
收稿日期 :2003207207; 修回日期 :2003208213
作者单位 :050011 石家庄 ,河北医科大学第四医院病理

科 ( 3 为通讯作者)

流式细胞术测定 COX22、iNOS 基因蛋白
在食管癌上的表达及意义
杜 　芸 ,王小玲 ,吴国祥 ,王永军 ,杨慧钗 ,左连富 3

ExpressionandSi gnificanceofCOX 22 andiNOSinEso phagealCancerb yFlowC ytometry
DUYun,WANGXiao 2ling,WUGuo 2xiang,WANGYon g2jun,YANGHui 2chai,ZUOLian 2fu
Department of Pathology , the Fourth A f filiated Hospital of Hebei Medical Universit y , Shi jiazhuan g

050011 , China ( 3 Correspond author )

Abstract:Objective　Tostud ytheex pressionsandsi gnificanceofCOX 22,iNOS proteinsineso phageals qua2
mouscellcancer ( ESCC) andtheirrelationshi pwithtumordifferentiation,l ymphnodesmetastasis. Methods　

Theex pressionsofCOX 22,iNOS proteinsin65casesofESCCweredetected quantitativel yb yFlowC ytome2
try. Results　Theex pressionsofCOX 22,iNOSin poorly2differentiatedESCCwerehi gherthanthoseofwell 2
differentiatedESCC ( P = 0.0001 ,0.0385 ) .Therewas positivecorrelationbetweenCOX 22andiNOS.The

expressionsofthetwo proteinswerenotcorrelatedwithL ymphnodesmetastasis. Conclusion　Theex pressions

ofthetwo proteinsclosel yrelatedtotumordifferentiationinESCC;COX 22andiNOS promotedcarcino genesis

incoordination.
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摘 　要 :目的 　探讨环氧化酶22 (COX22) , Ⅱ型一氧化氮合酶 (iNOS) 基因蛋白在食管癌上的表达以及与

食管癌的分化和淋巴结转移的关系。方法 　采用流式细胞术定量检测 65 例食管鳞状细胞癌上 COX22、

iNOS 的蛋白表达量 (用荧光指数 FI 表示) 。结果 　COX22、iNOS 在低分化型 ( G3) 鳞癌上的表达量明显

高于分化型 ( G1、G2)鳞癌 (其 P 值分别为0.0001 、0.0385 ) ;二者之间呈明显正相关。这两种基因蛋白的

表达强弱均与淋巴结转移无关。结论 　COX22、iNOS 的表达强弱与食管癌的分化密切相关 ;COX22 与 i2
NOS 在促食管癌的发生发展中有互相协同作用。
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0 　引言

COX22 是将花生四烯酸转换为前列腺素的转

换酶 ,其过度表达在肿瘤发生发展中的机制尚不完

全清楚 ,认为可能与诱导血管生成、抑制细胞凋亡等

有关。iNOS 为诱导型一氧化氮合酶 ,在肿瘤进展及

血管形成中起促进作用。本研究主要通过流式细胞

术定量测定 COX22、iNOS 在食管鳞状细胞癌的表

达及其与食管癌的分化、淋巴结转移的关系 ;并进一

步分析两种蛋白表达之间的相关性。

1 　材料与方法

1.1 　标本来源 　取自河北医科大学第四医院 1999

年 9 月～2000 年 3 月食管鳞状细胞癌手术切除标

本 65 例 ,每例癌组织各取两块 ,分别用 10% 福尔马

林和 70% 乙醇固定 ,福尔马林固定的标本常规石蜡

包埋、常规切片 HE 染色 ,依据 WHO 诊断标准 3 级

法进行病理分级 ,将 Ⅰ、Ⅱ级归为分化型 ,共 46 例 ;

将Ⅲ级归为低分化型 ,共 19 例。乙醇固定标本 4 ℃

冰箱保存用于流式细胞学检测。同时取正常食管黏

膜组织 5 例作为对照。

1.2 　实验方法

1.2.1 　主要试剂 　一抗 : (1) 山羊 COX22I gG 多克

隆抗体 (克隆号 N220, 美国 SantaCruz 公司产品) ,

使用浓度 1∶100 。(2) 兔 iNOSI gG 多克隆抗体 (克

隆号 C219, 美国 SantaCruz 公司产品) ,使用浓度 1∶

100 。二抗 :兔抗羊 FITC2IgG (编号 2F20314) 浓度 1

∶50 (美国 SantaCruz 公司产品) 。

1.2.2 　流式细胞样品的制备及检测方法

1.2.2.1 　检测 COX22、iNOS 基因蛋白的单细胞悬

液样品的制备及免疫标记 ,采用间接免疫荧光标记

法[1] 。(1)将 70% 乙醇固定的食管癌组织用网搓法

制备单细胞悬液 ,分别进行免疫荧光染色。(2)采用

间接免疫荧光标记法 ,将 1 ×106/ml 细胞悬液用

PBS液洗涤两次 ,分别加入0.1ml 浓度为 1∶100 的

COX22 或 iNOS 蛋白多克隆抗体 ,混匀 ,37 ℃孵育
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30min 。( 3 ) 加入 PBS 缓冲液 5.00ml 混匀 , 离心

1000 rpm,3min 弃去上清液。(4) 加入0.1ml 浓度为

1∶50 的兔抗羊 FITC2IgG 进行荧光染色 ,37 ℃孵育

30min 。重复 (3) 两次。( 5) 加入 1mlPBS 悬浮混

匀 ,经 500 目铜网过滤 ,上机检测。(6) 设置对照样

品 :阴性对照 (以 PBS 代替一抗) ;阳性对照 (只加一

抗或只加二抗)和同型对照。

1.2.2.2 　流式细胞检测方法 　采用美国 B.D 公司

生产的 FACS420 型流式细胞仪 ,光源为 2W 氩离子

激光器 ,工作效率为 300mW, 激发波长为 488nm 。

FITC 发出的绿色荧光以 520nm 的带通滤片用于荧

光信号的检测 ,分别进行单参数检测。数据采集为

对数 (log)方式 ,测量的数据输入 HP2300Consort30

计算机 ,用相应的数据软件进行数据处理。测量前

以鸡红细胞作为标准样品调整仪器的 CV 值在

5.0% 以内。

将实验样品离心 (1000 rpm,3min ) ,弃上清 ,取

沉淀一滴制成细胞涂片 ,于荧光显微镜下观察 ,显示

2 种抗体的阳性表达主要集中在细胞核和胞浆内。

1.3 　结果判断

1.3.1 　基因蛋白表达的定量分析方法 　参照

Morkve 等和 Kelsten 等提出的荧光指数[1] (fluores2
cenceindex,FI )表示 COX22,iNOS 基因蛋白的相对

含量。

FI=
实验样品的平均荧光强度 - 对照样品的平均荧光强度

正常食管黏膜细胞的平均荧光强度

1.3.2 　阳性结果的判定 　实验组样品细胞 FI 值大

于正常食管上皮细胞表达荧光强度的上限值 ( �x +

s) ,则判定为阳性表达 ,反之则为阴性表达。

1.4 　统计学处理

实验数据 (荧光指数)以均数 ±标准差表示。采

用 SAS 6.12 软件进行统计分析 ,行 t 检验和相关分

析。(本文主要对 FI 值行 t 检验 ,而对阳性率未作

统计分析)

2 　结果

2.1 　COX22 基因蛋白的分析结果

COX22 的表达强弱与食管癌的分化密切相关 ,

低分化型鳞癌上的表达量明显高于分化型鳞癌 ,其

差异在统计学上有非常显著性意义 ( P = 0.0001 ) ,

见表 1。COX22 的表达强弱与食管癌有无淋巴结转

移无关 ( P = 0.7009 ) ,见表 2。

2.2 　iNOS 基因蛋白的分析结果

iNOS 的表达强弱与食管癌的分化密切相关 ,低

分化型鳞癌上的表达量高于分化型鳞癌 ,其差异在

统计学上有显著性意义 ( P = 0.0385 ) ,见表1 。iN2

表 1 　食管癌分化程度与 COX22、iNOS蛋白表达的关系

分化
程度

例
数

COX22 iNOS

FI
阳性
( %)

P FI
阳性
( %)

P

分化型 46 1.13 ±0.09 (82.6 ) 0.0001 1.28 ±0.12 (100) 0.0385

低分化型 19 1.32 ±0.11 (100) 1.35 ±0.12 (100)

表 2 　食管癌淋巴结转移与 COX22、iNOS蛋白表达的关系

淋巴结
转移

例
数

COX22 iNOS

FI
阳性
( %)

P FI
阳性
( %)

P

无 40 1.18 ±0.13 (90) 0.7009 1.30 ±0.13 (100) 0.82

有 25 1.20 ±0.13 (88) 1.31 ±0.12 (100)

OS 的表达强弱与食管癌有无淋巴结转移无关 ( P =

0.82 ) ,见表 2。

2.3 　COX22 与 iNOS 的相关性 　COX22 与 iNOS

呈明显正相关 ( r = 0.4207 , P = 0.0005 ) 。

2.4 　食管癌细胞 COX22 与 iNOS 蛋白表达阳性组

方图见图 1 和图 2。

图 1 　食管鳞癌细胞 COX22 蛋白表达阳性组方图

图 2 　食管鳞癌细胞 iNOS蛋白阳性表达组方图

3 　讨论

COX 为前列腺合成过程中的限速酶 ,它将花生

四烯酸代谢成各种前列腺素产物 ,参与维持机体的

各种生理和病理功能 ,有 COX21 和 COX22 两种同

工酶。COX21 存在于大多数细胞和组织中 ,参与维

持机体正常的生理功能。而 COX22 在正常组织中

几乎测不到 ,而在组织损伤、炎症或细胞恶性转化时

表达增强[2] 。有不少研究[326] 报道 ,在消化道肿瘤

中有 COX22mRNA 或蛋白的过度表达 ,COX22 参与

·384·肿瘤防治研究 2004 年第 31 卷第 8 期

© 1994-2009 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net



消化道肿瘤的发生发展。其作用机理之一是诱导肿

瘤血管生成 ,使肿瘤浸润转移能力增强[7] 。Jaime

等[8] 报道除肿瘤细胞本身外 ,在肿瘤血管系统和临

近肿瘤的血管系统中均可检测到 COX22。另外

COX22 还通过抑制凋亡发生及抑制机体的免疫功

能等方面参与肿瘤的发生发展[7] 。

已有研究表明 iNOS 在多种肿瘤组织中有高表

达[9] 。iNOS 是诱导型一氧化氮合酶 ,其催化合成

的一氧化氮 (NO) 作为细胞间信号传递的重要调节

因子 ,可促进血管内皮细胞分裂 ,诱导肿瘤血管生

成 ,参与肿瘤的发生发展[10] 。

但有关 COX22、iNOS 与消化道肿瘤的分化程

度及淋巴结转移等的关系报道不一 ,这可能与肿瘤

基因调控的复杂性等多方面因素有关 ,尚有待进一

步明确。本研究结果显示 ,COX22、iNOS 的表达强

弱与食管癌的分化密切相关 ,分化越差 ,过表达越明

显 ;而与淋巴结转移无关。COX22 与 iNOS 呈明显

正相关 ,说明二者可能在促肿瘤血管生成方面有协

同作用。
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