升中含 @S 7C ,( ? V，[Y8 酶 AC
,( ? V，<./O$10\ACC AB CH）AB C ,)，G I冰箱中染色 ;C ,/1，以 7CC
目筛网过滤，使样品成为合格的单细胞悬液，即可上机检测。

AB 7! 免疫荧光标记
AB 7B A ! 单细胞悬液的制备 ! ! 将 FCH乙醇固定的标本置于
A6C 目不锈钢网上，用眼科剪刀将组织剪碎，搓组织块，并用生
理盐水冲洗，直至将组织搓完，将混悬液用 ;CC 目网过滤除团
块，收集细胞悬液，以 A CCC . ? ,/1离心沉淀 G ,/1，得到单细胞

悬液。调整其细胞数至 A Z ACQ ,) EA，制备成合格单细胞悬液。
AB 7B 6! 免疫荧光标记! ! 加入 454678 与 3,’:; 抗体稀释液
（AN 7C）ACC ")，室温孵育 ;C ,/1，@X3 AC ,)洗涤，A CCC . ? ,/1，
离心 ; ,/1，弃上清，加羊抗兔或鼠 >S<40S(= 工作液 ACC ")，步
骤同 AB 7B A，经 7CC 目铜网过滤后上流式细胞仪检测。设 @X3
代替一抗和二抗作为阴性对照，以及只加一抗或二抗的阳性对

照和同型对照。

AB Q! 流式细胞仪检测方法
! ! 流式细胞检测方法采用美国 X"-U,’1 4$+)O". 公司生产的
2%/-#0\V#型流式细胞仪，激发光源为 A7 ,J 氩离子激光器，
激发波长为 GMM 1,，检测前以 ])$^0-&"-U<_>)+$.%&"."#（AC ",）
荧光微球（[2> QQC7;7D X"-U,’1 4$+)O".，S1-B >+))".O$1，48
D6M;7）作为标准样品调整仪器，!"值在 6H以内。

AB F! 资料分析
AB FB A! 免疫组织化学结果判断! ! 454678 染色阳性为细胞
核膜和 ?或细胞质出现棕黄色颗粒，参照文献［6］，在病变处选
取 AC 个高倍镜视野（ Z GCC），每个视野计数 ACC 个细胞数，按
阳性细胞所占的百分比分为：（ E）无标记阳性细胞或阳性细胞
数!7CH者；（ ‘）阳性细胞数 a 7CH者。由 6 位有经验的病理
医师在未知患者任何临床资料的情况下，采用双盲法进行阳性

细胞计数。

AB FB 6! 细胞增殖周期的计算方法! ! 应用 5Y8 组方图各时
相分布的百分比，以增殖指数（%.$)/]".’O/$1 /1:"b，@S）表示细胞
的增殖活性。

! ! @S c（3 ‘ =6 ? _）?（=C ? =A ‘ 3 ‘ =6 ? _）
AB FB ;! 细胞凋亡率的计算方法［;］! ! 以二倍体峰（=C ? =A）前

出现亚 =A峰表示凋亡细胞峰位，根据亚 =A峰的分布组方图计

算细胞凋亡率。

AB FB G! 蛋白表达定量分析! ! 以荧光指数（>S）表示蛋白的相
对含量，>S c（样品蛋白平均荧光强度 E阳性对照样品平均荧
光强度）?正常对照样品平均荧光强度。

AB M! 统计学处理
! ! 应用 3@33 A6B C 统计软件行 # 检验、精确概率法和
3%"’.,’1等级相关分析。

#" 结果

6B A! 454678 蛋白在食管鳞癌组织和正常黏膜中的
表达情况

! ! 454678的阳性产物主要定位于细胞核膜和 ?或细胞质，正
常黏膜只是在基底细胞层呈微弱表达（图 A8），而在癌组织中
呈高表达：D 例以细胞核膜着色为主（图 AX），7 例以细胞质着
色为主（图 A5），A6例细胞核、细胞质均有着色（图 A4），食管鳞
癌组织中 454678蛋白阳性率高于正常黏膜（$ d CB C7，表 A）。
流式细胞术结果显示：454678 蛋白含量（>S 值）在癌组织中的
含量（Ae A7 fCe CD）高于正常黏膜（AB CC fCB CQ）（$ dCB C7）。

表 !" $%$#&’蛋白在食管鳞癌和正常黏膜中的表达情况

454678
组织 例数 $

! "
鳞癌组织 76 6Q 6Q

CB CCC
正常黏膜 6G C 6G
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!!!" !# !$
(：$%$&’(蛋白在正常黏膜中呈阴性表达（ - &..）；/：$%$&’(蛋白在细胞核膜呈阳性表达（ - 0..）；$：$%$&’(蛋白在细胞核和细胞
质均呈阳性表达（ - 0..）；%：$%$&’(蛋白在细胞质呈阳性表达（ - 0..）

图 !" 食管鳞癌组织中 #$#%&’免疫组织化学染色结果"（)12）

&# &" $%$&’(蛋白表达与临床病理特征的关系
" " 免疫组织化学结果显示：’& 例食管鳞癌组织 $%$&’(蛋白
表达阳性率为 ’.3，中、低分化组的 $%$&’( 表达阳性率高于
高分化组，浸润至纤维膜组的 $%$&’(阳性率高于未浸至纤维
膜组；有淋巴结转移组的 $%$&’(阳性率高于无淋巴结转移组
（! 4 .5 .’，表 &）。流式细胞术结果显示：浸润至纤维膜的食管
癌组织 $%$&’(蛋白 67值（85 89 : .5 .9）高于未浸润至纤维膜
者（85 8. : .5 .;）（ " < = &5 0>，! < .5 .&.）；有淋巴结转移的食
管癌组织 $%$&’(蛋白 67值（85 && : .5 .’）高于无淋巴结转移
者（85 88 : .5 .9）（ " < = 0# .0，! < .# ...）；$%$&’( 蛋白的表
达与性别、年龄、细胞的分化程度无显著性差异（! ? .# .’）。

表 %" 食管鳞癌组织中 #$#%&’蛋白表达与临床病理
参数的关系

$%$&’(
临床病理参数 例数 !& !

! "
性别

" 男 !> 89 89
" 女 8> 9 9

.# ... .# >89

年龄

" !’; &> 8. 8>
" ? ’; &> 8> 8.

&# @>; .# .;>

分化程度

" 高分化 &8 ’ 8>
" 中 A低分化 !8 &8 8.

;# >>’ .# ..&

淋巴结转移

" 有 &! 8> @
" 无 &; 8. 8;

># !8’ .# .8&

纤维膜浸润

" 有 !0 && 8&
" 无 89 0 80

9# 0;@ .# ..0

&# !" )*+,! 蛋白在食管鳞癌组织和正常黏膜中的表
达及其与 $%$&’(蛋白表达的关系

" " 流式细胞术检测 )*+,! 蛋白含量，结果显示：癌组织中
B*+, ! 蛋白含量（67值）（.# ;& : .# .>）低于正常黏膜（8# .. :
.# .@）（! 4 .# .’）。但 )*+,! 蛋白含量与各项临床参数均无显
著性差异（! ? .# .’）。
" " )CD+E*+F等级相关分析显示 )*+,! 蛋白与 $%$&’( 蛋白
含量的 67值呈明显负相关（ # < = .# 09&，! < .# ..@）。
&# 0" $%$&’(蛋白与细胞凋亡率的关系
" " $%$&’(蛋白含量 67值与细胞凋亡率无显著性差异（! ?
.# .’），选取 !. 例流式检测标本分为细胞质 $%$&’(阳性表达
和细胞质 $%$&’( 阴性表达两组，结果显示，细胞质 $%$&’(

阴性组的细胞凋亡率（9# ’! : 0# !&）高于细胞质 $%$&’( 阳性
表达组（># >& : &# .8），但差异无统计学意义（! ? .# .’）。
&# ’" $%$&’(蛋白与细胞增殖指数的关系
" " 核膜 $%$&’(蛋白阳性表达者的增殖指数（!.# @8 : 8&# .0）
高于核膜 $%$&’(蛋白表达阴性者（&8# @9 :9# &&）（! 4.# .’）。

(" 讨论

" " 近年来研究表明 $%$&’( 蛋白具有癌基因的功
能［0］，在多种恶性肿瘤中高表达，并与肿瘤的恶性程

度和预后差有关［’，>］。本研究结果显示，$%$&’(蛋白
在癌组织中（’.3）的表达明显高于正常黏膜（.3），
提示 $%$&’(蛋白的高表达可能与食管鳞癌的发生有
关。对于 $%$&’(蛋白表达，中、低分化组高于高分化
组，浸润至纤维膜组高于未浸润至纤维膜组，有淋巴结

转移组高于无淋巴结转移组。这与文献［>］报道一
致，提示 $%$&’(可能参与调节食管癌的恶性表型，并
促进食管癌的浸润和转移。另外 GHBIHJK+等［>］还报道
$%$&’(阴性患者的 ’ 年生存率明显高于 $%$&’( 阳
性患者，且是评估食管鳞癌预后的独立因素。综合这

些结果表明，$%$&’( 有可能成为提示食管癌发生和
预后的新生物学标志，同时也为食管癌的治疗提供了

一个新的靶点。

" " $%$&’(的致癌作用机制目前并不清楚。目前有
& 种观点："促增殖：LM 等［’］研究发现 $%$&’( 在细
胞核中表达并和 2$G(在肝癌组织中的表达呈显著正
相关，推测过表达的 $%$&’(蛋白会使细胞快速由 N8

期进入 )期，从而导致细胞 %G( 的合成增加，进而癌
细胞获得高增殖活性引起疾病的发生。#抗凋亡：
$%$&’(可以在细胞质中直接激活 (OP 生存途径而
阻止细胞凋亡［@，9］。因此核蛋白的表达可能更多的起

到促增殖作用，而细胞质的表达可能与凋亡关系密切。

本实验检测了其中 !. 例流式检测标本食管鳞状细胞
癌的 $%$&’(含量、细胞凋亡率、细胞增殖指数，结果
显示核膜 $%$&’(表达阳性组的细胞增殖指数高于核
膜表达阴性组；细胞质 $%$&’( 表达阳性组凋亡率高
于细胞质表达阴性组，但差别无显著性，可能与研究例

数过少有关 。此结果提示 $%$&’( 蛋白的定位可能
与功能密切相关，核内蛋白可能具有促增殖作用，细胞

’!&



质蛋白的作用仍需进一步研究［!］。

" " 目前多种研究表明：#$%&’ 为一种抑癌基因，在一
些恶性肿瘤中表达下调。()* 等［+,］通过动物实验发
现，#$%&’ 基因敲除小鼠易发结肠癌。因此推测依赖
#$%&’ 的 -.-/01 蛋白调节的紊乱可能与肿瘤的发
生、发展密切相关。本实验结果显示，#$%&’ 蛋白在
癌组织中的表达明显低于正常黏膜，且其与 -.-/01
的表达呈负相关，提示 #$%&’ 蛋白的下调导致
-.-/01蛋白降解减少，可能是其在食管鳞癌中含量
升高的机制之一。
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!" 结果

/> +" 两组早产儿 2.#发生率
" " 预防组应用 G# 后 U _ /N )，有 +0 例出现 2.#，发生率为
’O> 0‘（+0 a N,），其中!级 /例，N 例给予 -G1G治疗，L 例需要
机械通气。对照组 /U例出现 2.#，发生率为 U0b ,‘（/U a N,），其
中!级 !例，"级 N例，U例给予 -G1G治疗，+U例需要机械通
气治疗。对照组 2.#发生率、需机械通气例数及!级以上 2.#
发病例数均高于预防组，两组比较有显著性差异（% c,b ,+）。
/> /" 预防性用药前后血气指标的变化
" " 用药后 U )预防组 &（[/）较用药前增高，&（-[/）较用药前

降低（% c ,b ,+），HQ值无显著性差异（% d ,b ,0）。

表 #" $%用药前后血气分析结果（#! & "）

时间 &（[/）（$$QB） &（-[/）（=G%） HQ值
用药前 0U> , e 0> / NU> ! e 0> U O> /O e ,> ,O
用药后 U ) UN> , e U> N N+> L e 0> , O> /! e ,> ,U

%值 c,> ,+ c ,> ,0 d ,> ,0

/> ’" 两组早产儿氧疗时间、机械通气时间比较
" " 预防组 N, 例早产儿氧疗时间和机械通气时间较短，分别
为 ++（/ _ /+）&和 N> 0（’ _ ++）&；对照组分别为 +0（N _ ’,）&和
!（’ _ +L）&，两组比较差异均有统计学意义（% c ,> ,0）。
/> N" 主要并发症与转归
" " 在预防组早产儿中，出现动脉导管开放 O 例，脑室内出血 ’
例，肺出血 + 例，呼吸暂停 +N 例，早产儿视网膜病 + 例，无气漏
及远期并发症支气管肺发育不良（KG.）等发生。对照组早产
儿出现动脉导管开放 +/ 例、肺出血 0 例和脑室内出血 0 例，气
胸 N 例，呼吸暂停 +U 例，支气管肺发育不良 N 例，早产儿视网
膜病 ’ 例。两组比较差异无统计学意义（% d ,> ,0）。病死率因

例数较少，故两组比较差异无统计学意义（% d ,> ,0）。

’" 讨论

" " G#的缺乏是新生儿死于 92.#的主要原因。G# 缺乏时肺
泡表面张力大，可出现严重的低氧血症以及呼吸性酸中毒［+］。

’, 周内出生的早产儿肺内 G#总量不到足月儿的 +,‘。因此，
在早产儿出生后，尚未发生 92.# 以前，提倡预防性应用外源
性 G#，替代内源性 G#的不足，而如果确诊 92.# 后再行 G# 治
疗性用药，则由于已经产生的肺水肿渗出液中蛋白质多，拮抗

G#，从而影响治疗性用药疗效。
" " 本研究表明，预防性应用 G#能很快改善血气，明显降低重
症 92.#的发生率，减少上机概率，缩短机械通气时间、氧疗时
间。这与其他多中心随机对照临床研究结论一致［/］。G# 使用
后的常见并发症主要有：动脉导管开放、脑室内出血、肺出血

等。但本研究中两组未见显著差异。临床上注意规范给药操

作，维持内环境稳定，纠正酸中毒、高碳酸血症及稳定血压，及

时调整给氧浓度和辅助呼吸的条件，可以很大程度减少此类并

发症的发生。

" " 对于预防性应用 G# 的指征，目前尚无统一标准。由于我
国采用的围产期是从怀孕 /L 周开始，大部分胎龄 c /L 周的早
产儿其父母因各种原因会放弃治疗，故选择胎龄 c ’, 周，有发
生 92.#高危因素的早产儿预防性使用 G#较切合国情。
" " 关键词：早产儿；肺表面活性物质；预防性应用
" " 中图法分类号：2O//> +/,> +" " " 文献标识码：K
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