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摘 要：【目的】分析食管鳞癌患者癌组织中具核梭杆菌（Fn）对葡萄糖转运蛋白 4（GLUT4）的诱导效应与临

床病理特征及 5年生存期的相关性，并探讨其临床意义及预后价值。【方法】选择 2014年 1月到 2015年 3月安阳

肿瘤医院手术切除的 96例食管鳞癌患者癌组织石蜡包埋标本为研究对象，采用RNAscope及免疫组织化学方法

分别检测食管鳞癌癌组织中Fn感染及GLUT4的表达情况，并分析Fn对GLUT4的诱导效应，及其与临床病理特

征相关性；采用Kaplan-Meier生存分析法绘制生存曲线并利用 Log-rank检验方法分析 Fn对GLUT4的诱导效应

与生存时间之间相关性。【结果】食管鳞癌中可见癌细胞胞浆出现红色颗粒，为Fn感染阳性，连续切片癌细胞浆

膜出现棕黄色颗粒，为GLUT4表达阳性；且Fn感染与其表达具有显著一致性（P < 0.05）。同时Fn诱导GLUT4表

达阳性组与性别、吸烟、饮酒、分化程度、浸润深度、淋巴结转移及临床分期显著相关（P < 0.05）。且阳性组 5年

生存率及中位生存时间均明显低于阴性组（P < 0.05）。【结论】长期吸烟、饮酒会导致恶劣的口腔环境，Fn更容易

在这种环境下感染并定植，从而诱导癌细胞GLUT4高表达，增强葡萄糖代谢，促进食管鳞癌恶性进展。有效清

除Fn并抑制癌细胞GLUT4表达可能为食管鳞癌治疗提供新策略和治疗手段。
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Abstract：【Objective】To analyze the induction of glucose transporter 4（GLUT4）by Fusobacterium nucleatum（Fn）

in esophageal squamous cell carcinoma（ESCC）and its correlation with clinicopathologic features and 5-year survival，
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食管癌的发病率及死亡率极高，全世界每年

新发的食管癌患者数量约 50万例［1］，一半以上发

生在我国。鳞状细胞癌是食管癌中最常见的组织

学类型，约占食管癌总数的95%以上［2］。食管鳞癌

预后极差，虽然传统的手术、放化疗以及靶向治

疗、免疫治疗等手段在肿瘤综合治疗中不断更新应

用，但中晚期患者 5年生存率仍低于 20%［3］。食管

鳞癌的病因至今尚不完全明确，其危险因素主要

包括：吸烟、饮酒、饮食、慢性感染、免疫功能紊乱

及遗传易感性等［4］。研究表明，多种病原微生物均

可通过长期定植于机体，促进肿瘤发生发展［5-7］。

尽管病原微生物感染对肿瘤的作用机制尚不完全

明确，但清除病原微生物有助于控制肿瘤的恶性

进展。具核梭杆菌（Fusobacterium nucleatum，Fn）

为口腔条件致病菌［8］，其数量的改变可引起微生

态失衡。由于口腔颌面部静脉瓣膜缺如，Fn可随血

液循环轻易播散至全身，参与多种疾病进程［9-11］，

且与多种肿瘤发生发展密切相关［12-14］。研究显

示，食管癌前病变组织中Fn含量丰富，且Fn感染

的食管鳞癌患者生存期显著缩短，虽具体致病机

制尚不明确，但Fn与食管鳞癌的恶性进展密切相

关［15］。前期Fn感染与肿瘤的相关研究中，关于葡萄

糖代谢方面探讨不多。实际上，肿瘤的发生发展与

自身葡萄糖代谢密切相关，葡萄糖代谢能力的增

强为肿瘤的恶性行为提供了丰富的物质基础［16］。

著名的葡萄糖转运蛋白 4（glucose transporter 4，
GLUT4）属于GLUT 家族的一员，是类胰岛素敏感

型葡萄糖运输载体，可介导葡萄糖跨膜转运［17］，

更是肿瘤细胞摄取葡萄糖的关键因子，与肿瘤的

恶性进展密切相关［18-20］。临床资料显示，多种病

原微生物均能通过诱导 GLUT4高表达而增强宿

主细胞葡萄糖代谢，为自身长期定植提供有利条

件［21-23］，而肿瘤细胞GLUT4的高表达，可显著增强

其增殖、侵袭、转移等恶性生物学行为［18-20］。因此

推测 Fn可能通过诱导癌细胞GLUT4高表达而增

强其葡萄糖代谢，促进食管鳞癌恶性进展。本研

究采用RNAscope及免疫组织化学方法分别检测

食管鳞癌组织中Fn感染及GLUT4的表达情况，并

分析Fn对GLUT4的诱导效应，及其与临床病理特

征及 5年生存期的相关性，为食管鳞癌治疗提供

新思路和治疗手段。

1 材料与方法

1.1 一般资料

选择 2014年 1月到 2015年 3月安阳肿瘤医院

手术切除的癌组织石蜡包埋标本为观察对象。纳

入标准：①术后病理诊断明确为食管鳞癌；②患者

术前均未接受放化疗和免疫治疗；③治疗性食管

鳞癌切除术后；④病例资料信息全面；⑤随访时间

and to explore its clinical significance and prognostic value.【Methods】Paraffin-embedded specimens of esophageal squa⁃
mous cell carcinoma were collected from 96 patients with this disease from January 2014 to March 2015 at Anyang Cancer
Hospital. RNAscope and immunohistochemistry were used to detect the expression of Fn and GLUT4 in Esophageal squa⁃
mous cell carcinoma tissues，and to analyze the induced effect of Fn on GLUT4 and its correlation with clinicopathologic
features. Survival curves were drawn by Kaplan-Meier survival analysis and correlation between GLUT4-induced effect of
Fn and survival time was analyzed by Log-rank test.【Results】There were red granules in the cytoplasm of ESCC ，which
were positive for Fn infection，brown granules in the plasma membrane of ESCC were positive for GLUT4 expression，and
the expression of GLUT4 was consistent with the Fn infection（P < 0.05）. At the same time，the positive expression of
GLUT4 induced by Fn was significantly correlated with gender，smoking，drinking，degree of differentiation，depth of
invasion，lymph node metastasis and clinical stage（P < 0.05）. The 5-year survival rate and median survival time in the
positive group were significantly lower than those in the negative group（P < 0.05）.【Conclusions】Long-term smoking
and drinking will lead to bad oral environment. Fn is more easily infected and planted in this environment，which can
induce the high expression of GLUT4 in plasma membrane of cancer cells，enhance glucose metabolism，and promote the
malignant progression of ESCC. Effective removal of Fn and inhibition of GLUT4 expression may provide a new strategy
and effective treatment for esophageal squamous cell carcinoma.

Key words：esophageal squamous cell carcinoma；fusobacterium nucleatum；glucose transporter 4；prognosis
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2020，41（6）：884-890］
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为 60个月（5年）。排除标准：①术后病理诊断非

食管鳞癌；②术前接受过放化疗或免疫治疗；③病

例资料信息不完整。本研究经安阳肿瘤医院及医

院伦理委员会审核批准，并于术前获得患者书面

知情同意入组参与研究。

1.2 主要仪器与试剂

Fn特异性探针（16S rRNA特异探针）与RNA⁃
scope试剂盒（美国ACD公司）；光学显微镜（日本

尼康公司，E100+ISH500）；SP-9000 免疫组织化

学试剂盒（中国中杉金桥生物技术有限公司）；

GLUT4兔单克隆抗体（美国 abcam公司）；柠檬酸

抗原修复液，磷酸盐缓冲液（Phosphate buffer sa⁃
line，PBS），二氨基联苯胺（Diaminobenzidine，DAB）
显色剂（中国索莱宝生物技术有限公司）。

1.3 RNAscope检测食管鳞癌癌组织中Fn感染

情况

每例病人常规石蜡包埋的食管鳞癌癌组织标

本块，以 2 μm进行连续切片；60 ℃溶蜡，二甲苯

脱蜡，制备靶标修复试剂，RNAscope®双氧水处

理，画疏水圈，RNAscope® 蛋白酶 Plus处理，进行

RNAscope®显色检测（含 Fn特异性探针杂交）（实

验流程见参考文献 24）。

1.4 IHC检测食管鳞癌癌组织中GLUT4表达情况

同批病人常规石蜡包埋的食管鳞癌癌组织标

本块，以 2 μm进行连续切片；60℃溶蜡（1.5 h）后

立即放入二甲苯脱蜡（3次×10 min），依次梯度乙

醇水化（100%、95%、90%、85%）各 5 min后流水冲

洗 1 min；94℃ ~ 98℃下柠檬酸盐缓冲液抗原修复

15 min，充分暴露抗原，PBS冲洗（3次×3 min）；过

氧化物酶阻断剂封闭 10 min，消除内源性过氧化

物酶活性，PBS冲洗（3次×3min）；滴加正常山羊血

清避光封闭 30 min，减少非特异性结合和背景染

色；加入 GLUT4特异性一抗（PBS稀释比 1∶200）
50 μL，4℃一抗孵育过夜；次日复温 1 h，PBS冲洗

（3次×3 min）；滴加山羊抗鼠/兔聚合物室温下孵

育 30 min；PBS冲洗（3次×3 min）；链霉菌抗生物

素蛋白-过氧化物酶室温下封闭；PBS冲洗（3次×
3 min）；DAB显色，显微镜下观察显色适当，立即蒸

馏水终止显色；苏木素复染；梯度乙醇脱水（85%、

90%、95%、100%）各 1 min；二甲苯透明（3 次×
3 min）；风干后中性树胶封片。

1.5 结果判读

RNAscope结果判定：Fn（16S rRNA）信号表达

于肿瘤细胞中，呈红色颗粒状（图 1）。在 400倍视

野下计数 20个肿瘤细胞内颗粒个数。96例标本

中计数的颗粒数的平均值作为判定阳性细胞的阈

值，大于该值为阳性细胞。计算每个标本中的阳

性率，以阳性率的平均值作为判定阳性标本的阈

值，大于此阀值的为阳性标本。在本次实验中，

Fn在每个细胞中单独的红色颗粒≥8个或有成簇

的信号为阳性细胞，每张切片中阳性细胞所占比

例≥30%为阳性标本，参考文献［24］。

IHC结果判定：使用光学显微镜随机挑选 5个
400倍视野，观察食管鳞癌癌组织切片中GLUT4表
达情况。以两位资深病理科医生共同判定的阳性

切片为阳性对照，PBS缓冲液代替一抗的阴性切片

为阴性对照。阳性表达判定标准：切片中癌细胞浆

膜出现浅黄色、棕黄色或棕褐色颗粒为GLUT4表

达阳性。取 5个高倍镜（× 400）视野评分的均值为

最终免疫组织化学评分，≤ 3分定义为阴性，> 3分
且≤ 12分定义为阳性。评分细则见参考文献［25］。

分组：Fn诱导癌细胞GLUT4表达阳性组，为

两张连续切片中Fn、GLUT4同时判定为阳性的组

织样本，以Fn+GLUT4阳性组表示；不满足同时阳

性的归为阴性组，以Fn+GLUT4阴性组表示。

1.6 统计学处理

采用 SPSS26.0软件进行统计学分析，计数资

料一致性检验采用 Cohen′s kappa系数分析，两组

分类资料的比较采用检验；分类资料的相关性采

用 Cramér′s V 计算；生存曲线绘制采用 Kaplan-
Meier法；生存时间之间差异分析采用Log-rank检

验；P < 0.05为差异有统计学意义。96例食管鳞

癌患者的术后随访时间为 5年（60个月），生存时

间为入院时间至最后一次随访日期或死亡，删失

数据为随访至 60个月仍存活的患者，未删失数据

为由食管鳞癌导致的死亡患者。

2 结 果

2.1 食管鳞癌患者临床病理资料一般特征

本研究共纳入食管鳞癌患者 96例（表 1）。

2.2 食管鳞癌组织中Fn感染与GLUT4表达的检测

食管鳞癌组织中可见癌细胞胞浆出现红色颗

粒，为Fn感染阳性（图 1A）；右侧连续切片中可见

癌细胞浆膜出现棕黄色颗粒，为GLUT4表达阳性

（图 1B）。且Fn感染与GLUT4高表达具有显著一
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表 2 Cohen′s kappa系数分析食管鳞癌组织中Fn感染与GLUT4表达的一致性

Table 2 Cohen′s kappa coefficient analysis of the consistency between Fn infection and expression of GLUT4 in esophageal
squamous cell carcinoma

GLUT4 Positive
Negative

Fn

Positive
35（36.46）
3（3.12）

Negative
6（6.25）

52（54.17）

kappa

0.81

kappa 95%CI

（0.378，0.716）

P

< 0.001

［n（%）］

Kappa value ＞ 0.7，excellent；0.4-0.7，good；＜0.4，poor agreement.

表 1 本研究纳入食管鳞癌患者临床病理资料一般特征

Table 1 General characteristics of clinicopathological
data of patients with esophageal squamous cell carcinoma

included in this study ［n（%）］

Clinical features
Gender

Age/ years

Smoking

Alcohol

Differentiation Type

Depth of infiltration

Lymph node metastasis

Clinical stages

Categories

Male
Female

<60
≥60

Positive
Negative

Positive
Negative

Poorly differentiated
Moderately/Well differentiated

≥adventitia
<adventitia

Positive
Negative

I/Ⅱ
Ⅲ/Ⅳ

ESCC

64（66.67）
32（33.33）

42（43.75）
54（56.25）

50（52.08）
46（47.92）

51（53.13）
45（46.87）

21（21.88）
75（78.12）

69（71.88）
27（28.12）

48（50.00）
48（50.00）

54（56.25）
42（43.75）

致性（P < 0.05；表 2）。

2.3 Fn诱导GLUT4高表达与食管鳞癌患者临床

病理特征相关性

Fn+GLUT4阳性组与食管鳞癌患者性别、吸

烟、饮酒、分化程度、浸润深度、淋巴结转移和临床

分期有关（P < 0.05；表 3），与年龄无关。

2.4 Fn诱导GLUT4高表达与食管鳞癌患者5年

生存预后相关性

96例食管鳞癌患者术后 5年总生存率及中位

生存时间分别为26.04%、31.00个月（图2A、表4），其
中Fn + GLUT4阳性组5年生存率及中位生存时间为

14.28%、23.00个月，显著低于阴性组32.78%、35.00
个月（P < 0.05；图2B、表4），差异具有统计学意义。

3 讨 论

食管鳞癌发病率与死亡率较高，早期诊断困

难，预后极差。因此，寻找精准的早期指标、有效

A/C：The expression of Fn was detected by RNAscope（16sRNA）
（× 400）. A：Fn infection was positive. C：Fn infection was negative.
B/D：The expression of GLUT4 was detected by IHC（× 400）. B：
GLUT4 expression was positive. D：GLUT4 expression was negative.
图 1 食管鳞癌组织中Fn感染与GLUT4表达检测结果

Fig.1 Detection results of Fn infection and GLUT4
expression in esophageal squamous cell carcinoma

GLUT4Fn

F
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表 3 Fn+GLUT4阳性组与食管鳞癌患者临床特征的相关性

Table 3 Correlation between positive expression of GLUT4 induced by Fn and clinicopathological features of patients with
esophageal squamous cell carcinoma

Clinical features
Gender

Male
Female

Age/years
≥ 60
< 60

Smoking
Positive
Negative

Alcohol
Positive
Negative

Differentiation Type
Poorly differentiated
Moderately/Well differentiated

Depth of infiltration
≥ dventitia
< dventitia

Lymph node metastasis
Positive
Negative

Clinical stages
Ⅰ/Ⅱ
Ⅲ/Ⅳ

n

64
32

54
42

50
46

51
45

21
75

69
27

48
48

54
42

Fn + GLUT4
Positive

31（32.29）
4（4.17）

18（18.75）
17（17.70）

25（26.04）
10（10.42）

26（27.08）
9（9.38）

18（18.75）
17（17.71）

30（31.25）
5（5.21）

28（29.17）
7（7.29）

7（7.29）
28（29.17）

Negative

33（34.38）
28（29.16）

36（37.50）
25（26.05）

25（26.04）
36（37.50）

25（26.04）
36（37.50）

3（3.13）
58（60.41）

39（40.63）
22（22.91）

20（20.83）
41（42.71）

47（48.96）
14（14.58）

χ2

11.89

0.52

8.26

9.90

28.15

5.22

19.83

29.41

Cramér′s V
0.352

0.074

0.293

0.321

0.542

0.233

0.454

0.554

P

0.001

0.471

0.004

0.002

0.001

0.022

0.001

0.001

［n（%）］

表 4 Fn + GLUT4阳性组与阴性组食管鳞癌患者的中位生存时间（月）

Table 4 Median survival time（months）in esophageal squamous cell carcinoma patients with Fn induced GLUT4
positive and negative groups

Fn + GLUT4
Positive
Negative
Total

P25

45.000
P50

23.000
35.000
31.000

P75

10.000
22.000
17.000

χ2

6.99

P

0.008

的预防措施及靶向治疗方法，尤为重要。长期以

来，肿瘤研究中有关病原微生物的慢性感染探讨

的不多，实际上，多种病原微生物均可通过增强宿

主细胞葡萄糖代谢，重塑宿主微环境，从而长期定

植，促进其恶性进展［18-23］。而Fn作为毒力最强的口

腔致病菌之一，长期定植于机体，可促进口腔鳞癌、

食管鳞癌以及结肠癌等多种肿瘤的发生发展［26］。

病原微生物对宿主微环境的重塑机制至今尚

未完全明确，但多数可诱导宿主细胞GLUT4高表

达，增强其葡萄糖代谢，为自身长期定植提供有利

条件。人巨细胞病毒、HIV及腺病毒均可通过诱

导宿主细胞 GLUT4高表达，促进其能量合成，利
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于病原体定植［21-23］。而肿瘤细胞中GLUT4的高表

达，与其恶性进展密切相关。胃癌患者癌细胞高

表达 GLUT4，转移率显著升高［20］；恶性多发性骨

髓瘤患者癌细胞高表达GLUT4，增殖能力明显增

强［27］；子宫内膜癌患者癌细胞高表达 GLUT4，侵
袭能力显著增强［28］。

本研究发现食管鳞癌组织中Fn感染与GLUT4
高表达具有显著一致性，提示 Fn可能通过诱导

GLUT4高表达，增强肿瘤细胞葡萄糖代谢，为自身

长期定植营造良好微环境，并促进食管鳞癌恶性

进展。本研究通过卡方检验分析 Fn诱导GLUT4
高表达与食管鳞癌患者临床病理特征相关性，显

示在食管鳞癌患者中，Fn + GLUT4 阳性组与性

别、吸烟与饮酒显著相关，提示阳性组多为吸烟饮

酒的男性患者，表明长期吸烟、饮酒导致口腔环境

恶劣，Fn更容易感染并定植，从而诱导癌细胞高

表达GLUT4；且低分化食管鳞癌组织中阳性组患

者显著高于中高分化，提示恶性程度更高的肿瘤

及其微环境更利于Fn生存，并诱导癌细胞高表达

GLUT4；同时阳性组与肿瘤浸润深度、淋巴结转移

和临床分期显著相关，提示Fn诱导癌细胞高表达

GLUT4可能促进了其恶性进展；本研究还发现阳

性组患者 5年生存率及中位生存时间均明显低于

阴性组，提示有效清除Fn并抑制癌细胞GLUT4高
表达可能延长食管鳞癌患者生存期。由于肿瘤的

发生发展是一个多因素、多步骤的演变过程，Fn
的具体致病机制有待进一步探讨，但打破Fn在宿

主体内持久定植的现状，并有效抑制癌细胞

GLUT4表达，对于积极有效地延缓食管鳞癌恶性

进展并延长患者生存期具有非常重要的意义。

综上所述，在食管鳞癌组织中Fn可能通过诱

导癌细胞 GLUT4高表达，增强其葡萄糖代谢，从

而促进肿瘤恶性进展。有效清除 Fn并抑制癌细

胞 GLUT4的表达可能延长食管鳞癌患者的生存

期，在食管鳞癌的临床治疗方面具有十分重要的

科学理论意义和广泛的应用前景。

A: 5-year survival curve of patients with esophageal squamous cell carcinoma after operation. B: Survival curve of esophageal squamous cell car⁃
cinoma patients with Fn induced GLUT4 positive and negative groups.

图 2 食管鳞癌患者术后 5年生存曲线

Fig.2 The 5-year survival curve of patients with esophageal squamous cell carcinoma
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