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摘要: 食管鳞状细胞癌(Esophageal squamous cell carcinoma, ESCC)是我国常见的恶性肿瘤之一, 虽然临床诊治

手段正逐步改进, 但中晚期患者 5 年生存率仍然很低。目前认为细胞周期调控异常与肿瘤发生发展关系密切, 

然而相关周期调节蛋白在食管癌患者中的表达改变、临床意义及其应用价值还没有明确结论。文章应用组织微

阵列联合免疫组织化学技术(TMA-IHC), 对 148 例食管鳞癌组织标本中细胞 G1/S 期调控蛋白 cyclin D1、p53 和

p21WAF1/Cip1 的表达进行检测, 分析其与临床病理参数之间的相关性。结果显示, cyclin D1 与 p53 蛋白在食管癌

细胞中表达升高, p53 表达阳性率与区域淋巴结转移显著相关(P = 0.001)。p21WAF1/Cip1 蛋白在肿瘤组织中表达降

低, 且 p21WAF1/Cip1 表达阴性患者的术后生存时间显著短于表达阳性的患者(P = 0.001)。多因素生存分析显示

p21WAF1/Cip1 是一个独立的预后因素(相对危险度为 0.418, P<0.001)。微阵列比较基因组杂交(array-CGH)检测进

一步表明 45.4%的食管癌患者存在 cyclin D1 基因扩增。以上结果提示食管鳞癌中存在细胞周期 G1/S 期调控异

常, p21WAF1/Cip1 蛋白可能是一个有应用价值的预后因子。 
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Abstract: Dysregulation of cell cycle control, especially G1/S phase transition, is implicated in the pathogenesis of most 

human cancers, including esophageal squamous cell carcinoma (ESCC). However, the clinicopathological significance of 

aberrant expression of G1/S phase-related proteins in ESCC remains unclear. In the present study, cyclin D1, p21WAF1/Cip1 

and p53 protein expression were examined in 148 ESCC cases using immunohistochemistry combined with tissue microar-

ray. We then analyzed the correlations between their expression and clinicopathological parameters and found that overex-

pression of p53 was associated with lymph node metastasis (P = 0.001). p21WAF1/Cip1 down-regulation was an independent 
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prognostic factor by multivariate analysis (RR = 0.418, P <0 .001). Further more, array-CGH results revealed that cyclin D1 

gene was amplified in 45.4% of ESCC patients. This study confirms that dysregulation of G1/S related genes is common in 

ESCC and reduced expression of p21WAF1/Cip1 protein can predict shorter overall survival time of patients with ESCC. 

Keywords: esophageal squamous cell carcinoma; cell cycle regulation; immunohistochemistry; tissue microarray; prognosis 

食管鳞状细胞癌(Esophageal squamous cell carci-

noma, ESCC)的死亡率位居我国恶性肿瘤死因的第四

位, 虽然目前手术及放疗技术已较为成熟, 但中晚期

ESCC 患者的 5 年生存率仍不足 20%。食管鳞癌是一

种侵袭性很强的恶性肿瘤, 早期即可侵入邻近组织, 

并具有高频率的远处转移, 特别是淋巴结转移和肺转

移。寻找可预测食管癌患者转移和预后的分子标志物, 

将有助于提高临床诊断和个体化治疗水平。 

恶性肿瘤是一类渐进性细胞周期异常的疾病 , 

绝大多数癌细胞中均存在细胞周期调控机制的破坏, 

从而导致细胞生长失控以及分化受阻。目前研究提

示细胞周期特别是 G1/S期相关调控通路在肿瘤发生

发展中可能存在异常改变。如细胞周期素 cyclin D

和 cyclin E 在乳腺癌、淋巴瘤、原发性肝癌等多种

肿瘤中过表达 , 进而激活周期蛋白依赖性激酶

(Cyclin-dependent kinase, CDK), 一定程度上降低细

胞增殖对有丝分裂原的依赖, 加快 G1/S 期进展
 [1~3]。

而细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂(Cyclin-dependent 

kinase inhibitor, CKI)家族成员如 p15INK4、p16INK4、

p21WAF1/Cip 及抑癌基因 p53 等在肿瘤细胞中常因突

变、缺失或表观遗传改变而失活[4~6], 无法抑制 CDKs

的活性, 造成细胞周期调节失控和细胞异常增殖。虽

然这些重要 G1/S期调控蛋白在肿瘤发生发展中的作

用机制均已明确, 但其在我国食管癌患者中的表达

改变情况及临床病理意义还没有统一或确切的结论, 

其潜在的临床应用价值有待进一步研究。 

本文采用组织微阵列联合免疫组织化学技术, 对

148 例食管鳞癌组织标本中 G1/S 期调控基因 cyclin 

D1、p53 以及 p21WAF1/Cip1的蛋白表达进行检测, 并分

析其与临床病理参数以及患者预后之间的相关性。 

1  材料和方法 

1.1  标本收集 

148 例食管癌组织和对应手术切端病理学正常

组织标本取自 1999~2004 年中国医学科学院肿瘤医

院胸外科手术病例, 所有病例均由病理科医师诊断

为食管鳞状细胞癌。其中男性 108例, 女性 40例; 年

龄 40~82 岁, 中位年龄 60 岁。肿瘤分期主要为 T2

期(27 例)和 T3 期(121 例); 淋巴结转移阳性和阴性

病例为 76 例和 72 例; 肿瘤高中低分化病例数分别

为 28、76、44。 

本组病例中具有完整随访资料者为 90例, 平均

随访时间 46.8月(4~73月), 死亡 33例。 

1.2  方法 

1.2.1  组织芯片制备 

组织首先进行常规石蜡包埋并切片, 显微镜阅

片, 选取相应的石蜡块并采点标记。每例病例手术

切端病理学正常组织取 3 个组织芯, 对应肿瘤组织

取 5个组织芯, 通过两次包埋完成组织芯片制作。 

1.2.2  免疫组化试剂及实验步骤 

石蜡切片经常规脱蜡和水化后, 滴加 3%过氧

化氢溶液消除内源性过氧化物酶活性。经枸橼酸盐

缓冲液(0.01 mol/L, pH6.0)抗原修复后滴加一抗(兔

抗人 cyclin D1单克隆抗体、鼠抗人 p21WAF1/Cip1单克

隆抗体、鼠抗人 p53 单克隆抗体, 美国 Santa Cruz

公司), 37℃孵育 2 h。冲洗后依次滴加试剂 1和试剂

2(PV9000 免疫组化试剂盒 , 中杉金桥生物技术公

司), DAB 显色(DAB 染色试剂盒, 中杉金桥生物技

术公司), 苏木素复染, 梯度脱水, 透明后封片镜检。 

1.2.3  免疫组化结果判断 

以细胞核内出现棕黄色颗粒为阳性信号, 计数

每例病例肿瘤组织 5 个组织区域中的所有肿瘤细胞, 

当大于 10%的细胞核着色判断该病例为表达阳性[7~9]。 

1.2.4  Array-CGH 分析 

运用 Agilent Oligo aCGH Hybridization Kit (含

Human Genome CGH 4*44K 芯片) (Agilent, 美国)
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进行 array-CGH 分析。Qiagen® DNeasy Blood & 

Tissue Kit (Qiagen, 德国)提取食管癌组织基因组 DNA, 

通过酶切使其片段化。以 BioPrime Array CGH Ge-

nomic Lableling Module通过随机引物法对样本进行

标记, 用 Cy3-dUTP和 Cy5-dUTP分别标记食管癌组

织和对照标本。纯化标记产物并检测标记效率, 将

标记产物和 50 L Cot-1 DNA混合、变性和预退火

后, 放入杂交炉, 65℃、20 r/min, 杂交 24 h。冲洗 2

次后, 用 Feature Extraction 10.5 从芯片扫描图片中

提取各探 针的信号 值。采用 CGH Analytics 

4.0(Agilent)软件进行数据分析。 

1.2.5  统计学分析 

使用统计分析软件 SPSS 15.0 进行数据统计, 

采用双侧 χ2检验判断蛋白表达改变与临床病理参数

的相关性, 采用 Kaplan-Meier 方法分析与患者术后

生存率之间的关系, Cox 回归模型多因素分析检测

不同因素(蛋白表达水平、年龄、pT、淋巴结转移状

况和病理分级程度 )对患者生存时间的影响。P < 

0.05视为有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  Cyclin D1、p53和 p21WAF1/Cip1在食管手术切端

及肿瘤组织中的表达情况 

在手术切端病理学正常组织中, p53蛋白表达阴

性, 而 cyclin D1及 p21WAF1/Cip1蛋白在副基底层细胞

核中表达。在食管癌组织中, p53及 cyclin D1蛋白在

核中的表达比率与手术切端组织相比显著提高, 其

阳性率分别为 54.0%(74/137)和 77.6%(111/143)。

p21WAF1/Cip1 在肿瘤细胞核中的表达比率低于手术切

端组织, 其总体阳性率为 45.0%(45/100)(图 1)。 

2.2  Cyclin D1、p53和 p21WAF1/Cip1的表达与病理参

数的关系 

我们进一步分析了Cyclin D1、p53和 p21WAF1/Cip1

的表达与肿瘤分期、区域淋巴结转移和肿瘤病理分级 
 

 
 

图 1  Cyclin D1、p53 和 p21WAF1/Cip1 在手术切端正常组织和食管癌组织中的表达情况 
A、B和 C分别为 cyclin D1、p53和 p21WAF1/Cip1在同一例患者的手术切端正常组织和食管癌组织的免疫组化代表性照片。其中“×400”为“×100”

黑色方框内的放大照片。 
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之间的相关性。其中, 食管癌组织中 p53 蛋白阳性

者发生淋巴结转移的比例显著高于阴性者(P= 0.016)。

而 cyclin D1 和 p21WAF1/Cip1的蛋白表达阳性与阴性

患者的比例与以上临床病理参数没有显著相关性。  

2.3  p21WAF1/Cip1的表达与患者术后生存时间的关系 

p21WAF1/Cip1表达阴性病例的中位生存期为 24个

月, 而其表达阳性病例为 48 个月。Kaplan-Meier 分

析表明, 该蛋白的表达与食管癌患者术后生存时间

显著相关(图 2), 而 cyclin D1和 p53的蛋白表达与食

管癌患者预后无相关性。多因素分析结果显示 , 

p21WAF1/Cip1蛋白表达是一个独立的预后因子(表 2)。 

根据 p21WAF1/Cip1表达水平将食管鳞癌患者分

成 p21WAF1/Cip1表达阴性和 p21WAF1/Cip1表达阳性两

组。p21WAF1/Cip1 表达阴性患者的术后生存时间显

著短于 p21WAF1/Cip1表达阳性患者(P= 0.001)。 

2.4  cyclin D1基因在食管肿瘤组织中的扩增 

本课题组前期通过比较基因组杂交技术发现食

管癌组织染色体 11q13 存在较高频率的扩增[10], 由于

cyclin D1 基因位于染色体 11q13, 我们推测其蛋白过

表达可能与其基因扩增有关。对 44例食管癌组织进行

array-CGH分析后发现, 包含 cyclin D1基因的探针在

20例食管癌患者中存在扩增(45.4%) (图 3)。 
 
表 1  食管癌组织中 cyclin D1、p53 和 p21WAF1/Cip1 的蛋白表达情况及其与临床病理参数的关系 

阳性病例数(百分比) 
病理学特征 

cyclin D1 p53 p21WAF1/Cip1 

肿瘤分期     

 T1/T2  21(84.0%) 12(48.0%) 8(42.1%) 

 T3/T4  89(77.3%) 61(55.9%) 36(46.1%) 

 P 值  0.465 0.471 0.751 

淋巴结转移     

 无 53(76.8%) 29(43.9%) 21(43.8%) 

 有  57(80.2%) 44(64.7%) 23(46.9%) 

 P 值 0.617 0.016 0.752 

病理分级     

 高分化  42(84.0%) 26(56.5%) 15(44.1%) 

 中分化 50(73.5%) 35(52.2%) 22(45.8%) 

 低分化 16(76.2%) 12(60.0%) 7(46.6%) 

 P 值 0.395 0.798 0.982 

 

 
 

图 2  p21WAF1/Cip1 存活曲线 

3  讨 论 

我国是全世界食管癌发病和死亡人数最高的国家, 

占全球食管癌发病和死亡人数的 53.86%和 49.26%[11]。

目前食管癌患者的预后评价主要依赖传统的 TNM 系

统, 但即使同一临床分期、同一病理类型、采用同一

治疗方案进行治疗的患者, 其转归也往往存在很大差

异。因此, 探索一些与 ESCC相关的分子改变, 寻找敏

感性、特异性较高的预后指标, 提供个体化的预后信息, 

将对提高临床诊断水平和改善患者预后产生重要影响。 

cyclin D1是与许多肿瘤的发生关系极为密切的

原癌基因, 其表达升高可激活 CDK4 和 CDK6 并缩

短 G1期, 造成细胞周期调节失控和细胞异常增殖。

在甲状腺肿瘤[12]和乳腺癌[13]等多种肿瘤中均发现存 
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表2  Cox回归模型多因素分析不同危险因素对67例食管癌患者预后的影响 

危险因素 相对危险度 95% 置信区间 P 值 

年龄 0.875 0.374~2.051 0.759 

肿瘤分期 1.256 0.416~3.792 0.686 

区域淋巴结转移 4.893 2.069~11.573 0.001 

病理分级 1.150 0.650~2.032 0.631 

临床分期 1.542 0.145~16.452 0.720 

p21WAF1/Cip1蛋白表达 0.417 0.256~0.677 0.000 

 

 
 

图 3  11 号染色体 array-CGH 示意图 
A: cyclin D1基因未发生扩增的病例; B: cyclin D1基因发生扩增的病例(Log2 ratio>1.0)。图中竖线指示 cyclin D1基因所在位置。 

 
在高频率的 cyclin D1基因扩增和蛋白的过表达。本

研究中 cyclin D1蛋白过表达率为 77.6%而其基因扩

增率为 45.4%, 提示基因扩增可能是导致其蛋白表

达升高的重要原因。有研究认为 cyclin D1蛋白过表

达与食管癌患者预后不良相关[9, 14, 15]。本实验证实

了 cyclin D1在食管癌组织中表达升高, 但并未发现

其与患者预后之间存在相关性(P= 0.213)。 

已有许多研究报道了 p53 蛋白在恶性肿瘤中的

表达改变情况。p53 点突变在很多肿瘤中均有发现, 

突变 p53 蛋白的一个重要特点是半衰期比野生型

p53 蛋白长, 故可用免疫组化方法在石蜡切片中检测

到。本文发现所有手术切端病理学正常组织中 p53

蛋白染色阴性, 而半数以上的食管癌患者癌细胞中

p53 异常累积, 提示可能存在 p53 蛋白突变, 并且

p53 异常累积与局部淋巴结转移风险增高相关。在

其他恶性肿瘤如结直肠癌 [16]和口腔鳞癌 [17, 18]中也

有报道 p53 的表达升高或突变与区域淋巴结转移有

关, 并且动物模型实验结果也支持这一现象[19]。 

p21WAF1/Cip1是最先发现的 CKI 基因, 其作用主

要是调控 CDKs 的活性, 并参与由 p53 介导的细胞

DNA损伤反应。当细胞损伤时, p53启动 p21WAF1/Cip1

的表达, 使其抑制 cyclinE-CDK2 活性, 导致 RB 磷

酸化水平降低, 细胞停滞于 G1 期。p21WAF1/Cip 蛋白

在多数人类肿瘤中表达降低, 但其具体机制却研究

不多。有报道认为 p21WAF1/Cipl 基因启动子区甲基化

或染色质中组蛋白去乙酰化异常可能是导致该基因

转录受抑制的重要原因[20, 21]。在 Matsumoto等[22]的

研究中, p21WAF1/Cip1 与食管癌患者术后生存时间无

关。但 Natsugoe 等[8]检测了 111 例食管癌患者中的

p21WAF1/Cip1 蛋白表达情况后发现, 其在 p53 阴性病

例中的阳性表达与预后良好相关, 提示其发挥功能

是 p53蛋白依赖性的。本文对有完整随访资料的 67

例食管癌患者进行 Cox 回归模型分析后提示, 在食

管癌中表达降低的 p21WAF1/Cip1蛋白为独立的预后保

护因素, 其高表达与长生存期正相关。 

本研究发现 cyclin Dl、p53和 p21WAF1/Cip1 3个重

要细胞周期调控蛋白在食管癌细胞中存在较高频率

的表达异常, 提示食管癌中 G1/S 期调控紊乱, 这可

能是导致肿瘤细胞恶性增殖的重要原因之一。同时

本文结果还提示 p21WAF1/Cip1蛋白可能是一个有应用
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价值的预后因子 , 上调其表达可抑制肿瘤组织

CDKs的活性, 从而阻止肿瘤细胞的异常增殖。 
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