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转录因子ＦｏｘＯ１在食管鳞癌组织中的表达及其临床意义
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　　［摘要］　目的　检测 ＦｏｘＯ１在食管鳞状细胞癌组织中的表达水平，分析其与食管鳞状细胞癌各临床病理因素的关
系。方法　 应用实时荧光定量ＰＣＲＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光染料法，检测４２例手术切除的食管鳞癌组织及配对的正常食管黏膜
组织中ＦｏｘＯ１ｍＲＮＡ的表达；免疫组化ＳＰ法检测ＦｏｘＯ１蛋白的表达及组织学定位。结果　 正常食管黏膜组织中ＦｏｘＯ１
ｍＲＮＡ及蛋白均呈低表达，而食管鳞癌组织中ＦｏｘＯ１ｍＲＮＡ及蛋白表达显著升高（Ｐ＜０．０１）。高分化食管鳞癌组织的相
对表达量显著高于中低分化食管鳞癌组织（Ｐ＜０．０１）。食管鳞癌组织中ＦｏｘＯ１ｍＲＮＡ及蛋白表达与患者性别、年龄、肿瘤
发生部位、ＴＮＭ分期及有无淋巴结转移无明显相关性（Ｐ＞０．０５）。结论　 ＦｏｘＯ１在正常食管黏膜组织和食管鳞癌组织中
的表达存在明显差异，其表达水平与肿瘤分化程度密切相关。
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　　食管癌是目前世界范围内发病率和死亡率都较高
的恶性肿瘤之一，至今未能阐明其发病机制。ＦｏｘＯ转
录因子是 Ｆｏｒｋｈｅａｄ蛋白大家族的一个亚群，广泛表达
于心、脑、胎盘、肺、肝、骨骼肌、胰腺、脾、胸腺、前列腺、

睾丸、卵巢和结肠等器官［１］。转录因子 ＦｏｘＯ１作为
ＦｏｘＯ重要成员之一，是近年来国内学者发现的又一具
有自噬活性蛋白因子，在肿瘤的形成和发展中发挥着

重要作用。本研究应用实时荧光定量 ＰＣＲ及免疫组
化技术，检测ＦｏｘＯ１基因在食管鳞癌组织中的表达与
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定位，并分析其表达与临床病理因素之间的关系，以探

讨其在食管鳞癌发生、发展中的重要作用。

１　资料与方法

１．１　研究对象
　　选取重庆医科大学附属第一医院、附属永川医院胸外科
２０１０年３月至２０１１年１月间手术切除的食管鳞癌标本４２例，
所有病例术前均未经放疗、化疗及免疫治疗，术后经病理证实。

年龄４９～８１岁，中位年龄６７岁；男性３０例，女性１２例；高分化
２５例，中分化８例，低分化 ９例；食管上段癌 ７例，中段癌 ２５
例，下段癌１０例；Ⅰ期和Ⅱ期３３例，Ⅲ期和Ⅳ期９例；有淋巴
结转移１２例，无转移３０例。正常食管黏膜组织取自距肿瘤边
缘４ｃｍ以上的食管黏膜组织，病理ＨＥ染色证实。肿瘤临床分
期根据２００９年第７版国际抗癌联盟（ＵＩＣＣ）食管癌 ＴＮＭ分期
标准。

１．２　主要试剂及仪器
　　兔抗人 ＦｏｘＯ１单克隆抗体购于 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
（ＣＳＴ）公司；兔抗人Ｋｉ６７多克隆抗体、ＳＰ免疫组化染色试剂
盒购于北京中杉金桥生物技术有限公司；柠檬酸盐抗原修复

液、ＤＡＢ显色液、ＰＢＳ缓冲液等购于福州迈新生物技术有限公
司，ＴＲＩｚｏｎＲｅａｇｅｎｔ、ＨｉＦｉＭＭＬＶｃＤＮＡ第一链合成试剂盒购于
北京康为世纪生物科技有限公司，ＢＩＯＲＡＤＣＦＸ９６实时定量
ＰＣＲ仪、ｉＱＳＹＢＲＧｒｅｅｎＳｕｐｅｒｍｉｘ购于成都百乐科技有限公司，
Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００分光光度计购于ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司。

１．３　方法
１．３．１　ＲＮＡ提取及纯度测定　　取１００ｍｇ待测样本组织，应
用ＴＲＩｚｏｎＲＮＡ提取液，严格按照说明书操作进行提取总ＲＮＡ，
Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００分光光度计测定其纯度，Ｄ（２６０）／Ｄ（２８０）值在
１８～２．１之间符合要求，置于－８０℃冰箱保存备用。
１．３．２　合成ｃＤＮＡ　　逆转录反应体系：总ＲＮＡ１μｌ（０．６μｇ／μｌ），
ｄＮＴＰＭｉｘ４μｌ，ＰｒｉｍｅｒＭｉｘ２μｌ，５×ＲＴＢｕｆｆｅｒ４μｌ，０．１ｍｏｌ／Ｌ
ＤＴＴ２μｌ，２００Ｕ／μｌＨｉＦｉＭＭＬＶ１μｌ，ＲＮａｓｅＦｒｅｅＷａｔｅｒ补足至
２０μｌ。反应条件：４２℃孵育５０ｍｉｎ，７０℃孵育１５ｍｉｎ，反应结
束，短暂离心，置于－２０℃冰箱保存备用。
１．３．３　实时荧光定量 ＰＣＲ检测 ＦｏｘＯ１基因的表达　　应用
ＢＩＯＲＡＤＣＦＸ９６实时定量 ＰＣＲ仪检测 ＦｏｘＯ１ｍＲＮＡ的相对表
达量，引物由上海生物工程有限公司设计并合成，选取βａｃｔｉｎ［２］

作为内参。ＦｏｘＯ１上游：５’ＣＣＡＧＣＣＣＡＡＡＣＴＡＣＣＡＡＡＡＡＴＡ
３’，下游：５’ＴＴＡＴＧＧＧＧＡＧＧＡＧＡＧＴＣＡＧＡＡＧ３’，扩增产物片
段１７２ｂｐ。βａｃｔｉｎ上游：５’ＣＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡＴＴＡＡＧ
３’，下游：５’ＴＧＡＴＣＴＣＣＴＴＣＴＧＣＡＴＣＣＴＧＴＣＧＧ３’，扩增产物片
段３３７ｂｐ。２５μｌＰＣＲ反应体系：ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＳｕｐｅｒｍｉｘ１２．５μｌ，
引物各０．８μｌ，ｃＤＮＡ模板２μｌ，加双蒸水补足至２５μｌ。反应
条件：９５℃预变性３ｍｉｎ，９５℃变性１５ｓ，５９℃退火２０ｓ，７２℃
延伸２０ｓ，４０个循环。将食管鳞癌组织及正常食管黏膜组织的
ｃＤＮＡ原液，按１∶１０、１∶１００、１∶１０００、１∶１００００、１∶１０００００倍稀
释，构建ＦｏｘＯ１及βａｃｔｉｎ扩增后的标准曲线。

１．４　免疫组化ＳＰ法检测ＦｏｘＯ１蛋白的表达
　　常规石蜡切片脱蜡、水化，柠檬酸盐缓冲液（ｐＨ＝６．０）高

温沸腾抗原修复２０ｍｉｎ；３％ Ｈ２Ｏ２孵育１０ｍｉｎ，消除内源性过
氧化物酶活性；ＰＢＳ冲洗后滴加闭用山羊血清孵育１５ｍｉｎ，阻
断非特异性反应；ＰＢＳ冲洗后滴加 ＦｏｘＯ１抗体（１∶１００），４℃过
夜；ＰＢＳ冲洗后滴加生物素化二抗；ＰＢＳ冲洗后滴加辣根酶标
记链霉卵白素工作液；ＰＢＳ冲洗后ＤＡＢ显色；苏木精复染，酒精
脱水、树胶封片、镜检。以ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照。
　　ＦｏｘＯ１阳性染色主要部位是细胞质，细胞质出现黄色、棕
黄色或棕褐色为阳性细胞。ＦｏｘＯ１蛋白表达依据细胞阳性着
色率及着色深度综合计算其表达量。根据着色深度分为弱阳

性（＋）；中等阳性（＋＋）；强阳性（＋＋＋），依次记为１、２、３
分。根据阳性细胞数可分为：阴性（－）：无阳性细胞着色；弱阳
性（＋）：阳性细胞数在１％～２５％；中等阳性（＋＋）：阳性细胞
数在２６％～５０％；强阳性（＋＋＋）：阳性细胞数 ＞５１％，依次
记为１、２、３分。二者乘积＜２为低表达，≥３为高表达，随机观
察５个４００高倍镜视野，取其平均数值。结果由两位病理科副
主任医师独立阅片后统一得出。

１．５　统计学方法
　　应用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，ＦｏｘＯ１在食管鳞状细胞癌组织
与配对的癌旁组织之间用ＷｉｌｃｏｘｏｎＳｉｇｎｅｄＲａｎｋｓＴｅｓｔ；ＦｏｘＯ１在
食管鳞状细胞癌组织表达评分与临床病理特征的关系用 χ２检
验或Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法，３组间比较用 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓＨ检验，
其表达相关性用 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分析；正常食管黏膜组织与
食管鳞癌组织两组之间比较采用配对ｔ检验。

２　结果

２．１　ＰＣＲ扩增产物的特异性
　　ＰＣＲ温度梯度实验显示最佳退火温度为５９℃，熔解曲线
示单峰集中，说明产物特异性较好。实时荧光定量 ＰＣＲ的标
准曲线中，ｃＤＮＡ浓度梯度实验中各起始浓度的对数值与Ｃｔ值
成１条直线；ＦｏｘＯ１及 βａｃｔｉｎ的标准曲线斜率分别为 －３．１０、
－２．７１；纵截距为 ２７．６３３、３７．５０３；相关系数 ｒ２为 ０．９９２８、
０．９９６０，线性关系良好（图１～３）。
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图１　ＦｏｘＯ１（Ａ）及βａｃｔｉｎ（Ｂ）的熔解曲线分析
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Ａ：ＦｏｘＯ１；Ｂ：βａｃｔｉｎ
图２　１０－１～１０－５倍梯度稀释食管鳞癌组织的ｃＤＮＡ为模板构建的

ＦｏｘＯ１及βａｃｔｉｎ扩增的标准曲线（ｌｏｇＣｔ）
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图３　ＦｏｘＯ１及βａｃｔｉｎ的反应扩增曲线分析

２．２　食管鳞癌组织中 ＦｏｘＯ１ｍＲＮＡ及 βａｃｔｉｎｍＲＮＡ
的表达

　　设癌旁正常食管黏膜组织中ＦｏｘＯ１ｍＲＮＡ的相对表达量为
１０００，计算出４２例食管鳞癌组织中，ＦｏｘＯ１ｍＲＮＡ的相对表达量
为（６．２７９±２．２６９），二者之间的差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

２．３　ＦｏｘＯ１蛋白在食管鳞癌组织中的表达
　　免疫组化染色结果显示：在食管鳞癌组织石蜡切片中，
ＦｏｘＯ１单克隆抗体显示明确的细胞质着色。正常食管黏膜组
织不显色或仅有少许着色，主要也在细胞质内；正常食管鳞状

上皮和食管鳞癌组织比较，ＦｏｘＯ１蛋白表达具有显著性差异
（Ｐ＜０．０１）。在食管鳞癌组织中，ＦｏｘＯ１的表达明显增强，阳性
表达率７６．１９％（３２／４２）；正常食管黏膜组织中阳性表达率仅
为１９．０５％（８／４２）。见图４。
２．４　ＦｏｘＯ１在食管鳞癌组织中的表达与临床病理特

征的关系

　　ＦｏｘＯ１蛋白阳性表达均与患者性别、年龄、肿瘤发生部位、
分期及有无淋巴结转移等无明显相关性（Ｐ＞０．０５），而肿瘤的
分化程度与ＦｏｘＯ１蛋白表达具有显著差异（Ｐ＜０．０１）。随肿
瘤组织分化程度升高，ＦｏｘＯ１蛋白表达显著增强（Ｐ＜０．０１）
（表１）。

!

"

Ａ：正常食管黏膜；Ｂ：食管鳞癌组织
图４　ＦｏｘＯ１蛋白在正常食管黏膜和食管鳞癌组织中的

表达　（ＳＰ×４００）

表１　ＦｏｘＯ１蛋白在食管鳞癌组织中的表达与临床病理特征的关系

临床指标　　　 ｎ 阳性表达［例数（％）］

年龄（岁）

　≤６０ １２ ９（７５．００）

　＞６０ ３０ ２３（７６．６７）

性别

　男 ３０ ２４（８０．００）

　女 １２ ８（６６．６７）

肿瘤部位

　上段 ７ ５（７１．４３）

　中段 ２５ ２０（８０．００）

　下段 １０ ７（７０．００）

分化程度

　低分化 ９ ３（３３．３３）ａ

　中分化 ８ ５（６２．５０）ａ

　高分化 ２５ ２４（９６．００）

ＴＮＭ分期

　Ⅰ期＋Ⅱ期 ３３ ２５（７５．７５）

　Ⅲ期＋Ⅳ期 ９ ７（７７．７８）

淋巴结有无转移

　有 １２ ９（７５．００）

　无 ３０ ２３（７６．６７）

ａ：Ｐ＜０．０１，与高分化比较

３　讨论

　　Ｆｏｒｋｈｅａｄ转录因子是２０００年正式统一命名的１
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个新的转录因子家族［３］，从１９８９年发现第一个 Ｆｏｒｋ
ｈｅａｄ基因以来，目前该家族已超过１００个成员，分为
１７个亚家族，ＦｏｘＡ～Ｑ，它们功能复杂多样。其中研究
最为深入的是Ｏ亚家族。ＦｏｘＯ转录因子在哺乳动物
中有４个成员，包括 ＦｏｘＯ１、ＦｏｘＯ３ａ、ＦｏｘＯ４和 ＦｏｘＯ６，
分别有不同的基因编码，并定位于不同的染色体上。

ＦｏｘＯ１基因亦称ＦｏｘＯ１ａ、ＦＫＨＲ或ＦＫＨ１，是ＦｏｘＯ家族
的重要一员，定位于人染色体：１３ｑ１４．１。ＦｏｘＯ１是胰
岛素／胰岛素样生长因子１（ＩＮＳ／ＩＧＦ１）信号通路中的
关键下游分子，直接受上游分子ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ磷酸化作用
调节，与细胞周期、细胞凋亡、衰老及代谢有着密切联

系。同时，ＦｏｘＯ１在机体细胞的增殖、凋亡、分化和抵
抗氧化应激方面发挥重要作用［４］。近年来，国内外学

者研究发现ＦｏｘＯ１与机体的肿瘤发生、发展有着密切
关系。

　　目前，国内外关于 ＦｏｘＯ１基因的研究主要集中乳
腺癌、胃癌、肺癌、前列腺癌、宫颈癌、结肠癌、横纹肌肉

瘤和急性白血病等恶性肿瘤，以及糖尿病等方面，尚少

见在食管癌方面的研究报道。在肿瘤研究中，多数学

者主要是通过研究 ＦｏｘＯ１基因的转录调控和信号转
导途径，来解释 ＦｏｘＯ１的功能，仅有少数学者将其作
为肿瘤细胞凋亡或自噬作用中的关键分子而深入研

究［５］。Ｇｕｔｔｉｌｌａ等［６］研究报道乳腺癌组织中 ＦｏｘＯ
ｍＲＮＡ表达下调。Ｍｙａｔｔ等［７］报道在子宫内膜癌中

ＦｏｘＯ１ｍＲＮＡ及其蛋白低表达或不表达，而在正常子
宫内膜组织中均高表达，细胞质和细胞核有着色。国

内学者颜亚晖等［８］报道在乳腺癌中 ＦｏｘＯ１蛋白稳定
表达于细胞核，ＦｏｘＯ１蛋白在浸润性导管癌和导管内
癌中的阳性表达率和表达强度显著低于导管内乳头状

瘤和正常乳腺组织（Ｐ＜０．０１）。周英姿等［９］报道在胃

癌组织中 ＦｏｘＯ１主要表达于细胞质，在高分化腺癌
中，细胞核及细胞质均着色，在低分化腺癌和正常胃黏

膜中不表达或是低表达。而我国学者朱卫国等研究发

现ＦｏｘＯ１蛋白是诱导细胞自噬的关键蛋白，从而揭示
了ＦｏｘＯ１作为抑癌因子抗肿瘤的新的作用机制，否定
了以往研究报道 ＦｏｘＯ１诱导的细胞死亡是细胞凋亡
的结论。

　　本研究结果显示：ＦｏｘＯ１ｍＲＮＡ及蛋白在食管鳞
癌中的表达明显高于正常食管黏膜组织，提示 ＦｏｘＯ１
的表达与食管鳞癌的发生有着密切的关系。推测其原

因：ＦｏｘＯ１转录因子广泛表达于人体各组织器官中，包
括心、脑、胎盘、肺、肝、骨骼肌、肾、胰腺、脾、胸腺、前列

腺、睾丸、卵巢、小肠、结肠和外周血白细胞等［７，１０－１１］。

ＦｏｘＯ１在胚胎时期主要表达于肌肉组织，成年后主要
表达于脂肪组织，故 ＦｏｘＯ１基因表达具有时空差异。
因此，该基因可能在食管鳞癌中发挥着不同于其他器

官肿瘤的作用机制。实验结果还表明 ＦｏｘＯ１基因在
食管鳞癌中的表达与肿瘤细胞分化程度密切相关

（Ｐ＜０．０１），肿瘤组织分化程度越低，基因表达越高，
提示ＦｏｘＯ１在食管鳞癌组织恶变过程中起到非常重
要的作用。其作用机制需进一步研究阐明。

　　随着基因组和蛋白组学的不断深入研究，转录因
子ＦｏｘＯ１的功能将不断被揭示。同样随食管鳞癌的
深入研究，ＦｏｘＯ１可能在其发生、发展中起到重要的作
用，但能否成为食管鳞癌临床诊断和判断肿瘤生物学

行为的重要指标，仍需要大量的实验证实。
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