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摘要 目的：通过检测食管鳞癌标本中核因子 E2相关因子 1（NFE2L1）的表达情况，探究 NFE2L1在食管鳞癌发生发展中的作用，

为食管鳞癌的诊治以及预后评估提供新的思路。方法：收集我校附院 2016-2017年经病理组织学检查诊断为食管鳞癌的手术标本

40例及其对应的癌旁组织并从 NCBI数据库下载 GEO测序数据，应用定量 PCR、免疫组化和生物信息分析等方法检测分析

NFE2L1基因的表达情况。结果：在食管鳞癌组织中，NFE2L1表达阳性 31例（77.5%），癌旁组织阳性表达 17例（42.5%），两组比

较差异显著有统计学意义（P＜0.001）；进一步发现 NFE2L1的阳性表达与肿瘤分化程度和淋巴转移相关（P＜0.05）。但在不同年

龄、性别、浸润深度及不同部位之间差异无统计学意义。GEO数据分析结果显示 NFE2L1在食管鳞癌组织显著高表达（P＜0.01），

只是未达到显著差异表达的阈值标准（即变化倍数小于 2倍）。结论：NFE2L1在食管鳞癌中高表达，表达的高低与食管鳞癌的发

生进展密切相关。
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Expression and Clinical Significance of NFE2L1 in Esophageal Squamous
Cell Carcinoma*

This article aims to explore the role of NFE2L1 in the development of esophageal squamous cell carcinoma

and offer a new idea for the treatment and prognosis evaluation of esophageal squamous cell carcinoma. Through collecting 40

cases of surgical specimens which were diagnosed as esophageal squamous cell carcinoma and its corresponding para-cancerous tissues

in NSMC's affiliated hospital from 2016 to 2017 and downloading GEO sequencing data from the NCBI database, the expression of

NFE2L1 will be analyzed from quantitative PCR, immunohistochemistry and bioinformatics analysis. NFE2L1 expression was

positive in 31 esophageal cancer tissues(77.5%) and 17 paracancerous tissues (42.5%), the remarkable difference between the two groups

was statistically significant (P<0.001). This article revealed further that NFE2L1's positive expression was correlated with the degree

differentiation of Tumor Cell and the transfer of lymphatic metastasis (P<0.05). However, there was no statistic significance in different

age, gender, depth of infiltration and different parts. GEO analysis showed that NFE2L1 was highly expressed in esophageal squamous

cell carcinoma (P<0.01), but it did not reach the threshold criterion of significant difference (i.e. the change multiple was less than 2

times). NFE2L1 is highly-expressed in esophageal squamous cell carcinoma and its expression is closely related to the

occurrence and development of esophageal cancer.
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前言

食管鳞状细胞癌又称食管鳞癌，是我国最为常见的消化道

恶性肿瘤之一[1]。食管鳞癌恶性程度极高且预后不良，并呈现明

显的地域分布特点，这提示在食管鳞癌的发生过程中，可能存

在遗传易感性和环境因素等差异[2]。转录因子 NFE2L1 (nuclear

factor-erythroid 2 related factor 1)又称为 NRF1，属于 CNC蛋白

家族成员之一，与其同家族的还有 NRF2和 NRF3。跨膜因子
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NFE2L1的主要生理学功能是维持机体氧化还原稳态，诱导细

胞抗氧化作用基础构成性基因的表达[3]，譬如在氧化应激状态

下诱导 NQO1，HO-1，GST等[4,5]。已有研究也表明 NFE2L1在肿

瘤发生进程中发挥重要作用，尤其在肝癌组织低表达并证实

NFE2L1扮演抑癌基因角色[6]，而 NFE2L1 在食管鳞癌的恶变

进程中扮演何种角色并无报道[7]，基于此，我们采用组织免疫

学、分子生物学、生物信息学方法分析检测食管鳞癌组织

NFE2L1的表达情况，并分析其与临床病理特征的相关性，探

讨 NFE2L1在食管鳞癌发生发展中的作用，为下一步深入研究

NFE2L1在食管鳞癌的发病机制提供理论依据和病理基础，为

早期预防食管鳞癌病变寻找新的切入口。

1 材料与方法

1.1 临床资料

收集我校附院 2016-2017年经病理组织学检查诊断食管

鳞癌的手术样本 40例，男 28例，女 12例，患者年龄 45-72岁，

发病部位：食管下段 6例、中段 22例、上段 12例；分化程度：低

分化 16例、中高分化 24例；浸润深度：粘膜下层 12例，浅肌层

6例，深肌层 7例，全层 15例；淋巴结转移：无 26例，有 14例。

所有患者均未有过放疗与化疗及免疫治疗，切除标本均保存有

完整的临床病历资料。本研究涉及伦理部分均已获得川北医学

院医学伦理委员会批准。

1.2 标本的采集与处理

40例标本均在离体 30 min内取材，分别取自癌灶、癌旁 3

cm以上。手术标本取下后，用于提取 RNA的组织立即置入液

氮冷冻保存，用于免疫组织化学检测的标本经 4%多聚甲醛固

定 24 h，而后进行脱水，包埋，切片处理，切片厚度 3~5 滋m，组
织切片分别用于 HE染色和免疫组织化学染色。

1.3 免疫组化学法检测

NFE2L1 mAb为 CST公司产品（#8052）。免疫组织化学试

剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司，免疫组织化学染色

采用两步法，操作步骤严格按照说明书进行。石蜡组织切片经

常规脱蜡和水化，加 3%过氧化氢 50 滋L，常温下孵育 10 min，

PBS冲洗 3次，洗涤时间 2 min；而后将切片浸于柠檬酸盐缓冲

液修复组织抗原 30 min，PBS洗涤 3次；再滴加 5% BSA封闭

液，室温封闭 10 min，封闭完成后滴加 1:50稀释的 NFE2L1一

抗，4℃孵育过夜，一抗孵育完成后用 PBS洗涤 3次，每次 2

min；滴加聚合 HRP标记抗兔 IgG，37℃孵育 30 min，PBS洗涤

3次，每次 2 min；最后 DAB显色，显微镜下控制染色程度，经

蒸馏水冲洗，苏木素复染，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，中性树

胶封片保存，以备镜检。实验设计时用 PBS代替 NFE2L1一抗

作为阴性对照，阳性对照为已知 NFE2L1蛋白表达阳性的肝癌

旁组织切片。

NFE2L1蛋白作为跨膜核转录因子，主要在胞质中表达，也

有在细胞核中定位。根据显微镜视野下阳性细胞在同类细胞中

所占比例计分[8,9]：阳性细胞占同类细胞比例小于 10%计 0分；

阳性细胞占同类细胞比例介于 11%~25%计 1分；阳性细胞占

同类细胞比例介于 26%~50%计 2分；阳性细胞占同类细胞比

例大于 50%计 3分。根据阳性细胞免疫组化染色强度计分：不

染色计 0分；浅黄色计 1分；黄色计 2分；棕黄色计 3分。阳性

细胞占比计分与阳性细胞染色强度计分相加 0~1 分为阴性，

2~3分为 +，4~5分为 ++，6分为 +++（>4分认为高表达，统计为

阳性）。

1.4 实时荧光定量 RT-PCR检测

利用天根公司组织 RNA提取试剂盒（DP431）提取组织中

的总 RNA，采用 BIO-RAD Real-Time PCR 反应系统，Prime-

Script RT regent Kit with gDNA Eraser（RR047A），SYBR Premix

Ex TaqⅡ（Takara，RR820A）以及目的基因特异上下游引物对

目的基因片段进行扩增，逆转录 PCR 引物为 Oligo(dT)，Re-

al-time PCR反应中 NFE2L1和 beta-actin（内参）的引物均由南

京金斯瑞生物技术公司合成，具体的引物序列如下：NFE2L1，

fornard: 5'-GCTGGACACCATCCTGAATC-3'，reverse: 5'-CCT-

TCTGCTTCATCTGTCGC-3'；beta-actin，fornard: 5'-CATGTAC-

GTTGCTATCCAGGC-3'，reverse:5'-CTCCTTAATGTCACGCA-

CGAT-3'。荧光定量 RT-PCR按说明书操作进行，每样本 3个复

孔，以减少操作误差。

1.5 GEO数据分析

下载 NCBI GEO数据库（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/）

中的食管鳞癌基因表达谱芯片数据，数据下载时间为 2017年

7月，数据集概况如表 1所示。根据各个平台提供的芯片注释

信息将探针转换为基因名称。利用 R[10]（Version3.4.0）软件包

limma 提供的经验贝叶斯方法对基因表达值进行线性建模，

进行癌 vs.癌旁差异分析。检验后得到相应的 P.Value值，使用

Benjamini & Hochberg方法进行多重检验校正[11]，得到校正后 P

值即 adj.P.Value。差异表达阈值均为 adj.P.Value<0.05 且

|log2FC|>1（即 2倍变化）。

表 1 食管鳞癌基因表达谱 GEO数据信息

Table 1 GEO data information of gene expression profiles in esophageal squamous cell carcinoma

GEO accession Tumor Adjacent Platform

Esophageal GSE23400 53 53（paried） Affymetrix Human Genome U133A Array

Cancer GSE38129 30 30（paried） Affymetrix Human Genome U133A Array

1.6 统计学分析

采用 SPSS19.0统计软件进行分析。目标基因在食管鳞癌

组织和配对癌旁组织中的相对表达量比较采用配对 t检验；目

标基因在食管鳞癌组织和配对癌旁组织中的阳性表达率采用

配对 x2检验分析；目标基因在食管鳞癌组织中表达与临床病

理资料的关系采用 x2检验，所有检验水准 琢=0.05，P＜0.05为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 NFE2L1在食管鳞癌组织和癌旁组织中的表达情况
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Groups n
NFE2L1 [n (%)]

+ -

Esophageal squamous

cell carcinoma
40 31(77.5%) ** 9(22.5%)

Paracancerous tissue 40 17(42.5%) 23(57.5%)

NFE2L1蛋白主要表达于胞质，也有定位于细胞核。阳性

组织中 NFE2L1染色为棕褐色，且呈片状分布（图 1），阴性对

照组织中未见棕黄色颗粒，少量见浅黄色颗粒。免疫组化方法

检测 NFE2L1在食管鳞癌组织中的表达情况，结果显示肿瘤组

织中 NFE2L1阳性表达率为 77.5%（31/40），明显高于配对的癌

旁组织中 NFE2L1的表达情况（17/40, 42.5%），差异具有统计

学意义（x2=10.208，P＜0.001，表 2）。

注：与癌旁组织比较，**P<0.001。

Note: compared with the paracancerous tissue, **P<0.001.

表 2 NFE2L1在食管鳞癌及癌旁组织中的表达

Table 2 Expression of NFE2L1 in esophageal squamous cell carcinoma and paracancerous tissue

图 1 NFE2L1在食管鳞癌和癌旁组织中的表达

Fig.1 Expression of NFE2L1 in esophageal squamous cell carcinoma and paracancerous tissue

Note: A, B: Immunohistochemical staining of NFE2L1 in paracancerous tissue; C, D: Immunohistochemical staining of NFE2L1 in cancer tissue.

T: cancer tissue, N: paracancerous tissue.

2.2 NFE2L1表达与食管鳞癌临床病理因素的关系

Real-time PCR 方法检测 40 例配对的食管鳞癌组织

NFE2L1 mRNA的表达量。结果显示，在 34例肿瘤组织中，

NFE2L1 mRNA 表达量明显高于癌旁组织，而癌旁组织中

NFE2L1 mRNA表达量高于癌组织的只有 15例（部分结果见

图 2），差异具有统计学意义（x2=19.012，P<0.001）。

结合临床病例特征，我们发现 NFE2L1的表达情况与肿瘤

分化程度，淋巴结转移密切相关（P<0.05），但与患者性别，年

龄，浸润深度无显著统计学意义（P> 0.05）（见表 3）。

2.3 GEO数据分析 NFE2L1在食管鳞癌组织和癌旁组织中的

表达情况

按照方法部分所述，得到 GSE23400和 GSE38129数据中

食管鳞癌 NFE2L1目标基因差异分析结果。在数据集GSE23400

和 GSE38129中，NFE2L1基因均有上调趋势（图 3），但未达到

显著差异表达的阈值标准（变化倍数小于 2倍）。

3 讨论

食管鳞癌作为高发消化道恶性肿瘤，对人类健康以及生活

质量造成严重影响。随着生活水平的日益提高，食管鳞癌的发

病率也逐年升高，而对食管鳞癌的发病机制仍知之甚少，食管
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注：癌组织中目标蛋白阳性表达比较，*P<0.05。

Note: Positive expression of target protein in cancer tissue, *P<0.05.

图 2 定量 PCR检测 NFE2L1在食管鳞癌和癌旁组织中的表达

Fig.2 Expression of NFE2L1 in esophageal squamous cell carcinoma and paracancerous tissues was detected by quantitative PCR

Note: compared with the paracancerous tissue in each group, *P<0.05, **P<0.001, NS: not significant,

#1-#6: sample number, T: cancer tissue, N: paracancerous tissue.

Clinicopathological

characteristics
n

NFE2L1
Positive rate x2 P

Positive Negative

Age (year)

<60 8 6 2 75.0% 0.036 0.849

≥ 60 32 25 7 78.1%

Gender

Male 28 22 6 78.6% 0.062 0.804

Female 12 9 3 75.0%

Lymph node metastasis*

Yes 14 7 7 50.0% 9.341 0.002

No 26 24 2 92.3%

Degree of differentiation*

Poorly differentiated 16 15 1 93.8% 4.308 0.044

Middle and high differentiation 24 16 8 66.7%

Depth of infiltration

Submucous layer 12 9 3 75.0% 0.099 0.952

Superficial myometrium 6 5 1 83.3%

Deep myometrium 7 5 2 71.4%

The whole layer 15 12 3 80.0%

Position

Upper 12 10 2 83.3% 3.072 0.215

Center 22 18 4 81.8%

Lower 6 3 3 50.0%

表 3 食管鳞癌组织中 NFE2L1的表达与临床病理特征关系

Table 3 Expression of NFE2L1 in esophageal squamous cell carcinoma and its relationship with clinicopathological characteristics
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图 3 GEO分析 NFE2L1在食管鳞癌和癌旁组织中的表达

Fig.3 GEO analysis NFE2L1 expression in esophageal squamous cell carcinoma and paracancerous tissue

Note: A: GSE23400 database NFE2L1 expresses scatter plot; B: GSE38129 database NFE2L1 expresses scatter plot.

T: cancer tissue, N: paracancerous tissue.

鳞癌的诊治率却迟迟未见有所改善。理清食管鳞癌发病机制的

遗传因素，对于早期预防诊治食管鳞癌具有重要意义。食管鳞

癌的发生发展是一个多基因参与，多因素打击积累的过程[12]。

已有研究证实，食管鳞癌的发生不仅与饮食生活习惯密切相

关，也与 P53等抑癌基因的失活和 ras、c-myc等原癌基因激活

有关[13]。NFE2L1作为跨膜核转录因子，已证实其在肝癌发生发

展进程中发挥抑癌因子功能，这是第一次为 NFE2L1与肿瘤的

相关性提供了直接证据[6]。此后，随着对 NFE2L1研究的不断深

入，越来越多的证据表明 NFE2L1与细胞 EMT的发生转移密

切相关。有研究就发现在人源肝癌细胞系中通过下调 NFE2L1

表达可以调节 EMT发生进而促进肝癌细胞转移增殖[14]。然而

NFE2L1在食管鳞癌发展过程中的作用到目前为止尚不明确。

本研究通过免疫组化、定量 PCR 和生物信息等方法检测

NFE2L1在食管鳞癌组织中的表达，并分析其与患者临床病理

学特征的相关性，探讨转录因子 NFE2L1在食管鳞癌发生发展

中的作用，为下一步深入研究 NFE2L1在食管鳞癌的发病机制

提供理论基础。

转录因子 NFE2L1也称为 NRF1，属于碱性亮氨酸拉链家

族成员，定位于染色体 17q21.32，编码 772个氨基酸，蛋白分子

量约 120 kDa[15]。NFE2L1作为高度保守的调节性转录因子，主

要参与维持细胞稳态和生命系统的生理完整性。当出现多种应

力刺激（如氧化剂、外源性药物）和病理生理刺激（如炎症、老

化）时，机体氧化还原稳态失衡，诱导激活碱性亮氨酸拉链家族

（bZIP）成员，进而调节抗氧化相关基因（如 NQO1等）表达[16,17]。

通常，bZIP蛋白与异源小 Maf蛋白结合组成二聚体，进一步通

过抗氧化应激元件（ARE）和 /或亲电反应元件（EpRE）结合于

靶基因启动子序列，调节表达抗氧化蛋白、解毒酶、代谢酶和

26S蛋白酶体亚基等[18-20]。除此之外，NFE2L1在调节胚胎发育

和组织生理稳态上也扮演着重要角色，Chan JY 等证明当

NFE2L1全基因敲除后小鼠死亡于胚胎期[21]，而 Xu等证明成

年小鼠肝细胞内 NFE2L1条件敲除后形成脂肪肝并恶变为肝

癌[22]。进一步研究证实，相对于高分化肝癌组织，低分化肝癌组

织 NFE2L1显著低表达，并扮演抑癌基因角色，这可能是通过

促进细胞 EMT转化，参与肿瘤的发生和进展。

Ren[6]等的研究结果显示 NFE2L1在肝癌细胞系的表达明

显低于肝正常细胞的表达，但在食管鳞癌组织中的表达尚不清

楚。本研究通过对多例食管鳞癌组织 NFE2L1表达量的实时定

量 RT-PCR和免疫组化检测，发现 NFE2L1在食管鳞癌组织中

表达明显高于癌旁组织中的表达。结合 NFE2L1缺失促进细胞

EMT进程，我们推测 NFE2L1的差异表达与食管鳞癌的发生

发展存在相关性。值得注意的是，EMT的重新编程被认为是胚

胎形成所必需的基础。这也正好吻合全基因敲除 NFE2L1的小

鼠死亡于胚胎发育期。明显的，EMT转化发生在胚胎发育和细

胞癌变转移的十字路口。这可能促使食管鳞癌细胞在肿瘤发展

初期接受 EMT转化获得离开原发肿瘤的能力，侵入周围组织

并扩散到机体内，从而导致对机体的损伤[23]。同时，NFE2L1作

为一种细胞核内转录因子，调节激活基因表达的主要方式是能

够结合至特殊的 DNA序列(如 ARE的 5'-TGACGC-3')，进而通

过细胞核中转录依赖的活性调节细胞增殖、迁移、凋亡及血管

生成有关的基因，如 Bcl2、PCNA、CCND1 等 [18]。这提示

NFE2L1参与了食管鳞癌的发生进展。

食管鳞癌的发生一般经历单纯性增生、非典型增生、原位

癌和浸润性癌的病理变化过程，但 NFE2L1基因在上述不同阶

段的调节作用仍未知。已有研究发现肝细胞癌中 NFE2L1的表

达与细胞增殖分化有关。本次实验结果发现，NFE2L1参与食

管鳞癌的发生和发展，对食管鳞癌的形成可能具有促进作用。

结合临床病理资料进一步发现，NFE2L1的表达随着食管鳞癌

分化程度、淋巴结转移度的加重而增强（见表 3），提示 NFE2L1

的改变会伴随食管鳞癌的发展而呈现明显上调趋势。但在实时

荧光定量 RT-PCR检测中，食管鳞癌中 NFE2L1的阳性表达率

与免疫组化结果存在一定差异，这可能是在 RNA合成和蛋白

翻译过程中存在差异调节机制，也可能是不同遗传背景因素造

成的差异表达。结合临床病理资料进一步发现，NFE2L1的表

达与年龄、性别、肿瘤浸润深度均无明显统计学意义（见表 3）。

生物信息分析也更进一步支持前期实验结论。总结上述资料可

以看出，NFE2L1表达在食管鳞癌组织中随着癌变进程而增强。
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这初步证明了 NFE2L1高表达是食管鳞癌预后不良的分子指

标之一。

食管鳞癌早期筛查诊断的金标准仍然是内镜活组织检测

和组织病理学检测，应用此方法能够鉴别出 2% ~5%的早期食

管鳞癌症患者和 15% ~20%的无症状癌前病变患者。选择方便

可靠的材料检测 NFE2L1的变化，对于食管鳞癌及其他癌症的

早期诊断都是十分重要的[24]。虽然组织中 NFE2L1的表达与肿

瘤的发生发展相关，但其作为肿瘤早期诊断筛查的方法，存在

取材不易和创伤较大的问题。因此，寻找与 NFE2L1相关的

microRNA进行实时荧光定量 RT-PCR检测，因其稳定性好、灵

敏度高，将为食管鳞癌和其他肿瘤的检测带来新的希望。同时，

我们还会进行预后随访，以确定食管鳞癌患者的 5年生存率与

临床病理的关系。

总之，NFE2L1是一潜在的肿瘤相关基因，可能与食管鳞

癌等肿瘤发生发展密切相关，但其具体机制尚不清楚，尚需进

一步研究明确其功能，该分子有望作为诊断食管鳞癌的分子标

志物和治疗靶标。我们下一步将构建 NFE2L1基因靶向敲除 /

敲入的 Cas9质粒并结合慢病毒载体，转染食管鳞癌细胞系，获

得敲除 /高表达 NFE2L1基因的细胞系，并在此基因工程细胞

系上研究其对食管鳞癌细胞增殖、侵袭、转移等行为的影响，并

明确NFE2L1在食管鳞癌增殖迁移中的分子调节机制。
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