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已经报道食管癌的基因变异包括 P53、P16 基

因突变 , int- 2、hst- 1、cyclin D1 和 EGFR 等扩增和/

或过表达 , 以及许多染色体区域的杂合性丢失 [1,2]。

然而 , 导致食管上皮癌变的详细的分子事件尚不

清楚。Cyclin D1( CCND1)定位于 11q13 染色体区

域 , 是一个细胞周期调控蛋白。Cyclin D1 基因在

·临床研究·

Cyclin D1在食管癌中的表达及其临床意义

张 旭 , 黄晓平 , 马国伟 , 苏晓东 , 朱志华 , 戎铁华

(华南肿瘤学国家重点实验室//中山大学肿瘤防治中心胸科 , 广东 广州 510060 )

摘 要 :【目的】检测食管癌中 Cyclin D1 的表达并探索其临床意义。【方法】运用 RT- PCR 与组织芯片免

疫组化法检测 Cyclin D1 在食管癌组织、配对的邻近食管上皮中的表达状态。分析探讨 Cyclin D1 的表达状态

与食管癌临床和病理参数之间的关系。【结果】61%和 35%的病例分别在食管鳞癌及其邻近上皮组织中显示

Cyclin D1 表达增加。食管癌组织与其邻近的上皮组织之间 Cyclin D1 的表达具有显著差异 ( !2=8.776, P<
0.01)。不同 T分期的肿瘤组织中 Cyclin D1 的表达差异具有统计学意义 , 在 T3+T4 期的表达率为 70%, T1+T2

期的表达率为 40%( T3+T4 vs T1+T2, !2 = 5.363, P< 0.05) ; 在 T3 期的表达率为 70%, T1 期的表达率为 30%
( T3 vs T1, !2= 4.646, P< 0.05)。【结论】Cyclin D1 可能是参与食管癌化的分子标志物 , 并且可能是区分不同
食管癌 T分期的有价值的分子标志物。
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Cyclin D1 Expression in Esophageal Cancer and Its Clinical Significance

ZHANG Xu, HUANG Xiao- ping,MA Guo- wei,SU Xiao- dong, ZHU Zhi- hua, RONG Tie- hua

(State Key Laboratory of South- East Oncology//Department of Thorax, Cancer Center, SUN Yat- sen University,

Guangzhou 510060, China)

Abstract:【Objective】 Cyclin D1 expression in esophageal carcinomas were detected and its clinical

significance were explored. 【Method】The expression status of cyclin D1 in esophageal squamous cell carcinomas

tissue and matched adjacent epithelia were investigated by RT- PCR and tissue microarray immunohistochemistry

analysis. The relationship between the expression status of cyclin D1 and the clinical and pathological parameters of

esophageal cancer were explored. 【Result】 61% and 35% cases showed increased expression of cyclin D1 in

esophageal carcinomas and the adjacent epithelia, respectively. Significant difference for cyclin D1 expression was

found between esophageal carcinomas and the adjacent epithelia ( !2 =8.776, P < 0.01) . Comparing cyclin D1
expression in the carcinomas at different T stages, we found significant alterations. The expression rates were 70% at

T3+T4 stage and 40% at T1+T2 stage( T3+T4 vs T1+T2, !2 = 5.363, P< 0.05) ; the expression rate were 70% at
T3 stage and 30% at T1 stage (T3 vs T1, !2= 4.646, P< 0.05) . 【Conclusion】The results suggested that cyclin D1
might be a molecular marker in esophageal carcinogenesis and in distinguishing different T stage in esophageal

cancer.
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食管鳞癌中普遍扩增 [3]。Cyclin D1 过表达与肿瘤

增殖、淋巴结转移以及预后相关 [4,5]。迄今为止 , 很

少有中国食管癌中 Cyclin D1 变化的报道。本研究

的目的旨在运用 RT- PCR 与组织芯片检测 Cyclin

D1 在中国食管癌中的表达状态。分析探讨 Cyclin

D1 的表达状态与中国食管癌临床和病理参数之

间的关系。

1 材料与方法

1.1 肿瘤样品

2005 年 3 月至- 2005 年 9 月由中山大学肿瘤

防治中心病理科收集 66 例食管鳞癌手术新鲜组

织样本 , 包括食管鳞癌组织、配对的邻近食管上皮

(距离癌组织 2 cm以内)。来自同一患者配对的食

管癌组织样品由经验丰富的病理科大夫切取 , 立

即置于 RNA保护液中 4 ℃过夜 , 然后放在- 86 ℃

冰箱或者液氮中保存。所有患者在手术前均未接

受过放化疗。所记录的资料涉及肿瘤的临床病理

参数 , 包括组织病理分期、分级、淋巴结转移以及

临床资料如年龄和性别等(表 1)。

1.2 细胞培养

EC9706(食管癌细胞株 9706)细胞在含有 100

mL/L胎牛血清、100 U/mL青霉素和 100 μg/mL链

霉素的 RPMI1640 培养基中置于 37 ℃、体积分数

5%CO2空气环境的培养箱中培养。EC9706 细胞系

由中国协和医科大学肿瘤研究所王明荣教授惠

赠。收集细胞用于 RT- PCR 反应。

1.3 RNA 提取与 cDNA 第一链合成

根据厂商说明书用 TRIZOL(Gibco)试剂提取

总 RNA。用 DNaseI ( Takara) 处理来自细胞系

EC9706、肿瘤组织、邻近及远端食管上皮的 50 μg

总 RNA, 去除基因组 DNA的污染。在 50 μmol/L

oligo (dT)引物和 25 U RNA酶抑制蛋白存在的情

况下 , 在 20 μL逆转录缓冲液 (200 !mol/L Tris-
HCl, pH 8.4, 500 mol/L KCl, 2.5 !mol/L MgCl2, 10
!mol/L 2- 巯基苏糖醇, 0.5 !mol/L dNTP) 中 , 用
200 U 反转录酶 (Promega)逆转录 5 μg的 RNA样

品。42 ℃孵育 15 min,然后 72 ℃加热 15 min 灭活

逆转录酶。

1.4 RT- PCR 检测

在含有 1 μL第一链 cDNA、1X PCR 缓冲液、

1.5 mol/L MgCl2、200 μmol/L dNTPs 和 0.5 μmol/L

的 Cyclin D1 或者 !- actin(内参照)引物以及 1.5 U
Taq DNA polymerase (Takara)的 20 μL反应体系中

进行 RT- PCR 反应。94 ℃加热 5 min 启动 PCR 反

应 , 接下来 94 ℃ 40 s (Cyclin D1)/30 s (!- actin)、
59 ℃ (Cyclin D1)/55 ℃ (!- actin) 40 s (Cyclin D1)/
30 s (!- actin)、72 ℃ 1 min (Cyclin D1)/40 s (!-
actin)进行 35 个循环。最后 72 ℃延伸 5 min。RT-

PCR 产物在 12 g/L琼脂糖 (含 0.1 mg/mL溴乙锭)

凝胶中电泳。Cyclin D1 与 !- actin PCR 产物的长
度分别是 750 bp 和 315 bp。Cyclin D1 上游引物是

5′TGT TTG CAA GCA GGA CTT TG 3′,下游引物

为 5′ACG TCA GCC TCC ACA CTC TT 3′。 ! -
actin 的上游和下游引物分别为 5′CAT CTC TTG

CTC GAA GTC CA 3′和 5′ATC ATG TTT GAG

ACC TTC AAC A 3′。用 !- actin 作为内参照。1.5
食管癌组织芯片免疫组化检测

食管癌组织芯片由陕西超英生物技术有限公

司制备。切片的厚度为 4 μm。两张切片上分别含

有 50 个食管癌组织及其配对的正常组织 (标本的

来源与 RT- PCR 的标本来源一致 , 每张组织芯片

只能做 50 个标本 , 出于科研费用的考虑 , 放弃部

分标本)。切片上两个连续的垂直点来自于相同的

肿瘤或者正常组织。切片上可读的样本实际数目

Items

≥60 yr

<60 yr

Male

Female

LNM(+)

LNM(- )

T1

T2

T3

T4

G1

G2

G3

G4

CCND1(+)

16

24

30

10

21

19

2

7

29

2

12

17

10

1

CCND1(- )

13

13

20

6

13

13

5

8

12

1

7

8

9

2

表 1 66 例食管鳞状细胞癌的基本临床资料和 cyclin D1

在癌组织中的表达情况

Table 1 Basic clinical data in 66 esophageal squamous cell

carcinomas and expression status of cyclin D1 in carcinoma n

LNM: lymph node metastasis
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是 46。肿瘤材料的限制和切片的损伤是组织芯片

切片上样品丢失的主要原因。HE 染色用于检验组

织芯片制作的质量 (图 1)。食管癌组织石蜡切片

经过二甲苯与梯度乙醇 (体积分数 100%～70%)进

行脱蜡处理。然后用体积分数 3% H2O2 孵育 5

min。抗人 Cyclin D1 单克隆抗体 ( Santa Cruz, US)

用血清 1 ∶100 稀释 , 切片于室温孵育 1 h, 用 PBS

洗涤。HRP 偶联的抗鼠 IgG 用作二抗 ( 1 ∶100;

Santa Cruz, US)。 PBS 洗涤后二抗 37℃放置 30

min。DAB显色 5～10 min。苏木素复染 , 脱水 , 封

片。XDS- 1B显微镜下分析免疫组化染色的食管癌

组织芯片。阳性标准为见到深染的棕褐色蛋白 ,阴

性对照用 PBS代替一抗。

1.6 统计分析

卡方检验评估 Cyclin D1 变化与临床/病理参

数 (肿瘤分期、分级、淋巴结转移、年龄和性别 )之

间的关系。P 值为双向 , P 值小于 0.05 时认为具有

统计学显著性。

2 结 果

2.1 食管癌中 Cyclin D1 表达上调

结果显示 , 在 66 例食管癌组织中 , 40 例

Cyclin D1 表达增加 , 占 61%; 而在 66 例食管癌邻

近上皮组织中 , 23 例 Cyclin D1 表达增加 , 占

35%。!2=8.776, P﹤0.01,差异有统计学意义。图 2
是显示 Cyclin D1 在食管鳞癌中表达状态的代表

性图例。

2.2 Cyclin D1 的组织芯片分析

84%( 42/50)和 41%( 19/46)的病例分别在食

管癌及其邻近的上皮组织显示 Cyclin D1 的阳性

标记。 56% ( 28/50) 的病例显示其食管癌组织

Cyclin D1 蛋白表达水平增加。深染的棕褐色

Cyclin D1 蛋白主要见于癌巢周围的细胞核和/或

细胞浆 , 而在大多数正常食管上皮中 Cyclin D1 染

色阴性或者着色较淡(图 1, 3)。

2.3 Cyclin D1 表达增加与食管癌临床/病理资料

之间的关系

晚期食管癌患者与早期相比较 , Cyclin D1 在

食管癌组织中的表达显著增加。在 T3+T4 期 ,

Cyclin D1 的表达率为 70%; T1+T2 期的表达率为

40%。T3+T4 vs T1+T2, !2 = 5.363, P< 0.05,表达差
异有统计学意义。而且 , Cyclin D1 在 T3 期的表达

率为 70%, T1 期的表达率为 30%, !2 = 4.646, P<
0.05,表达差异有统计学意义。Cyclin D1 表达状态

与临床和病理参数分级 ( G3+G4 vs G1+G2)、淋巴

结转移(阳性 vs 阴性)、性别(男性 vs 女性)和年龄

( 60 岁以上 vs 60 岁以下) 等之间的关系时 , !2 分
别为 1.555, 0.039, 0.032 和 0.640; P 都大于 0.05。

Cyclin D1 的表达变化在这些临床/病理资料中没

有显著性差异。

图 1 食管癌组织芯片 cyclin D1 的概况

Fig.1 An overview of tissue microar ray of cyclin D1 in

esophageal cancer

A: 100 esophageal cancer tissue spots stained for detecting

Cyclin D1; B: 100 tissue spots from normal esophageal epithelia

stained for detecting Cyclin D1; C: 100 esophageal cancer tissue

spots stained with hematoxylin and eosin; D: 100 tissue spots from

normal esophageal epithelia stained with hematoxylin and eosin. Two

vertical consecutive spots stand for tissue spots from the same

carcinoma

图 2 食管鳞癌中 Cyclin D1 的表达

Fig.2 Expression status of Cyclin D1 in esophageal

squamous cell carcinomas

M: molecular weight marker DL2000; N: normal esophageal

epithelium distant away from the carcinomas; P: adjacent esophageal

epithelia; T: esophageal carcinoma; E: esophageal cancer cell line

EC9706; 64, 65, 66 : case number

"- actin

A B

C D
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3 讨 论

我们运用 RT- PCR 方法检测大量基因包括凋

亡相关基因、细胞增殖相关基因、DNA损伤与修复

相关基因以及信号传导相关基因等在食管鳞癌中

的表达状态,其他学者有关的研究也显示食管鳞癌

中许多基因的表达类型发生变化 [6- 9]。本研究中 ,我

们对在细胞周期 G1 期发挥调控作用的基因

Cyclin D1 特别有兴趣。我们检测了 Cyclin D1 在

食管癌中的表达状态 , 结果显示在 61%的肿瘤组

织 RNA和蛋白表达水平 Cyclin D1 表达增加。我

们也检测了邻近食管癌组织的黏膜组织 (距离肿

瘤组织 2 cm以内 ) Cyclin D1 的表达状态 , 结果显

示 , 35%的病例表达增加。比较食管癌组织及其邻

近的食管黏膜组织 Cyclin D1 的表达状态时发现

两者之间具有显著差异 ( !2=8.776, P﹤0.01) , 而且
一些肿瘤组织 Cyclin D1 的表达水平明显高于其

邻近的上皮组织 , 提示随着肿瘤的发生发展

Cyclin D1 表达累积。Cyclin D1 可能是参与食管癌

化的分子标志物。

食管癌不同的临床治疗措施的选择很大程度

上依赖于临床和病理分期。尽管运用标准的诊断

措施得到相同的肿瘤分期 , 但是相同分期的食管

癌患者常常经历不同的临床后果 , 其原因是现有

的临床与组织病理学分期不能反映肿瘤内含的复

杂生物学性状。越来越多的证据[10,11]提示,分子分期

可能是解决这一问题的有效手段。然而 ,到目前为

止 , 我们尚未能发现有意义的分子标志物用于食

管癌的临床分期。从现在开始到不久的将来 ,寻找

有价值的分子标志物仍然是食管癌研究的一个热

点课题。本研究中我们观察了 Cyclin D1 表达增加

与食管癌组织病理学分期之间的关系。较晚期的

食管癌患者与较早期的相比较时 , Cyclin D1 在食

管癌组织中的表达显著增加 ( T3+T4 vs T1+T2, !2=
5.363, P< 0.05)。而且 , T3 与 T1 期 Cyclin D1 的表

达状态具有显著差异( !2= 4.646, P<0.05)。结果提
示 , Cyclin D1 可能是用于区分不同食管癌 T分期

的有价值的分子标志物。

AA B C

E F

图 3 食管癌组织芯片中 Cyclin D1 的免疫组化染色

Fig.3 Expression of Cyclin D1 in paraffin - embedded esophageal cancer tissues of tissue microar rays by

immunohistochemical staining

A: Negative staining of Cyclin D1 in normal esophageal epithelium (×100); B: Negative staining of Cyclin D1 in normal esophageal epithelium (×

400); C: Positive staining of Cyclin D1 in the cancerous nest of esophageal cancer tissue (×100); D: Positive staining of Cyclin D1 in the cancerous

nest of esophageal cancer tissue (×400); E: Strong positive staining of Cyclin D1 in the cancerous nest of esophageal cancer tissue (×100); F: Strong

positive staining of Cyclin D1 in the cancerous nest of esophageal cancer tissue(×400) .

The blue arrows showed positive nuclei staining of Cyclin D1 in esophageal cancer cells; The green arrows indicated positive cytoplasm staining

of Cyclin D1 in esophageal cancer cells

D
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