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食管鳞状细胞癌中 SSBP1和 mtTFA的表达及其临床病理意义 *
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摘要 目的：探讨食管鳞状细胞癌 (Esophageal squamous cell carcinoma，ESCC) 组织中线粒体单链 DNA结合蛋白(single-strand

DNA-binding protein 1，SSBP1)与线粒体转录因子 A(mitochondrial transcription factor A，mtTFA)的表达及其临床病理意义。方法：

采用免疫组化染色技术检测 40例食管鳞状细胞癌组织与 20例正常食管组织中 SSBP1与 mtTFA蛋白的表达，并分析其与食管

鳞状细胞癌临床病理特征的相关性。结果：食管鳞状细胞癌组织中 SSBP1和 mtTFA的表达阳性率均明显高于正常食管组织 (

x2＝9.909，P＝0.002；x2＝23.177，P＝0.000)。SSBP1、mtTFA蛋白的表达与食管鳞状细胞癌的临床分期( x2＝6.506，P＝0.039；x2＝
7.535，P＝0.023)、淋巴结转移( x2＝7.305，P＝0.007；x2＝4.815，P＝0.028)显著相关；mtTFA蛋白的表达与食管鳞状细胞癌的浸润

深度有关( x2＝8.541，P＝0.014)，SSBP1的表达与浸润深度无关( x2＝5.695，P＝0.058)。食管鳞状细胞癌组织中 SSBP1与 mtTFA

的表达呈正相关(r＝0.392，P＝0.012)。结论：食管鳞状细胞癌组织中 SSBP1和 mtTFA蛋白均呈表达上调，二者可能协同作用参与

食管鳞癌的发生、发展。
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Expression and Clinicopathological Significances of SSBP1
and mtTFA in the Esophageal Squamous Cell Carcinoma*

To investigate the expression and clinicopathological significances of mitochondrial DNA binding protein 1

(SSBP1) and mitochondrial transcription factor A (mtTFA) in the esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) tissues.

Immunohistochemical staining was used to detect the expression of SSBP1 and mt-TFA protein in 40 cases of esophageal squamous cell

carcinoma and 20 normal esophageal tissue. Their correlation with the clinicopathological features of ESCC were analyzed. The

positive rates of SSBP1 and mtTFA in the ESCC were significantly higher than those in the normal esophageal tissues ( x2＝9.909, P＝
0.002; x2＝23.177, P＝0.000). The expression of SSBP1, mtTFA protein were significantly related to the clinical stage of esophageal

squamous cell carcinoma ( x2＝6.506, P＝0.039; x2＝7.535, P＝0.023), lymph node metastasis ( x2＝7.305, P＝0.007; x2＝4.815, P＝
0.028). The expression of mtTFA protein was related to the depth of invasion of esophageal squamous cell carcinoma ( x2＝8.541, P＝
0.014). The expression of SSBP1 showed no relationship with the depth of invasion ( x2＝5.695, P＝0.058). There was a positive

correlation between SSBP1 and mtTFA expression in esophageal squamous cell carcinoma (r＝0.392, P＝0.012). SSBP1

and mtTFA proteins are up-regulated in the esophageal squamous cell carcinoma, and they may participate in the development and

progression of esophageal squamous cell carcinoma.

Esophageal squamous cell carcinoma; Mitochondrial single-stranded DNA-binding protein; Mitochondrial transcription

factor A
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前言

食管癌是常见的消化系统恶性肿瘤之一，其发病率位居全

球第八位，死亡率位居第六位[1]。中国食管癌发病和死亡在全球

居于较高水平，多数食管癌患者就诊时已进展为中晚期，特别

是伴淋巴结转移的患者 5年生存率更低。有效治疗食管癌、提

高食管癌生存率的关键是早发现、早诊断、早治疗，进而阻止食

管癌对邻近组织的侵袭和远处转移。

线粒体单链 DNA结合蛋白(SSBP1)与线粒体转录因子 A

(mtTFA) 是目前已经证实的与线粒体功能相关的转录因子，通
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过调控线粒体 DNA复制、转录等过程影响肿瘤的生物学行为，

目前研究表明 SSBP1及 mtTFA蛋白的异常表达与肝癌[2，3]、胃

癌[4，5]、肺癌[6，7]、膀胱癌[8]、卵巢癌[9,10]等多种肿瘤发生密切相关。

但是，SSBP1及 mtTFA在食管鳞状细胞癌组织中的表达情况

及其临床意义尚不明确。因此，本研究通过免疫组化技术检测

和比较食管鳞状细胞癌组织和正常食管组织中 SSBP1 和 mt-

TFA蛋白的表达，并分析 SSBP1和 mtTFA蛋白表达与食管鳞

状细胞癌临床病理特征的相关性，以期为食管癌的早期诊断、

治疗提供更多的参考依据。

1 资料与方法

1.1临床资料

选择 2012年 01年 01日至 2017年 12月 31日在石河子

大学医学院第一附属医院经心胸外科手术切除且手术病理证

实的 40例石蜡组织标本，分为食管鳞状细胞癌组(40例)和正

常食管组织 (20例)。两组基线资料比较无统计学差异 (P＞
0.05)，具有可比性。食管癌组，男 30例，女 10例；年龄 45岁～

82岁，平均年龄(63.3± 7.237)岁，中位年龄 63岁。Ⅰ期 10例，

Ⅱ期 18例，Ⅲ期 12例；组织学分级：高 +中分化 34例，低分化

6例；浸润深度：粘膜下层 4例，固有肌层 13例，外膜及临近组

织 23例；淋巴结转移：无转移 27例，有转移 13例。所有经入选

的病例均未接受过放、化疗及生物治疗，全部病例均经组织病

理学确诊，临床病理资料完整。

1.2 试剂与实验方法

1.2.1 主要试剂 SSBP1兔抗人多克隆抗体(ab74710)、mtTFA

兔单克隆抗体(ab176558)均购自美国 Abcam公司，稀释浓度分

别为 1:100，1:400。柠檬酸盐二氨基联苯胺(diaminobenzidine，

DAB)试剂盒(美国 Dako公司)。主要试验器材有偏光显微镜

(OLYMPUS公司)、免疫组化切片高清彩图机(宁波江丰生物技

术有限公司)。

1.2.2 实验方法 所有石蜡标本均行 4 滋m连续切片，热抗原
修复，先行 HE染色，经过专业病理医师阅片再次核对诊断后，

再行常规免疫组化染色。食管癌组织染色设阳性对照，阳性对

照分别为乳腺癌、前列腺癌的阳性片，以磷酸盐缓冲液(phos-

phate buffered saline，PBS)代替一抗作为阴性对照。严格按照试

剂盒说明书进行操作。

1.2.3 结果判定 采用双盲法观察结果，SSBP1蛋白的阳性表

达以细胞质染色为主，部分呈现为细胞核染色，mtTFA蛋白的

阳性表达位于细胞质，综合染色强度及阳性细胞数进行结果判

定。⑴ 染色强度评分分为：不显色或者显色不清楚为 0分，浅黄

色为 1分，棕黄色为 2分，棕褐色或黑色为 3分。⑵ 显色细胞数

所占比例评分分为：无显色细胞为 0分，＜10%为 1 分，10%

～＜50%为 2分，50%～＜75%为 3分，≥ 75%为 4分。两种评

分相乘积分＜3分为 "－"，积分 3～5分为弱阳性 "＋"，积分6～

9分为中度阳性 "＋＋"、积分 10分及以上为强阳性 "＋＋＋"。

1.3 统计学分析

所有数据采用 SPSS 23.0统计软件分析，计量资料以中位

数进行描述；组间比较采用 t检验（方差齐同）及矫正 t检验（方

差不齐）；计数资料以例数及率(%)表示，各组间比较用 x2检验、
Spearman相关分析，以 P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 食管鳞状细胞癌组织和正常食管组织中 SSBP1和 mtTFA

蛋白表达的比较

SSBP1蛋白阳性表达主要定位表达于胞质，部分在胞核中

亦有表达(图 1A～图 1B)，食管鳞状细胞癌组织中 SSBP1蛋白

的阳性表达率为 72.5%(29/40)，显著高于正常食管组织[30.0%

(6/20)]，差异有统计学意义(x2＝9.909，P＝0.002)(见图 2)。mt-

TFA蛋白阳性表达主要定位于细胞质(图 1C-图 lD)，食管鳞状

细胞癌组织中 mtTFA蛋白的阳性表达率为 80.0%(32/40)，显著

高于食管正常组织 [15.0%(2/20)]，差异有统计学意义 ( x2＝
23.177，P＝0.000)，见图 3。

2.2 SSBP1和 mtTFA蛋白表达与食管鳞状细胞癌患者临床病

理特征的关系

SSBP1蛋白的表达与食管鳞状细胞癌的 TNM分期 (x2＝
6.506，P＝0.039)、淋巴结转移(x2＝7.305，P＝0.007)情况明显相

关；mtTFA 蛋白的表达与食管鳞状细胞癌 TNM 分期 (x2＝
7.535，P＝0.023)、浸润深度( x2＝8.541，P＝0.014)及淋巴结转移

( x2＝4.815，P＝0.028)情况均明显相关。其中，随食鳞状细胞癌

浸润深度的加深，SSBP1蛋白的表达逐渐升高，但差异无统计

学意义(x2＝5.695，P＝0.058)；不同年龄、性别、肿瘤直径、分化

程度的食管鳞癌患者 SSBP1蛋白及 mtTFA蛋白阳性表达率比

较差异均无统计学意义(P＞0.05)(见表 1)。

2.3 食管鳞状细胞癌组织 SSBP1和 mtTFA蛋白表达的相关性

食管鳞状细胞癌组织中 SSBP1和 mtTFA蛋白的阳性表达

图 1食管鳞状细胞癌组织和正常食管组织中 SSBP1与 mtTFA蛋白的

表达(SP× 200)

Fig.1 Expression of SSBP1 and mtTFA protein in esophageal squamous

cell carcinoma and normal esophageal tissues (SP× 200)

注：A. 食管鳞状细胞癌组织 SSBP1阳性表达 B. 食管正常组织 SSBP1

阳性表达 C. 食管鳞状细胞癌组织 mtTFA阳性表达 D. 食管正常组织

mtTFA阳性表达。

Note: A. Positive expression of SSBP1 in esophageal squamous cell

carcinoma B. Positive expression of SSBP1 in normal esophageal tissue C.

Positive expression of mtTFA in esophageal squamous cell carcinoma D.

Positive expression of mtTFA in normal esophageal tissue.
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表 1 SSBP1与 mtTFA蛋白的表达与食管鳞状细胞癌组织临床病理特征的关系

Table 1 Relationship between the expression of SSBP1 and mtTFA protein and clinicopathological features of esophageal squamous cell carcinoma

Clinical pathological parameters n SSBP1 positive expression rate x2 P mtTFA positive expression rate x2 P

Gender

Male 30 21(70.0)
0.376 0.540

24(80.0)
0.000 1.000

Female 10 8(80.0) 8(80.0)

Age

＜63 17 14(82.4)
1.44 0.23

15(88.2)
1.253 0.263

≥ 63 23 15(65.2) 17(73.9)

Tumor diameter (cm)

＜4
2119

14(66.7)
0.755 0.385

16(76.2)
0.401 0.527

≥ 4 15(78.9) 16(84.2)

Infiltration depth

Submucosal layer 4 2(50.0)

5.695 0.058

2(50.0)

8.541 0.014Muscle layer 13 7(53.8) 8(61.5)

Outer membrane 23 20(87.0) 22(95.7)

Differentiation

High/medium 34 24(70.6)
0.416 0.519

27(79.4)
0.049 0.825

Low 6 5(83.3) 5(83.3)

Lymph node metastasis

No 27 16(59.3)
7.305 0.007

19(70.4)
4.815 0.028

Have 13 13(100.0) 13(100.0)

TNM staging

Phase I 10 6(60.0)

6.506 0.039

5(50.0)

7.535 0.023Phase II 18 11(61.1) 16(88.9)

Phase III 12 12(100.0) 11(91.7)

注：各组间比较具有统计学意义，P<0.05。
Note: The comparison between the groups was statistically significant, P<0.05.

图 2食管鳞状细胞癌组织和正常食管组织中 SSBP1的免疫组化评分

比较

Fig. 2 Comparison of immunohistochemical scores of SSBP1 in

esophageal squamous cell carcinoma and normal esophageal tissue

图 3食管鳞状细胞癌组织和正常食管组织中 mtTFA的免疫组化评分

比较

Fig. 3 Comparison of immunohistochemical scores of mtTFA in

esophageal squamous cell carcinoma and normal esophageal tissue
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表 2食管鳞状细胞癌组织和正常食管组织中 SSBP1、mtTFA的表达情况

Table 2 Expression of SSBP1 and mtTFA in the esophageal squamous cell carcinoma and normal tissue

Groups
SSBP1 mtTFA

r P
－ ＋ － ＋

Esophageal squamous cell carcinoma(n=40) 11(27.5%) 29(72.5%) 8(20.0%) 32(80.0%) 0.392 0.012

Esophageal normal tissue(n=20) 14(70.0%) 6(30.0%) 18(85.0%) 2(15.0%) 1.145 0.541

注：各组间比较具有统计学意义，P<0.05。
Note: The comparison between the groups was statistically significant, P<0.05.

率分别为 72.5%(29/40) 和 80%(32/40)，两者共表达阳性率为

81.3%(26/40)。食管鳞状细胞癌组织 SSBP1蛋白和 mtTFA蛋

白的表达呈显著正相关(r＝0.392，P＝0.012)；其在正常食管组

织的表达无显著相关性(r＝1.145，P＝0.541)(见表 2)。

3 讨论

线粒体 DNA(mtDNA)在核基因组及编码蛋白质因子中发

挥着重要作用，但 mtDNA与核基因组相比缺乏相应的损伤修

复系统，故成为致癌物攻击的重要靶点。因此，线粒体 DNA

(mtDNA)突变和不稳定改变可能与细胞癌变的发生发展有关。

体细胞的实验显示人类肿瘤组织中线粒体基因突变以发生在

D-loop区尤为频繁[11，12]。线粒体单链 DNA结合蛋白(SSBP1)与

线粒体转录因子 A(mtTFA)作为调控线粒体生成和功能的关键

因子共同作用于 D-loop区，而 D-loop区与 mtDNA的复制和

转录有关，通过构象改变激活信号通路，SSBP1可召集 mtTFA

蛋白从而启动转录，并且两种蛋白在共同稳定 mtDNA 的

D-loop区方面具有协同作用[13]。

SSBP1由核基因组编码的的单链 DNA结合蛋白，定位在

线粒体基质和拟核，是合成线粒体 DNA合成的重要分子，调

控线粒体基因转录、复制、损伤后修复等重要环节 [14-16]。在多

数实体肿瘤中，线粒体 DNA(mtDNA)的突变和功能障碍可

引起细胞线粒体氧化磷酸化，参与肿瘤的发生及恶性转变[17-19]。

mtDNA的突变可影响 SSBP1表达失调，从而发生突变积累而

最终导致肿瘤的发生。目前已发现 SSBP1表达异常与多种肿

瘤有关，且与肿瘤的发生、进展、预后等有一定关系。Ye等[2]在

肝癌组织中发现 SSBP1表达上调与肿瘤患者的癌旁卫星灶形

成、肿瘤体积、预后等有一定的关系。在另一研究组关于肝癌

的研究发现肝癌组织 SSBP1的表达均明显高于癌旁组织，且

SSBP1异常表达与肿瘤大小、TNM分期、分化程度、有无门静

脉癌栓及淋巴结转移密切相关[20]。本研究结果显示食管鳞癌组

织 SSBP1的表达阳性率明显高于食管正常组织，且随着肿瘤

直径的增大、浸润深度的加深、分化程度越低及肿瘤临床分期

的增加，SSBP1表达显著增高。此外，有淋巴结转移的食管癌组

织 SSBP1表达阳性率明显高于未出现淋巴结转移的食管鳞癌

组织，表明 SSBP1可能参与了食管鳞状细胞癌的发生及转移

侵袭的过程。已有研究表明 SSBP1在卵巢癌组织中表达上调

与肿瘤细胞的高能量代谢有一定关联[9]。而 SSBP1在胃癌组织

中作为抑癌基因表达产物锌指蛋白 331的相关辅助因子可抑

制胃癌细胞的生长、转移和侵袭[21]。

mtTFA是另一调控线粒体复制和转录过程中关键因子之

一，是由核基因编码的高迁移率族蛋白(HMG)的成员，在细胞

质内合成，具有特异性结合和缠绕 mtDNA及解螺旋能力，与

mtDNA拟核结构的形成、mtDNA的修复和维持 mtDNA的稳

定性密切相关[22-25]。mtTFA通过结合 D-loop区启动子上游促进

mtDNA转录激活，影响 mtDNA起始转录及蛋白表达[26，27]。其

驱动 mtDNA的转录和复制，参与 mtDNA拷贝的调控和线粒

体基因的维持和修复。因此，TFAM在线粒体呼吸链的功能完

整性和维持抗氧化和氧化之间的平衡方面很重要[28，29]。有研究

报道，mtDNA编码的基因在多种人类肿瘤中表达增加，同时

mtTFA表达显著性上调，但具体机制尚不明确。本研究中，食管

鳞癌组织中 mtTFA蛋白阳性表达率高于正常食管组织，提示

mtTFA是食管鳞癌发生发展的重要参与因子。MO等[30]研究发

现膀胱癌组织中 mtTFA的表达明显高于正常膀胱组织和膀胱

癌旁组织，且不同分期膀胱癌组织中 mtTFA的表达也有所不

同。邵华等[31]研究发现在正常胃组织胃癌组织中 mtTFA均有

表达，胃癌组织中 mtTFA表达高于正常胃组织，且与浸润深

度、淋巴结转移、分化程度等临床病理因素有关。本研究中，

TNM分期为Ⅲ期、浸润至外膜、发生淋巴结转移的食管癌患者

的 mtTFA蛋白阳性表达率高于 TNM分期为Ⅰ期、Ⅱ期、浸润

至粘膜下层和固有肌层、未发生淋巴结转移的食管癌患者，说明

mtTFA与食管鳞癌的侵袭性密切相关，可促进食管癌的进展。

本研究结果显示食管鳞状细胞癌组织中 SSBP1 蛋白和

mtTFA蛋白阳性表达率显著高于食管正常组织，二者共表达阳

性率为 81.3%，呈正相关，这与 Bochkarev A等[11]在人 HeLa细

胞中的发现一致。当肿瘤发生时，肿瘤细胞的需氧量随着代谢

能力增强而增加，可能带动线粒体呼吸链氧化磷酸化功能[32]，

促使 SSBP1、mtTFA等与线粒体转录有关的重要因子将代偿增

加。结合目前研究报道的食管癌中 mtDNA的突变，D环改变频

繁，与预后不良有关[33]。我们间接推测 SSBP1、mtTFA蛋白的表

达增加可对受损 mtDNA维持线粒体功能的补偿，但随着肿瘤

进展，癌细胞明显缺氧，mtDNA耗尽的食管癌细胞对激活糖酵

解具有耐缺氧能力，由于晚期肿瘤适应缺氧，mtDNA突变，这

两种蛋白的表达增加明显，食管鳞癌Ⅲ期时表达最高。在晚期

及低分化食管鳞癌组织中，SSBP1及 mtTFA蛋白表达量较早

期及高、中分化食管癌组织明显增加，推测 SSBP1及 mtTFA的

过表达与癌组织的侵袭与分化关系有明显关系。即在已发生癌

变组织中，这两种蛋白继续参与食管癌的侵袭与进展。

综上所述，食管鳞状细胞癌组织中 SSBP1和 mtTFA蛋白

均呈表达上调，二者可能协同作用参与食管鳞癌的发生、发展。

但截至目前，还没有直接证据表明这两种蛋白参与了食管癌的
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发生、发展，且具体作用途径及机制尚未可知，还需扩大样本量

进一步以明确 SSBP1及 mtTFA在食管癌发生发展中的具体

作用和机制。
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