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Abstract
AIM: To detect the expression of Ki67 and 
C-erbB-2 in esophagogastric mucosal diseases, 
and conclude their significances. 

METHODS: Using tissue microarray technique 
(TMA), 140 specimens of mucosa at esopha-
gogastric junction were divided into 6 groups: 
Barrett’s esophagus (BE) group, cardiac adeno-
carcinoma (CA) group, esophageal adenocarci-
noma (EA) group, antrum intestinal metaplasia 

(AIM) group, cardia intestinal metaplasia (CIM) 
group, and normal control (NC) group. Ki67 and 
C-erbB-2 expression were examined by immu-
nohistochemistry (IHC). 

RESULTS: The positive staining of Ki67 in BE, 
EA or CA group was significantly higher than 
that in NC group (40.9%, 69.6%, 61.9% vs 0.0%; 
all P < 0.01), even than that (11.5%) in CIM 
group (P < 0.05). Ki67 expression was not mark-
edly different between CIM and AIM group as 
well as between EA and CA group, but the posi-
tive rate of Ki67 expression in EA and CA group 
was higher than that in BE group (P < 0.05). The 
positive staining of C-erbB-2 in BE, EA or CA 
group was significantly higher than that in NC, 
CIM or AIM group (31.8%, 52.1%, 52.4% vs 0.0%, 
0.0%, 3.6%; P < 0.01 or P < 0.05). McNemar’s test 
showed a significant correlation between Ki67 
and C-erbB-2 expression in these diseases at 
esophagogastric junction (P = 0.001).

CONCLUSION: Ki67 and C-erbB-2 may play 
stimulative roles in the occurrence and develop-
ment of Barrett’s esophagus and adenocarci-
noma at the esophagogastric junction. 

Key Words: Tissue microarray; Esophagogastric 
junction; Intestinal metaplasia; Ki67; C-erbB-2; Im-
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摘要
目的: 研究Ki67和C-erbB-2在各类胃食管黏膜
病变中的表达及意义. 

方法: 采用TMA制作140例各类胃食管黏膜
病变的组织芯片, 分成Barrett食管(BE)组、贲
门癌(CA)组、食管腺癌(EA)组、和胃窦肠化
(AIM)组、贲门肠上皮化生(CIM)组和正常对
照(Control)组, 共6组, 采用免疫组织化学方法

®

■背景资料
胃食管连接处腺
癌 发 病 率 近 年
来 有 上 升 趋 势 , 
Barrett食管被认
为是其发生的重
要危险因素而倍
受关注. 近来研究
发现胃贲门部黏
膜处也可出现肠
上皮化生, 起源于
食管黏膜的肠化
和起源于贲门部
黏膜的肠化是否
具有共同的发病
机制以及是否均
为腺癌的危险因
素 ,  目 前 尚 不 清
楚.

■同行评议者
黄晓东, 副主任医
师, 武汉市中心医
院消化内科



常英, 等. 组织芯片研究胃食管黏膜病变中Ki67和C-erbB-2的表达及意义                                                                     1185

www.wjgnet.com

检测Ki67和C-erbB-2的表达. 

结果: B E 组 ,  E A 组和 C A 组 K i 6 7 的阳性
率均显著高于C o n t r o l组(40.9%, 69 .6%, 
61.9% vs  0.0%, 均P <0.01), 明显高于CIM组
11.5%(P <0.05); CIM组和AIM组以及EA组
和C A组之间无显著性差异; E A和C A组中
Ki67的阳性率高于BE组(P <0.05); BE组, EA
组和C A组C-e r b B-2的阳性率均显著高于
Control组和CIM组(31.8%, 52.1%, 52.4% vs  
0.0%, P <0.01), 明显高于AIM组3.6%(P <0.05). 
C-e r b B-2与K i67在各类胃食管黏膜病变组
织中的表达统计学上具有紧密关联性(P  = 
0.001). 

结论: Ki67和C-erbB-2可能在Barrett食管和胃食
管连接处腺癌的发生发展中起重要的促进作用.

关键词: 组织芯片; 胃食管连接处; 肠上皮化生; 

Ki67; C-erbB-2; 免疫组织化学
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0  引言

胃食管连接处腺癌发病率近年来有上升趋势, 
Barrett食管(barrett's esophagus, BE)被认为是其

发生的重要危险因素而倍受关注. 目前对于BE
的临床诊断仍不理想, BE癌变风险的监测尚缺

乏有效的手段和有用的分子生物学指标. 组织

芯片技术为医学分子生物学提供了一种高通

量、大样本以及快速的分析工具[1]. 我们采用组

织芯片技术结合免疫组织化学技术研究了Ki67
和C-erbB-2在各类胃食管连接处黏膜病变中的

表达, 探索BE及其相关腺癌早期诊断的分子生

物学指标.

1  材料和方法

1.1 材料 西安交通大学第二医院病理科提供石

蜡包埋正常贲门组织对照组20例, 贲门肠化组

织(cardia intestinal metaplasia, CIM)组26例, BE
组织组22例, 胃窦肠化组织(AIM)组28例, 食管

腺癌组织(esophageal adenocarcinoma, EA)组23
例, 贲门癌组织(cardia adenocarcinoma, CA)组21
例. BE的诊断标准为内镜下远端食管出现柱状

上皮样黏膜, 可呈全周型、岛型及舌型等, 同时

活检存在肠上皮化生(intestinal metaplasia, IM); 

CIM的诊断标准为发生在位置正常的胃食管连

接处(gastroesophageal junction, EGJ)远端2 cm范

围内即贲门的肠化; EA的诊断标准为癌中心在

胃食管连接处1 cm以上的食管肿瘤, 经病理证

实癌细胞呈腺管结构和/或有细胞内、外黏液, 
取材部位均在食管, 而不在贲门处, 并经病理证

实癌灶边缘至标本上下切端之间存在鳞状上皮; 
CA, 即癌中心位于胃食管连接处上下2 cm内范

围内的肿瘤[2-5]. 所有标本均经中性甲醛溶液固

定, 按病理常规方法制成蜡块后保存备用.
1.2 方法 组织芯片制作由陕西超英生物医学研

究开发有限公司协助制作构建两张组织芯片分

别含70个位点. 常规病理切片并做HE染色行病

理诊断. 阵列制作应用美国Beecher阵列仪先在

一受体块(空白蜡块)上打一孔(直径1.5 mm), 然
后根据HE片上所画出的精确范围, 在供体块(组
织蜡块)的相应位置上准确取出所要的组织芯放

入受体块的孔中, 详细记录每一孔中所放组织

的编号, 重复上述操作, 制成阵列块. 切片用德

国Leica切片机连续切片, 切片厚度4 µm捞片、

烤片后做常规HE染色, 然后由病理专家检查组

织芯片中的每一种组织是否与设计相符. 组织

点阵列模块排列整齐, 经HE染色后, 个别组织点

发生了脱片、易位和皱折, 但组织学可观察率

仍为96.6%(图1). 另免疫组织化学染色采用超敏

S-P法DAB显色. Ki-67与CerbB-2抗体免疫组化

试剂盒购自华美生物技术有限公司, 阳性对照

乳腺癌芯片2张. 一抗孵育条件为37℃ 1 h. 阴性

对照用PBS代替一抗, 其余条件同实验片. 组织

处理: Ki67, 抗原修复以0.01 mol/L枸橼酸盐缓

冲液(pH6.0)高温高压15 min, C-erbB-2, 抗原修

复微波处理; 均以30 g/L H2O2封闭内源性过氧

化物酶, 以非免疫羊血清封闭非特异性位点, 以
生物素封闭试剂封闭内源性生物素. 染色阳性

信号呈棕黄色, 采用显微摄像计算机图像分析

系统. 采用二级计分法, 阳性细胞计数: <5%, 0
分; 5%-25%, 1分; 26%-50%, 2分; 51%-75%, 3分; 
>75%, 4分. 染色强度分类: 淡黄色, 1分; 黄色, 2
分; 褐色, 3分. 两者计分相乘大于1者为阳性. 

统计学处理 所有数据应用SPSS11.0软件分

析, 各组间率的比较采用χ2检验, 计数资料采用

McNemar test分析.

2  结果

2.1 Ki67的表达 免疫组化标记显示Ki67阳性信

号均位于细胞质和细胞核, 呈现粗大棕黄色颗

■研发前沿
Barrett食管及其
相关腺癌的发生
机制尚未完全明
了, 可能与多种基
因的改变及异常
表达造成食管上
皮细胞增生与分
化失常有关. 近年
来研究的热点是
寻找Barrett食管
癌变的敏感性及
特异性高的生物
学指标.
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粒. 阴性细胞核呈蓝色, 细胞质和细胞核均未着

色. 各组中Ki67的阳性率见表1. Ki67的阳性率

在BE组40.9%, EA组69.6%和CA组61.9%中均显

著高于对照组0.0%(P  = 0.0079, 0.0051, 0.0055); 
并且BE组、EA组和CA组中Ki67的阳性率均明

显高于CIM组11.5%(P  = 0.0435, 0.0268, 0.0275); 
BE组、EA组和CA组中Ki67的阳性率均明显高

于AIM组14.3%(P  = 0.0468, 0.0352, 0.0362); EA
和CA组中Ki67的阳性率高于BE组(P  = 0.0374, 
0.0417); CIM组和AIM组及EA组和CA组之间之

间无显著性差异(P  = 0.1583, 0.2153)(表1, 图2).
2.2 C-erbB-2的表达 免疫组化染色显示C-erbB-2
蛋白的阳性表达位于细胞质和细胞膜, 呈灶状

和弥漫分布, 部分以腺腔缘明显. 阴性细胞核

呈蓝色, 细胞质和胞膜未着色. C-erbB-2的阳

性率BE组31.8%、EA组52.1%和CA组52.4%均

一致显著高于对照组0.0%和CIM组0.0%(均P  = 
0.0086, 0.0057, 0.0052, 表1, 图3). BE组、EA组

和CA组的C-erbB-2阳性率均明显高于AIM组

3.6%(P  = 0.0373, 0.0219, 0.0215).
2.3 C-erbB-2与Ki67表达的相关性 McNemar test
检验, Ki67阳性表达中C-erbB-2的阳性表达率

高于Ki67阴性表达中C-erbB-2的阳性表达率,  
C-erbB-2与Ki67在胃食管连接处黏膜病变中的

表达密切相关(P  = 0.001, 表2).

3  讨论

近年来GEJ腺癌发病率逐渐增高. Barrett食管BE
被认为是其发生的重要危险因素而倍受关注. 
国外研究报道BE的癌变率约为1/104人年, 较一

般人群高出30-125倍, 80%的EA产生于BE, 而
40%的CA与BE有关, 因此, 国外对BE的研究高

度重视, 投入了大量的人力和物力. 近来研究发

现, 在没有典型的BE内镜表现的患者, 在其GEJ
活检也可发IM. 虽然有报道指出IM是早期EA和

CA的癌旁组织常见的现象, 并且认为GEJ腺癌

可能起源于CIM, 但尚无证据证明CIM是癌前病

变. CIM在组织学上与远端胃黏膜IM和BE的IM
相似. 起源于食管黏膜的IM和起源于贲门黏膜

的IM是否均为EA和CA的癌前病变, 目前尚不 
清楚. 

组织微阵列(tissue microarray, TMA), 又称

组织芯片(tissue chip), 是1998年由Kononen et al

■相关报道
有研究表明, 贲门
部肠上皮化生的
发生较Barrett食
管肠化相对常见, 
随年龄增长其发
生率明显增加, 与
幽门螺杆菌相关
性胃炎以及胃内
多处萎缩肠化有
关. 

图   2   B E 组 K i 6 7 表 达 ( ×
200). A: 阳性; B: 阴性.

A B

图  1  组织芯片.
A B

表  1  各种黏膜病变中Ki67和C-erbB-2的表达

     
分组            n

                     Ki67

                               (+)        阳性率(%)

对照组	 20         0             0

CIM	 26         3           11.5

AIM	 28         4           14.3

BE	 22         9           40.9ab 

EA            23       16           69.6abc

CA	 21       13           61.9abc

aP<0.05 vs  对照组; bP<0.01 vs  CIM组; cP<0.05 vs  BE组.

      C-erbB-2

(+)        阳性率(%)

  0             0

  0             0

  1            3.6

  7           31.8ab

12           52.1ab

11           52.4ab
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在cDNA微阵列的基础上发明的, 一张组织芯

片有序地固定着成百甚至上千个组织样本, 每
个样本为圆盘状, 直径为0.6-2.0 mm, 可被用于

特定的分子生物学分析, 如DNA、mRNA的原

位杂交(ISH)和蛋白质的免疫组织化学(IHC)染
色. 与传统方法相比, 即一张载玻片对一个患者

组织样本相比, TMA的高通量是显而易见的, 而
且还可以克服传统技术方法可能造成的样本和

实验间的误差, TMA克服了传统病理学技术步

骤繁琐、试验速度慢和效率低的缺点, 使其结

果更为客观可靠. 具有小体积、多样本、大信

息、可同时分析数百种组织样品的优点, 对于

胃镜钳取的较小的食管黏膜标本尤其适合. 
Ki67基因位于人类染色体10q25上, 分子质

量为345 kDa, 在细胞G1、S、G2、M期中均有表

达, 与增殖细胞核抗原(PCNA)一样为调节细胞

周期存在于细胞核内的蛋白, 其表达与细胞的

增生周期有关. PCNA为DNA聚合酶δ的附属蛋

白, 在正常细胞中与细胞周期蛋白、CDK及P21
组成复合物调节细胞由G1期向S期过渡, 而Ki67
则在G1/S及G2/M转换期都可检测到变化[6-9]. 已
有研究发现, Ki67抗原半衰期比PCNA明显的缩

短, 检测Ki67是评估细胞增殖状态的简便方法, 
比PCNA更可靠, 可作为确定癌前人群高危个体

的生物标志物[10-11]. 有研究表明, Ki67异常表达

与食管癌癌变过程显著相关. 靳玉兰 et al用免疫

组化方法在正常组织中未发现Ki67的表达, 在
轻度不典型增生的细胞中Ki67的阳性表达率为

40.5%, 多分布在内基底层和外基底层, 在原位

癌细胞中其阳性表达率上升到90%, 且阳性表达

Ki67的细胞逐渐增多并延伸到上皮的中层及浅

层[12]. Ki67表达程度与组织学分级之间等级相关

分析结果呈正相关, 在正常黏膜中的表达与其

在不典型增生及原位癌组织中的表达有显著性

差异. 提示细胞增殖活性的提高在轻度不典型

增生阶段就已发生, 而且增殖性的提高与癌变

过程正相关. Reid et al [7]的前瞻性研究发现Ki67
在BE高度异型增生上皮中阳性率最高, 其次为

低度异型增生, 无异型增生的BE中Ki67表达水

平最低. 所以推测Ki67表达改变的时相分布, 可
成为在食管癌癌前人群中确立高危个体和选择

重点化学预防个体的分子生物学标志. 我们研

究显示: 在正常胃食管黏膜上皮组织中未发现

Ki67的表达, 但是由肠化生到到腺癌的过程中, 
Ki67的阳性率渐增, BE组中Ki67的阳性表达率

高达40.9%, 明显高于AIM组和CIM组, 多在基底

和副基底层, 提示细胞增殖活性的改变在BE病
变阶段就部分发生, 表明BE与胃食管连接处腺

癌的发生密切相关. Ki67阳性表达的BE患者应

当密切内镜随访, 以期发现重度不典型增生和

早期腺癌, 及时采取内镜下治疗或者手术. Ki67
的阳性率在EA和CA组时已递增到60%以上, 且
阳性细胞数逐渐增多到上皮的中层及浅层, 提
示Ki67在胃食管连接处腺癌的发生发展过程中

起重要的作用, 因此有可能成为EA和CA的早期

重要基因标记之一. 另外CIM组和AIM组Ki67的
表达均明显低于BE组, 显示AIM和CIM增殖活

性不高, 癌变危险性相对较低, 不必进行长期随

访, 以免加重患者经济及心理负担. 虽然解剖部

位及组织学上CIM组与和BE肠化相似, 但本研

究结果提示他们是两个不同的来源并且可能具

有不同的发病机制, CIM是否为EA和CA的癌前

病变, 仍需进一步研究. 
Shih et al于1981年在乙基亚硝脲诱发的大

图  3  CA组C-erbB-2
表达(×200). A: 阳

性; B: 阴性.

A B

表  2  Ki67与C-erbB-2表达的相关性分析

     
Ki67

	                        C-erbB-2	                  
合计

                              阳性	       阴性

阳性	             30	                        15	                  45

阴性	               1	                        94	                  95

合计	             31	                      109	                140

■创新盘点
本研究将组织芯
片 技 术 应 用 于
Barrett食管癌变
风险监测及相关
腺癌早期诊断的
研 究 ,  构 建 了 较
大样本Barrett食
管、贲门肠化组
织及相关腺癌组
织芯片, 并进行了
Ki67和C-erbB-2
的免疫组织化学
研究, 为今后胃食
管连接处黏膜病
变相关的其他特
定分子的研究提
供了一个高效率
的技术平台. 
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鼠神经胶质瘤中发现了癌基因neu. 其后又发现

了neu基因在人类的同源基因C-erbB-2. C-erbB-2
原癌基因定位于人类染色体17q21上, 其蛋白产

物为p185蛋白[13-14]. C-erbB-2原癌基因在受到体

内外某些因素作用下, 引起基因序列的大量扩

增, 从而导致p185蛋白的过度表达, 导致肿瘤的

发生、发展. C-erbB-2癌基因的蛋白产物p185蛋
白与表皮生长因子受体(epidermal growth factor 
receptor, EGFR)间有着密切的关系. EGFR是由

1186个氨基酸组成的单链跨膜蛋白, 其结构由

细胞外区、跨膜区和含有酪氨酸激酶活性的细

胞内区组成. 对表皮生长因子(epidermal growth 
factor, EGF)具有高度亲和性, 二者特异结合后, 
激活酪氨酸激酶, 酪氨酸激酶可激活其他信息

传递体系, 如: 激活膜上的磷脂酶C使磷脂分解, 
释放出磷酸肌醇和1, 2-二脂酰甘油, 后者又可

进一步激活蛋白激酶C(protein kinase C, PKC)和
促使钙离子自细胞内钙库释出. PKC和钙离子

均可将来自生长因子的刺激进一步传递, 起到

信号扩增作用. 此外生长因子与受体结合后, 还
可以增加细胞内cAMP水平. 通过cAMP和PKC
等将来自生长因子的信息传至细胞内, 起到调

节细胞的生长和分化作用[15]. C-erbB-2癌基因

的产物p185蛋白类似一个“截断的EGFR”, 因
缺乏膜外的EGFR结合区和膜内部自身磷酸化

部位, 使其类似活化的EGFR, 无需与EGF结合

便可被激活, 传导促细胞分裂信号, 同时由于

不能和EGF结合进而在细胞内降解, 以致表达

后导致细胞的无节制生长. C-erbB-2癌基因被

激活后, 导致p185蛋白过度表达, 产生类似EGF
的作用, 增强细胞的有丝分裂, 导致细胞过度增

生转化成肿瘤细胞. C-erbB-2结构改变如扩增

导致过度表达, 增强有丝分裂, 在癌瘤启动阶段

后期, 这种机制使某些不正常的细胞获得不受

机体控制的独立生长能力. Kim et al用免疫组

织化学的方法检测出C-erbB-2癌基因在高度异

型增生的BE内(31%)及AE中(10%)的表达; 另
一研究却发现C-e r b B-2蛋白过度表达仅发生

在EA中(11%), 且与EA的预后差有关, 而其周

围的异型增生及BE上皮内均无表达[16]. 米建强  
et al [17]对C-erbB-2癌基因产物的表达与胃癌发生

的关系进行研究发现, 正常胃黏膜为阴性, 仅在

腺体颈部偶见弱阳性表达, 在异型增生病变中

则有较高的表达率, 并随异型增生程度的增加, 
表达率逐渐升高, 轻 、中、重度异型增生表达

率分别为50%, 83.3%, 85.7%, 早期及进展期胃

癌中的表达率分别为22.2%和56.7%, 重度异型

增生表达率显著高于早期胃癌, 进展期胃癌表

达率显著高于早期胃癌, 提示C-erbB-2癌基因可

能参与正常胃黏膜的增殖、修复过程并在胃黏

膜异型增生及胃癌形成中充当一定角色[10]. 我们

在正常组织和CIM组中未发现C-erbB-2表达, 在
AIM组中较少表达(3.6%), BE组中C-erbB-2的阳

性率显著高于CIM组, 提示BE发展腺癌的危险

性明显高于CIM, 应加强内镜随访, CIM是否也

增加胃食管连接处腺癌发生的危险性, 目前看

法不一. 本研究结果示C-erbB-2表达CIM和AIM
之间无显著性差异, CIM的发生可能与H pylori
相关性胃炎以及胃多灶性萎缩肠化有关, 这一

结果也提示临床对BE与CIM患者应当采取不同

的随访策略. Chandrasoma et al研究也发现CIM
比较Barrett食管进展成腺癌的风险低[18], 与我们

的研究结果一致. 另外由AIM到CIM、BE再到

EA和CA组织C-erbB-2表达也呈逐步增高趋势, 
提示C-erbB-2与肿瘤的发生发展过程密切相关. 

C-erbB-2与Ki67表达的相关性分析结果提

示, 二者表达呈正相关, 提示异常增殖的细胞中

可能有p185蛋白过度表达, 产生类似EGF的作

用, 增强细胞的有丝分裂, 导致细胞过度增生转

化成肿瘤细胞, 可以推测二者可能对细胞癌变

具有相互促进作用. 
我们制作的由正常黏膜上皮、BE、CIM、

AIM、CA、EA等多种病变在一起的胃食管黏

膜各类病变组织芯片, 样品排列整齐, 圆形或类

圆形, 较少的皱折和掉片现象, 仅用2张芯片即

完成了全部实验, 极大地降低了在病理切片等

操作过程中的误差, 在极短的时间内获得了胃

食管黏膜各类病变中Ki67和C-erbB-2表达的诸

多数据. 我们在应用cDNA微阵列技术对BE和
CIM的基因表达谱差异的研究基础上[19], 进一步

应用组织芯片技术对其结果进行验证, 结果提

示Ki67和C-erbB-2在BE、EA、CA的发生、发

展中可能起重要的促进作用, 这个结果使临床

工作者面临内镜难以确诊的Barrett食管时, 可以

联合动态监测Ki67和C-erbB-2的表达, 对目前临

床工作中BE的正确诊断, 以及监测其癌变危险

性具有客观的参考价值. 
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