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  摘 要:目的 探讨分泌型卷曲相关蛋白1(SFRP1)和β-连环蛋白(β-catenin)在食管癌中的作用及相关机

制。方法 选取该院肿瘤科2014年1月至2018年1月收治的食管癌患者121例作为研究对象,采集所有受试

者癌组织及癌旁组织标本。采用甲基化特异性PCR(MSP)检测癌组织及癌旁组织SFRP1水平,采用免疫组织

化学法检测癌组织及癌旁组织β-catenin水平。结果 食管癌患者癌组织SFRP1表达水平较癌旁组织均明显

降低,β-catenin表达水平较癌旁组织明显升高,差异有统计学意义(P<0.05);是否淋巴结转移食管癌患者

SFRP1表达阳性率差异有统计学意义(P<0.05),β-catenin表达阳性率差异无统计学意义(P>0.05);不同病

理类型、分化程度、TNM 分期食管癌患者SFRP1、β-catenin表达阳性率比较,差异有统计学意义(P<0.05)。
结论 食管癌患者的癌组织中SFRP1表达下调,β-catenin表达上调,SFRP1、β-catenin表达水平与食管癌患者

病情严重程度有关,可作为食管癌的早期标志物。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

role
 

of
 

secreted
 

frizzled-related
 

protein
 

1
 

(SFRP1)
 

and
 

β-catenin
 

in
 

esophageal
 

carcinoma
 

its
 

related
 

mechanism.Methods A
 

total
 

of
 

121
 

patients
 

with
 

esophageal
 

cancer
 

admit-
ted

 

to
 

the
 

Department
 

of
 

Oncology
 

of
 

this
 

Hospital
 

from
 

January
 

2014
 

to
 

January
 

2018
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

study
 

subjects,and
 

cancer
 

tissue
 

and
 

adjacent
 

tissue
 

samples
 

of
 

all
 

subjects
 

were
 

collected.Methylation
 

specific
 

PCR
 

(MSP)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

level
 

of
 

SFRP1
 

in
 

cancer
 

tissues
 

and
 

adjacent
 

tissues,and
 

immunohisto-
chemistry

 

(IHC)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

level
 

of
 

β-catenin
 

in
 

cancer
 

tissues
 

and
 

adjacent
 

tissues.Results The
 

expression
 

level
 

of
 

SFRP1
 

in
 

esophageal
 

cancer
 

tissues
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

adjacent
 

tissues,

and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

β-catenin
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

adjacent
 

tissues,with
 

statistical
 

sig-
nificance

 

(P<0.05).There
 

was
 

statistically
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

positive
 

rate
 

of
 

SFRP1
 

expression
 

in
 

esophageal
 

cancer
 

patients
 

with
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

(P<0.05),but
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

β-catenin
 

expression
 

(P>0.05).There
 

was
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

positive
 

rate
 

of
 

SFRP1
 

in
 

esophageal
 

cancer
 

pa-
tients

 

with
 

different
 

pathological
 

types,degree
 

of
 

differentiation
 

and
 

TNM
 

stage
 

(P<0.05).Conclusion The
 

expression
 

levels
 

of
 

SFRP1
 

and
 

β-catenin
 

are
 

down-regulated
 

and
 

up-regulated
 

in
 

esophageal
 

cancer
 

tissues.
The

 

expression
 

levels
 

of
 

SFRP1
 

and
 

β-catenin
 

are
 

related
 

to
 

the
 

severity
 

of
 

esophageal
 

cancer,which
 

could
 

be
 

used
 

as
 

early
 

markers
 

of
 

esophageal
 

cancer.
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  食管癌是常见的上消化道肿瘤之一。目前,上消

化道肿瘤是我国城市人口恶性肿瘤的重要死亡原因,
同时也是世界范围内相对常见、多发的恶性肿瘤之

一,其病因与吸烟、职业、环境、电离辐射等有关[1-2]。
近年来,虽然人类对食管癌的研究加深,但截至目前

其发病机制尚未完全弄清。分泌型卷曲相关蛋白1
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(SFRP1)和β-连环蛋白(β-catenin)是机体中的相对常

见的2种生物学因子,在各种疾病的发生、发展和转

归过程中均发挥了重要作用[3]。SFRP1作为一种新

发现的候选抑癌基因,在人类的多种肿瘤包括上消化

道肿瘤中均存在表达下调或缺失的现象[4],而其失活

的原因则可能与上消化道肿瘤的子区高甲基化被启

动有关。β-catenin是CTNNB1基因编码的蛋白,可
与钙黏蛋白、α-catenin共同组成黏附连接复合体。既

往研究显示,β-catenin可作为信号分子介导细胞黏附

和信号传导[5]。一项 Meta分析显示,β-catenin在肝

癌、肠癌、胃癌等疾病中起重要作用,与食管癌的不良

预后、疾病进展及肿瘤侵袭性均密切相关[6]。本研究

选取本院肿瘤科收治的121例食管癌患者作为研究

对象,探讨SFRP1、β-catenin在该病中的作用及其相

关机制,现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取本院肿瘤科2014年1月至

2018年1月收治的121例食管癌患者作为研究对象

进行前瞻性研究。纳入标准:(1)符合中国抗癌协会

食管癌专业委员会《食管癌规范化诊疗指南(2013
版)》[7]中食管癌诊断标准;(2)活检标本满足诊断要

求;(3)知情同意并签署知情同意书;(4)临床资料完

整。排除标准:(1)食管癌合并其他恶性病变;(2)病
理学检查时有放化疗、生物免疫治疗史;(3)治疗期间

死亡、转院、失访。121例食管癌患者中男78例,女

43例;鳞癌51例,腺癌70例;肿瘤分化程度:高分化

31例,中分化62例,低分化28例;癌转移53例,未转

移68例。根据国际抗癌联盟(UICC)和美国癌症联

合会(AJCC)联合制定的标准[8],将121例食管癌患

者分成Ⅰ期28例,Ⅱ期41例,Ⅲ期37例及Ⅳ期15
例。本研究经本院医学伦理委员会批准后执行。

1.2 仪器与试剂 仪器:细胞质分析仪[亚德诺半导

体技术(上海)有限公司];全自动免疫组化检测仪[赛
默飞世尔科技(中国)有限公司]等。试剂:鼠抗人

SFRP1(ELISA)试剂盒(上海江莱生物科技有限公

司,规格:96T/49T);鼠抗人β-catenin单克隆抗体(北
京中山生物技术有限公司,型号:CAT-5H10)等。

1.3 方法

1.3.1 标本采集 操作者均为本院经验丰富的检验

科医生,对本课题不知情,也不了解A、B组受试者的基

线资料,采用单盲法判断。采集所有受试者癌组织及癌

旁组织标本,均于标本离体后0.5
 

h内取材,并分成2
份:一份放置于-80

 

℃低温冰箱保存,用于DNA提取;
一份石蜡包埋,采用常规苏木精-伊红(HE)染色法染

色,用于免疫组织化学法(IHC)
 

β-catenin检测。

1.3.2 检测步骤 分别采用甲基化特异性 PCR
(MSP)和免疫组织化学法(IHC)检测癌组织及癌旁

组织SFRP1、β-catenin水平。SFRP1检测:提取癌组

织及癌旁组织标本,提取DNA,采用细胞质分析仪检

测。β-catenin检测:(1)癌组织及癌旁组织标本均采

用中性福尔马林脱水固定;(2)常规石蜡包埋和水化,
接着用枸橼酸钠缓冲液(陕西兴邦药业有限公司,国
药准字H61022282)煮沸后孵育10

 

min,加一抗4
 

℃
孵育过夜;(3)加生物素标记的二抗处理后再次孵育10

 

min,用苏木素复染,乙醇脱水,切片,然后用二甲苯透

明中性树胶(南京森贝伽生物科技有限公司,编号:

SBJ0126)封片;(4)采用全自动免疫组化检测仪进行

检测。

1.3.3 SFRP1、β-catenin结果判定 SFRP1结果判

定每张切片随机选取10个高倍镜(×40)视野,计算

阳性细胞百分数。阴性:肿瘤阳性细胞数<10%;阳
性:阳性表达定位于细胞质,细胞质有棕黄色颗粒,肿
瘤阳性细胞数≥10%。

1.3.4 β-catenin结果判定 阳性细胞百分数与

SFRP1的判定结果相同。阴性:染色结果无着色或单

纯细胞质着色;阳性:呈棕黄色颗粒状,主要位于细

胞膜。

1.4 统计学处理 采用Excel
 

2010建立数据库,采
用SPSS21.0统计软件进行数据分析。计数资料以例

数或率表示,采用χ2 检验或Fisher确切概率法;计量

资料以x±s表示,两组比较采用t检验;相关性采用

Cox模型分析。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 癌组织及癌旁组织SFRP1、β-catenin表达水平

比较 食管癌癌组织SFRP1表达水平较癌旁组织明

显降低,β-catenin表达水平较癌旁组织明显升高,差
异均有统计学意义(P<0.05)。见表1。

表1  癌组织及癌旁组织SFRP1、β-catenin表达

   水平比较(x±s,μg/mL)

组织 n SFRP1 β-catenin
癌组织 121 0.847±0.288 0.879±0.164
癌旁组织 121 2.015±0.442 0.520±0.178

t 20.58 4.51

P <0.01 <0.05

2.2 不同临床病理特征食管癌患者SFRP1、β-cate-
nin表达阳性率比较 是否淋巴结转移食管癌患者

SFRP1表达阳性率差异有统计学意义(P<0.05),β-
catenin表达阳性率差异无统计学意义(P>0.05);不
同病 理 类 型、分 化 程 度、TNM 分 期 食 管 癌 患 者

SFRP1、β-catenin表达阳性率比较,差异均有统计学
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意义(P<0.05)。见表2。

表2  SFRP1、β-catenin表达与食管癌的临床病理特征的关系(n)

项目 类型 n
SFRP1

阳性 阴性 χ2 P

β-catenin

阳性 阴性 χ2 P

病理类型 鳞癌 51 47 4 24.01 <0.01 24 27 11.66 <0.01

腺癌 70 35 35 54 16

分化程度 高分化 31 24 7 20.22 <0.01 10 21 15.31 <0.01

中分化 68 51 17 50 18

低分化 22 5 17 16 6

淋巴结转移 是 48 21 27 21.01 <0.01 31 17 0.01 >0.05

否 73 61 12 47 26

TNM分期 Ⅰ期 28 17 11 8.08 <0.05 18 10 7.79 <0.05

Ⅱ期 41 31 10 30 11

Ⅲ期 37 28 9 25 12

Ⅳ期 15 6 9 5 10

3 讨  论

  既往研究证实,SFRP1在胚胎发育阶段主要参与

脑、血管等重要系统的细胞分化[9],但当其成体后,存
在于机体的诸多组织中。作为一种重要的抑制因子,

SFRP1的作用多集中在 Wnt信号(配体蛋白质 Wnt
和膜蛋白受体结合激发)上游,有研究证实,虽然其在

正常状态下对抵抗食管癌发生和发展、促进细胞凋亡

等[10]生物过程均极有帮助,但若超过其临界值时,则
会损伤机体组织。

本研究结果发现,食管癌患者癌组织中SFRP1
的表达水平低于癌旁组织(P<0.05),而不同病理类

型、分化程度、TNM 分期、是否淋巴结转移食管癌患

者SFRP1蛋白表达差异有统计学意义(P<0.05)。
结合文献[10-12]及本研究结果,SFRP1在食管癌中

的作用机制可能与以下几点有关:(1)SFRP1参与

Wnt信号转导而对食管癌发生有影响。通常情况下,

Wnt信号转导在成体组织细胞中的作用主要是协助

细胞增殖,但若机体受损时,这条信号通路中的关键

蛋白突变,导致 Wnt信号活化出现异常,继而参与肿

瘤发生。(2)SFRP1基因的第1个外显子周围有高密

度的CpG岛,其是发生甲基化的重要区域。有研究

显示,当机体中的SFRP1基因甲基化后 Wnt信号通

路则会被激活,继而导致本途径中的β-catenin在细胞

质内累积、转移或与该途径中的某些转录因子结

合[12]。而在这种情况下,靶基因的转录和表达也会随

着被刺激,继而参与食管癌的发生、发展。(3)SFRP1
可与Fra相互竞争而使 Wnt信号通路被抑制。有研

究发现,SFRP1利用部分类似氨基端序列结构与 Wnt
蛋白结合,进而抑制 Wnt信号通路[13]。本研究中食

管癌癌组织SFRP1阳性表达率明显低于癌旁组织,
提示SFRP1表达降低会抑制 Wnt信号转导,促进肿

瘤细胞增殖。
作为一种细胞质蛋白,β-catenin主要分布于胞

膜,可与E-钙黏蛋白(E-cadherin)相结合而形成的一

种E-cadherin-β-catenin复合物。这种复合物在许多

细胞反应中发挥重要作用,有研究证实β-catenin变异

均会引起许多人类肿瘤,如结肠癌、肺癌[14-15]。正常

情况下,肿瘤抑制(APC)基因对机体细胞中的β-cate-
nin有较好的调节,促使β-catenin基因出现特殊片段

磷酸化。然而,当β-catenin或APC基因突变时,细胞

内的β-catenin水平随之递增,而其部分则会从胞膜上

转移至胞核内聚集。本研究结果显示,β-catenin在食

管癌癌组织中的表达 较 癌 旁 组 织 明 显 升 高(P<
0.05)。这表明β-catenin在食管癌病变组织呈高表

达[16],而癌旁组织阳性率较低,严重影响食管癌患者

的预后生存率。通常情况下,β-catenin主要分为两

类,一类是游离型β-catenin,二类是结合型β-catenin。
有研究证实,前者主要表达于食管癌细胞的细胞核

中,是重要的靶基因,Wnt信号通路则是它与转录因

子Tcf/Lef结合后形成的;后者的主要功能是调节细

胞黏附功能,但无法进入细胞核,而这种调节功能还

必须与其他细胞因子结合才可实现[17]。食管癌的发

生则主要与游离型β-catenin相关,而导致这种现象的

原因在于β-catenin降低了转录因子的转录活性,而使

Wnt信号通路被激活,使信号转导途径异常而过度调

节食管癌细胞的增殖[18]。因此,推测SFRP1与β-
catenin之间还存在某种联系,但具体机制有待进一步

研究。
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综上所述,SFRP1低表达、β-catenin高表达可能

是食管癌高发的主要诱因之一,二者主要通过相同的

媒介物质 Wnt信号通路导致食管癌的发生。SFRP1、

β-catenin均在食管癌的发生、发展、转归及预后中发

挥重要作用,可将其作为食管癌发生的早期肿瘤标

志物。
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