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Abstract
AIM: To investigate the expression of melanoma 
antigen A1 (MAGE-A1) and Ki-67 in esophageal 
cancer (EC) and their correlations with the 
clinical pathological features and survival time 
of EC patients.

METHODS: The expression of MAGE-A1 and 
Ki-67 was detected by SP immunohistochemical 
technique using mouse anti-human MAGE-A1 
and Ki-67 antibodies in formalin-fixed and par-
affin-embedded sections from 60 EC patients.

RESULTS: The positive rate of MAGE-A1 ex-
pression was 83.3% (50/60) in EC, with a high 
expression rate of 10% (6/60) and low expres-
sion rate of 73.3% (44/60), while the positive rate 
of MAGE-A1 expression was 0% in the normal 
esophageal tissues, significantly lower than that 
in EC tissues (P < 0.001). The positive rate of 
Ki-67 expression was 93.3% (56/60) in EC, with 
a high expression rate of 70% (42/60) and low 
expression rate of 23.3% (14/60), while the posi-

tive rate of Ki-67 expression was 13.3% (4/30) in 
esophageal normal tissues, significantly lower 
than that in EC tissues (P < 0.001). There was a 
negative correlations between the positive ex-
pression of MAGE-A1 and Ki-67 (r = -2.91, P < 
0.05). Besides, MAGE-A1 expression was also 
correlated with the differentiation degrees of car-
cinoma (P < 0.05), and Ki-67 expression was cor-
related with the age of patients, differentiation 
degrees and pathological type of carcinoma (P < 
0.05). The survival time was higher for patients 
with the positive expression of MAGE-A1 than 
that for patients with the negative MAGE-A1 ex-
pression (P < 0.05).

CONCLUSION: MAGE-A1 is highly expressed 
in EC patients, which is correlated with the 
proliferation of tumor cells. The patients with 
positive MAGE-A1 expression have a favorable 
prognosis.
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摘要
目 的 :  研 究 食 管 癌 中 肿 瘤 特 异 性 抗 原
MAGE-A1, Ki-67的表达及其相关性, 探讨他
们与食管癌生物学行为及生存时间的关系. 

方法: 免疫组化SP法, 利用鼠抗人MAGE-A1, 
K i-67单克隆抗体检测60例食管癌标本中
MAGE-A1, Ki-67表达水平. 

结果: 60例食管癌中M A G E-A1表达率为
83.3%(50/60), 高表达率为10%(6/60), 低表达
率为73.3%(44/60), 正常组织表达率为0%, 食
管癌和正常组织之间的表达具有显著性差异
(P <0.001). Ki-67表达率为93.3%(56/60), 高表
达率为70%(42/60), 低表达率为23.3%(14/60), 
正常组织表达率为13.3%(4/30), 食管癌和正
常组织之间的表达具有显著性差异(P <0.001). 

®

■背景资料
恶性肿瘤是当代
威胁人类健康的
最严重的疾病, 具
有病期越晚治疗
越 难 ,  预 后 越 差
的 特 点 ,  因 此 寻
找肿瘤特异性抗
原(tumor-specific 
antigen, TSA)对
于肿瘤的早期发
现、早期诊断、

早期治疗非常重
要. 黑色素瘤抗原
( M A G E )是首先
从黑色素瘤中发
现 的 ,  其 在 正 常
组织中几乎不表
达, 主要表达于以
黑色素瘤为主的
恶性肿瘤组织中, 
MAGE-A1是第一
个发现的黑色素
瘤抗原, 其表达和
肿瘤的发生、发
展及预后关系十
分密切, 黑色素瘤
抗原及其产物可
用于肿瘤的分子
学诊断和免疫治
疗. 
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MAGE-A1与分化程度有关(P <0.05), Ki-67
与年龄、分化程度、病理类型有关(P <0.05). 
MAGE-A1阳性表达的高低与Ki-67阳性表达
的高低呈负相关(r  = -2.91, P <0.05). MAGE-A1
阳性患者的生存时间明显高于阴性者.

结论:  M A G E-A1在食管癌中有较高的表
达, 并且与细胞增殖相关, 正常组织不表达, 
MAGE-A1阳性患者的预后好, 有望作为免疫
治疗的靶点.

关键词: 黑色素瘤抗原基因A1; Ki-67; 增殖; 免疫; 
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0  引言

恶性肿瘤的治疗研究一直是医学界的重要课题, 
食管癌在我国是高发的恶性肿瘤, 其恶性程度

较高, 患者生存期较短, 现有的治疗方法如常规

的手术、放疗、化疗等疗效不好, 因此建立特

异的肿瘤免疫疗法, 作为一种辅助治疗手段有

助于推动肿瘤的治疗研究, 黑色素瘤抗原基因

(melanoma antigen, MAGE)由于其表达产物具有

较高的肿瘤特异性成为当前研究肿瘤学的热点. 
1991年van der Bruggen et al [1]使用基因转染技术

发现了黑色素瘤细胞系上的MAGE-A1基因, 该
MAGE基因是肿瘤特异性抗原基因, 只在各种不

同组织类型的肿瘤组织中表达, 在正常组织(除
胎盘组织和男性生殖细胞)不表达[2-10]. MAGE基
因编码的抗原可以与HLA(人类白细胞抗原)的
Ⅰ类分子结合, 被CTL(细胞毒T淋巴细胞)特异

识别, 产生CTL对肿瘤细胞的特异杀伤作用[11-12]. 
Ki-67是一种与细胞增殖密切相关的核内蛋白. 
因其只表达于增殖细胞各期中, 静止期细胞阴

性, 并具有半衰期短的特点, 而被作为评价细胞

生长分数的有效指标, Rose et al [13]比较数种增殖

标志物, 认为Ki-67抗体较适合作为常规的免疫

组化研究, 目前Ki-67广泛应用于临床及基础研

究.
本课题通过检测人食管癌 (e s o p h a g e a l 

cancer)石蜡标本及食管正常组织中MAGE-A1蛋
白与Ki-67蛋白表达状况, 研究MAGE-A1的表达

与肿瘤增殖程度及机体的抗肿瘤免疫状态之间

的相关性, 初步探讨MAGE-A1基因在此方面可

能具有的调控或影响机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 经病理检查确诊食管癌标本(取自哈尔

滨医科大学附属肿瘤医院2002年存档蜡块)60
例, 男58例, 女2例, 年龄43-70(中位57.73)岁, 按
组织学分级: 低分化20例, 中分化24例, 高分化

16例. 30例食管正常黏膜作为对照. 所有标本

均经中性甲醛固定、石蜡包埋, 4 μm切片用于

HE染色和免疫组化染色. MAGE-A1鼠抗人单

克隆抗体(LAB VISION公司), Ki-67鼠抗人单

克隆抗体(福州迈新生物技术开发有限公司), 
MaxvisionTM试剂盒(福州迈新生物技术开发有

限公司)
1.2 方法

1.2.1 免疫组化SP法 具体步骤参照试剂盒说明

书进行.
1.2.2 免疫组化结果判断 (1)MAGE-A1: 以细胞

质内出现棕黄色颗粒为阳性. 其免疫反应分数

(immunoreactive score, INS)参照Soslow et al [14]

标准略加修改 .  免疫反应分数根据染色强度

(percentage of positive cell, PP)来判定, 即IRS = 
SI×PP. SI: 0分为无色, 1分为浅黄色, 2分为棕黄

色, 3分为棕褐色; PP: 0分为阴性, 1分为阳性细

胞≤10%, 2分为11%-50%, 3分为51%-100%; IRS 
= 0为阴性, ≤3分为低表达, >3分为高表达; 双
盲法观察组织切片全部视野, 采用半定量积分

法[15]判断结果: 首先确定阳性定位, 然后按照下

面的标准进行评分, ①阳性细胞数: ≤5%为0分, 
6%-25%为1分, 26%-50%为2分, 51%-75%为3分, 
>76%为4分; ②阳性强度: 无色为0分, 淡黄色为

1分, 黄色为2分, 棕黄色为3分. 将①②两者积分

相乘, 0分为阴性, >0分为阳性. (2) Ki-67: 以细胞

核内有棕黄色颗粒为阳性. 参考Mehdi et al [16]方

法, 随机选10个视野, 每个视野(放大400倍)计数

100个细胞, 共计1000个细胞. 计算出每张切片

上阳性细胞百分数, 阳性细胞所占百分比<1%
为阴性, ≤25%为低表达, 阳性细胞所占百分比

>25%为高表达. 参照文献[17]制定免疫组化半

定量标准每张切片随机观察5个高倍视野, 每个

视野计数100个肿瘤细胞, 阳性细胞数<10%为阴

性, ≥10%为阳性.
统计学处理 采用SPSS13.0 for Windows

统计学软件. 统计学分析用两独立样本比较的

秩和检验、chi-square分析、相关性分析采用

Spearman秩相关检验.

■研发前沿
对于包括MAGE 
在内的肿瘤特异
性抗原的研究目
前 还 处 于 探 索
阶 段 .  目 前 应 用
MAGE基因编码
的抗原肽进行临
床免疫治疗多仅
限于黑色素瘤, 而
对其他类型的肿
瘤能否产生同等
水平的疗效尚在
动物实验和临床
观察阶段. 随着人
类基因工程的逐
渐完成, 编码蛋白
质的基因序列将
被全部解析, 利用
已知序列、结构
的抗原多肽进行
的抗肿瘤生物预
防和治疗技术, 对
肿瘤患者的治疗
及高危人群的预
防将是最终的成
熟的方法.

■相关报道
Marchand et al 的
临床尝试性实验
均证实了MAGE
抗原用于免疫治
疗无明显副作用, 
能有效刺激机体
的免疫系统, 发挥
一定的抗癌作用. 
因此选用适当的
病例, 应用MAGE
基因家族的表达
产物对恶性肿瘤
患者进行免疫治
疗, 将具有重要的
临床应用价值和
广阔的应用前景.
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2  结果

2.1 食管癌与正常组织中MAGE-A1和Ki-67表

达状况(统计学分析用两独立样本比较的秩和

检验) MAGE-A1蛋白阳性部位定位于肿瘤细

胞胞质, 其染色强度从浅黄色到棕黄色不等(图
1). 周围正常组织和肿瘤间质无MAGE-A1表达. 
MAGE-A1阳性表达率83.3%(50/60), 高表达率

为10%(6/60), 低表达率为73.3%(44/60). 平均秩

为56.50, 正常组织表达率为0%, 平均秩为23.50, 
MAGE-A1在食管癌和正常组织之间的表达有

显著性差异(bP <0.001, 表1). Ki-67蛋白表达于胞

核, 呈棕黄色. 腺癌及鳞癌癌巢周边部位Ki-67
阳性细胞比其中心部位的更密集(图2). 阳性表

达率为93.3%(56/60), 高表达率为70%(42/60), 低
表达率为23.3%(14/60). 平均秩(Mean Rank)为
58.43, 正常组织表达率为13.3%(4/30), 平均秩

(Mean Rank)为19.53, Ki-67在食管癌和正常组织

中的表达有显著性差异(bP <0.001, 表1).
2.2 食管癌中MAGE-A1和Ki-67与临床病理参

数的关系 采用chi-square分析发现, MAGE-A1
的表达强度与食管癌患者分化程度有明显相

关性(P <0.05), 其中低分化与高分化组、中分

化与高分化组间的表达有显著性差异, Ki-67的
表达强度与食管癌患者年龄(P <0.001)、病理

(P <0.05)、分化程度(P <0.001)有明显相关性, 其
中分化程度中低分化与中分化组, 低分化与高

分化组间表达有显著性差异(表2).
2.3 MAGE-A1和Ki-67表达的相关性 采用Spear-
man秩相关检验发现, 食管癌中MAGE-A1和
Ki-67两者的表达有相关关系, 并且为负相关关

系(r  = -2.91, P <0.05, 表3).
2.4 MAGE-A1和Ki-67与食管癌患者生存时间

■创新盘点
本 实 验 在 探 讨
MAGE-A1在肿瘤
组织中的表达, 同
以前的研究进行
对 比 ,  证 实 其 作
为免疫治疗靶点
的 可 行 性 外 ,  还
研究了MAGE-A1
和Ki-67的表达之
间 的 关 系 ,  提 示
MAGE-A1在肿瘤
组织的增殖调控
方面可能具有重
要作用. 进一步的
生存分析也在提
示患者预后方面
做了详细的阐述.

表  1  MAGE-A1和 Ki-67在正常组织和肿瘤组织中的表达

     
                                                MAGE-A1	                                             Ki-67

                             阴性    低表达     高表达     平均秩      阴性     低表达     高表达     平均秩              

正常组织     30     30         0              0         23.50        26           3             1          19.63

食管癌        60     10       44              6         56.50b         4         14           42            8.43b

bP<0.001 vs  对照组.

分组               n

图  2  食管癌组织中Ki-67的表达. A: Ki-67表达于食管癌

的胞核中(SP×100); B: Ki-67表达于食管癌的胞核中(SP×

400).

图  1  食管癌组织中MAGE-A1的表达. A: MAGE-A1弥漫表

达于食管癌的胞质中(SP×100); B: MAGE-A1弥漫表达于食

管癌的胞质中(SP×400).

A

B

A

B
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的关系 利用SPSS13.0软件, 根据患者生存时间

及生存状态(由于食管癌患者生存时间较短, 此
次主要比较3 a生存率, 两个因素采用阴性、阳

性分类方法)做生存曲线. MAGE-A1阴性16例, 
平均生存期16.125 mo, 中位生存时间15 mo, 阳
性44例, 平均生存期23.386 mo, 中位生存时间

20 mo(Log Rank = 4.70, P <0.05), MAGE-A1阴
性、阳性对食管癌患者生存时间的影响有显

著性差异. Ki-67生存曲线分析(Log Rank = 0.4, 
P >0.05), 尚不能认为Ki-67阴性、阳性对食管癌

患者的远期生存的影响有显著性差异.
2.5 cox比例风险模型分析临床多因素对食管癌

患者3 a生存率的影响 把各个临床因素分别作生

存曲线分析, 发现年龄、分期、淋巴结转移对

食管癌患者的远期生存时间的影响均有显著性

差异, 把这些有意义的因素作为协变量运用逐

步回归法进行筛选(95%可信区间, 筛选水平 = 
0.05), 进行cox模型分析(表4), 从此复合多因素

的结果看, 只有年龄P >0.05, 其余3者P <0.05, 是
否可以认为把4者综合考虑, 年龄没有其他3者
对患者生存的影响大. 其他因素, 如病理类型、

分化程度等作为独立的因素影响食管癌患者的

生存时间尚未构成统计学上的差异.

3  讨论

人类MAGE(melanoma anigen)基因家族包含23
个成员, MAGE-A1是MAGE家族中最早发现的

基因, 其编码的蛋白产物在细胞质内被蛋白水

解酶裂解, 形成两个可以被递呈系统识别的与

MHC分子HLA-A1和HLA-Cw16.01结合的肽段, 
由抗原加工相关转运物(transporter associated 
with antigen processing, TAP)转送至内质网后, 
与HLA-I类分子结合形成复合物, 被递呈至细胞

表面, 自体细胞毒性T淋巴细胞(CTL)通过识别

抗原肽和HLA-I类分子复合体, 诱导特异性免疫

杀伤肿瘤细胞效应[18-26], 除MAGE-D基因在人体

正常成熟组织普遍表达外, 其他MAGE基因编

码产物则在许多恶性肿瘤组织中有较高的表达, 
但是在正常组织(除了睾丸和胎盘外)均不表达, 
通过RT-PCR技术检测发现, 人类半数以上各种

组织来源的恶性肿瘤中均至少表达一种MAGE
基因, 但癌旁组织鲜见表达. 因而MAGE抗原肽

是一种CTL介导的肿瘤特异性免疫治疗的理想

靶分子.
本实验检测MAGE-A1在食管癌中的表达

情况, 据相关文献报道, MAGE-A1在食管癌中

表达的阳性率为62%[27], 53%[28]. 本结果显示

MAGE-A1在食管癌中表达阳性率高(83.3%), 
在正常组织中不表达, 这种差异的可能原因是

所采标本的病期不同, 因为在食管癌不同发展

阶段中肿瘤抗原表达可能不同, 也可能是本实

验例数少产生一定的误差 ,  本结果提示在食

管癌现有治疗方法不好的基础上 ,  有望利用

MAGE-A1编码抗原作为食管癌免疫治疗攻击

靶点并且可覆盖多数病例, 并有较好的特异性, 
值得尝试. van der Bruggen et al [1]在研究中发现, 
MAGE-1基因阳性表达的黑色素瘤细胞系也必

须同时表达HLA-A1, 才能诱发CTL细胞的杀伤

作用, 否则不能激活CTL细胞. 可通过在体外合

成MAGE编码蛋白与HLA-I类分子结合成多肽

复合物用于临床抗肿瘤免疫治疗. Marchand 
et al [29]的临床尝试性实验均证实了MAGE抗原

■应用要点
MAGE-A1在肿瘤
特异性免疫治疗
中具有特异性靶
位的潜在价值, 对
基因治疗和免疫
治疗的探索可以
产生深远的影响. 
还可以制成基因
芯片, 进行免疫监
视和免疫检测, 可
监视肿瘤细胞的
浸润生长状态, 以
采取合适的干预
措施, 在分子病理
学诊断中的作用
也不容忽视.

表  2  食管癌中MAGE-A1和Ki-67与患者临床病理参数
的关系

        
                    MAGE-A1的表达               Ki-67的表达

                     阴性(n )  阳性(n )              阴性(n )  阳性(n )       

性别					   

    男	       16	    42	            6	       52	

    女	         0           2	            0	         2	

年龄				                  <0.05

    病理类型				  

    鳞癌	       14         35	            3         46    <0.05

    腺癌	         2	      9	            3	         8	

分化程度						    

    低分化	        4	    16	            6	       14c	

    中分化	        4         20a     <0.05     0	       24    <0.05 

    高分化	        8	      8a	            0	       16c	

TNM分期				 

    Ⅰ期	         2	      0	            0	         2	

    Ⅱ期	         9  	     31	            4	       36	

    Ⅲ期	         3	      9	            2	       10	

    Ⅳ期	         2	      4	            0	         6	

淋巴结转移 				  

    无	         7         17	            2         22		

    有	         9	    27	            4	       32

aP<0.05 vs  低分化组; cP<0.05 vs  中分化组.

P                                     P

表  3  食管癌中MAGE-A1和Ki-67表达的相关性

     
Ki-67                       MAGE-A1 的表达

的表达           阴性(n )  低表达(n )  高表达(n )              

阴性        4       0             4             0          

低表达   14       2           10             2           -2.91  0.024

高表达   42       8           30             4

n                                                             r          P
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用于免疫治疗无明显副作用, 能有效刺激机体

的免疫系统, 发挥一定的抗癌作用. 因此选用适

当的病例, 应用MAGE基因家族的表达产物对恶

性肿瘤患者进行免疫治疗, 将具有重要的临床

应用价值和广阔的应用前景.
MAGE-A1和Ki-67的表达之间具有负相关

性(r  = -2.91, P <0.05), 表明MAGE-A1阳性表达

的肿瘤细胞比其阴性表达者可能具有较低增殖

活性; MAGE-A1高表达的肿瘤细胞没有其低表

达的增殖旺盛, 这提示MAGE-A1在肿瘤组织的

增殖调控方面可能具有重要作用. 有研究认为, 
MAGE家族中的MAGE-B4[30]也可能在细胞周期

调控中发挥重要作用, 推测该家族基因并不仅

仅作为肿瘤特异性抗原存在, 他和组织细胞的

正常增殖、分化也有非常密切的关系. 我们认

为, MAGE-A1表达和肿瘤细胞增殖之间可能具

有某种负调控关系. 肿瘤组织中MAGE-A1基因

甲基化程度增加, 致使MAGE-A1高表达是否导

致肿瘤细胞增殖活性的下调, 还是肿瘤细胞的

高增殖状态诱发MAGE-A1基因高甲基化程度

增加, 致使MAGE-A1高表达目前尚无定论. 另
外, Ki-67阳性细胞在鳞癌癌巢外周部位比中心

部位分布更密集, 提示外周的癌细胞具有更高

的增殖活性.
本实验还表明MAGE-A1的表达和分化程

度有相关性, Ki-67的表达与年龄、病理类型、

分化程度有相关性. 对M A G E-A1和K i-67阴
性、阳性作生存曲线并进一步进行的生存分

析, MAGE-A1阴性、阳性对食管癌患者生存时

间的影响有显著性差异, 与Zambon et al [31]报道

一致, 其报道48例食管癌中不表达任何基因的

患者组(23例, 48%)平均生存期22 mo, 而表达一

种或多种MAGE基因的患者组(17例, 35%)平均

生存期57 mo, 明显高于抗原阴性者, 推测其原

因, 可能是由于MAGE抗原阳性的患者体内存

在识别自体肿瘤细胞的CTL, 肿瘤细胞被特异

性CTL识别杀伤, 从而减少或延缓了肿瘤的复

发与转移, 而MAGE抗原阴性的肿瘤细胞不被

CTL识别杀伤, 肿瘤易复发转移, 生存率也相对

低. 进一步的多因素cox回归生存分析结果显示, 
MAGE-A1、TNM分期、淋巴结转移对生存时

间的影响有意义, 提示能否把他们考虑为影响

预后的独立作用因素.
总之, 合并MAGE-A1的各方面优势, 其作为

免疫治疗的靶点并进行进一步的研究值得尝试. 
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