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摘要!目的 研究食管鳞癌组织中 RhoC 和 OPN 蛋白的表达及其与食管鳞癌生物学行为之间的关系% 方法 采用免疫组

织化学方法!二步法"检测 80例食管鳞癌组织中 RhoC 和 OPN 蛋白的表达情况#探讨它们与食管鳞癌肿瘤大小&组织

分化程度&TNM 分期&淋巴结转移和预后的关系% 结果 !1"RhoC 蛋白在食管鳞癌组织中的阳性表达率为 66.25% #其表

达与淋巴结转移有关!!"! -2.115##<0.05"#而与肿瘤大小&组织分化程度和 TNM 分期无关!#>0.05"’RhoC 蛋白阳性表

达组患者的术后生存时间较阴性表达组短#!#<0.001"’!2"OPN 蛋白在食管鳞癌组织中的阳性表达率为 100% #OPN 蛋

白的表达水平与组织分化程度!!2! 10.766##<0.05"及淋巴结转移有关!!"! -2.289##<0.05"#而与肿瘤大小和 TNM 分期

无关!#>0.05"’OPN 蛋白的表达水平越高#患者术后生存时间越短!#<0.05"’!3"RhoC 蛋白和 OPN 蛋白在食管鳞癌组

织中的表达之间存在正相关性!!"=0.408##<0.001"% 结论 食管鳞癌组织 RhoC 和 OPN 蛋白的表达与淋巴结转移情况及

患者的预后有密切关系#RhoC 蛋白和 OPN 蛋白可作为食管鳞癌预后评价的参考指标%
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?@&1$6<1A B@C2<14D5 ToinvestigatetheexpressionsofRhoC andosteopontin(OPN)proteininesophagealsquamouscarcino-

ma (ESC) and theirassociation with thebiologicalbehaviorofESC. E21,(=& TheexpressionsofRhoC and OPN protein

weredetectedin80ESC casesbyimmunohistochemistry. +2&:81& ThepositiveexpressionrateofRhoC was66.25% inthese

ESC cases.Theratewassignificantlyhigherin caseswith lymph nodemetastasisthan in thosewithout(!"! -2.115,#<0.05),
butRhoC expression wasnotassociated with thetumordiameter,differentiation orTNM grade(#>0.05).TheRhoC-positive
patientshad significantlyshortersurvivaltimethan thenegativepatients(#<0.001).Allthe80 ESC patientswerepositivefor

OPN expression,and OPN expression levelswere correlated with thedifferentiation (!2! 10.766,#<0.05)and lymph node
metastasisofthetumor(!"! -2.289,#<0.05),butnotwiththetumordiameterorTNM grade(#>0.05).Higherexpressionlevel
ofOPN wascloselyrelated to shortersurvivaltimeofthepatients(#<0.05).A positivecorrelation wasfound between RhoC

proteinand OPN expressions(!" = 0.408,#<0.001)in thesecases.-(/<8:&4(/ TheexpressionsofRhoC and OPN protein are

closelyrelatedtolymphnodemetastasisofESC andthepatientssurvivaltime, and thereforemayservethepurposeofprog-

nosticevaluationofESC.

F2G >($=&A esophagealneoplasm;RhoC;osteopontin;immunohistochemistry;lymphnodemetastasis;prognosis

食管癌是常见的恶性肿瘤之一#而恶性肿瘤的侵

袭转移是导致患者死亡的主要原因%近年来的研究表

明#RhoC!RashomologyC"和骨桥蛋白!OPN"在多种

恶性肿瘤组织中的表达增高#它们与肿瘤细胞的侵袭

转移有密切关系%本研究通过免疫组化方法检测食管

鳞癌组织中 RhoC 和 OPN 蛋白的表达# 探讨它们与

食管鳞癌生物学行为之间的关系及其对食管鳞癌患

者预后的影响%

1 材料和方法

1.1材料

选取我院胸外科 1996~2004 年手术切除并经病

理证实的食管鳞癌 80例#术前均未进行放化疗#随访

28个月以上% 死亡 58例#尚生存 22例% 死亡者生存

期 1.5~63个月#平均 17.2个月% 其中#男性 65例#女

性 15例#年龄 38~84岁#平均 59.25岁% 所有标本均

用 10% 甲醛固定#石蜡包埋切片#厚 4"m %
1.2方法

羊 抗 人 RhoC 多 克 隆 抗 体 购 自 美 国 SantaCruz

公司%HRP 标记的兔抗羊 IgG!二抗"购自武汉博士德

生物工程有限公司%鼠抗人 OPN 单克隆抗体&二步法
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图 1食管鳞癌组织 RhoC 蛋白免疫组化染色

!"#$% &’()*++",- ,. /0,1 (),2*"- 3*2*42*3 56 "778-,0"+2,40*7"49:
+29"-"-; "- *+,(09;*9: +<897,8+ 49)4"-,79 (Originalmagnification:!200)

图 2食管鳞癌组织 OPN 蛋白免疫组化染色

=";$> &’()*++",- ,. ?@A (),2*"- 3*2*42*3 56 "778-,0"+2,40*7"49:
+29"-"-; "- *+,(09;*9: +<897,8+ 49)4"-,79 (Originalmagnification:!200)

1 2

免疫组化检测试剂盒!PV-6002"和浓缩型 DAB 试剂

盒购自北京中衫金桥生物技术有限公司# RhoC 一抗

工作浓度为 1"100 稀释$OPN 一抗工 作 浓 度 为 1"50
稀释#采用免疫组化二步法%脱蜡$水化组织切片#3%
H2O2 去离子水孵育 10m in$阻断内源性过氧化物酶#
微波炉抗原热修复 15m in$室温下冷却 20m in$蒸馏

水冲洗 2m in!3次# 滴加一抗$37#孵育 2h$PBS 冲

洗 2 min!3次# 滴加二抗$37#孵育 25 m in$PBS 冲

洗 2min!3次# DAB 显色 10m in$蒸馏水冲洗以终止

反应# 常规苏木素复染$脱水$透明$封片# 以 PBS 代

替一抗作阴性对照#
1.3结果判断

RhoC 和 OPN 蛋 白 均 表 达 于 细 胞 质 !呈 棕 黄

色"#观察阳性反应采用双盲法$并由两位医师独立观

察每张切片后一起做出判断# RhoC 蛋白判断标准如

下$!1"阴性!-"%胞质基本不着色&!2"阳性!+"%胞质

出现黄色沉淀# OPN 蛋白判断标准如下$!1" 阴性

!-"%胞质基本不着色&!2"弱阳性!+"%胞质出现浅黄

色沉淀&!3"阳性!++"%胞质出现棕黄色沉淀&!4"强

阳性!+++"%胞质出现棕褐色沉淀#
1.4 统计学处理

应作 SPSS11.5统计学软件$ 肿瘤大小的比较采

用 ! 检 验 和 方 差 分 析 $ 率 的 比 较 采 用 秩 和 检 验

!KruskalW allis和 W ilcoxonW "$ 生存分析采用 Ka-

plan-M eier曲 线 法 和 Log Rank 检 验 $RhoC 蛋 白 和

OPN 蛋白表达的关系分析采用相关性分析#

2 结果

2.1食管鳞癌组织中 RhoC 和 OPN 蛋白表达情况

有 53例 RhoC 蛋白和 80例 OPN 蛋白呈阳性表

达!图 1’2"$阳性表达率分别为 66.25% 和 100% $其

中 OPN 蛋白表达水平为!+"者 43例$!++"者 30例$
!+++"者 7例#

2.2食管鳞癌组织中 RhoC 和 OPN 蛋白的表达与临

床病理指标的关系

RhoC 蛋白的表达与淋巴结转移有关!"#! -2.115$
$<0.05"$而与肿瘤大小’分化程度及 TNM 分期无关

!$>0.05"&OPN 蛋白 的 表 达 水 平 与 肿 瘤 的 分 化 程 度

!!2! 10.766$$<0.05"及淋巴结转移有关!"%! -2.289$
$<0.05"$而与肿瘤大小’TNM 分期无关!$>0.05"!表 1"#
2.3食管鳞癌组织中 RhoC 和 OPN 蛋白的表达与患

者术后生存时间的关系

RhoC 蛋白阳性表达组患者的术后生存时间较

阴 性 表 达 组 短 !$<0.001"&OPN 蛋 白 的 表 达 水 平 越

高$患者的术后生存时间越短!$<0.001"$ 即 RhoC 和

OPN 蛋白的表达与患者术后生存时间均呈负相关性

!图 3’4"#
2.4食管鳞癌组织中 RhoC 蛋白和 OPN 蛋白表达之

间的关系

随着 OPN 蛋白表达 水 平 的 升 高$RhoC 蛋 白 阳

性表达率也逐渐升高# 关联性检验表明$两种蛋白表

达之间存在正相关性!"%=0.408$$<0.001"#

3 讨论

3.1 RhoC 蛋白对食管鳞癌患者临床预后的影响

RhoC 是 &’# 基因超家族的一个成员$是细胞信

号转导通路的重要分子#M adaule等(1)于 1985年鉴定

了 &’# 基因的一个新家族$即 &() 基因# Rho参与肿

瘤发生发展的许多环节$ 如调控细胞骨架和细胞周

期’调节细胞黏附和细胞运动’影响细胞转化’参与调

节肿瘤侵袭转移和肿瘤细胞生成等# RhoC 通过调节

肌动蛋白细胞骨架来增强细胞迁移的能力$在肿瘤的

侵袭转移中发挥了更为突出的作用#Clark(2)等应用基
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图 3 食管鳞癌组织中 RhoC 蛋白的表达与患者

术后生存时间的关系

!"#$% &’()*"+,-."/ 0’*1’’, &.+2 ’3/4’--"+,
),5 *.’ /)*"’,*-'!-647"7)( *"8’ )9*’4 +/’4)*"+,

RhoC ! OPN !
- + + ++ +++

Tumorsize(cm) 5.1!2.0 5.7!3.0 !>0.05 5.1!2.3 5.9!2.9 6.3!4.2 !!>0.05
Differentiation !>0.05
W ell 43 17 26 30 12 1 !<0.05
M oderate 24 7 17 8 13 3

Poor 13 3 10 5 5 3

TNM stage !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!>0.05
Stage1 2 2 0 2 0 0 !>0.05
Stage2 47 17 30 28 17 2

Stage3 23 6 17 9 10 4

Stage4 8 2 6 4 3 1

Lymphnodemetastasis !<0.05
No 43 19 24 28 13 2 !<0.05
Yes 37 8 29 15 17 5

表 1 RhoC 和 OPN 蛋白在食管鳞癌组织中的表达及与临床病理指标的关系

:)0$; &’()*"+, +9 &.+2 ),5 <=> /4+*?", ?3/4?--"+,- 1"*. *.?
@(","@+/)*.+(+AB +C *.? /)*"?,*-

Item !!!!!!!!!!!!! " !!

因芯片技术研究发现!当 #$%& 基因过表达时!可增

强黑色素瘤细胞的转移能力!首次提出了 #$%& 基因

可能是肿瘤浸润转移的分子开关的观点" 研究表明

RhoC 在多种肿瘤组织中均有表达" Kleer#3$等研究发

现在乳腺癌组织中!RhoC 蛋白的高表达与淋巴结转

移及较低的生存期有关" Yao#4$等在体外实验研究中

发现!RhoC 对于人前列腺癌 PC-3 细胞系的侵袭转

移是必需的" W ang #5$ 等在胃癌组织中的研究发现

#$%& 基因的过表达与肿瘤的浸润及淋巴转移有关"
本研究结果显示!RhoC 蛋白的表达与淋巴结转移有

密切关系!阴性表达组患者的术后生存期明显比阳性

表达组长!提示 RhoC 蛋白在食管鳞癌的侵袭发展和

淋巴转移中发挥了重要作用!RhoC 蛋白的表达可以

作为预示食管鳞癌患者临床预后的一项独立指标"
Faried#6$等通过研究发现 RhoA 和 RhoC 蛋白均可增

强人食管鳞癌细胞的增殖和浸润能力% 二者之中!
RhoC 促进细胞浸润转移的能力更强" 与本研究结果

一致" 有关 RhoC 的研究已取得重大进展!深入研究

其 在 恶 性 肿 瘤 侵 袭 转 移 中 的 机 制 具 有 重 大 意 义 "
RhoC 有可能成为判断恶性肿瘤侵袭转移能力的独

特指标!为临床上判断恶性肿瘤患者预后提供有力帮

助!同时也为恶性肿瘤的治疗带来新的希望"
3.2 OPN 蛋白对食管鳞癌患者临床预后的影响

OPN 是一种具有多种功能的分泌型钙结合磷酸

化糖蛋白!1979年由 Senger作为一种与恶性转化有

关的磷酸化蛋白从骨基质中提取出来" OPN 蛋白通

过与其整合素受体和 CD44受体结合!而在肿瘤细胞

的黏附&迁移&浸润!血管新生以及肿瘤的微环境中起

重要作用#7$" OPN 蛋白作为一种细胞因子!通过抑制

细胞凋亡! 帮助肿瘤细胞逃避免疫系统的识别和破

坏!而促进肿瘤细胞的浸润和转移" 近年研究发现在

人类多种肿瘤组织以及肿瘤患者的血清中出现 OPN

蛋白过量表达或者其基因异常扩增的现象! 如乳腺

癌&胃癌&非小细胞肺癌&大肠癌等#5$" Casson 等 #8$用

Northernblot和免疫组化方法对食管癌原位标本’腺

癌 19 例&鳞癌 6 例(进行分析研究!发现 100% 鳞癌
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图 4 食管鳞癌组织中 OPN 蛋白的表达与患者术后

生存时间的关系
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!上接 1611页"
蛋白的大量获得为研究该片段的功能和在抗感染免

疫中的作用提供了重要的材料#并成为制备抗体的良

好免疫原$ 此外#我们所制备的多克隆抗体可与天然

表达 TLR2细胞及转染 TLR2的哺乳动物细胞结合$
近来#有学者发现人肥大细胞上的 TLR2活化后能促

使细胞产生大量白三烯%8&#并导致肥大细胞脱颗粒和

IL-4’IL-5的产生%9&#这些都提示 TLR2在肥大细胞参

与过敏性哮喘中发挥作用$ 这也提示抗 TLR-2抗体

有可能干预上述过程#可望为深入揭示过敏反应机制

并探索新的控制方式另辟蹊径$ 在前期工作中#我们

已制备了与 TSP-3抗体所针对表位不同的 TSP-1抗

体#并用此抗体进行了有关过敏反应的研究#在后续

工作中我们将探索针对不同位点抗 TLR-2抗体对过

敏反应的作用$
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和 58% 腺 癌 组 织 中 OPN m RNA 呈 阳 性 表 达 $ Shi-

m ada等%9&用酶联免疫测定法对 103例食管鳞癌病人

进行了术前血浆 OPN 蛋白水平的测定# 发现血浆

OPN 蛋白的水平与淋巴结转移有关# 但与肿瘤组织

学类型和浸润深度无关# 高 OPN 蛋白水平组患者的

总生存率比低 OPN 蛋白水平组差#提示血浆 OPN 蛋

白水平的测定有助于预测食管鳞癌的进展情况$本研

究结果显示#OPN 蛋白的表达与食管鳞癌的分化程

度和淋巴结转移有密切关系#OPN 蛋白的表达水平

与食管鳞癌患者的临床预后呈负相关# 提示 OPN 蛋

白在食管鳞癌的浸润转移中可能发挥重要作用#OPN
蛋白的表达水平可作为预示食管鳞癌患者临床预后

的一项指标$ OPN 蛋白及其受体可以被其抗体或合

成的多肽所抑制 %10&$ OPN 蛋白的受体 CD44 已经被

用作多种肿瘤治疗的靶点#包括细胞毒性试验和免疫

治疗$因此#深入研究 OPN 蛋白与食管鳞癌的关系将

会为食管癌的治疗开拓新的途径$
3.3 RhoC 蛋白和 OPN 蛋白在食管鳞癌组织中表达

的相互关系

目前国内外尚无关于 RhoC 蛋白和 OPN 蛋白表

达关系的研究$ 本研究发现#食管鳞癌组织中 RhoC

蛋白和 OPN 蛋白的表达呈正相关# 提示两种蛋白在

食管鳞癌淋巴结转移的过程中可能起到协同作用#它

们相互间的作用机制有待进一步研究$
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