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"摘要#
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目的
!

探讨死亡相关蛋白激酶
$

"

6?QW

#在人食管鳞癌组织及
:4(-%)

细胞中的表达及其对食管

鳞癌转移侵袭的作用%方法
!

采用免疫组织化学法检测人食管鳞癌组织及癌旁正常组织中
6?QW

的表达%培

养人食管癌
:4(-%)

细胞!分别用
7

29E9#L9K.S1(.6?QW

质粒和
7

29E9#L9K.S1(

转染细胞!以未转染的细胞作

为对照组!各组细胞培养
0/C

%应用蛋白印迹法"

R9+D9K,MG"D

#检测各组细胞中
6?QW

蛋白表达的变化!划痕

修复实验检测细胞迁移能力!

@K8,+N9GG

小室侵袭实验检测细胞侵袭能力%结果
!

人食管鳞癌组织
6?QW

的阳

性率及
6?QW

的阳性区域面积明显高于癌旁正常组织"

!

$

%&%5

#%在未转染的
:4(-%)

细胞中和空载脂质体

转染的
:4(-%)

细胞中未见明显
6?QW

蛋白表达!

6?QW

蛋白在转染后的
:4(-%)

细胞中高表达"

!
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%&%5

#%

与未转染的
:4(-%)

细胞比较!

7

29E9#L9KS1(.6?QW

转染的
:4(-%)

细胞迁移率及细胞侵袭数目明显升高

"
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$

%&%$

#!未转染的
:4(-%)

细胞与空载脂质体转染的
:4(-%)

细胞迁移率及细胞侵袭数目差异无统计学意

义"

!

%

%&%5

#%结论
!

6?QW

在人食管鳞癌组织中高表达!

6?QW

高表达后促进了
:4(-%)

细胞转移和侵袭%
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关蛋白激酶
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&食管肿瘤&癌!鳞状细胞&

:4(-%)

细胞&肿瘤转移&肿瘤侵润

"中图法分类号#

!

2-'5&$

"文献标识码#

!

?

"文章编号#

!

$)-$./'0/

"

1%$(

#

%).%(15.%0

DE

4

9'%%&*"*0Q8R=&"5-,$"'%*

4

5$

6

'$)%

S

-$,*-%+$9+&"*,$.&%%-'$"(D3(-%)

+'))%$"(&.%'00'+.*",'.$%.$%&%$"(&"#$%&*"*0'%*

4

5$

6

'$)%

S

-$,*-%+$9+&"*,$

"

M1#M(*

+

RE8&

$

#

I-GM(Q/(

$

#

"-#G .&

C

(*

+

$

#

?$-JE(=()*

+

$

#

.#GH./*:8

$

#

J?#$JE/*

++

&8

1

$

$L3/

4

)567/*68

9

A(*(7)==

C

1*B);(B/I&5

+

/5

C

#

?/*)*!58B(*<()=UE85)<(<?8;

4

(6)=

#

JE/*

+

RE8&

#

?/*)*05%%%%

#

DE(*)

(

1L3/

4

)567/*68

9

H/*/5)=I&5

+

/5

C

#

JE/*

+

RE8&A&*(<(

4

)=

I/B/*6E!/8

4

=/V;?8;

4

(6)=

#

JE/*

+

RE8&

#

?/*)*05%%%1

#

DE(*)

%

!!

&

87%.9$+.

'

!

:7

;

'+.&#'

!

@"#,L9+D#

F

8D9DC99O

7

K9++#","<!98DC.8++"E#8D9!

7

K"D9#,U#,8+9

$

6?QW

%

#,CI.

H8,9+"

7

C8

F

98G+

P

I8H"I+E8KE#,"H8D#++I98,!:4(-%)E9GG+8,!#D+K"G9",DC9H9D8+D8+#+8,!#,L8+#","<9.

+"

7

C8

F

98G+

P

I8H"I+E8KE#,"H8&<'.5*(%

!

@C9#HHI,"C#+D"EC9H#+DK

J

N8+I+9!D"!9D9EDDC99O

7

K9++#","<

6?QW#,CIH8,9+"

7

C8

F

98G+

P

I8H"I+E8KE#,"H8D#++I98,!

7

8K8E8,E9K"I+,"KH8GD#++I9+&[IH8,9+"

7

C8

F

98G

E8KE#,"H8:4(-%)E9GG+N9K9EIGDIK9!8,!DK8,+<9ED9!N#DC

7

29E9#L9K.S1(.6?QW

7

G8+H#!8,!,9

F

8D#L9E",.

DK"G

$

7

29E9#L9K.S1(

%

K9+

7

9ED#L9G

J

&@C9I,DK8,+<9ED9!E9GG+N9K9I+9!8+DC9E",DK"G

F

K"I

7

#

8,!DC9E9GG+#,

98EC

F

K"I

7

N9K9EIGDIK9!<"K0/C&R9+D9K,MG"DN8+I+9!D"!9D9EDDC9EC8,

F

9+"<6?QW

7

K"D9#,9O

7

K9++#",#,

DC9E9GG+"<98EC

F

K"I

7

&@C9+EK8DECK9

7

8#KD9+DN8+I+9!D"!9D9EDDC9H#

F

K8D#",8M#G#D

J

"<:4(-%)E9GG+&@C9

@K8,+N9GGEC8HM9K#,L8+#",N8+I+9!D"!9D9EDDC9#,L8+#",8M#G#D

J

"<:4(-%)E9GG+&1'%-).%

!

@C9

7

"+#D#L9K8D9

"<6?QW8,!DC98K98"<6?QW

7

"+#D#L9K9

F

#",#,CIH8,9+"

7

C8

F

98G+

P

I8H"I+E8KE#,"H8D#++I9N9K9+#

F

,#<#.

E8,DG

J

C#

F

C9KDC8,DC"+9#,

7

8K8E8,E9K"I+,"KH8GD#++I9+

$

!

$

%&%5

%

&=,I,DK8,+<9ED9!:4(-%)E9GG+8,!#,

:4(-%)E9GG+DK8,+<9ED9!N#DC9H

7

D

J

G#

7

"+"H9+

#

,"+#

F

,#<#E8,D6?QW9O

7

K9++#",N8+"M+9KL9!

#

8,!6?QW

7

K".

D9#,+C"N9!+#

F

,#<#E8,DG

J

C#

F

C9O

7

K9++#",#,:4(-%)E9GG+8<D9KDK8,+<9ED#",

$

!

$

%&%5

%

&4"H

7

8K9!N#DC,",.

DK8,+<9ED9!:4(-%)E9GG+

#

:4(-%)E9GG+DK8,+<9ED9!N#DC

7

29E9#L9KS1(.6?QW+#

F

,#<#E8,DG

J

#,EK98+9!DC9H#.

F

K8D#",K8D9"<:4(-%)E9GG+8,!DC9,IHM9K"<E9GG#,L8+#",

$

!

$

%&%$

%#

8,!DC9E9GGIG8KH#

F

K8D#",K8D98,!

E9GGIG8K#,L8+#L9,IHM9KC8!,"+D8D#+D#E8GG

J

+#

F

,#<#E8,D!#<<9K9,E9M9DN99,,",.DK8,+<9ED9!:4(-%)E9GG+8,!

:4(-%)E9GG+DK8,+<9ED9!N#DC9H

7

D

J

G#

7

"+"H9+

$

!

%

%&%5

%

&3*"+)-%&*"

!

6?QW#+C#

F

CG

J

9O

7

K9++9!#,CIH8,9+"

7

C8

F

98G

51(

重庆医学
1%$(

年
'

月第
0/

卷第
)

期

"

基金项目$河南省科技发展计划项目$

$)1$%1'$%1$(

%)

!

作者简介$贾敬周$

$(--T

%#副主任医师#本科#主要从事心胸外科及消化道疑

难病症研究)



+

P

I8H"I+E8KE#,"H8

#

8,!DC9C#

F

C9O

7

K9++#","<6?QW

7

K"H"D9+DC9H#

F

K8D#",8,!#,L8+#","<:4(-%)E9GG+&

&

='

/

>*9(%

'

!

6?QW

(

9+"

7

C8

F

98G,9"

7

G8+H+

(

E8KE#,"H8

#

+

P

I8H"I+E9GG

(

:4(-%)E9GG+

(

,9"

7

G8+H H9D8+D8.

+#++

(

,9"

7

G8+H#,L8+#L9,9++

!!

食管鳞癌是我国居民消化系统最常见的恶性肿

瘤之一#其发病率和病死率仅次于肝癌*胃癌*肺癌#

以侵袭性强*致死性高为临床特点#对居民健康造成

严重危害&

$

'

)虽然近年来食管癌的诊治技术有了明

显提高#但依然存在生存率低*预后差等特点#因此深

入研究食管鳞癌的具体转移*迁移机制尤为重要&

1

'

)

死亡相关蛋白激酶
$

$

6?QW

%是一种丝氨酸"苏

氨酸蛋白激酶#广泛参与机体多种病理生理过程#并

在多种癌组织中异常表达#研究发现
6?QW

在非小细

胞肺癌肺组织中的阳性表达率为
'0&-Y

#明显低于癌

旁正常肺组织的
/1&)Y

&

'

'

)近年来不断有研究发现

6?QW

在一系列癌细胞迁移中具有重要调节作用#可

促进细胞凋亡#并已被证实在多种实体瘤及其细胞系

中
6?QW

的表达缺失与肿瘤侵袭有关&

0

'

#但未见

6?QW

在人食管鳞癌组织及食管癌
:4(-%)

细胞中

表达的相关报道)因此#本研究通过人食管鳞癌组织

样本及人食管癌
:4(-%)

细胞检测
6?QW

的表达#探

讨其与食管癌的关系#进一步研究
6?QW

过表达对食

管鳞癌细胞转移侵袭的作用#旨在为食管癌的临床治

疗及预后提供新的思路和寻找新的靶点)

?

!

材料与方法

?&?

!

材料

?&?&?

!

组织标本与细胞
!

人食管鳞癌组织及癌旁正

常组织$距癌变组织
'EH

以上并经组织病理学诊断

无癌变%标本各
1%

例#均为河南省胸科医院微创外科

及胸外科
1%$)

年
5

月至
1%$-

年
)

月的手术病理切除

冻存标本#其组织学类型均为食管鳞癌)其中男
$1

例#女
/

例#年龄
05

$

-1

岁#平均$

55&1)a$%&1/

%岁#

患者术前均未行放疗及化疗)人食管癌细胞株

:4(-%)

细胞由中国医科大学细胞生物研究中心

提供)

?&?&@

!

仪器与试剂
!

$%Y

胎牛血清*胰蛋白酶*青链

霉素*

=S6S

培养液均购自美国
X#ME"

公司(

@K8,.

+N9GG

小室购自美国
4"K,#,

F

公司(鼠抗人
6?QW

单

克隆抗体*鼠抗人
(

.8ED#,

单克隆抗体及兔抗小鼠二抗

购自美国
>#

F

H8?G!K#EC

公司(脂质体
;#

7

"<9ED8H#.

,9

@S

1%%%

购自美国
=,L#DK"

F

9,

公司#

7

29E9#L9K.S1(.

6?QW

质粒和
7

29E9#L9K.S1(

质粒购自广州复能生

物技术有限公司(

\4?

蛋白分析试剂盒购自美国

Q#9KE9

公司(

2@.Q42

试剂盒和逆转录试剂盒均购自

日本
@8U8K8

公司(倒置荧光显微镜购自日本
A#U",

公司(

SW'

型酶标仪和
Q42

仪购自美国
\#".28!

公

司(

[:2 ?E9GG

型
4̀

1

细胞培养箱购自美国
>#H

公司)

?&@

!

方法

?&@&?

!

免疫组织化学法检测人食管鳞癌组织及癌旁

正常组织中
6?QW

的表达
!

所有组织标本均由病理科

经
$%Y

福尔马林固定#石蜡包埋后保存)每组随机选

取
$%

个标本#每个标本取
'

张切片#按照免疫组织化学

>.Q

法染色&

5

'

#采用柠檬酸盐缓冲液$

%&%$H"G

"

;

%高

温高压抗原修复#常规透膜#

5Y \>?

室温封闭
$C

#

滴加
6?QW

鼠抗人多克隆抗体$

$j15%

%

0^

过夜#生

物素标记的二抗$

$j$%%%

%

'-^

孵育
$C

#

6?\

显

色#自来水冲洗终止#苏木精复染后脱水*封片)每张

切片随机选取
'

个视野#用光学显微镜测定观察区域

阳性细胞数#并分级计算阳性率)阳性标准!细胞质

或细胞核出现棕褐色颗粒)分级标准!阴性$

T

%#阳

性细胞少于
$%Y

(弱阳性$

Z

%#阳性细胞
$$Y

$

5%Y

(强阳性$

ZZ

%#阳性细胞超过
5%Y

)阳性率
g

$弱阳性数
Z

强阳性数%"总数
_$%%Y

)

?&@&@

!

细胞培养
!

将
:4(-%)

细胞复苏后转移至

=S6S

培养基中#置于
'-^

*

5Y4̀

1

环境中培养并

进行传代#取
1

$

'

次传代后的细胞用于实验)将处

于对数生长期的细胞转移至
)

孔板中#密度为
/_$%

5

个"孔#保证转染时细胞密度为
/%Y

$

(%Y

)

?&@&A

!

细胞转染及转染复合物的制备
!

将培养好的

:4(-%)

细胞接种于
)

孔板内#每孔
$5%%

%

;

细胞悬

液(取
15%

%

;`

7

D#.S:S=

无血清培养基用于稀释
0&%

%

F7

29E9#L9K.S1(.6?QW

质粒$转染组%(另取
15%

%

;`

7

D#.S:S=

无血清培养基用于稀释
$%

%

;

的
;#.

7

"<9ED8H#,9

@S

1%%%

(将以上两种稀释的液体混匀并于

室温放置
1% H#,

#取
5%%

%

;

依次加入培养好的

:4(-%)

细胞内)置于
'-^

培养箱中继续培养
0/C

后收集细胞用于后续实验)空载脂质体
7

29E9#L9K.

S1(

$空白转染组%转染条件同转染组#并以未转染的

:4(-%)

细胞为对照组)

?&@&B

!

R9+D9K,MG"D

检测
6?QW

蛋白的表达
!

提取

上述各组转染前后的
:4(-%)

细胞总蛋白#变性后每

孔
5%

%

F

进行
>6>.Q?X:

电泳#然后电转移至
Q36B

膜上#用含有
5Y

脱脂牛奶的
%&$Y@\>.@

室温封闭

1C

#加一抗
0 ^

孵育过夜#

@\>.@

洗膜
$%H#,_5

次#加
[2Q

连接的兔抗鼠
=

F

X0 ^

振摇孵育
$C

#

@\>.@

洗膜
$%H#,_5

次#用新鲜配制的
6?\

显色

液显色#成像&

)

'

)

)1(
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期



?&@&C

!

划痕修复实验检测
:4(-%)

细胞迁移能力
!

取
$%%

%

;

上述培养好的
:4(-%)

细胞接种于
)

孔板

中#待各组细胞单层生长铺满板底时#用移液枪头沿

培养板底部划.一/字型划痕)各组
:4(-%)

细胞于

'-^

*饱和湿度及
5Y4̀

1

环境下培养
10C

)光学显

微镜下观察各组
:4(-%)

细胞向致伤区迁移的相对距

离并拍照#随后计算
:4(-%)

细胞迁移率&

-

'

#细胞迁移

率
g

转染组细胞迁移面积"空白组细胞迁移面积
_

$%%Y

)

?&@&T

!

@K8,+N9GG

小室侵袭实验检测
:4(-%)

细胞

侵袭能力
!

@K8,+N9GG

小室使用前铺上
$%

%

;

的

%&5Y S8DK#

F

9G

膜基质并于
'-^

孵育过夜)分别取

1%%

%

;

上述培养好的
:4(-%)

细胞悬液接种于
@K8,.

+N9GG

小室上室#并在
@K8,+N9GG

小室下室加入
)%%

%

;

含有
1%Y

胎牛血清的
2QS=$)0%

培养液)随后

各组
:4(-%)

细胞于
'-^

*饱和湿度及
5Y 4̀

1

环境

下孵育培养
10C

后取出
@K8,+N9GG

小室#擦去上室内

细胞#用
%&$Y

结晶紫染色#转用
''Y

醋酸溶液洗脱#

在
;9#E864'%%B

显微镜下随机选取
'

个视野观察并

拍照#计算细胞计数&

/

'

)同样的步骤重复
'

次并取其

均值)

?&A

!

统计学处理
!

采用
>Q>>1$&%

统计软件进行分

析)计量资料以
Fa;

表示#多组间采用单因素方差

分析#两组间采用
6

检验#以
!

$

%&%5

为差异有统计

学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

人食管鳞癌组织及癌旁组织中
6?QW

的表达
!

人食管鳞癌组织
6?QW

的阳性率为
(%&%Y

#明显高

于癌旁正常组织的
$'&'Y

$

!

$

%&%5

%#见表
$

(在人食

管鳞癌组织中
6?QW

的阳性区域面积明显高于癌旁

正常组织$

!

$

%&%5

%#见图
$

)

表
$

!!

6?QW

在人食管鳞癌组织及癌旁正常组织中的表达

组织
*

6?QW

T

$

*

%

Z

$

ZZ

$

*

% 阳性率$

Y

%

食管鳞癌组织
'% ' 1- (%&%

癌旁正常组织
'% 1) 0 $'&'

@&@

!

6?QW

在
:4(-%)

细胞中的表达
!

蛋白印迹法

$

R9+D9K,MG"D

%显示#在对照组和空白转染组中未见

明显
6?QW

蛋白表达#

6?QW

蛋白在转染
7

29E9#L9K.

S1(.6?QW

的
:4(-%)

细胞中高表达#见图
1

)

@&A

!

6?QW

对
:4(-%)

细胞迁移能力的影响
!

与对

照组细胞迁移率$

')&01a/&51

%

Y

比较#转染组细胞

迁移率$

/'&1)a/&01

%

Y

明显升高$

!

$

%&%$

%#空白转

染组细胞迁移率$

0'&05a$$&5)

%

Y

无明显变化$

!

%

%&%5

%#见图
'

)

!!

?

!癌旁正常组织(

\

!食管鳞癌组织

图
$

!!

6?QW

在人食管鳞癌组织及癌旁

正常组织中的表达%

_0%%

&

!!

$

!对照组(

1

!空白转染组(

'

!转染组

图
1

!!

转染前后
:4(-%)

细胞
6?QW

蛋白的表达

!!

?

!对照组(

\

!空白转染组(

4

!转染组

图
'

!!

6?QW

对
:4(-%)

细胞划痕修复的影响%

_$%%

&

@&B

!

6?QW

对
:4(-%)

细胞侵袭能力的影响
!

与对

照组侵袭细胞数$

5%&1a0&'

%个比较#转染组侵袭细

胞数$

$)1&)a0&/

%个明显升高$

!

$

%&%$

%#空白转染

组侵袭细胞数$

0)&05a-&5

%个无明显变化$

!

%

%&%5

%#见图
0

)

!!

?

!对照组(

\

!空白转染组(

4

!转染组

图
0

!!

6?QW

对
:4(-%)

细胞体外侵袭的影响%

_$%%

&

A

!

讨
!!

论

!!

食管癌是世界上第八大常见癌症#也是导致因癌

症死亡的第六大诱因#近年来估计每年有
05)%%%

例

新发病例和
0%%%%%

例死亡病例&

(

'

)根据中国最新的

癌症统计数据#食管癌的病死率在男性中位居第三#

女性中位居第五#呈逐年升高趋势)食管癌可分为食

管鳞癌和食管腺癌#它们是组织病理学*流行病学和

分子学完全不同的两种亚型&

$%

'

)食管鳞癌占全球食

管癌病例的
(%Y

左右#而食管鳞癌患者的
5

年生存率

尽管在过去
$%

年有所改善#但仍然普遍较差)许多

患者在诊断时表现出淋巴结转移和肿瘤侵袭邻近器

官#缺乏有效的化疗方法用于治疗食管鳞癌患者&

$$

'

)

因此#对食管癌致病机制需要进一步研究探讨#以便

-1(

重庆医学
1%$(

年
'

月第
0/

卷第
)

期



为患者寻求更佳的治疗手段)

6?QW

是一类丝氨酸"苏氨酸激酶#广泛参与调

节多种细胞生命过程#如凋亡*自噬*细胞迁移等)

6?QW

在
>9K'%/

上磷酸化从而抑制了其在该位点的

催化活性和去磷酸化#这也是
6?QW

被活化的重要标

志)

6?QW

及其相关信号通路广泛参与多种疾病#如

癌症*中风*炎症和动脉粥样硬化等&

$1

'

)

6?QW

的功能在多种疾病中均受不同程度的影

响)与
7

5'

等基因不同#

6?QW

在癌症中的功能障碍

通常是由于表达丧失而不是突变)

6?QW

表达缺失

主要是由
6?QW

基因
5%]@2

处的高甲基化引起的#

尽管频率不高也可能是纯合缺失的结果&

$'

'

)在
'%

多

种癌症中发现了
6?QW

基因甲基化#非小细胞肺癌的

原发性组织和细胞系中
6?QW

蛋白仍然可以在高甲

基化存在下表达)在其他如肾细胞癌和慢性淋巴细

胞白血病中这种甲基化状态也与蛋白质表达的错误

相关#这表明
6?QW

的翻译后调节在某些癌症类型中

尤为重要&

$0

'

)

$((5

年首次发现
6?QW

是干扰素
.E

$

=BA.E

%诱导

人宫颈癌细胞凋 亡 的 介 质&

$5

'

)后 来 研 究 表 明#

6?QW

.

"

.小 鼠 的 胚 胎 成 纤 维 细 胞 $

S:B

%由 于

7

$(?2B.

7

5'

途径无法被激活而显示出无法对癌基因

如
E.H

J

E

和
:1B

的过度表达的凋亡响应(同时在

;9N#+

肺癌细胞中#高度分化转移的细胞增加了

6?QW

的表达#并且在这些细胞减少了
6?QW

的表

达后便抑制了它们在小鼠肺部转移迁移的能力&

$)

'

)

以上研究结果均表明
6?QW

对于抑制早期癌症发展

中的细胞转化和晚期癌症转移是非常重要的)本研

究证明#人食管鳞癌组织
6?QW

的阳性率及阳性区域

面积明显高于癌旁正常组织#同时在转染后的

:4(-%)

细胞中同样高表达#并且转染后的
:4(-%)

细

胞细胞迁移率及细胞侵袭数目明显升高#这与上述文

献研究结果一致并表明在食管鳞癌组织中
6?QW

亦

呈现高表达)

综上所述#本实验证实了人食管鳞癌组织中

6?QW

的高表达#

6?QW

能促进食管鳞癌细胞的转移

和侵袭)这表明
6?QW

同样参与食管癌组织的病理

生理过程#同时调节
6?QW

的异常表达将可能为食管

癌的临床治疗及预后提供新的思路和寻找新的靶点)
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Ẁ AXBS

#

V]e

#

9D8G&A9N#,+#

F

CD+#,D"DC9

<I,ED#",+8,!G"E8G#f8D#","<DC9C"H9"D#E

F

9,946V1#,

F

8+DK#EE8,E9K

&

b

'

&R"KG!bX8+DK"9,D9K"G

#

1%$0

#

$(

$

$0

%!

'()%.'())&

&

$5

'

;=Ac

#

[]QQ@2

#

>@:3:A>4&QK"H"D9KC

J7

9KH9DC

J

.

G8D#","<!98DC.8++"E#8D9!

7

K"D9#,U#,8+9

F

9,9#,EC"G8,.

F

#"E8KE#,"H8

&

b

'

&[9

7

8D"M#G#8K

J

Q8,EK98D6#+=,D

#

1%%-

#

1--

$

0

%!

0%-.0$$&

&

$)

'

4[:Ac>

#

d=]V\&@K8,+EK#

7

D#",.4"I

7

G9!K9

7

G8E9H9,D

"<C#+D",9+

!

!9

F

K8!8D#","KK9E

J

EG#,

F

+ &

b

'

&bX9,9DX9.

,"H#E+

#

1%$1

#

$(

$

$$

%!

5-5.5/%&

$收稿日期!

1%$/.$%.15

!

修回日期!

1%$/.$1.1$

%

/1(

重庆医学
1%$(

年
'

月第
0/

卷第
)

期


