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食管鳞癌与腺癌差异基因表达的对比分析 *
齐天伟 1 张 超 2 孙学峰 1
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摘要 目的：研究食管鳞癌(esophageal squamous cell carcinoma，ESCC)与食管腺癌(esophageal adenocarcinoma, EAC)的基因差异表

达，探讨 ESCC 与 EAC 发生发展的基因学基础。方法：选取 8 例 ESCC 和 8 例 EAC 组织抽提 mRNA，应用 cDNA 芯片技术通过

芯片杂交、生物信息学处理，找出两者间差异表达基因。结果：采用 BioStarH-40 芯片发现差异表达基因 541 条，差异表达基因占

13.8％，其中表达增强 309 条(显著增强 73 条)，表达降低 232 条(显著降低 61 条)。结论：ESCC 与 EAC 基因表达比较，差异有统

计学意义，这些差异可能在两类肿瘤不同的生物学行为中起重要作用。
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ABSTRACT Objective: To determine the diference in the gene expression between human esophageal squamous cell carcinoma
(ESCC) and esophageal adenocarcinoma (EAC). Methods: cDNA chip was used to detect the mRNA of cancer tissue from 8 ESCCs and
8 EACs. After profile bloted and handled by bioinformation,the gene expression of these two kinds of lesions was examined. Results:
Using the BioStarH-40 profile，541 diferent expression of genes was found. The rate of different genes was 13.8%, of which the exprssion
of 309 genes increased (73 genes significantly increased) and 232 genes decreased (61 genes significantly decreased ) in ESCC tissue
than that in EAC. Conclusions: The gene expression of ESCC and EAC was different, which may contribute to the different biological
behavior of these two kinds of esophageal cancer.
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前言

食管癌是常见的恶性肿瘤，发病有一定的区域性。中国是

食管癌高发国家，约占全身恶性肿瘤的 1.9%~3.4%左右，其中

食管鳞癌（esophageal squamous cell carcinoma，ESCC）和食管

腺癌（esophageal adenocarcinoma, EAC）的发病率占据食管颌

面癌的第一、二位[1-2]。85%以上的食管癌为鳞状细胞癌，即使经

过合理的治疗，大概有 1/3 的患者会复发。化疗和放疗难以治

愈的食管癌患者复发后生存期预期仅数月，因此迫切需要更有

效的治疗方法[3-4]。
近年来有较快发展的基因治疗对癌细胞具有靶向性，对正

常组织几乎没有影响，在理论上可以达到针对性杀伤肿瘤细胞

的目的，是肿瘤治疗研究的热点之一[5-6]。食管癌病灶与口咽部

相通，非常适宜应用内窥镜直接注射基因治疗。目前研究的用

于治疗食管癌的基因疗法包括添加抑癌基因 -- 基因添加疗法

(gene addition therapy) 和去除缺陷肿瘤基因 -- 基因去除疗法

(gene excision therapy)等等[5]。由于多种基因表达异常与食管癌

的发生发展密切相关，本研究为全面分析食管鳞癌与食管腺癌

的基因学差异，利用基因芯片技术检测 ESCC 与 EAC 差异表

达基因，寻找两类肿瘤临床生物学差异，为今后基因治疗的应

用提供更多的实验依据。

1 材料与方法

1.1 食管癌样本和试剂

取深圳市人民医院胸外科术中切除标本 ESCC 及 EAC 各

8 份，标本体积约 1.2~2.5cm3，外科手术中取得后投入液氮，后

转移至 -80℃冰箱保存。
TRIZOL 试剂(Gibco BRL，United States)，Taq 酶(Promega，

United States)，反转录酶(MMLV，Promega，United States)，dNTP
(Promega，United States)，BiostarH-40ScDNA 芯片 (上海博星)，
ScanArray4000 标准生物芯片扫描系统 (Packard BiochipTech-
nologies)，分析软件 GenePix3.0(Pacrard 生物芯片技术公司)。

3293· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.11 NO.17 SEP.2011

1.2 实验方法和步骤

1.2.1 食 管 癌 组 织 总 RNA 的 提 取 与 逆 转 录 按 照 TRIZOL
Reagent(Gibco BRL)的使用说明在 ESCC 和 EAC 组织样本中

提取总 RNA。按照 MMLV 逆转录酶（Promega）的说明书操作

将所得到的 mRNA 逆转录为 cDNA。逆转录反应体系包含：

1μg 总 RNA 样本、50 nM 特异性逆转录引物、1× RT buffer、
0.25 mM dNTPs, 3.33U/μl MMLV 逆 转 录 酶 和 0.25 U/μl
Rnase 抑制剂 ；逆转录反应条件为：16℃ 30 min；42℃，30 min；

85℃，5 min。
1.2.2 探 针 标 记 与 杂 交 cy3-dCTP 标 记 ESCC 的 cDNA，

cy5-dCTP 标记 EAC 的 cDNA，S-200DNA 纯化柱纯化 cDNA。
按照基因芯片的使用说明，让芯片 42℃杂交箱内杂交 24 h。洗

涤、染色、扫描。
1.2.3 差异基因检测与分析 生物信息学分析 Cy3、Cy5 荧光强

度 ， 计 算 Cy5/Cy3 值。 Cy5/Cy3>2 计 为 基 因 表 达 增 高 ，

Cy5/Cy3<0.5 计为基因表达降低；Cy5/Cy3>4 计为基因表达显

著增高，Cy5/Cy3<0.25 计为基因表达显著降低。对差异表达基

因进行网上查询，且进行基因功能分类。

2 结果

2.1 总 RNA 抽提质量

1％琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 带，如图 1 所示，28S、18S、
5S 条带清晰；紫外分光光度计检测 A260/A280=1.8～2.0。表明

RNA 质量较好，纯度较高。
2.2 芯片杂交

ESCC/EAC 差异表达基因名称及数量如表 1 所示。 8 张

芯片差异表达基因为 351～832 条。在 3900 基因中筛选出差异

表达基因最小数目的匹配组中（342 条），差异基因占 8.8％；表

达增加基因 188 个，占 55.0％（显著增强 45 个，占总差异基因

的 13.2％）；表达降低 154 个，占 45.0％（显著降低 39 个，占总

差异基因的 11.4％）。

图 1 琼脂糖凝胶电泳检测抽提所得的总 RNA（第 1、2 道：ESCC 样本；

第 3、4 道：EAC 样本）

Fig. 1 Total RNA detection using agarose gel electrophoresis

(Lane1, 2: ESCC samples; Lane3, 4: EAC samples)

表 1 芯片检测 ESCC 及 EAC 后表达差异基因类别名称及数量

Table 1 Chip detection of gene expression profile differences between ESCC and EAC

Gene classification
Cy5/Cy3

Increases Decreses
<0.25 0.25~ 0.5 2~4 >4

Oncogene and anti-oncogene 7 31 15 6 38 21

Ion channel and transporting protein 0 3 2 0 3 0

Cell cycle proteins 4 9 9 3 13 12

Stress response protein 0 2 3 0 2 3

Cytoskeleton and mobile protein 8 21 13 6 29 19

Cell apoptosis-related genes 3 14 16 7 17 23

DNA synthesis and repair gene 2 16 12 2 18 14

DNA binding proteins 7 14 17 8 21 25

Cell surface receptors 2 17 14 2 19 16

Immune-related 9 24 17 4 33 21

Cell signalling molecules 13 34 28 9 47 37

Metabolism-related 8 20 8 6 28 14

Protein synthesis and translation 2 7 3 1 9 4

Development-related genes 1 4 4 0 5 4

Other genes 7 20 10 7 27 17

Total 73 236 171 61 309 232
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3 讨论

食管腺癌和食管鳞癌作为国内发病率最高的两种食管肿

瘤，常存在手术治疗后复发率高、有淋巴结转移后五年生存率

低等问题[7-8]。针对食管腺癌和食管鳞癌的普通治疗存在诸多缺

陷，因此基因治疗方法具有非常广阔的应用前景。不同病理类

型的食管癌基因表达谱必然存在差异[9-10]，采用微阵列方法研

究不同组织来源食管肿瘤基因表达的差异将为针对食管肿瘤

的基因治疗提供必要的实验依据[11-12]。
为高通量地进行各类食管癌基因表达差异分析，增加检测

的特异性和有效性，本研究使用 cDNA 表达谱芯片对 ESCC 及

EAC 检测，通过对两者基因表达差异分析，寻找相关差异表达

基因。在 3900 条基因中筛选出相关的差异表达基因 541 条，其

中表达显著基因有 134 条(显著上调 73 条，显著下调 61 条)。这
些基因的功能涉及细胞生命各方面。记过分析后的基因差异列

表显示，数百个基因参与了 ESCC 和 EAC 癌变过程及其调节，

表达上调和下调的基因相互作用，共同协调；功能未详的基因

也参与了这一进程。而差异表达显著的基因(Cy5/Cy3<0.25 或

>4) 可能在调控 ESCC 与 EAC 的不同临床生物学行为方面起

主导作用。如：SLP-2 (stomatin-like protein-2，又名 STOML2) 基

因，定位于 9p13.1，编码的 stomatin (EPB72)-like 2 蛋白，又称

SLP-2 蛋白，是一种葡萄糖转运载体。有文献报道该蛋白与恶

性肿瘤远处转移和预后有相关性 [13-14]。SLC2A3 基因在 ESCC
与 EAC 的差异表达极其显著(达 9 倍)，说明其在两者中功能活

跃，而且在 ESCC 中更为明显，但其机制有待深入研究。PCNA
（proliferating cell nuclear antigen）基因定位于 20pter-p12，编码

的 PCNA 蛋白主要在核内表达，可以与 DNA 聚合酶 delta 协

同作用。在恶性肿瘤发生过程中，PCNA 可以与 VEGF 或 Ki67
协同作用影响肿瘤细胞的增殖和血管生成过程 [15-16]。本研究

显示，PCNA 基因在 ESCC 中较 EAC 显著减弱。由此推测，从

PCNA 层面观察[17-18]，ESCC 的分化程度及生物学行为整体上较

EAC 好，预后相对较好。
总体来说，运用高通量的基因芯片技术可以一次性得到较

多的基因表达差异结果，为寻找基因靶向治疗靶点提供了大量

的信息和依据。然而差异基因的表达还要通过其他方法如免疫

组化和免疫印迹等方法进行检测以确定[19-20]，差异基因的功能

也有待进一步研究以寻找合适的基因治疗靶向位点。
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