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Abstract
AIM: To identify the expression of TMEM16A in 
esophageal squamous cell cancer (ESCC) and to 
explore its potential role in carcinogenesis and 
progression of esophageal cancer.

METHODS: A total of 60 cases with esophageal 
squamous cell carcinoma, which were cancer-
ous tissues and their adjacent tissues, were col-
lected at Jiangning hospital affiliated Nanjing 
medical university from 2007-01 to 2008-04. 
All tumor tissues were matched with distant 
tissues at least 5 cm away from cancer. Im-
munohistochemistry staining (SP method) and 
Western blot were performed to detect protein 
TMEM16A expression in ESCC and its corre-

sponding para-cancerous tissues. 

RESULTS: Immunohistochemistry revealed 
that the positive rate of TMEM16A protein was 
52.50% in carcinoma of esophagus, significantly 
higher than that in cancer-adjacent tissues (20%, 
P < 0.05). There was significant difference in 
TMEM16A expression between the lymph node 
positive group and the lymph node negative 
group (65.38% vs 21.43%, P < 0.05). The positive 
rates of TMEM16A protein in tumor of high, 
middle and low differentiation groups were 
27.27%, 43.75% and 84.62% , respectively, with a 
statistically significant difference (P < 0.05). No 
significant association was observed between 
the positive expression of TMEM16A and TNM 
stages; we also found a higher expression of 
TMEM16A in ESCC than in para-cancer tissues 
by Western blot (t = 42.16, P < 0.05). 

CONCLUSION: TMEM16A may play an impor-
tant role in carcinogenesis of ESCC. TMEM16A 
is expected to be a new significant biomarker in 
molecular diagnosis, gene therapy, and progno-
sis evaluation for ESCC. 
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摘要
目的: 探讨TMEM16A在食管鳞状细胞癌发生
发展中的意义. 

方法: 2007-01/2008-04南京医科大学附属江
宁医院手术切除的食管鳞癌标本60例, 均为癌
组织及距癌至少5 cm远的配对癌旁组织. 应用
免疫组织化学SP法及Western blot法检测食管
鳞癌组织及相应癌旁组织的TMEM16A蛋白
表达.  

结果: 免疫组织化学结果: 食管鳞癌组织、
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■背景资料
在食管癌发生的
早 期 ,  有 许 多 基
因在其结构、表
达及生物学功能
方面发生了改变, 
因此导致了细胞
周期及细胞凋亡
过 程 的 异 常 ,  如
Survivin、Fas、
FasL、MMP-7等. 
目前, TMEM16A
基因在食管鳞癌
研究中的报道较
少 .  本 研 究 选 取
TMEM16A作为
目 标 基 因 ,  应 用
免疫组织化学及
Western blot的方
法在组织水平进
一步研究, 检测其
与食管癌发生、

发展、分化、转
移等的相关性, 以
便寻找与食管鳞
癌相关的新的分
子标志物.

■同行评议者
吕宾, 教授, 浙江
中医学院附属医
院 ( 浙 江 省 中 医
院、浙江省东方
医院)消化科



癌旁组织中T M E M16A蛋白的表达差异具
有统计学意义(52.50% vs  20.00%, P <0.05), 
TMEM16A在淋巴结转移组中的阳性表达率
显著高于无淋巴结转移组(65.38% vs  21.43%, 
P <0.05), 不同分化程度高分化、中分化、低
分化的食管鳞状细胞癌中, TMEM16A的阳
性表达率分别为27.27%、43.75%和84.62%, 
3者比较差异有显著性(P <0.05). TMEM16A
表达与食管鳞癌的TNM分期无明显相关性; 
Western blot法检测发现TMEM16A在食管癌
组织的表达较癌旁组织强(t  = 42.16, P <0.05). 

结论: TMEM16A可能在食管癌的发生中有一
定的作用, 有望为食管癌的分子诊断、基因治
疗和预后评估提供新的分子靶点. 

关键词: TMEM16A; 表达; 食管鳞癌; 免疫组织化

学; 蛋白免疫印迹
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0  引言

食管癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一 ,  我
国是食管癌高发地区 ,  每年因食管癌死亡患

者约15万, 占癌症患者死亡率近四分之一, 居
第2位[1]. 在食管癌发生的早期, 有许多基因在

其结构、表达及生物学功能方面发生了改变, 
因此导致了细胞周期及细胞凋亡过程的异常, 
如Survivin、Fas、FasL、MMP-7等[2]. 目前, 
TMEM16A基因在食管鳞癌研究中的报道较少. 
前期工作中, 我们已应用Agilent寡核苷酸芯片

对食管鳞癌发生过程中基因表达谱变化进行初

步分析, 比较了食管鳞癌组织与癌旁组织、癌

旁组织与正常食管组织中的基因表达差异, 结
果发现: 两组的差异表达基因, 出现同向变化的

上调基因38个, 下调基因61个. 其中, TMEM16A
有显著上调表达. Real time RT-PCR结果证实芯

片检测结果准确. 与Carneiro et al [3]研究一致. 以
上研究的基础上, 我们选取TMEM16A作为目

标基因, 应用免疫组织化学及Western blot的方

法在组织水平进一步研究, 检测其与食管癌发

生、发展、分化、转移等的相关性, 以便寻找

与食管鳞癌相关的新的分子标志物. 

1  材料和方法

1.1 材料 本组免疫组织化学病例为2007-01/ 
2008-02南京医科大学附属江宁医院手术切除的
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食管鳞癌标本40例, 均为癌组织及距癌至少5 cm
远的配对癌旁组织. 病例中男28例, 女12例, 年龄

40-70(平均58.12)岁; 高、中、低分化者分别为

11例、16例、13例; 有淋巴结转移者26例, 无淋

巴结转移者14例. 经南京医科大学附属江宁医院

病理科术后病检证实食管鳞癌诊断; 肿瘤的原发

灶大小、深度、淋巴结转移、分化等亦由病理

确定; 患者术前均未行化疗或放疗. 20例Western 
blot病例为2008-03/2008-04南京医科大学附属江

宁医院手术切除的食管鳞癌, 均为癌组织及距癌

至少5 cm远的配对癌旁组织. 根据组织学特征, 
分别分离出癌组织, 癌旁组织, 编号、标记后置

-70℃保存. 
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学检测: 应用SP免疫组织化

学检测法, 40例食管癌组织及癌旁组织均经甲

醛固定, 石蜡包埋, 4 μm厚连续切片. 兔抗人

TMEM16A多克隆抗体购自Abcam公司. SP免疫

组织化学试剂盒购自福州迈新生物技术开发公

司, TMEM16A多抗稀释倍数为1∶150. DAB显
色, 苏木素复染. 染色步骤严格按说明书进行, 
以PBS液代替一抗作阴性对照.  
1.2.2 免疫组织化学结果判断标准: (1)阳性结果

判断: 经DAB染色后胞膜和/或细胞质呈棕黄色

颗粒沉着. 每例标本选5个高倍视野, 根据染色

程度和染色细胞百分比进行评分. (2)染色程度: 
基本不着色为0级; 着色呈淡黄色为1级; 着色呈

黄色为2级; 着色呈棕褐色为3级. (3)染色阳性细

胞百分比: 着色阳性细胞占计数细胞<5%为0级; 
6%-25%为1级; 26%-50%为2级; 超过51%为3级. 
将胞质染色程度分级与染色细胞百分比相乘, 
乘积大于4者为阳性表达, 0-3者为阴性表达.  
1.2.3 Western blot法检测: 提取组织蛋白, 蛋白定

量, 绘制标准蛋白曲线, SDS-PAGE电泳, 每个孔

中加入总蛋白量40 μg, 恒流, 电流30 mA, 待示踪

剂通过浓缩胶后, 改用40 mA, 电泳结束后, 转膜, 
恒压100 V, 根据目的蛋白的分子质量大小设定

转膜时间. 封闭, 转移后的PVDF膜置于含50 g/L
脱脂奶粉的TBST封闭液中, 室温作用1 h. 将膜

置于用封闭液稀释的一抗: 鸡抗人TMEM16A多

克隆抗体(购自Abcam公司, 稀释浓度1∶500)中, 
4℃过夜. 第二天用TBST洗涤3次, 每次5 min. 将
膜置于用含50 g/L脱脂奶粉的TBST封闭液稀释

的DSE-0310辣根过氧化物酶标记兔抗鸡IgG(购
自北京博尔森, 稀释浓度1∶5000)二抗中, 37℃
轻摇1 h. TBST洗涤3次, 每次5 min. 显色, 化学法

www.wjgnet.com

■相关报道
Zheng et al 报道
TMEM16A基因
可能是离子转运
蛋白家族的成员. 
West et al 研究发
现TMEM16A在
胃肠间质瘤的细
胞表面有特异性
高 表 达 ,  而 在 其
他的软组织瘤中
较 少 表 达 ,  推 测
TMEM16A可作
为诊断和治疗胃
肠间质瘤的指标.

■研发前沿
食管鳞状细胞癌
的发生与发展是
一个多基因变异
累计的复杂过程, 
涉及多种肿瘤抑
制基因失活、癌
基因激活和凋亡
相 关 基 因 变 化 , 
并且其转移的出
现对肿瘤的治疗
是最棘手的问题
之一.
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发光法显色, 以Tublin-a(稀释浓度为1∶5000)为
内参照, 观察结果. 

统计学处理 率的比较用c2检验, 相关性检

验用非参数Spearman相关处理, 以P <0.05为差异

有统计学意义. 数据应用SPSS10.0进行统计, 结
果以mean±SD表示, 两均数比较采用t检验. 

2  结果

2.1 免疫组织化学检测结果 TMEM16A蛋白阳

性表达呈棕黄色颗粒样物质, 在细胞膜和或细

胞质中见表达(图1A). 蛋白在食管鳞癌组织和

癌旁组织中的阳性表达率分别为52.50%(21/40), 
20.00%(8/40). 食管鳞癌癌旁组织的阴性表达见

图1B. 
2.2 基因TMEM16A表达与食管鳞癌临床病理

特征的关系  从表1可以看出 ,  不同分化程度

高分化、中分化、低分化的食管鳞状细胞癌

中, TMEM16A的阳性表达率分别为27.27%、

43 .75%和84 .62%, 三者比较差异有显著性

(P <0.05), 随着分化程度的降低, TMEM16A的阳

性表达率升高; 有无淋巴结转移食管鳞状细胞

癌中, TMEM16A的阳性表达率分别为65.38%和

21.43%, 两者比较差异有显著性(P <0.05), 有淋

巴结转移的食管鳞状细胞癌组织中TMEM16A
的阳性表达率高; 不同TNM分期Ⅱ期、Ⅲ期与

Ⅳ期的食管鳞状细胞癌中, TMEM16A的阳性表

达率分别为46.15%、54.17%和66.67%, 3者比较

差异无统计学意义(P >0.05). 
2.3 Western blot检测结果 Western blot检测结果

显示: 在20例食管癌蛋白及相应癌旁组织蛋白

中, 均见TMEM16A蛋白的表达, 其相对分子质

量为114 kDa, 但TMEM16A在癌组织的表达明

显高于癌旁组织, 如图2A(前个条带为癌旁组织

的表达, 后个条带为癌组织的表达). 而作为内

参照的Tublin的表达如图2B, 相对分子质量为: 
55 kDa. 经吸光度测定, 癌旁组织组吸光度值显

著低于癌组织组(0.57±0.17 vs  0.96±0.15, t  = 
42.16, P <0.05). 

3  讨论

T M E M16A基因 ,又名TA O S2 [4 ] ,  D O G1 [5 ] , 
FLJ10261或ORAOV2[6], 是TMEM家族的一员[7], 
位于人11号染色体长臂1区3带的CCND1-EMS1
基因座内, 编码与C12orf3、C11orf25及FLJ34272
基因产物同源的8-跨膜蛋白[8], 所编码的蛋白功

能尚未可知, 在食管癌、膀胱癌和乳腺癌中均有

表  1  TMEM16A表达与食管鳞状细胞癌临床病理特征关系

     
病理特征                      n         阳性(n )     阴性(n )    阳性率(%)     

肿瘤分化程度

    高分化		 11            3            8           27.27a     

    中分化		 16            7            9           43.75a    

    低分化		 13          11            2           84.62

淋巴结转移

    有		  26          17            9           65.38c     

    无		  14            3           11          21.43

TNM分期	

    II		  13            6             7          46.15     

    III		  24          13           11          54.17

    IV		    3            2             1          66.67

aP<0.05 vs  低分化组; cP<0.05 vs  无淋巴结转移组.

图  1  TMEM16A在食管组织中的表达(×200). A: 鳞癌组织; B: 食管鳞癌癌旁组织.

A B

图   2   W e s t e r n 
b l o t 检 测 结 果 .  A: 

TMEM16A蛋白在

食管鳞癌癌旁组织

和癌组织中的表达; 

B: Tublin在食管鳞

癌癌旁组织和癌组

织组织中的表达.

癌旁组织                  癌组织

A

B

■应用要点
随着对TMEM16A
基因研究的不断
深入, TMEM16A
基因有望为食管
癌的分子诊断、

基因治疗和预后
评估提供新的分
子靶点.
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表达. TMEM16A与鼠TMEM16A基因有89.8%的

同源性[9], 11号染色体长臂1区3带的基因是人类

基因组中最常被扩增的基因之一. Zheng et al [10]

报道TMEM16A基因可能是离子转运蛋白家族

的成员. West et al [11]研究发现TMEM16A在胃肠

间质瘤的细胞表面有特异性高表达, 而在其他

的软组织瘤中较少表达, 推测TMEM16A可作为

诊断和治疗胃肠间质瘤的指标[12].
自TMEM16A基因发现以来, 引起了人们的

广泛重视, 取得了一些进展, 但TMEM16A基因

的表达调控机制、生物学功能和在肿瘤发生发

展中的机制等仍不明确, 这些都有待于进一步

研究和探讨. 随着对TMEM16A基因研究的不

断深入, TMEM16A基因有望为食管癌的分子诊

断、基因治疗和预后评估提供新的分子靶点. 
本研究也表明, TMEM16A在食管鳞癌组织

中的表达明显高于癌旁组织, TMEM16A在低分

化患者的表达明显高于中分化及高分化者, 推
测TMEM16A蛋白可能是促进食管鳞癌发生的

一个重要因素; 同时还发现, TMEM16A的表达

与食管癌患者淋巴结转移有密切相关, 伴有淋

巴结转移的食管鳞癌患者的癌组织中表达明显

高于无淋巴结转移者, 提示TMEM16A可能参

与食管癌的淋巴结转移, 为临床过程中判断患

者病情预后提供一个重要的参考; 但是, 在我

们的研究中发现, TMEM16A在食管鳞癌组织

中的表达和患者的临床TNM分期无明显相关

性, 分析原因可能是病例选择数较少有关, 或者

是TMEM16A蛋白表达对食管癌血管侵袭无明

显影响, 还有待于进一步的临床、基础研究. 由
此研究可以推测TMEM16A可能对食管癌的诊

断、治疗以及预后有一定的意义. 
食管鳞状细胞癌的发生与发展是一个多基

因变异累计的复杂过程[13], 涉及多种肿瘤抑制基

因失活、癌基因激活和凋亡相关基因变化, 并
且其转移的出现对肿瘤的治疗是最棘手的问题

之一. 肿瘤的侵袭转移是一个极其复杂的多基

因调控和多步骤发展过程, 涉及一系列肿瘤侵

袭转移相关基因的结构或功能的异常, 一些基

因被激活, 一些基因受抑制, 而另一些基因则表

现为缺失或功能失活或者相互拮抗, 从而影响

抗侵袭转移功能的正常发挥. 我们的研究为临

床取材研究, 是食管癌术后标本的基因蛋白水

平检测, 无法完成与正常食管上皮细胞中表达

的比较研究, 进一步研究我们会在动物实验中

完成.
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■同行评价
本研究设计基本
合理 ,  方法得当 , 
具有一定的学术
价值.


