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食管鳞状细胞癌组织中 D>K60R/ 和磷脂酰肌醇 (6激酶4蛋白激酶 ^

通路相关分子表达及其与患者临床病理学特征的关系
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摘要!>目的>探讨食管鳞状细胞癌组织中02D/R"F 和磷脂酰肌醇 '/激酶(蛋白激酶Y"X='l(ES6#通路相关分子

的表达及其与患者临床病理学特征的关系' 方法>选择 ,"!% 年 ! 月至 ,"!& 年 !, 月于邯郸市中心医院就诊并进行

手术治疗的食管鳞状细胞癌患者 %$ 例为研究对象$取术中切除的新鲜食管鳞状细胞癌组织和距离癌组织 R 80以上

正常食管鳞状上皮组织"癌旁组织#$采用反转录/聚合酶链反应检测食管鳞状细胞癌组织和癌旁组织中 02D/R"F 表

达$免疫组织化学法检测食管鳞状细胞癌组织及癌旁组织中X='l(磷酸化ES6"Q/ES6#表达+分析食管鳞状细胞癌组织

中02D/R"F(X='l(Q/ES6表达与患者临床病理学特征的关系及02D/R"F 与X='l(Q/ES6表达的相关性' 结果>02D/R"F

在癌组织中的表达量显著低于癌旁组织"Ge"n"R#$02D/R"F 在不同分化程度癌组织中的表达量两两比较差异均有统

计学意义"Ge"n"R#$02D/R"F 在
'

期患者癌组织中表达量显著高于
&

(

(

期患者"Ge"n"R#' X='l(Q/ES6在癌组织

中表达评分显著高于癌旁组织"Ge"n"R#' X='l(Q/ES6在不同分化程度癌组织中的表达量两两比较差异均有统计学

意义"Ge"n"R#' X='l(Q/ES6在
&

(

(

期患者癌组织中表达量显著高于
'

期患者"Ge"n"R#' 食管鳞状细胞癌组织中

02D/R"F(X='l(Q/ES6的表达与患者年龄(性别无关"G["n"R#$与癌组织的分化程度(_P?分期和淋巴结转移相关

"Ge"n"R#' 食管鳞状细胞癌组织中 02D/R"F 表达与 X='l(Q/ES6表达呈明显负相关"+p\"#'RF( \"#R!-$Ge

"n"R#' 结论>02D/R"F 在食管鳞状细胞癌组织中的表达与肿瘤的分化程度(_P?分期和淋巴结转移有关$其在食管

鳞状细胞癌中可能作为抑癌基因发挥作用$且这种抑制作用可能与抑制肿瘤细胞内X='l(ES6信号通路的活性有关'

关键词!>食管鳞状细胞癌+02D/R"F+磷脂酰肌醇 '/激酶(蛋白激酶Y信号通路

中图分类号! D$'R#!>文献标志码! E>文章编号! !""F/$,'-",","#"-/"&'-/"R
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>>食管癌是世界范围内发病率最高的恶性肿瘤之

一$同时具有较高的致死率%!/,&

' 食管癌主要有 , 种

病理类型!食管鳞状细胞癌 "@C9QU1M@131WI109IC

8@33T1H824901$.ABB#和食管腺癌$其中 .ABB占所

有食管癌的 -"b以上' 目前$临床上对食管癌的治

疗以手术联合放射治疗及化学治疗为主$但预后并

不理想' 微小DPE"028H9DPE$02DPE#是一类内源

性表达的非编码DPE$在基因转录后的调控过程中

发挥重要作用$能通过与靶基因相互作用调节基因

表达%'&

' 02D/R"F 是02DPE家族重要成员$在多种

肿瘤细胞中发挥不同程度的抑癌作用%F/R&

$但对食管

癌的发生是否有影响鲜有报道' 磷脂酰肌醇 '/激

酶(蛋白激酶 Y"QU9CQU162G*3249C2693'/S241C@(QH96@24

S241C@Y$X='l(ES6#信号通路是细胞内重要的信号

通路之一$通过影响下游多种效应分子调控细胞的

生物学活性%%/&&

' 有研究证实$02D/R"F 在乳腺癌细

胞中能靶向抑制 X='l(ES6通路活性%-&

' 基于以上

理论$本研究探讨了 02D/R"F(X='l(ES6在 .ABB中

的表达及二者之间的关系$并分析了 02D/R"F(

X='l(ES6表达与患者临床病理学特征的关系$为临

床.ABB的治疗寻找新的潜在靶点'

$%资料与方法

$&$%一般资料>选择 ,"!% 年 ! 月至 ,"!& 年 !, 月

于邯郸市中心医院就诊并进行手术治疗的.ABB患

者 %$ 例为研究对象$患者均经组织病理学确诊为

.ABB并首次进行.ABB切除手术$术前未进行放射

治疗(化学治疗等辅助治疗' 取患者术中切除的新

鲜.ABB组织和距癌组织 R 80以上的正常食管鳞

状上皮组织 "癌旁组织#$将一部分病理标本用

!"" M,d

\!多聚甲醛固定后石蜡包埋保存$另一部

分于\&" a冰箱保存' 患者年龄 FR ]$'"%"#! &̀#'#

岁$其中
#

%" 岁者 '% 例$ e%" 岁者 '! 例+男 F" 例$

女 ,$ 例+按照国际抗癌联盟与美国癌症联合会

,"!$ 年联合发布的第 &版_P?分期标准分期!

'

期

FF例$

&

(

(

期 ,'例+组织分化程度!高分化 !% 例$中

分化 ,-例$低分化 ,, 例+有淋巴结转移者 F" 例$无

淋巴结转移者 ,$例'

$&'%试剂与仪器>02D/R"F 及
$

/18624 引物序列由

广州锐博生物公司合成$_D=T93(反转录试剂盒购自

美国 A2M01公司$

$

/18624一抗(二抗购自上海碧云天

生物技术有限公司+酶标仪购自美国 Y29H1G 公司$

实时定量聚合酶链反应"Q93*0@H1C@8U124 H@186294$

XBD#仪购自美国 EQQ32@G Y29C*C6@0C公司$普通光

学显微镜购自日本<3*0QIC公司'

$&(%反转录6聚合酶链反应&;*B*;.*=;<+.C;>E=>?+

E?FGD*;<.*CA<>+;*<C=>?+(KS6U-K'检测V,--组

织及癌旁组织中 D>K60R/ 表达>取冻存的癌组织

和癌旁组织于液氮预冷的研钵中研磨成粉末$加入

! 0d_D=T93$按说明书中所示步骤提取总DPE进行反

转录' 取 ,

!

dDPE进行XBD扩增' 内参
$

/18624 引

物序列!正向引物序列为 Rq/BE__B̂E_B̂ B̂E_EB̂/

BE__/'q$ 反 向 引 物 序 列 为 Rq/̂B_Ê B̂ B_/

_Ê B_Ê BBE_B/'q+02D/R"F 引物序列!正向引物

序列为 Rq/Ê B̂ B__Ê B_Ê B̂_Ê BBE/'q$反向引

物序列为 Rq/B̂ _Ê B_Ê B̂_Ê BBE_BEE/'q' 扩

增条件!-F a预变性 , 024$! 个循环+-F a变性

'" C$RR a退火 '" C$$, a延伸 , 024$共 'R 个循环+

$, a延伸 % 024' 取 R

!

dXBD扩增产物进行琼脂

糖凝胶电泳$紫外线投射仪下观察电泳条带$=01M@

XH9X3IC%#" 分析目的基因和内参基因条带灰度值

比值'

$&/%免疫组织化学法检测 V,--组织及癌旁组织

中U#(M%E6IX=表达>将 .ABB组织及癌旁组织用

!"" M,d

\!多聚甲醛固定后石蜡包埋$切片脱蜡(水

化$用体积分数 "#'b c

,

<

,

处理标本 '" 024$枸橼

酸钠缓冲液中加热 ," 024 以修复抗原$加入一抗

X='l"!0,""#(Q/ES6"!0,""#$F a孵育过夜$加入

二抗 '$ a 孵育 '" 024$二氨基联苯胺显色$苏木精

复染$体积分数!b盐酸乙醇分化(脱水(封固$设立空

白对照$磷酸盐缓冲溶液代替一抗作为阴性对照' 标

本染色后由经验丰富的病理科医师进行评分$采用双

,"F&, 新乡医学院学报>>>>>>>U66Q!((VVV#))*)*)+#890>>>>>>>>>,"," 年>第 '$ 卷



盲法在每张切片上随机选取 R个视野$每个视野内计

数 !""个细胞$根据细胞染色强度进行评分$无阳性

着色为 "分$淡黄色为 !分$棕黄色为 , 分$棕褐色为

'分$评分 " ],为低表达$[,为高表达'

$&0%统计学处理>应用 AXAA,"#" 软件进行统计学

分析' 计量资料符合正态分布且方差齐性$用均

数 标̀准差"

%

@̀ (#表示$两样本间比较采用独立样

本"检验$不符合正态分布的数据用中位数表示$两

样本间比较采用秩和检验+多组计量资料比较采用

单因素方差分析$两两比较采用最小显著性差异法"

检验' 计数资料用百分率表示$组间比较采用
!

, 检

验+相关性分析采用 X@1HC94 积矩相关+Ge"n"R 为

差异有统计学意义'

'%结果

'&$ %D>K60R/ 在癌组织和癌旁组织中的表达

量>02D/R"F在癌组织和癌旁组织中的表达量分别

为 "#R" "̀#!$("#&- "̀#!,$02D/R"F 在癌组织中的

表达量显著低于癌旁组织$差异有统计学意义"Ge

"n"R#' 02D/R"F 在低分化(中分化和高分化癌组织

中的表达量分别为 "#!- "̀#"'( "#R! "̀#"$(

"#%- "̀#"-$02D/R"F 在不同分化程度癌组织中的

表达量两两比较差异均有统计学意义"Ge"n"R#'

02D/R"F 在
'

期患者和
&

(

(

期患者癌组织中表达量

分别为 "#R- "̀#"%("#F! "̀#"$$02D/R"F 在
'

期患

者癌组织中表达量显著高于
&

(

(

期患者$差异有统

计学意义"Ge"n"R#'

'&'%U#(M%E6IX=在癌旁组织和癌组织中的表达量

比较>结果见图 !' X='l在癌组织和癌旁组织中的

表达评分分别为 ,#F' "̀#'R(!#,$ "̀#,!$X='l在

癌组织中的表达评分显著高于癌旁组织$差异有统

计学意义"Ge"n"R#+Q/ES6在癌组织和癌旁组织中

表达评分分别为 !#-$ "̀#!&("#RF "̀#"&$Q/ES6在

癌组织中表达评分显著高于癌旁组织$差异有统计

学意义"Ge"n"R#'

图 $%U#(M%E6IX=在癌旁组织和癌组织中的表达&免疫组

织化学染色( Q'RR'

P>5&$%VWE;*..>?+?HU#(M<+:E6IX=>+E<;<C<+C*;?L.<+:

C<+C*;?L.=>..L*.&>DDL+?A>.=?CA*D>C<F.=<>+>+5( Q'RR'

'&(%U#(M%E6IX=在不同分化程度及不同分期癌组

织中的表达量比较>结果见图 ,' X='l在低分化(

中分化和高分化癌组织中的表达评分分别为 F#%, `

"#'!('#"! "̀#!%(!#"' "̀#"-$Q/ES6在低分化(中分化

和高分化癌组织中的表达评分分别为'#&- "̀#%'(

"#,$ "̀#'!("#-R "̀#"-+X='l(Q/ES6在不同分化程

度癌组织中的表达量两两比较差异均有统计学意义

"Ge"n"R#' X='l在
'

期患者和
&

(

(

期患者癌组

织中表达评分分别为 !#-% "̀#'!('#$- "̀#F$$Q/ES6在

'

期患者和
&

(

(

期患者癌组织中表达评分分别为

!#%% "̀#!R(F#", "̀#$,+X='l(Q/ES6在
&

(

(

期癌

组织中表达评分显著高于
'

期患者癌组织$差异有

统计学意义"Ge"n"R#'

图 '%U#(M%E6IX=在不同分化程度癌旁组织中的表达&免疫组织化学染色( Q'RR'

P>5&'%VWE;*..>?+?HU#(M <+:E6IX=>+C<+C*;?L.=>..L*.N>=A:>HH*;*+=:>HH*;*+=><=>?+:*5;**&>DDL+?A>.=?CA*D>C<F

.=<>+>+5( Q'RR'
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'&/%V,--组织中 D>K60R/%U#(M%E6IX=表达与

患者临床病理学特征的关系>结果见表 !' .ABB

组织中02D/R"F(X='l及 Q/ES6的表达与患者年龄(

性别无关"G["n"R#$与癌组织的分化程度(_P?分

期和淋巴结转移相关"Ge"n"R#'

表 $%D>K60R/%U#(M和E6IX=在V,--组织中的表达与患者临床病理特征关系

S<@&$%K*F<=>?+.A>E@*=N**+=A**WE;*..>?+?HD>K60R/(U#(M<+:E6IX=>+V,--=>..L*<+:CF>+>C?E<=A?F?5>C<FH*<=L;*.?H

E<=>*+=.

临床特征 .

02D/R"F

高表达(

例"b#

低表达(

例"b#

!

,

G

X='l

高表达(

例"b#

低表达(

例"b#

!

,

G

Q/ES6

高表达(

例"b#

低表达(

例"b#

!

,

G

年龄

>> e%" 岁 '! F"F"#"# ,$"F$#F#

"#"'' "#!,F

,F"F-#"# $"'&#-#

"#""F "#&F%

,F"R!#!# $"'R#"#

"#'R' "#,F!

>>

#

%" 岁 '% %"%"#"# '""R,#%# ,R"R!#"# !!"%!#!# ,'"F&#-# !'"%R#"#

性别

>>男 F" F"F"#"# '%"%'#,#

"#"", "#-,!

,&"R$#!# !,"RR#%#

"#"', "#&&%

,%"RR#'# !F"$"#"#

"#F'$ "#!$$

>>女 ,$ %"%"#"# ,!"'%#&# ,!"F,#-# %"FF#F# ,!"FF#$# %"'"#"#

分化程度

>>高分化 ," $"&"#"# !'",,#&# !"","#F# !""RR#%# !!",'#F# -"FR#"#

>>中分化 ,R '","#"# ,,"'&#%# -#'", "#""" !$"'F#$# &"FF#F# !R#-%% "#""" !F",-#&# !""R"#"# !&#%FF "#"""

>>低分化 ,, """#"# ,,"'&#%# ,,"FF#-# """#"# ,!"F%#&# !"R#"#

_P?分期

>>

'

期 '" &"&"#"# ,,"'&#%#

!,#,-! "#"""

!'",%#R# !$"-F#F#

!$#$RR "#"""

!%"'F#"# !F"$"#"#

,!#"&% "#"""

>>

&

(

(

期 '$ ,","#"# 'R"%!#F# '%"$'#$# !"R#%# '!"%%#"# %"'"#"#

淋巴结转移

>>是 F" '"'"#"# '$"%F#-#

,R#'!! "#"""

,-"R-#,# !!"%!#!#

!F#,&' "#"""

',"%&#!# &"F"#"#

!R#$RR "#"""

>>否 ,$ $"$"#"# ,""'R#!# ,""F"#&# $"'&#-# !R"'!#-# !,"%"#"#

'&1%V,--组织中D>K60R/ 与U#(M%E6IX=表达水

平的相关性>X@1C94 相关分析结果显示$.ABB组

织中02D/R"F 表达与 X='l(Q/ES6表达呈显著负相

关"+p\"#'RF( \"#R!-$Ge"n"R#'

(%讨论

02D/R"F 是02DPE家族成员$其异常表达可作

为致癌基因或抑癌基因对肿瘤细胞发挥调控作用'

02D/R"F 在多种肿瘤细胞中发挥抑癌或促癌作用'

02D/R"F 在直肠癌中通过靶向抑制凋亡抑制蛋白 B

的表达来抑制细胞的增殖(转移$同时促进细胞的凋

亡%!"&

+02D/R"F 在胶质瘤细胞和口腔鳞状细胞癌中

能靶向转录 j9)Q! 因子$从而加快细胞的凋亡进

程%!!&

+02D/R"F 可通过调控细胞周期蛋白激酶 %

"8*8324/G@Q@4G@46S241C@%$B;l%#活性来抑制下咽

鳞状细胞癌细胞的增殖%!,&

+以上研究证实$02D/R"F

既能作为抑癌基因发挥作用$也能作为癌基因促进

癌症进展' 02D/R"F 能通过 QR' 促进非小细胞肺癌

细胞增殖(抑制凋亡$其机制可能与下调 QR' 表达有

关$说明02D/R"F 在非小细胞肺癌中可能起致癌基

因作用%!'&

' 但目前关于 02D/R"F 在食管癌中的作

用尚未见报道$本研究选择接受手术治疗的 %$ 例

.ABB患者为研究对象$检测其癌组织和癌旁组织

中02D/R"F 的表达$结果显示$癌组织中02D/R"F 的

表达量显著低于癌旁组织$且随着分化程度的增加$

02D/R"F 在癌组织中的表达逐渐减弱+ 同时$

02D/R"F在癌组织中的表达随着患者_P?分期的增

加而减弱' 进一步分析02D/R"F 在癌组织中的表达

与患者临床病理学特征的关系发现$肿瘤分化程度

高(_P?分期较低(肿瘤细胞无淋巴结转移的癌组

织中02D/R"F 高表达的比例更高$提示 02D/R"F 在

.ABB中可能起抑癌基因作用'

X='l是一种细胞内磷脂酰肌醇激酶$参与多种

生长因子的活化$其与 ES6组成的信号通路在肿瘤

细胞的增殖和存活中起重要作用$其过度活化是细

胞发生癌变的必要因素%!F/!R&

' X='l(ES6信号通路

的失衡是食管癌发展的重要分子机制$通过激活

ES6调节下游信号分子$影响肿瘤细胞的生物学活

性%!%&

' 本研究结果显示$X='l(Q/ES6在癌组织中的

表达显著高于癌旁组织$进一步分析二者在癌组织

中的表达与患者病理学特征的关系发现$随着病情

进展$X='l(Q/ES6的表达呈增强趋势$提示该通路

在食管癌的发生(发展中起一定作用$上述结果与文

献报道%!$& 相一致' 本研究还发现$ 02D/R"F 与

X='l(Q/ES6的表达均呈显著负相关$推测 X='l(

Q/ES6可能为 02D/R"F 的靶向通路$02D/R"F 通过负

向调控该通路的活性进而阻止食管癌的发生(发展'

综上所述$本研究在组织水平上验证了02D/R"F 在

.ABB中可能作为抑癌基因发挥作用$且该作用可能与

抑制肿瘤细胞内X='l(ES6信号通路的活性有关'
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