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［摘　 要］　 目的　 探讨食管鳞状细胞癌（ＥＳＣＣ）组织中长散布核元件１（ＬＩＮＥ１）甲基化水平与免疫状态之间的关系。方法
收集１０７例经术后病理证实为ＥＳＣＣ的肿瘤组织样本，采用亚硫酸氢盐焦磷酸测序法检测ＥＳＣＣ组织中ＬＩＮＥ１甲基化水平。根据
ＨＥ染色法和免疫组织化学染色法检测４种组织学淋巴细胞反应［克罗恩样淋巴样反应、瘤周淋巴细胞反应、间质淋巴细胞反应、肿
瘤浸润淋巴细胞（ＴＩＬｓ）反应］，并进一步分析ＥＳＣＣ组织中ＬＩＮＥ１甲基化水平与组织学淋巴细胞反应及患者临床病理特征的关系。
结果　 ＥＳＣＣ组织中ＬＩＮＥ１平均甲基化率为（６４． ２７ ± ９． ７２）％，中位值为６３． ５１％（４３． ８１％ ～８５． １０％）。ＥＳＣＣ组织中ＬＩＮＥ１甲基
化水平与患者年龄、淋巴结转移、ＴＮＭ分期、瘤周淋巴细胞反应有关（Ｐ ＜ ０． ０５）。缺失／低瘤周淋巴细胞反应的肿瘤组织中ＬＩＮＥ１
基因甲基化率低于中、高瘤周淋巴细胞反应的肿瘤组织（Ｐ ＜ ０． ０５）。经单因素和多因素Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归模型分析，ＥＳＣＣ组织中ＬＩＮＥ１
低甲基化水平是缺失／低瘤周淋巴细胞反应的独立危险因素（Ｐｔｒｅｎｄ ＜ ０． ００１）。结论　 ＥＳＣＣ组织中ＬＩＮＥ１甲基化水平与患者临床
病理、分子特征有关，此外ＬＩＮＥ１低甲基化水平是ＥＳＣＣ组织中缺失／低瘤周淋巴细胞反应的独立危险因素。
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　 　 食管癌是世界上最致命的恶性肿瘤之一［１］，然
而，与其他常见的肿瘤类型相比，近年来在食管癌治疗
学方面的进展有限［２］。因此，迫切需要阐明食管癌的
分子机制，以推动治疗策略的进一步发展，尤其是为分
子靶向治疗和免疫治疗的进展提供理论支持。肿瘤微
环境中的免疫细胞浸润、基因遗传学、表观遗传学等改

变在调节肿瘤发生、进展和治疗中都起着关键作
用［３］。有研究表明，肿瘤免疫逃逸与包括食管癌在内
的各种癌症患者的临床预后较差有关［４］。因此，分析
肿瘤特征与肿瘤微环境中免疫细胞浸润之间的关系有
重要的临床意义。ＤＮＡ低甲基化在基因组不稳定性
中起着关键作用，而基因组不稳定性反过来又会导致
肿瘤进展［５］。鉴于长散布核元件１（ｌｏｎｇｉｎｔｅｒｓｐｅｒｓｅｄ
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｅｌｅｍｅｎｔ１，ＬＩＮＥ１）构成人类基因组的很大
一部分（约１７％）［６］，其甲基化程度被认为是全基因组
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ＤＮＡ甲基化的替代分子标志物［７］。ＬＩＮＥ１低甲基化
可导致食管癌进展或预后不佳，但其具体机制仍有待
阐明。因此，我们推测ＬＩＮＥ１低甲基化可能与食管癌
患者不良预后有关，本研究通过分析食管癌组织中
ＬＩＮＥ１低甲基化水平与低免疫状态的关系，以阐述
ＬＩＮＥ１甲基化作为评估食管癌患者预后分子标志物
的潜力。
１　 资料与方法
１． １　 临床资料

十堰市国药东风总医院肿瘤科在２０１５ ～ ２０２０年
共收集了１０７例经术后病理证实为食管鳞状细胞癌
（ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＥＳＣＣ）的肿瘤组
织样本，并进行存档、福尔马林固定及石蜡包埋，在获
取样本前患者均未接受放射治疗、化学治疗、生物治
疗、免疫治疗等抗肿瘤治疗。ＥＳＣＣ患者的临床病理
参数从病历和病理报告中获得，其中男６６ 例，女
４１例，中位年龄５１． ０岁。所有肿瘤分期均按美国联
合癌症委员会／联合癌症中心（Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｊｏｉｎｔ Ｃａｎｃｅｒ
Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ ／ Ｕｎｉｏｎ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ Ｃａｎｃｅｒ，ＡＪＣＣ ／
ＵＩＣＣ）分类指南［８］确定。ＥＳＣＣ标本分级和组织病理
学分型按照世界卫生组织的相关标准进行。本研究获
得了十堰市国药东风总医院医学伦理委员会的审查批
准（２０１５０２２），并严格按照《赫尔辛基宣言》的道德原
则进行。在将临床资料用作研究前，已取得患者或家
属的知情同意。
１． ２ 　 亚硫酸氢盐焦磷酸测序法检测ＥＳＣＣ组织中

ＬＩＮＥ１甲基化水平
　 　 从石蜡包埋组织蜡块中取１００ ｍｇ肿瘤组织，放入
含有１ ｍＬ二甲苯的微量离心管中洗涤，再用乙醇溶液
洗涤２次。用ＱＩＡａｍｐ ＤＮＡ Ｍｉｎｉ试剂盒（德国Ｑｉａｇｅｎ）
提取组织基因组ＤＮＡ（ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ，ｇＤＮＡ）。利用
ＥｐｉＴｅｃｔ Ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ试剂盒（德国Ｑｉａｇｅｎ）对６００ ｎｇ ｇＤＮＡ
样本进行亚硫酸氢盐修饰，反应体积为４０ μＬ。将样
品管置于热循环仪（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）中，９５ ℃ ５ ｍｉｎ，
６０ ℃ ２５ ｍｉｎ，９５ ℃ ５ ｍｉｎ，６０ ℃ ８５ ｍｉｎ，９５ ℃ ５ ｍｉｎ，
６０ ℃ １７５ ｍｉｎ，２０ ℃过夜，将修饰后的ＤＮＡ样品于
－ ２０ ℃保存。使用焦磷酸测序法对ＬＩＮＥ１基因进行
甲基化分析，反应体积为４０ μＬ（２０ ｎｇ ｇＤＮＡ，１ μＬ
ＰＣＲ预混合液，１ μＬ引物），进行聚合酶链式反应。反
应条件：９５ ℃预变性１０ ｍｉｎ，９５ ℃变性３０ ｓ，５３ ℃退
火３０ ｓ，７２ ℃延伸５ ｍｉｎ。用２％琼脂糖凝胶电泳分离
ＰＣＲ产物，并用溴化乙锭染色法进行可视化。取
１８ μＬ ＰＣＲ产物，用链霉亲和素磁珠（瑞典Ａｍｅｒｓｈａｍ）
制备单链ＤＮＡ模板。采用Ｐｙｒｏ Ｇｏｌｄ试剂盒（德国

Ｑｉａｇｅｎ）和ＰｙｒｏＭａｒｋ ＩＤ ＤＮＡ分析系统进行测序。根
据测序结果在４个甲基化位点的甲基化水平平均值计
算甲基化率（图１、表１）。进一步分析ＥＳＣＣ组织中
ＬＩＮＥ１甲基化水平与患者临床病理特征的关系。

图１　 亚硫酸氢盐修饰ＤＮＡ中ＬＩＮＥ１基因的４个ＣｐＧ位点
表１　 ＬＩＮＥ１基因引物序列

ＬＩＮＥ１甲基化分析 引物序列
ＰＣＲ正向引物 ５ＴＴＴＴＧＡＧＴＴＡＧＧＴＧＴＧＧＧＡＴＡＴＡ３
ＰＣＲ反向引物 ５ＡＡＡＡＴＣＡＡＡＡＡＡＴＴＣＣＣＴＴＴＣ３
测序引物 ５ＡＧＴＴＡＧＧＴＧＴＧＧＧＡＴＡＴＡＧＴ３

１． ３　 ＨＥ染色法检测组织学淋巴细胞反应
取石蜡包埋组织蜡块，连续切片后进行ＨＥ染色，

记录组织学淋巴细胞反应模式（缺失、低反应、中反
应、高反应），包括克罗恩样淋巴反应、瘤周淋巴细胞
反应、间质淋巴细胞反应、肿瘤浸润淋巴细胞（ｔｕｍｏｒ
ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ，ＴＩＬｓ）反应。
１． ４　 免疫组织化学染色法分析肿瘤细胞分子标志物

取切片脱蜡复水后，滴加ｐＨ ６． ０抗原修复液（柠
檬酸钠）１２１ ℃高压１５ ｍｉｎ进行抗原修复。分别滴加
分化簇２７４（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｃｌｕｓｔｅｒ，ＣＤ２７４）初级抗体
（１∶ ２００稀释）、吲哚胺２，３双加氧酶１（ｉｎｄｏｌｅａｍｉｎｅ２，
３ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ １，ＩＤＯ１）抗体（１ ∶ ５０稀释）、ＣＤ８（１ ∶ １００
稀释）、ＦＯＸＰ３抗体（１∶ ２００稀释）４ ℃孵育过夜；洗去
未结合抗体后，在室温条件下滴加抗Ｅｎｖｉｓｏｎ ＋ ／ ＨＲＰ
结合的二级抗体静置３０ ｍｉｎ，苏木素反染。使用
ＢＺＸ７００数字显微镜和Ｋｅｙｅｎｃｅ细胞计数软件，在肿瘤
侵袭边缘计数ＣＤ８ ＋ Ｔ细胞或ＦＯＸＰ３ ＋ Ｔ细胞。
１． ５　 统计学处理

数据采用ＳＰＳＳ ２１． ０软件进行处理，检测结果以
均数±标准差（ｘ ± ｓ）表示，采用ｔ检验；二分类变量以
率（％）表示，采用χ２检验分析ＥＳＣＣ组织中ＬＩＮＥ１甲
基化水平与患者临床病理特征的关系，以Ｐ ＜ ０． ０５为
差异具有统计学意义。采用单因素和多因素Ｌｏｇｉｓｔｉｃ
回归模型分析ＥＳＣＣ组织中ＬＩＮＥ１甲基化水平与宿
主免疫状态的关系。
２　 结果
２． １　 ＥＳＣＣ组织中ＬＩＮＥ１甲基化水平

ＥＳＣＣ组织中ＬＩＮＥ１基因４个甲基化位点的甲基化
率分别为（６１． ７６ ±１８． ７０）％、（４９． ６８ ±１２． ０７）％、（６７． ２２ ±
１４． ６３）％、（７８． ４０ ±１０． ７７）％，平均甲基化率为（６４． ２７ ±
９． ７２）％，中位值为６３． ５１％（４３． ８１％ ～８５． １０％）。
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２． ２　 ＥＳＣＣ组织中ＬＩＮＥ１甲基化水平与患者临床病
理特征的关系

　 　 ＥＳＣＣ组织中ＬＩＮＥ１甲基化水平与患者年龄、淋
巴结转移、ＴＮＭ分期有关：年龄≥５０岁的患者ＥＳＣＣ
组织中ＬＩＮＥ１基因甲基化率低于年龄＜ ５０岁的患
者；淋巴结转移或ＴＮＭ分期Ⅲ期的患者ＥＳＣＣ组织中
ＬＩＮＥ１基因甲基化率低于无淋巴结转移或ＴＮＭ分期
Ⅰ ～Ⅱ期的患者，差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）。
ＥＳＣＣ组织中ＬＩＮＥ１甲基化水平与患者性别、吸烟史、
饮酒史、合并基础疾病、肿瘤位置、肿瘤直径、分化程度
无关（Ｐ ＞ ０． ０５），见表２。
表２　 ＥＳＣＣ组织中ＬＩＮＥ１甲基化水平与患者临床病理特征

的关系［例（％）］

因素 ｎ
ＬＩＮＥ１基因甲基化率
低于中位值
（ｎ ＝５４）

高于中位值
（ｎ ＝５３）

χ２ Ｐ

年龄 ＜５０岁 ５０ １７（３４． ００） ３３（６６． ００） １０． １８１ ０． ００１
≥５０岁 ５７ ３７（６４． ９１） ２０（３５． ０９）

性别 男 ６６ ３５（５３． ０３） ３１（４６． ９７） ０． ４５３ ０． ５０１
女 ４１ １９（４６． ３４） ２２（５３． ６６）

吸烟史 无 ８７ ４２（４８． ２８） ４５（５１． ７２） ０． ８９４ ０． ３４４
有 ２０ １２（６０． ００） ８（４０． ００）

饮酒史 无 ７８ ３８（４８． ７２） ４０（５１． ２８） ０． ３５２ ０． ５５３
有 ２９ １６（５５． １７） １３（４４． ８３）

合并基础疾病无 ７４ ３７（５０． ００） ３７（５０． ００） ０． ０２１ ０． ８８５
有 ３３ １７（５１． ５２） １６（４８． ４８）

肿瘤位置 上段 ４４ ２１（４７． ７３） ２３（５２． ２７） ０． ５４３ ０． ７６２
中段 ３８ ２１（５５． ２６） １７（４４． ７４）
下段 ２５ １２（４８． ００） １３（５２． ００）

肿瘤直径 ＜２ ｃｍ ３０ １７（５６． ６７） １３（４３． ３３） ０． ６４１ ０． ４２３
≥２ ｃｍ ７７ ３７（４８． ０５） ４０（５１． ９５）

淋巴结转移 无 ５１ １８（３５． ２９） ３３（６４． ７１） ８． ９７５ ０． ００３
有 ５６ ３６（６４． ２９） ２０（３５． ７１）

分化程度 高、中分化 ６３ ３４（５３． ９７） ２９（４６． ０３） ０． ７５１ ０． ３８６
低、未分化 ４４ ２０（４５． ４５） ２４（５４． ５５）

ＴＮＭ分期 Ⅰ ～Ⅱ期 ５７ ９（１５． ７９） ４８（８４． ２１） ５８． ６７９ ＜ ０． ００１
Ⅲ期 ５０ ４５（９０． ００） ５（１０． ００）

２． ３　 ＥＳＣＣ组织免疫状态
免疫组化结果显示，４６例患者ＣＤ２７４表达阳性，

４１例ＩＤＯ１表达阳性，ＣＤ８ ＋ Ｔ细胞浸润密度为２１８
（４５ ～ ５７６）个／视野，ＦＯＸＰ３ ＋ Ｔ细胞浸润密度为３４４
（１６１ ～ １０２５）个／视野（图２）。
２． ４　 ＥＳＣＣ组织中ＬＩＮＥ１甲基化水平与宿主免疫状

态的关系
　 　 ＥＳＣＣ组织中ＬＩＮＥ１甲基化水平与瘤周淋巴细胞
反应有关：缺失／低瘤周淋巴细胞反应的肿瘤组织中
ＬＩＮＥ１基因甲基化率低于中、高瘤周淋巴细胞反应的
肿瘤组织（Ｐ ＜ ０． ０５）；但ＥＳＣＣ组织中ＬＩＮＥ１甲基化
水平与ＣＤ２７４表达、ＩＤＯ１表达、ＣＤ８ ＋ Ｔ细胞密度、
ＦＯＸＰ３ ＋ Ｔ细胞密度、克罗恩样淋巴样反应、间质淋巴
细胞反应、ＴＩＬｓ反应无关（Ｐ ＞ ０． ０５），见表３。

ａ：肿瘤组织ＣＤ２７４阴性表达；ｂ：肿瘤组织ＣＤ２７４阳性表达；
ｃ：肿瘤组织ＩＤＯ１阴性表达；ｄ：肿瘤组织ＩＤＯ１阳性表达；ｅ：
ＣＤ８ ＋ Ｔ细胞浸润；ｆ：ＦＯＸＰ３ ＋ Ｔ细胞浸润
图２　 肿瘤细胞分子标志物和Ｔ细胞的免疫组织化学结果（×１００）
表３　 ＥＳＣＣ组织中ＬＩＮＥ１甲基化水平与宿主免疫状态的关

系［例（％）］

因素 ｎ
ＬＩＮＥ１基因甲基化率
低于中位值
（ｎ ＝５４）

高于中位值
（ｎ ＝５３）

χ２ Ｐ

ＣＤ２７４ 阴性 ６１ ２９（４７． ５４） ３２（５２． ４６） ０． ４８６ ０． ４８６
阳性 ４６ ２５（５４． ３５） ２１（４５． ６５）

ＩＤＯ１ 阴性 ６６ ３６（５４． ５５） ３０（４５． ４５） １． １４６ ０． ２８４
阳性 ４１ １８（４３． ９０） ２３（５６． １０）

ＣＤ８ ＋ Ｔ ＜中位值 ５４ ２８（５１． ８５） ２６（４８． １５） ０． ０８４ ０． ７７３
细胞密度 ＞中位值 ５３ ２６（４９． ０６） ２７（５０． ９４）
ＦＯＸＰ３ ＋ ＜中位值 ５４ ２９（５３． ７０） ２５（４６． ３０） ０． ４５７ ０． ４９９
Ｔ细胞密度 ＞中位值 ５３ ２５（４７． １７） ２８（５２． ８３）
克罗恩样淋 缺失／低反应４４ ２５（５６． ８２） １９（４３． １８） １． ２７４ ０． ５２９
巴样反应 中反应 ３８ １８（４７． ３７） ２０（５２． ６３）

高反应 ２５ １１（４４． ０） １４（５６． ０）
瘤周淋巴 缺失／低反应４２ ３１（７３． ８１） １１（２６． １９）１５． ３９９ ＜ ０． ００１
细胞反应 中反应 ４８ １８（３７． ５０） ３０（６２． ５０）

高反应 １７ ５（２９． ４１） １２（７０． ５９）
间质淋巴 缺失／低反应４１ ２１（５１． ２２） ２０（４８． ７８） ０． ８７７ ０． ６４５
细胞反应 中反应 ５３ ２８（５２． ８３） ２５（４７． １７）

高反应 １３ ５（３８． ４６） ８（６１． ５４）
ＴＩＬｓ反应 缺失／低反应２７ １８（６６． ６７） ９（３３． ３３） ４． ７９６ ０． ０９１

中反应 ６５ ３１（４７． ６９） ３４（５２． ３１）
高反应 １５ ５（３３． ３３） １０（６６． ６７）

２． ５　 多因素Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析ＥＳＣＣ组织中ＬＩＮＥ１
甲基化水平与瘤周淋巴细胞反应的关系

　 　 根据ＥＳＣＣ组织ＬＩＮＥ１甲基化水平，将其由低到
高分为Ｑ１（＜ ５７． ４１％）、Ｑ２（５７． ４１％ ～ ６３． ５１％）、
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Ｑ３（＞６３． ５１％ ～７１． ８３％）、Ｑ４（＞７１． ８３％）。以是否发生
瘤周淋巴细胞反应（赋值：缺失／低反应＝ ０，中反应／
高反应＝ １）作为因变量，经单因素和多因素Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回

归模型分析，结果显示，ＥＳＣＣ组织中ＬＩＮＥ１低甲基化
水平是缺失／低瘤周淋巴细胞反应的独立危险因素
（Ｐ ｔｒｅｎｄ ＜ ０． ００１），见表４。

表４　 单因素和多因素Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析ＥＳＣＣ组织中ＬＩＮＥ１甲基化水平与瘤周淋巴细胞反应的关系
ＬＩＮＥ１
基因甲基化率

模型１
ＯＲ（９５％ ＣＩ） Ｐｔｒｅｎｄ

模型２
ＯＲ（９５％ ＣＩ） Ｐｔｒｅｎｄ

模型３
ＯＲ（９５％ ＣＩ） Ｐｔｒｅｎｄ

Ｑ４ 参考值
Ｑ３ ０． ４１３（０． １０８ ～ １． ５８６）
Ｑ２ ０． ３５７（０． １８５ ～ ０． ６９０）
Ｑ１ ０． ３１８（０． １３５ ～ ０． ６０１）

＜ ０． ００１

参考值
０． ４０７（０． ０９０ ～ １． ８４３）
０． ３００（０． １３３ ～ ０． ６７９）
０． ２９７（０． １３１ ～ ０． ６２６）

＜ ０． ００１

参考值
０． ５５４（０． １１３ ～ ２． ７０２）
０． ３１４（０． １１６ ～ ０． ８５０）
０． ２８３（０． ０８５ ～ ０． ７９０）

＜ ０． ００１

模型１：未校正其他临床因素；模型２：校正了性别（男ｖｓ．女）、年龄、吸烟史（无ｖｓ．有）、饮酒史（无ｖｓ．有）、合并基础疾病（无ｖｓ．有）、
肿瘤位置（上段ｖｓ．中段ｖｓ．下段）、肿瘤直径（＜ ２ ｃｍ ｖｓ．≥２ ｃｍ）、分化程度（高、中分化ｖｓ．低、未分化）；模型３：在模型２的基础上进
一步校正了淋巴结转移（无ｖｓ．有）和ＴＮＭ分期（Ⅰ ～Ⅱ期ｖｓ．Ⅲ期）

３　 讨论
我国是食管癌的高发地区之一，９０％以上的食管

癌患者为ＥＳＣＣ［９］。最近，多种免疫检查点抑制剂，如
细胞程序性死亡蛋白１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｐｒｏｔｅｉｎ
１，ＰＤ１）单抗等，已用于治疗一线化疗失败的晚期
ＥＳＣＣ患者［１０］。然而，与化疗相比，免疫检查点抑制剂
在提高患者总生存率方面并不理想，这可能与患者免
疫状态有关。食管癌是基因突变率最高的恶性肿瘤类
型之一，具有遗传学和表观遗传学改变，这些改变可影
响肿瘤微环境。鉴于肿瘤部位免疫细胞的浸润强度很
可能是由肿瘤细胞复杂的网络和肿瘤微环境中宿主的
免疫状态决定的，利用跨学科综合分析对肿瘤分子特
征和免疫状态之间的关系进行更深入的了解，将有助
于开发新的免疫调节治疗策略。本研究结果显示，
ＥＳＣＣ组织中ＬＩＮＥ１低甲基化水平与瘤周淋巴细胞反
应缺失或不足有关，这可能是影响ＥＳＣＣ抗肿瘤免疫
状态的独立危险因素。

表观遗传学主要依赖于ＤＮＡ甲基化和翻译后组
蛋白修饰来调节基因功能。ＤＮＡ启动子区ＣｐＧ岛的
甲基化状态等表观遗传学的改变被认为是癌症早期常
见事件，在肿瘤进展中发挥重要作用［１１］。ＬＩＮＥ１是
进化上一个保守的超基因家族，在全基因组中占
１７％，ＬＩＮＥ１在其２个开放阅读框ＯＲＦ１ｐ和ＯＲＦ２ｐ
上起反转录转座子的作用，并可引起体细胞逆转录转
座、转录组效应和ＤＮＡ损伤［１２］。目前已发现多种癌
症类型存在ＬＩＮＥ１基因表观遗传学改变，其低甲基化
水平与肝癌［１３］、胃癌［１４］、结肠癌［１５］等发生风险以及预
后不良有关。ＬＮＥ１甲基化是全局ＤＮＡ甲基化水平
的有效指标［１６］。本研究通过亚硫酸氢盐焦磷酸测序
法对石蜡包埋的ＥＳＣＣ组织标本进行ＬＩＮＥ１甲基化
检测，结果显示ＥＳＣＣ组织中ＬＩＮＥ１甲基化水平与患
者年龄、淋巴结转移、ＴＮＭ分期有关：年龄≥５０岁、发

生淋巴结转移、ＴＮＭ分期Ⅲ期的患者ＥＳＣＣ组织中
ＬＩＮＥ１基因甲基化率普遍较低，说明除了作为全局
ＤＮＡ甲基化的有效分子标志物之外，ＬＩＮＥ１甲基化状
态本身可能也具有一定的生物学效应，因为逆转录转
座子（如ＬＩＮＥ１元件）可以提供替代启动子，并促进
非编码ＲＮＡ的表达，进而调节下游基因的转录功
能［１７］。由ＬＩＮＥ１低甲基化激活的反转录转座子可能
在整个基因组中转座，导致基因中断和染色体不稳定。
除此以外，ＬＩＮＥ１也被广泛用作老化和年龄相关疾病
中全局ＤＮＡ甲基化的替代分子标志物，如与年龄相关
的黄斑变性［１８］，这也解释了本研究中年龄≥５０岁的
患者ＥＳＣＣ组织中ＬＩＮＥ１基因甲基化率较年轻患者
降低。

越来越多的证据表明，肿瘤组织中的免疫细胞水
平与癌症患者的临床疗效存在显著相关性。例如
Ｂａｂａ等［１９］证实，肿瘤浸润边缘的淋巴细胞密度可以
预测食管癌对免疫检查点抑制剂的反应。Ｈａｒｕｋｉ
等［２０］通过对１ ４６５例结直肠癌患者的克罗恩样淋巴
反应、瘤周淋巴细胞反应、间质淋巴细胞反应、ＴＩＬｓ反
应与患者预后的关系进行前瞻性研究，结果显示，与缺
失／低瘤周淋巴细胞反应患者相比，中、高瘤周淋巴细
胞反应患者预后不良的风险分别为０． ５５（９５％ ＣＩ：
０． ４２ ～ ０． ７１）和０． ２０（９５％ ＣＩ：０． １２ ～ ０． ３５），证实组织
学淋巴细胞反应是一种独立的大肠癌预后分子标志
物。然而食管癌的发生涉及多种致癌过程，受到不同
遗传因素、表观遗传学改变、饮食、微生物群及宿主免
疫等的综合影响。既往有研究证实，ＬＩＮＥ１低甲基化
与染色体不稳定性以及ＣＤＫ６、ＴＰ５３等基因的大量突
变有关［２１２２］。ＣＤＫ６基因扩增不仅可以促进细胞生
长，还可以通过抑制细胞内双链ＲＮＡ水平来抑制肿瘤
抗原的递呈效应。此外，ＴＰ５３基因突变作为实体肿瘤
中代表免疫亚型的候选基因之一，早已引起了人们的
广泛关注。鉴于这些肿瘤相关基因改变对宿主免疫的
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潜在修饰，可以合理地推断，肿瘤细胞的全局ＤＮＡ低
甲基化可通过这些改变影响宿主的免疫状态。本研究
结果显示，ＥＳＣＣ组织中ＬＩＮＥ１甲基化水平与瘤周淋
巴细胞反应有关，缺失／低瘤周淋巴细胞反应的肿瘤组
织中ＬＩＮＥ１基因甲基化率低于中、高瘤周淋巴细胞反
应的肿瘤组织，这也证实了上述推断的可靠性。

综上，ＥＳＣＣ组织中ＬＩＮＥ１甲基化水平与患者临
床病理、分子特征有关，在控制多种潜在的混杂因素
后，ＬＩＮＥ１低甲基化水平是ＥＳＣＣ组织缺失／低瘤周淋
巴细胞反应的独立危险因素，这为进一步研究ＬＩＮＥ１
低甲基化和宿主免疫在食管癌发生发展中的潜在相互
作用提供了证据。
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