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食管鳞癌及癌前病变组织中紧密连接蛋白ｃｌａｕｄｉｎ３和４的表达及临床病理意义
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　　［摘要］　目的　检测紧密连接蛋白ｃｌａｕｄｉｎ３、ｃｌａｕｄｉｎ４在食管鳞状细胞癌及癌前病变组织中的表达，探讨二者表达的
临床病理学意义。方法 　 应用组织芯片联合免疫组化ＥｎＶｉｓｉｏｎ法检测ｃｌａｕｄｉｎ３、ｃｌａｕｄｉｎ４在９３例食管鳞癌、２０例异型增
生组织、２０例食管炎和１５例正常食管上皮组织中的表达水平。结果 　 ｃｌａｕｄｉｎ３在正常食管上皮、食管炎、异型增生及食
管鳞癌中的表达率分别为６．７％（１／１５）、２０．０％（４／２０）、３０．０％（６／２０）、４３．０％（４０／９３），癌组织阳性率最高，正常食管上
皮组织阳性率最低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），食管癌阳性率较正常食管上皮明显升高（Ｐ＜０．０５），异型增生及食管
炎的表达较正常组织差异并无显著性（Ｐ＞０．０５）。ｃｌａｕｄｉｎ４在正常食管上皮、食管炎、异型增生及食管鳞癌中的表达率分
别为３３．３％（５／１５）、３５．０％（７／２０）、４０．０％（８／２０）、４５．２％（４２／９３），各组间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ｃｌａｕｄｉｎ３和
ｃｌａｕｄｉｎ４表达与患者的性别、年龄、肿瘤大小、病理分级及浸润深度无相关性（Ｐ＞０．０５），但有淋巴结转移者的阳性率较无
淋巴结转移者低（Ｐ＜０．０５），且死亡组的阳性率较生存组低（Ｐ＜０．０５）；ｃｌａｕｄｉｎ３和 ｃｌａｕｄｉｎ４在食管鳞癌中表达存在显著
相关性（χ２＝８．５２０，Ｋ＝０．３０２，Ｐ＝０．００４），但两种表达无统计学差异（Ｐ＞０．０５）；生存分析发现 ｃｌａｕｄｉｎ３和 ｃｌａｕｄｉｎ４表达
阳性组的术后生存率高于表达阴性组 （Ｐ＜０．０５）。结论　 ｃｌａｕｄｉｎ３可能参与了食管鳞癌的发生，有淋巴结转移时 ｃｌａｕ
ｄｉｎ３和ｃｌａｕｄｉｎ４的表达出现下调，ｃｌａｕｄｉｎ３和ｃｌａｕｄｉｎ４有可能成为判断食管鳞癌预后的分子标志物。
　　［关键词］　 Ｃｌａｕｄｉｎ；组织芯片；食管鳞癌；预后
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　　食管癌为世界范围内的常见肿瘤，亚洲是食管癌
的高发区。据我国癌症防控办公室统计，我国食管癌

的发病率为２２．１４／１０万，居所有肿瘤第５位，病死率
为１６．７７％，居所有恶性肿瘤的第４位［１］。食管癌的

根治以手术治疗为主，但术后患者的预后通常较差，

５年生存率仅为２０％左右。转移和复发仍是影响食管
癌预后的主要因素。寻找食管癌发生、发展的分子标

志物对食管癌的防治有重要意义。

　　多细胞生物相邻的上皮细胞或内皮细胞之间存在
连接复合体（ｊｕｎｃｔｉｏｎａｌｃｏｍｐｌｅｘ），该复合体从细胞的
表面至基膜依次由紧密连接（ｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎ，ＴＪ）、黏附
连接（ａｄｈｅｒｅｎｓｊｕｎｃｔｉｏｎ）和桥粒（ｄｅｓｍｏｓｏｍｅ）３部分构
成。ｃｌａｕｄｉｎ蛋白是紧密连接结构与功能的重要组成
成分，能与其他结构蛋白和信号蛋白协同作用，在维持

紧密连接的结构和功能方面发挥重要作用。ｃｌａｕｄｉｎ
表达的异常将破坏上皮渗透屏障，使细胞极性丧失，细

胞间黏附力下降，导致多种肿瘤的发生和发展［２－５］。

本研究采用免疫组化方法检测了食管鳞癌、异型增生、

食管炎及正常食管组织中ｃｌａｕｄｉｎ蛋白３、４的表达，并
分析了ｃｌａｕｄｉｎ蛋白３、４与食管鳞癌患者相关临床和
病理特征及预后间的关系，探讨其在食管癌发生、发展

的作用。

１　材料与方法

１．１　材料
　　收集２００８年７月至２００９年１２月在我院病理科存档的手
术切除食管鳞癌标本９３例。患者术前均未接受放化疗和放
疗，均有完整的临床和病理资料。其中男性７１例，女性２２例；
平均年龄６４（４９～８５）岁；组织学分级参照２００９年 ＷＨＯ食管
癌分类标准：Ⅰ级１５例，Ⅱ级６３例，Ⅲ级１５例；肿瘤最大直径
１．７～１０ｃｍ，平均 ４．３ｃｍ；有淋巴结转移４４例，无淋巴结转移
４９例；肿瘤浸润深度 Ｔ１～Ｔ２２９例，Ｔ３～Ｔ４６４例。另收集内镜
下取材的标本，包括正常食管上皮组织１５例，食管炎２０例，异
型增生标本２０例，其中轻度不典型增生６例，中度６例，重度

８例。取材后立即中性福尔马林固定，石蜡包埋，连续切片，厚
４μｍ，先ＨＥ染色，进行病理学诊断。患者均签署知情同意书。
所有病例由２位病理医师复诊确认。

１．２　组织芯片制作
　　根据所选标本的ＨＥ切片确定并标记目的区域，在对应的
供体石蜡块上做好标记。制作可容纳１７２个直径为２ｍｍ的组
织芯的受体石蜡块。用组织芯片仪在受体蜡块上打孔，孔深

３ｍｍ。采用同样的方法用另一粗针在标记好的供体蜡块上采
集组织芯。然后将采集的组织芯放入受体蜡块的孔内，按平组

织芯。将组织芯蜡块放入 ６０℃烤箱 １ｈ，然后室温下冷却
３０ｍｉｎ，再放入－２０℃冰箱内冷却６ｍｉｎ。最后常规石蜡切片。

１．３　免疫组化
　　采用ＥｎＶｉｓｉｏｎ二步法。一抗兔抗人ｃｌａｕｄｉｎ３、４购于Ａｂｃａｍ
公司，二抗通用型试剂盒购于北京中杉金桥公司。主要操作步

骤如下，将制备好的组织片置于６０℃烤箱２ｈ，二甲苯脱蜡，梯
度乙醇水化，微波热修复，３％过氧化氢阻断内源性过氧化物
１５ｍｉｎ，正常羊血清封闭３０ｍｉｎ，分别滴加一抗ｃｌａｕｄｉｎ３（１∶８００
稀释）、ｃｌａｕｄｉｎ４（１∶６００稀释）后放于湿盒中，４℃冰箱过夜；次
日加ＥｎＶｉｓｉｏｎ通用型二抗常温孵育３０ｍｉｎ，ＤＡＢ染色，苏木精
复染，盐酸乙醇分化，乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封片。

１．４　结果判读
　　按染色强度及阳性细胞数占总细胞的百分比综合判断结
果。首先按染色强度评分：无色为０分，淡黄色为１分，棕黄色
为２分，棕褐色为３分；然后阳性占总细胞的百分比评分：阳性
细胞率为≤５％、＞５％～３５％、＞３５％ ～６５％、＞６５％分别判定
为０、１、２、３分；综合判定为两项乘积：０～２分为阴性，３～９分
为阳性。判定过程由２名病理医师单独完成，取其平均值。

１．５　病例随访
　　９３例患者均获随访资料，随访时间为３～４年，末次随访时
间为２０１２年１１月３０日。截止到末次随访时间有５３例患者死
亡，４０例存活。

１．６　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行数据分析。ｃｌａｕｄｉｎ３、ｃｌａｕ
ｄｉｎ４在不同组间的表达比较用 χ２检验，ｃｌａｕｄｉｎ３、ｃｌａｕｄｉｎ４表达
的关系用 ＭｃＮｅｍａｎｒ检验和 Ｋａｐｐａ检验，生存分析用 Ｋａｐｌａｎ
Ｍｅｉｅｒ法，组间比较用Ｌｏｇｒａｎｋ检验。
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２　结果

２．１　ｃｌａｕｄｉｎ３、ｃｌａｕｄｉｎ４在食管鳞癌、异型增生、食管炎
及正常食管上皮中的表达

　　ｃｌａｕｄｉｎ３和ｃｌａｕｄｉｎ４蛋白主要定位在细胞膜，呈棕黄色染
色，部分表达在细胞质和细胞核（图１）。ｃｌａｕｄｉｎ３在９３例食管
鳞癌病例中有４０例阳性，阳性率为４３．０％；２０例异型增生组
织中有６例阳性，阳性率为 ３０．０％；２０例食管炎中有 ４例阳
性，阳性率为 ２０．０％；正常食管上皮表达较少，１５例中仅有
１例，阳性率为６．７％。ｃｌａｕｄｉｎ３的表达从正常食管上皮组织到
癌组织呈逐渐升高的趋势，癌组织阳性率最高，正常食管上皮

组织阳性率最低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），食管癌的阳性
率较正常食管上皮明显升高（Ｐ＜０．０５），但异型增生及食管炎
的表达较正常组织并无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。ｃｌａｕｄｉｎ４在
９３例食管鳞癌病例中有４２例阳性，阳性率４５．２％；在２０例异
型增生组织中有８阳性，阳性率４０．０％；在２０例性食管炎中有
７例阳性，阳性率３５．０％；１５例正常食管上皮中有５例阳性，阳
性率３３．３％，虽然ｃｌａｕｄｉｎ４表达的阳性率从正常食管上皮组织
到癌组织亦逐渐升高，但各组间无显著差别（Ｐ＞０．０５）。ｃｌａｕ
ｄｉｎ３、ｃｌａｕｄｉｎ４在不同程度异型增生组织中的阳性率亦无显著
差别（Ｐ＞０．０５）。

２．２　ｃｌａｕｄｉｎ３、ｃｌａｕｄｉｎ４的表达与食管鳞癌临床病理参
数的关系

　　ｃｌａｕｄｉｎ３和ｃｌａｕｄｉｎ４的表达与肿瘤有无淋巴结转移和生存
状态相关，有淋巴结转移者的阳性率低于无淋巴结转移的阳性

率（Ｐ＜０．０５）。ｃｌａｕｄｉｎ３和 ｃｌａｕｄｉｎ４在死亡组的表达较生存组
低（Ｐ＜０．０５）。ｃｌａｕｄｉｎ３和 ｃｌａｕｄｉｎ４表达与患者的性别、年龄、
肿瘤大小、病理分级及浸润深度则无相关性（Ｐ＞００５），见
表１。

２．３　食管鳞癌组织中 ｃｌａｕｄｉｎ３和 ｃｌａｕｄｉｎ４蛋白表达
的关系

　　ｃｌａｕｄｉｎ３和ｃｌａｕｄｉｎ４在食管鳞癌中表达存在显著相关性

（χ２＝８．５２０，Ｋ＝０．３０２，Ｐ＝０．００４），但两种表达无显著差异
（ＭｃＮｅｍａｒ检验，Ｐ＞０．０５，表２）。

表１　ｃｌａｕｄｉｎ３、ｃｌａｕｄｉｎ４的表达与食管鳞癌临床病理参数的关系

Ｃｌａｕｄｉｎ３表达 ｃｌａｕｄｉｎ４表达
临床病理参数 ｎ Ｐ值 Ｐ值

＋ － 阳性率（％） ＋ － 阳性率（％）

性别

　男 ７１ ２９ ４２ ４０．８
０．４４９

３０ ４１ ４２．３
０．３１１

　女 ２２ １１ １１ ５０．０ １２ １０ ５４．５

年龄

　≤６０岁 ３５ １９ １６ ５４．３
０．０８８

１７ １８ ４８．６
０．６０８

　＞６０岁 ５８ ２１ ３７ ３６．２ ２５ ３３ ４３．１

肿瘤最长径

　＜５ｃｍ ６２ ２７ ３５ ４３．５
０．８８２

２９ ３３ ４６．８
０．６５８

　≥５ｃｍ ３１ １３ １８ ４１．９ １３ １８ ４１．９

分化程度

　高 １５ ８ ７ ５３．３

０．３１０

６ ９ ４０．０

０．７８８　中 ６３ ２８ ３５ ４４．４ ３０ ３３ ４７．６

　低 １５ ４ １１ ２６．７ ６ ９ ４０．０

浸润深度

　Ｔ１～Ｔ２ ２９ １４ １５ ４８．３
０．４９０

１３ １６ ４４．８
０．９６５

　Ｔ３～Ｔ４ ６４ ２６ ３８ ４０．６ ２９ ３５ ４５．３

淋巴结转移

　有 ４４ １４ ３０ ３１．８
０．０３９

１５ ２９ ３４．１
０．０４２

　无 ４９ ２６ ２３ ５３．１ ２７ ２２ ５５．１

生存状态

　生存 ４０ ２６ １４ ６５．０
０．０００

２３ １７ ５７．５
０．０３８

　死亡 ５３ １４ ３９ ２６．４ １９ ３４ ３５．８

表２　食管鳞状细胞癌组织中ｃｌａｕｄｉｎ３和ｃｌａｕｄｉｎ４蛋白表达的关系

Ｃｌａｕｄｉｎ３表达
Ｃｌａｕｄｉｎ４表达 Ｐ值 Ｋａｐｐａ值

＋ －

＋ ２５ １７ ０．８６０（ＭｃＮｅｍａｎｒ检验）
０．３０２

－ １５ ３６ ０．００４（Ｋａｐｐａ检验）　　

!

" #

$

% & '

(

Ａ～Ｄ：分别为ｃｌａｕｄｉｎ３在正常食管上皮、食管炎、异型增生、食管鳞癌组织中的表达；Ｅ～Ｈ：分别为ｃｌａｕｄｉｎ４在正常食管上皮、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
食管炎、异型增生、食管鳞癌组织中的表达　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

图１　ｃｌａｕｄｉｎ３、ｃｌａｕｄｉｎ４在食管鳞癌、异型增生、食管炎及正常食管上皮组织中的表达　（ＥｎＶｉｓｉｏｎ×２００）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
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２．４　ｃｌａｕｄｉｎ３和ｃｌａｕｄｉｎ４的表达与食管鳞癌预后的关系
　　截止到末次随访时间，９３例食管鳞癌患者中最短生存期为
０．１个月 ，最长者为５２．０个月，平均生存期２５．６个月，生存期
中位数为 ２７．０个月。ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析发现，食管鳞癌患
者ｃｌａｕｄｉｎ３和ｃｌａｕｄｉｎ４阴性组的平均生存时间分别为２４．１个
月和２６．３个月，而阳性组的平均生存时间分别为３８．０个月和
３４．５个月，ｃｌａｕｄｉｎ３和ｃｌａｕｄｉｎ４表达阴性组的生存率显著低于
表达阳性组的生存率（Ｐ＜０．０５），见图２。
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图２　ｃｌａｕｄｉｎ３、ｃｌａｕｄｉｎ４表达与食管鳞癌预后的ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ
生存曲线

３　讨论

　　食管鳞癌的发生通常经历从正常食管上皮食管
炎异型增生食管癌的系列演变过程。ＴＪ是维持上皮
细胞内环境稳定的重要结构，ｃｌａｕｄｉｎ蛋白是 ＴＪ结构
与功能的重要组成成分。癌组织形成的主要特征是

ＴＪ的破坏、黏附性消失、细胞获得侵袭性和正常分化
的缺失［２］。不同的 ｃｌａｕｄｉｎ成员以多种组合方式参与
构成紧密连接，增加了紧密连接的结构和功能的多样

性，为不同组织类型屏障功能的多样性提供了分子基

础。研究表明，ｃｌａｕｄｉｎ在多种上皮来源的肿瘤中表达
异常，推测其在这些肿瘤的发生及发展过程中可能发

挥一定的作用。Ｇｙｏｒｆｆｙ等［６］研究发现正常食管上皮

细胞ｃｌａｕｄｉｎ４在复层鳞状上皮细胞的基底部细胞膜成

蜂窝状表达，未见 ｃｌａｕｄｉｎ３表达。Ｂｊｏｒｋｍａｎ等［７］发现

食管炎黏膜ｃｌａｕｄｉｎ４的表达明显减低，其表达取决于
反流物和胆酸浓度，而食管鳞癌上皮 ｃｌａｕｄｉｎ４表达无
明显变化。本研究发现 ｃｌａｕｄｉｎ３在正常食管上皮、食
管炎、异型增生及鳞癌组织中的表达呈依次增高趋势，

虽然异型增生及食管炎的表达较正常组织并无显著性

差异，但食管鳞癌的表达明显较正常食管组织增高，提

示 ｃｌａｕｄｉｎ３可能参与了食管鳞癌的发生，这可能与
ｃｌａｕｄｉｎ３的表达促进了肿瘤的增殖能力有关［８］，而

ｃｌａｕｄｉｎ４在不同组织中的表达并无差异，似与食管鳞
癌的发生并无密切关系。

　　影响食管癌预后的主要因素是肿瘤的浸润和转
移。ｃｌａｕｄｉｎ及其他紧密连接蛋白的表达下调或缺失
已被认为是肿瘤转移和细胞与细胞之间黏附力丧失的

重要步骤，可能导致肿瘤细胞的凝聚力降低、去分化及

侵袭性增加，参与了癌细胞转移过程。已有研究发现

ｃｌａｕｄｉｎ３和 ｃｌａｕｄｉｎ４在多种肿瘤组织中表达异常与肿
瘤的转移和预后密切相关。Ｍａｔｓｕｄａ等［９］研究发现，

在胃癌组织边缘，ｃｌａｕｄｉｎ４的表达减少与肿瘤的浸润
深度及分期明显相关，提示 ｃｌａｕｄｉｎ４表达的减少参与
了肿瘤的浸润和转移。本研究发现食管鳞癌 ｃｌａｕｄｉｎ３
的表达与患者的性别、年龄、肿瘤大小、病理分级及浸

润深度无关，但有淋巴结转移的阳性率明显低于无淋

巴结转移者，Ｔａｋａｌａ等［１０］也发现 ｃｌａｕｄｉｎ３在食管癌中
表达升高，但在食管癌存在远处转移时其表达下调或

缺失。因此，ｃｌａｕｄｉｎ３的表达在食管癌早期筛查和食
管癌转移中，具有不同的意义。同时我们也发现 ｃｌａｕ
ｄｉｎ４在伴有淋巴结转移的食管鳞癌表达下调，提示
ｃｌａｕｄｉｎ３、ｃｌａｕｄｉｎ４表达下调可能导致肿瘤细胞的凝聚
力降低，易于发生失巢，获得转移潜能，这与肿瘤上皮
间质转化 ＥＭＴ的过程有关［１１］。我们还通过 Ｋａｐｌａｎ
Ｍｅｉｅｒ生存分析发现食管鳞癌患者ｃｌａｕｄｉｎ３和ｃｌａｕｄｉｎ４
表达阴性组的平均生存时间显著短于表达阳性组，提

示ｃｌａｕｄｉｎ３和ｃｌａｕｄｉｎ４的表达程度可能与食管鳞癌的
预后密切相关，可作为判断食管鳞癌预后的标志物。

Ｓｏｎｇ等［１２］的研究也得出相似的结论。

　　本研究表明ｃｌａｕｄｉｎ３的表达异常在食管鳞癌的发
生、发展中可能起重要作用。ｃｌａｕｄｉｎ３和ｃｌａｕｄｉｎ４的表
达降低可能是导致食管鳞癌的淋巴结转移和患者预后

不良的重要因素，有可能成为评价患者预后的重要标

志物。由于ｃｌａｕｄｉｎ３和ｃｌａｕｄｉｎ４表达的减少和缺失是
导致食管鳞癌转移的重要原因，因此，激活此类蛋白的

表达，恢复细胞间正常紧密连接结构，有可能阻止食管

鳞癌的侵袭转移，成为抑制食管鳞癌侵袭和转移的重

要靶点。深入开展这方面的研究有可能为食管鳞癌的

抗转移治疗开辟一条新的途径。
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动。１２周开始正常负重行走［４］。半年内佩带护踝，并限制患

者参加体育活动。

２　结果

　　急性闭合性跟腱断裂组与开放性跟腱断裂组间年龄、性别
构成比无显著差异。１０４例（闭合性５６例，开放性４８例）获得
随访，平均１２．２（８～１８）个月。按 ＡｒｎｅｒＬｉｎｄｈｏｌｍ疗效评定标
准［５］，闭合性跟腱断裂组：优５３例（９４．６％），良３例（５．４％）；
开放性跟腱断裂组：优４４例（９１．７％），良４例（８．３％）；无伤口
感染、跟腱愈合不良、腓肠神经损伤、复发跟腱断裂或缝线

排异。

３　讨论

　　急性跟腱断裂是常见的运动系统损伤。目前的治疗倾向
于手术治疗［６］。但是传统开放手术暴露范围广、术中创伤过

大，导致术后感染、跟腱延迟愈合、粘连加重等并发症；经皮跟

腱吻合技术虽然可以减少软组织损伤，但增加了局部感染以及

腓肠神经损伤的可能［７－８］。２００２年 Ａｓｓａｌ等［３］结合开放手术

与经皮技术的优势发明了Ａｃｈｉｌｌｏｎ微创跟腱吻合器械。Ｈｕｆｆａｒｄ
等［９］通过尸体手术证实，Ａｃｈｉｌｌｏｎ微创跟腱吻合较 Ｋｒａｃｋｏｗ吻
合可使修复后跟腱获得更高的抗张强度。

　　本组１０４例患者取得了良好的疗效，在严格掌握开放性跟
腱断裂一期手术吻合指征的情况下，该方法对开放性跟腱断裂

同样可以取得非常良好的疗效，无伤口感染、跟腱愈合不良、腓

肠神经损伤、复发跟腱断裂或缝线排异。在手术过程中，我们

通过以下方法来完成精确对合：①确保缝线与跟腱纵轴垂直，
防止缝合后跟腱扭曲及偏移发生；②防止矢状位缝合偏心；③最
远端穿线孔距跟腱断端距离大于１ｃｍ即可；④注意防止跟腱
之间缝隙过宽或过紧。

　　Ａｃｈｉｌｌｏｎ跟腱吻合器辅助跟腱吻合手术切口小，可利用开
放性损伤的创口进行手术操作，最大限度保护了跟腱的血供；

减少了腓肠神经损伤的可能；缝线不外露，减少了术后感染的发

生。因此，该技术对于跟腱断裂是一种理想的早期吻合手段。
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