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$摘要%

!

目的
!

检测牙龈卟啉单胞菌"

@]

#在食管黏膜中的表达!以及
@]

与食管鳞癌"

&LFF

#诊断及预后

的关系%方法
!

通过免疫组织化学
L@

法检测
@]

及其分泌的独特蛋白酶
Y

0M

在
&LFF

组织&癌旁组织及正常

食管黏膜中的表达%并分析
@]

感染和
&LFF

临床特征的关系%结果
!

@]

在
&LFF

组织&癌旁组织&正常食管

黏膜的阳性表达率分别为
27[

&

!N[

&

7

'

Y

0M

的阳性表达率分别为
2$[

&

:7[

&

7

!

@]

感染与分化程度&淋巴结

转移及
<>_

分期正相关%结论
!

@]

感染
&LFF

患者的食管上皮细胞!且与
&LFF

进展有关!它可能是
&LFF

的生物标志物'根治口腔病原菌可能减少
&LFF

的发生%
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自幽门螺杆菌在胃癌的中的作用被发现后'

!

(

#多

种病原菌与癌症的关系已经被报道#包括伤寒沙门氏

菌与胆囊癌'

;

(

#痤疮丙酸杆菌与前列腺癌'

3

(

#大肠杆

菌与结肠癌'

:

(等$食管癌是第
$

位常见的恶性肿瘤#

在癌症死因中排第
2

位$大部分发生在亚洲#尤其是

中国'

N

(

$它有两种主要的组织学亚型#包括鳞癌和腺

癌#且早期诊断困难#病死率高$因此#减少发生和降

低病死率是必要的$

慢性牙周病的微生物群中含有丰富的革兰阴性

厌氧菌$其中#牙龈卟啉单胞菌!

M

.J

M

-

R

J.(./)9

0

*/'

0

*O)+*9

#

@]

"是一种关键的口腔致病菌#它能侵入上皮

细胞#干扰宿主免疫反应和细胞周期'

2'#

(

$流行病学

表明牙周病和牙齿的缺失及某些癌症有关#比如口腔

癌*胃癌*胰腺癌'

#'!7

(

$口腔鳞癌细胞中#

@]

通过激活

&BY!

&

;'&I9!

*

M

3$

&

EL@;#

和
@CB;

&

>X'

)

^

通路进

而诱导
__@'"

表达促进了细胞迁移'

!7

(

$因为食管

黏膜在组织学上与口腔黏膜相似#因此笔者认为口腔

疾病可引起食管感染#

@]

可能与食管癌有关$

H
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资料与方法

H4H

!

一般资料
!

本研究经本院伦理委员会批准#并

:!23

重庆医学
;7!$

年
!7

月第
:#

卷第
;$

期
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作者简介%李硕果!

!"$#%
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取得患者书面知情同意$选择
;7!7%;7!:

年本院接

受手术治疗的食管鳞癌!

H9.

M

-)

0

H)+9

h

,)(.,95H++

5)J5*/.()

#

&LFF

"患者
!77

例#患者术前均未接受放

化疗#并取相应癌旁组织!距离癌组织
35(

以上")另

外
37

例活检标本取自胃镜检查时#且病理证实为正

常食管黏膜组织$

:

$

(

厚连续切片#进行免疫组织

化学
L@

法染色观察$

H4I

!

试剂和方法
!

L@

超敏免疫组织化学试剂盒购

于福州迈新公司$兔抗人
@]

蛋白多克隆抗体和鼠抗

人
A

R

9'

0

*/

0

*

M

)*/

!

Y

0M

#

@]

分泌的独特蛋白酶#批号

!NF$]N&2F;

"单克隆抗体由美国路易斯维尔大学实

验室获赠被用于检测
@]

感染$抗兔
?

0

]

和正常鼠

?

0

]

被作为阴性对照$

@]

及
Y

0M

原始抗体稀释浓度

为
!e!777

及
!eN77

$

H4J

!

结果评估
!

每个组织切片由两位资深的病理学

专家评估$结果判定按阳性细胞百分率评分%

#

!7[

为
7

分#

!7[

##

37[

为
!

分#

37[

##

27[

为
;

分#

&

27[

为
3

分$

&

;

分被看做
@]

或
Y

0M

染色阳性$

H4K

!

统计学处理
!

采用
L@LL!"47

软件分析数据#计

数资料采用
!

; 检验#随访
37

个月#以死亡为终点事

件#生存分析采用
Y)

M

+)/'_H*HJ

法并用
A.

0

'J)/D

检

验#生存状态影响因素分析采用
Fa=

回归$以
!

#

747N

为差异有统计学意义$

I

!

结
!!

果

I4H

!

@]

蛋白在
&LFF

组织中高表达
!

@]

蛋白在

&LFF

组织及癌旁组织中高表达#且在
&LFF

组织

!

27[

"中的表达高于癌旁组织!

!N[

"#在正常食管黏

膜中不表达!

!

#

747!

"#见表
!

$

@]

蛋白的表达主要

定位于细胞质#偶尔也位于细胞核#见图
!

$

I4I

!

Y

0M

在
&LFF

组织中表达
!

Y

0M

在
&LFF

组织

中表达 !

2$[

"明显高于癌旁组织!

:7[

"#且在正常食

管黏膜中不表达!

!

#

747!

"#见表
!

$

Y

0M

的表达也

主要定位于细胞质#偶尔也位于细胞核#见图
;

$

表
!

!!

@]

蛋白及
Y

0M

在食管癌中的表达及与临床病理的关系$

-

&

[

'%

项目
-

@]

阳性
!

;

!

Y

0M

阳性
!

;

!

组别
2;4#27

#

747! :24;#7

#

747!

!

食管癌组织
!77 27

!

2747

"

2$

!

2$47

"

!

食管癌旁组织
!77 !N

!

!N47

"

:7

!

:747

"

!

正常食管黏膜
37 7 7

性别
74!"$ 742N2 ;4$32 747";

!

男
#7 :!

!

N$42

"

::

!

2;4$

"

!

女
37 !"

!

2343

"

;:

!

$747

"

年龄!岁"

34#72 747N: 74::2 74N7:

!'

27 3" ;$

!

#!4$

"

;N

!

2:4!

"

!%

27 2! 3;

!

N;4N

"

:3

!

#74N

"

吸烟史
!4N!N 74;!$ !4;NN 74;23

!

吸烟
:N 37

!

224#

"

;$

!

2;4;

"

!

不吸烟
NN 37

!

N:4N

"

:7

!

#;4#

"

分化程度
#43$7 747;N #42#! 747;;

!

高分化
;; !7

!

:N4N

"

!7

!

:N4N

"

!

中分化
N$ 33

!

N24"

"

:N

!

##42

"

!

低分化
;7 !#

!

$N47

"

!3

!

2N47

"

淋巴结转移
:4#3; 747;" #4:7; 7477#

!

阳性
3$ ;$

!

#34#

"

3;

!

$:4;

"

!

阴性
2; 3;

!

N!42

"

32

!

N$47

"

<>_

分期
:4:!; 74732 $4;;3 7477:

!*

i

(

2$ 32

!

N;4"

"

:7

!

N$4$

"

!+

3; ;:

!

#N47

"

;$

!

$#4N

"

N!23

重庆医学
;7!$

年
!7

月第
:#

卷第
;$

期
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%高分化)

^

%中分化)

F

%低分化)

U

%正常食管黏膜

图
!

!!

@]

蛋白在食管癌中的阳性表达&

L@c:77

'

!!

C

%高分化)

^

%中分化)

F

%低分化)

U

%正常食管黏膜

图
;
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Y

0M

在食管癌中的阳性表达&

L@c:77

'

I4J

!

@]

蛋白表达与
&LFF

临床病理特征呈正相关

!

@]

蛋白及
Y

0M

的表达均与患者的年龄*性别*有

无吸烟史无关#与分化程度*淋巴结转移*

<>_

分期

相关!

!

#

747N

"#见表
!

$

I4K

!

@]

蛋白和
Y

0M

表达的相关性
!

!77

例
&LFF

组织标本中#

N$[

的标本
@]

蛋白和
Y

0M

均为阳性

!表
;

"$

@]

蛋白的表达与
Y

0M

的表达呈正相关!

!

#

747!

#

9b7427!

"$

表
;

!!

@]

蛋白与
Y

0M

表达之间的关系&

-

'

蛋白
Y]@

阳性 阴性
K !

@]

阳性
N$ ; 7427! 74777

@]

阴性
!7 37

I4L

!

@]

蛋白*

Y

0M

表达与
&LFF

的总生存相关性
!

根据染色情况#将
@]

蛋白和
Y

0M

的表达归为两组%

阴性表达组和阳性表达组#分析
@]

蛋白和
Y

0M

与预

后之间的关系#绘制
Y)

M

+)/'_H*HJ

生存曲线$

@]

蛋

白阳性表达组
37

个月生存率为
::4:[

#低于阴性表

达组的
#!4"[

#差异有统计学意义!

!

;

b$43";

#

!b

7477:

"#同时
Fa=

回归多因素分析显示淋巴结转移

是
&LFF

患者累积生存率的独立预后因素!

"'C@

!

;

b"4;3;

#

!b7477;

"$同时#

Y

0M

阳性表达组
37

个

月生存率为
NN43[

#低于阴性表达组的
$343[

#差异

有统计学意义!

!

;

b:47N7

#

!b747::

"#

Fa=

回归多

因素分析显示淋巴结转移是
&LFF

患者累积生存率

的独立预后因素!

"'C@

!

;

b24:"#

#

!b747!!

"#见

图
3

$

图
3

!!

食管癌组织中
@]

及
Y]@

表达水平与

患者预后的关系

J

!

讨
!!

论

!!

流行病学研究已证实细菌感染能够增加某些肿

瘤的罹患风险#如幽门螺杆菌和胃癌'

!

(

#中国食管癌

高发区林州人群随访发现牙齿缺失与
&LFF

发生呈

正相关#而
@]

蛋白感染及口腔微生态失衡是慢性牙

周炎和牙齿脱落的主要致病菌'

!!

(

$越来越多证据表

明%

@]

蛋白与多种消化道*呼吸道肿瘤的发生*发展

相关'

#'!7

(

$目前有关研究认为%口腔关键致病菌之一

的
@]

蛋白数量异常增加是造成口腔局部微生态失衡

的重要因素之一$与口腔紧邻的消化管道食管上皮

均为鳞状上皮#不可避免成为口腔细菌的定植场所

之一$

本研究发现
@]

作为一个潜在的病原体#在
&L'

FF

患者的食管黏膜中不仅能被检测到#并且
@]

蛋白

在
&LFF

组织中的表达明显高于相应癌旁组织#而在

正常食管黏膜中不表达#

@]

低分化组表达明显高于

中高分化组!

!b747;N

"#淋巴结转移组的表达率高于

无淋巴结转移组!

!b747;"

"#

+

期患者表达阳性率高

于
*

i

(

期患者!

!b74732

"#

@]

分泌的独特蛋白酶

Y

0M

亦有同样的表达趋势$因此笔者认为#

@]

的表

达与多种病理因素有关#包括分化*转移*

<>_

分期*

总生存$这些发现表明
@]

感染可能是
&LFF

的一个

新的危险因素#也许是食管癌的预后靶标之一$

@]

和宿主细胞相互作用的许多方面提示了
@]

2!23

重庆医学
;7!$

年
!7

月第
:#

卷第
;$

期



可能介导机体的癌变过程'

!;

(

$!

!

"慢性炎症与肿瘤的

发展有关#比如#已知增加
?A'2

和
L<C<3

活性可以

促进肿瘤发生'

!3'!:

(

$有关研究表明
@]

激活
SCY;

和

]LY3

"

通路#从而增加了上皮细胞中
?A'2

的产生'

!3

(

$

!

;

"

@]

也通过多种途径产生抗凋亡作用#包括
S)D!

&

CDI

&

L<C<3

的活化#增加
5̂+';

!抗凋亡"

e )̂1

!促

凋亡"的值#阻碍细胞凋亡效应器细胞色素
F

的释

放#以及下游凋亡蛋白酶的活化$!

3

"

@]

能上调微

B>C9

!

(*5J.'B>C9

"#例如
(*B';73

在牙龈上皮细胞

中可以抑制凋亡'

!N

(

$同样的
@]

能通过激活
5

R

5+*/

&

FUY

加快细胞周期进程#减少肿瘤抑制因子
M

N3

的

水平$!

:

"

@]

可能诱导致癌物质产生#例如#

@]

可以

将乙醇转化为致癌物质乙醛#可诱导
U>C

损伤*突变

和上皮增生#这可以解释饮酒与某些癌症发生的流行

病学证据'

#

(

$

@]

可能促进了食管上皮细胞的转化$本研究结

果表明
@]

感染与
&LFF

发生呈正相关#

@]

作为
&L'

FF

新的病原体或辅助因子#其意义是巨大的#它暗示

了改善口腔卫生可能降低
&LFF

的危险性#筛查牙垢

@]

也许能辨别易感人群#应用抗菌药物或者其他的

抗菌方法也许能够预防
&LFF

的进程$

@]

感染与
&LFF

的关系暗示了真核细胞溶解酶

可能成为
&LFF

的一个新的有效治疗方法$最后#

@]

感染促进了口腔益生菌的共生转化#这个过程对于牙

周疾病的进展是重要的'

!2

(

$食管黏膜微生态失调也

许能引起或加速食管病变'

2

(

$因此#结果表明在
&L'

FF

发展中感染
@]

可能会导致食管微生物态的变化$

总之#本研究表明
@]

存在于
&LFF

患者的食管

上皮细胞中#

@]

感染与
&LFF

的严重程度及差的预

后有关#且与
&LFF

的进展有关$

@]

可能是食管癌

的生物标志物之一$重要的是#这些数据表明#根除

口腔致病菌可能有助于
&LFF

的治疗$
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Èa\ E =

#

U\C> = =

#

HI)+4@.J

M

-

R

'

J.(./)9

0

*/

0

*O)+*9'*/6,5H6JH)5I*OH.1

R0

H/9

M

H5*H9)5I*'

O)IHSCY;)/6JH

0

,+)IH

M

J.6,5I*./.P*/P+)(()I.J

R

5

R

I.'

D*/H9I-J.,

0

-5'S,/

'

S

(

4?/PH5I?((,/

#

;7!:

#

$;

!

!7

"%

:!!$':!;24

'

!:

(

T&&_

#

Y?_L

#

L&<E?@

#

HI)+4@.J

M

-

R

J.(./)9

0

*/

0

*O)'

+*99I*(,+)IH9?A'2)/6?A'$9H5JHI*./*/]_L_'Y

#

ELF'3

)/6E:!3.J)+H

M

*I-H+*)+5H++9

'

S

(

4C/)HJ.KH

#

;7!:

!

;$

"%

2;'2#4

'

!N

(吴武超#吴亚菲#赵蕾#等
4

牙龈卟啉单胞菌与口腔鳞状细

胞癌关系的研究进展'

S

(

4

华西口腔医学杂志#

;7!N

#

33

!

2

"%

2N!'2NN4

'

!2

(

_C&YCGC <

#

YBC\LLSA

#
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