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赖氨酸特异性去甲基化酶１在食管鳞癌中的表达及其临床意义
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　　［摘要］　目的　检测赖氨酸特异性去甲基化酶１（Ｌｙｓｉｎｅｓｐｅｃｉｆｉｃｄｅｍｅｔｈｙｌａｓｅ１，ＬＳＤ１）在食管鳞癌以及正常食管组织
中的表达，并探讨ＬＳＤ１与食管鳞癌临床特征、肿瘤增殖及凋亡等的关系。方法　 免疫组化ＳＰ染色法检测８６例食管鳞
癌组织及２９例正常食管组织中ＬＳＤ１、增殖相关抗原Ｋｉ６７的表达情况，ＴＵＮＥＬ检测食管鳞癌组织凋亡情况，并分析ＬＳＤ１
表达与患者临床资料、预后以及增殖和凋亡的关系。结果 　 ＬＳＤ１在食管鳞癌组织中阳性率（８９．５％）明显高于正常组织
（５１．７％），且与患者淋巴结转移相关（Ｐ＜０．０５），并能明显影响患者的预后（Ｐ＜０．０５），ＬＳＤ１的表达与肿瘤增殖有关，但
与凋亡无关。结论 　 ＬＳＤ１在食管鳞癌中高表达且与患者预后相关，可能成为食管鳞癌中值得研究的治疗靶标。
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　　食管癌作为世界第８大肿瘤，发病人数约占世界
肿瘤患者总数的４％，在亚洲地区尤其高发［１］。食管

鳞癌患者早期手术治疗后５年生存率高于５０％，但由
于食管癌的早期检出率偏低且中晚期食管癌耐药率增

高［２－３］，严重影响了该病的治疗效果。前期研究发现，

如同其他大部分恶性肿瘤一样，食管癌的发生和发展

经历了遗传物质［４－５］及表观遗传修饰［６］的双重突变，

而表观遗传修饰的可逆性也昭示着食管癌预防和有效

治疗的可能性。

　　ＬＳＤ１是第一个被发现的组蛋白去甲基化酶，属于
黄素腺嘌呤二核苷酸 （ｆｌａｖｉｎａｄｅｎｉｎｅｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄ，
ＦＡＤ）依赖性单胺氧化酶，可以特异性地催化单甲基化
及二甲基化的组蛋白 Ｈ３第 ４位赖氨酸（Ｈ３Ｋ４ｍｅ１、
Ｈ３Ｋ４ｍｅ２）和第９位赖氨酸（Ｈ３Ｋ９ｍｅ１、Ｈ３Ｋ９ｍｅ２）去
甲基化，从而调节下游基因的转录活性［７］。ＬＳＤ１通过
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神经元限制性沉默元件共阻抑因子（ｃｏｒｅｐｒｅｓｓｏｒｏｆｔｈｅ
ｒｅｐｒｅｓｓｏｒｅｌｅｍｅｎｔｓｉｌｅｎｃｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ，ＣｏＲＥＳＴ）
复合体与靶基因结合时，可以使Ｈ３Ｋ４去甲基化，该过
程与染色质浓缩及转录抑制有关［８］。但 ＬＳＤ１与雄激
素受体或者雌激素受体（ａｎｄｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒｏｒｅｓｔｒｏｇｅｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＡＲ／ＥＲ）结合，特异性的催化Ｈ３Ｋ９的赖氨酸
去甲基化后，此时ＡＲ／ＥＲ依赖的基因表达上调，ＬＳＤ１
促进转录激活［９］。近年来多项功能研究发现 ＬＳＤ１通
过调节靶基因的表达，在胚胎分化、细胞内 ＤＮＡ甲基
化状态的合理维持、肿瘤的发生、异染色质的形成以及

诱导多能干细胞形成［１０］等多方面起到重要作用［１１］。

前期相关研究发现在前列腺癌［１２］、乳腺癌［１３］以及血

液系统肿瘤［１４］等方面，普遍发现ＬＳＤ１的高表达，通过
敲除ＬＳＤ１或抑制ＬＳＤ１作用后，可以明显抑制肿瘤细
胞的增殖和转移［１５－１６］。

　　本研究检测食管鳞癌组织及正常食管组织中
ＬＳＤ１的表达水平，并分析了 ＬＳＤ１与食管鳞癌患者相
关临床和病理特征间的关系，为食管鳞癌发生、发展机

制的深入探讨以及临床诊断和治疗奠定基础。

１　资料与方法

１．１　标本及组织
　　收集２００２－２００７年在第三军医大学大坪医院野战外科研
究所胸外科行食管癌根治手术，并经病理学检查确诊为食管鳞

癌的住院患者信息。电话回访患者食管癌相关治疗及术后生

存情况，征得患者及其家属同意后，查找患者术后组织学蜡块

标本。入组标准：患者术前未进行任何放化疗；术后经病理确

认食管鳞癌诊断明确；患者回访信息完善；对本研究知情同意。

排除标准：失访或回访信息不完善，患者或其家属不同意参与

本研究。入组的８６例患者，其中男性６９例，女性１７例，年龄
３７～８８岁，平均６０．５岁。
　　另外选取来本院进行健康体检的人员 ２９例，其中男性
２２例，女性７例，年龄４０～７５岁，平均６７．３岁。征得患者知情
同意后，行无痛胃镜检查，明确无内镜下可见的食管、胃等部位

异常增生、溃疡或其他病变。内镜下钳取食管黏膜组织，经病

理学检查明确为正常食管黏膜，作为正常对照。

１．２　免疫组化
　　对上述组织样本进行免疫组化ＳＰ法染色，枸橼酸盐高压
高温修复，ＬＳＤ１（Ａｂｃａｍ，ａｂ１７７２１，１∶４００）、Ｋｉ６７（北京金杉，即
用型）染色，ＤＡＢ显色４ｍｉｎ。由２位具有多年临床经验的病理
科医师，按照免疫反应积分打分法（ｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｉｔｙｓｃｏｒｅ，
ＩＲＳ）［１７］对染色结果分别进行评分，即：采用免疫反应染色强度
（ＳＩ）和阳性细胞百分比（ＰＰ）的乘积作为免疫组化染色的评
分。ＳＩ分为４级：０分为未见染色阳性的细胞；１分为细胞染色
最强处呈现弱阳性；２分为阳性；３分为强阳性；ＰＰ分为５级：
０分为未见染色阳性区域；１分为染色阳性区域≤１０％；２分为
阳性区域＞１０％～５０％；３分为阳性区域＞５０％～８０％；当染色
阳性区域＞８０％时为４分。以最高评分的１／３为界，将最终结

果区分为表达阴性、高表达与低表达３组：阴性即最终积分为
０，０＜积分≤４分为低表达，积分＞４分为高表达。

１．３　凋亡实验
　　使用脱氧核糖核苷酸末端转移酶（ＴｄＴ）介导的缺口末端
标记法 （ｔｅｒｍｉｎａｌｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｍｅｄｉａｔｅｄｄＵＴＰ
ｂｉｏｔｉｎｎｉｃｋｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ，ＴＵＮＥＬ），按照实验指导手册（Ｒｏｃｈｅ
Ｔｕｎｅｌ试剂盒），检测食管鳞癌石蜡切片组织中细胞凋亡情况，
显色时间１０ｍｉｎ。

１．４　统计学分析
　　用ＳＰＳＳ１３．０统计学软件对获得的数据进行分析，组间比
较采取χ２检验进行统计学处理，对ＬＳＤ１和增殖以及凋亡的关
系采用皮尔逊相关性分析，并使用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ５．０按照
ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法绘制生存曲线。

２　结果

２．１　ＬＳＤ１在食管鳞癌组织及正常食管黏膜中的表达
　　免疫组化检测ＬＳＤ１在不同组织中的表达情况，结果显示：
ＬＳＤ１在食管鳞癌中主要表达在肿瘤细胞的细胞核内，食管鳞
癌组织切片中ＬＳＤ１表达阳性率为８９．５％（７７／８６），且４０．７％
（３５／８６）的食管鳞癌组织 ＬＳＤ１表达呈强阳性。正常食管鳞状
上皮基底部细胞核内也可见 ＬＳＤ１表达，表达阳性率为５１．７％
（１５／２９），均为弱阳性表达，见图１。ＬＳＤ１在食管鳞癌组织中的
表达明显高于正常食管鳞状上皮，该差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。
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Ａ：食管鳞癌组织；Ｂ：正常食管鳞状上皮
图１　ＬＳＤ１在食管鳞癌组织和正常食管鳞状上皮中的表达　（ＳＰ×２００）

２．２　ＬＳＤ１的表达与患者临床资料间的关系
　　ＬＳＤ１的表达与患者性别、年龄等基本临床资料无相关性，
与肿瘤的分化程度以及浸润深度等病理资料也无明显相关。

但ＬＳＤ１表达与食管鳞癌的淋巴结转移有关，发生淋巴结转移
的食管鳞癌组织中ＬＳＤ１表达阳性率明显高于未发生转移的食
管鳞癌组织（Ｐ＜０．０５）（表１）。

２．３　ＬＳＤ１表达水平与患者预后相关
　　根据ＬＳＤ１表达情况，绘制 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存曲线（图２）。
从生存曲线可以看出，ＬＳＤ１表达水平不同的３组患者术后生
存期不同：ＬＳＤ１表达阴性的 ９例患者术后 ５年生存率最高；
ＬＳＤ１低表达组的患者（ｎ＝４２）早期生存情况与阴性组患者相
似，但长期生存率依然明显差于ＬＳＤ１阴性组；ＬＳＤ１高表达时，
患者（ｎ＝３５）预后明显变差，５年生存率最低。３组患者的术后
生存情况，两两之间均具有显著差异（Ｐ＜０．０５）。
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表１　ＬＳＤ１表达与食管鳞癌患者临床资料间的关系

ＬＳＤ１表达
临床特征 χ２值 Ｐ值

阴性或低表达 高表达

性别

　男 ４１ ２８ ０．００２ ０．９６
　女 １０ ７
年龄

　≤６０岁 ２８ １６ ０．７０１ ０．４０
　＞６０岁 ２３ １９
分化

　高分化 ２６ ２０ ２．９０６ ０．２３
　中等分化 ２２ １０
　低分化 ３ ５
浸润深度

　Ｔ１～２ ２２ １２ ０．６８０ ０．４１
　Ｔ３～４ ２９ ２３
淋巴结转移

　阳性 １５ １８ ４．２５５ ０．０４
　阴性 ３６ １７
生存期

　≤５年 ２７ ３２ １４．２７４ ０．００
　＞５年 ２４ ３
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图２　ＬＳＤ１表达量不同的３组患者生存曲线

２．４　ＬＳＤ１表达水平与增殖以及凋亡的关系
　　相关性分析发现，在食管鳞癌组织中 ＬＳＤ１的表达与 Ｋｉ６７
（图３）具有显著相关性（Ｐ＜０．０５），ＬＳＤ１高表达的３５例食管
鳞癌组织中，Ｋｉ６７有４８．６％（１７／３５）表达也呈强阳性，而 ＬＳＤ１
阴性或低表达的５１例食管鳞癌组织中，仅１７．６％（９／５１）的组
织表现为Ｋｉ６７强阳性。ＴＵＮＥＬ实验（图４）发现 ＬＳＤ１表达与
肿瘤细胞凋亡的关系并不密切（Ｐ＞０．０５），无论 ＬＳＤ１表达高
或者低均很少观察到凋亡细胞，在全部食管鳞癌组织切片中仅

有５例出现ＴＵＮＥＬ染色阳性，这与肿瘤细胞自身特性相符合。

!

"

图３　Ｋｉ６７在食管鳞癌组织中的表达　（ＳＰ×２００）
图４　食管鳞癌组织细胞凋亡检测　（ＴＵＮＥＬ×２００）

３　讨论

　　ＬＳＤ１又称为 ＫＤＭ１（ｈｕｍａｎｌｙｓｉｎｅｄｅｍｅｔｈｙｌａｓｅ
１），主要由 ３部分组成：Ｎ末端的 ＳＷＩＲＭ结构域
（ｓｗｉ３ｐ／ｒｓｃ８ｐ／ｍｏｉｒａｄｏｍａｉｎ，ＳＷＩＲＭ）；Ｃ末端呈两叶状
的胺氧化酶样结构域 （ａｍｉｎｅｏｘｉｄａｓｅｌｉｋｅｄｏｍａｉｎ，
ＡＯＬ）；以及位于 ＡＯＬ两叶之间呈茎状的塔形结构
域［７］。ＳＷＩＲＭ结构域作为蛋白蛋白相互作用的基序
可以与组蛋白Ｈ３的 Ｎ末端相互作用，ＡＯＬ结构域的
两叶分别是ＦＡＤ结合结构域和催化活性中心，塔形结
构域可以与ＣｏＲＥＳＴ紧密结合以保证 ＬＳＤ１去甲基化
功能的正常发挥。ＬＳＤ１结构的研究为后续对 ＬＳＤ１
作用方式、催化机制以及功能的研究提供了基础框架。

研究发现ＬＳＤ１在体内催化赖氨酸去甲基化时，首先
通过ＣｏＲＥＳＴ复合物与底物核小体靠近，然后在 ＦＡＤ
的参与下，以胺氧化反应的方式结合在赖氨酸的ＣＨ
基团上完成催化反应，同时形成一个亚胺中间产物以

及去甲基化的赖氨酸残基。中间产物亚胺被水解生成

不稳定的氯苯吡醇胺基团，并直接被降解后释放甲醛。

因为中间产物亚胺的形成需要一个质子化的氮，而三

甲基化的赖氨酸不含有质子化氮，因此 ＬＳＤ１在体内
不能以三甲基化的赖氨酸作为底物［１８］。

　　目前对于 ＬＳＤ１的功能研究主要集中在肿瘤领
域。既往的研究表明，ＬＳＤ１在多种肿瘤组织及细胞株
内高表达且与肿瘤细胞的恶性行为相关，包括前列腺

癌［１２］、非小细胞肺癌［１６］、乳腺癌［１３］、神经母细胞瘤［１９］

等，但关于食管鳞癌组织中 ＬＳＤ１的表达及研究尚少
见报道。Ｋａｈｌ等［２０］指出 ＬＳＤ１的高表达与前列腺癌
的预后不良及术后高复发率相关，并可能参与了去势

抵抗性前列腺癌的发生和发展［１２］，因此 ＬＳＤ１可以作
为预测前列腺癌预后的新指标之一。乳腺癌［１３，２１］相

关研究中发现，ＬＳＤ１在 ＥＲ－的乳腺癌细胞核中表达
明显高于ＥＲ＋乳腺癌以及正常乳腺组织，并参与了肿
瘤细胞的增殖及转移，其高表达可作为乳腺癌恶性倾

向的生物学标志。类似的，ＬＳＤ１在神经母细胞瘤［１９］

中表达也显著增加，且在低分化及预后不良的神经母

细胞瘤中表达尤其上调，体内外实验均证实抑制ＬＳＤ１
可以使细胞重编程以抑制神经母细胞瘤细胞的生长。

因此，Ｓｃｈｕｌｔｅ等［１９］提出 ＬＳＤ１也是维持神经母细胞瘤
低分化的恶性表型的关键因子。另外，ＬＳＤ１在膀胱
癌［２２］、肝癌［２３］、血液系统肿瘤等众多肿瘤内的表达意

义及作用机制也正在研究中，而且 ＬＳＤ１抑制剂已经
作为极有潜力的抗肿瘤药物进入研究阶段。

　　本研究发现，ＬＳＤ１在食管鳞癌组织中表达阳性率
及阳性程度均高于正常食管鳞状上皮，且 ＬＳＤ１高表
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达的食管鳞癌患者预后不良。本组临床资料显示，在

已经发生淋巴结转移的食管鳞癌组织中 ＬＳＤ１的表达
升高更加显著，该结果提示 ＬＳＤ１很可能参与到食管
鳞癌的淋巴结转移过程，这与前期在其他肿瘤研究中

发现的结果较一致。而ＬＳＤ１的表达与食管鳞癌的分
化程度和浸润深度无显著相关，虽然众多研究发现

ＬＳＤ１可以参与胚胎分化、诱导干细胞形成等改变细胞
分化程度的生物学过程，但我们的研究发现食管鳞癌

肿瘤组织中，ＬＳＤ１的表达与肿瘤细胞的分化并无关
系。联系ＬＳＤ１在其他肿瘤中的研究发现，我们推测
ＬＳＤ１可能也参与了食管鳞癌的增殖过程。免疫组化
结果显示，在正常食管鳞状上皮中 ＬＳＤ１主要表达集
中在具有较强增殖分裂能力的上皮基底部；经过对

ＬＳＤ１表达与细胞增殖的相关性研究证实，ＬＳＤ１表达
增多的食管鳞癌组织中Ｋｉ６７表达明显升高，肿瘤细胞
分裂增殖确实较强。以上证据均提示，ＬＳＤ１与食管鳞
癌的增殖能力有关。因此在食管鳞癌中，ＬＳＤ１影响患
者的生存期可能是通过促使肿瘤增殖复发以及参与淋

巴结转移来实现的。

　　总之，通过本研究我们发现 ＬＳＤ１在食管鳞癌组
织表达上调并与食管鳞癌的淋巴结转移和增殖相关，

进而影响患者的预后。ＬＳＤ１的高表达与食管鳞癌的
恶性行为具有一定相关性，可以作为一个潜在的观测

指标用于判断食管鳞癌患者的转移与预后，为食管鳞

癌患者治疗新靶点的研究和复发检测奠定实验基础。

但ＬＳＤ１在食管鳞癌内确切的作用通路及下游基因等
机制研究，需要进一步的体内外实验给予明确。
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