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Abstract
AIM: To investigate the expression of cyclin B1 
and cyclin-dependent kinase 1 (CDK1) proteins 
in esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) 
and analyze its clinicopathological significance.

METHODS: A total of 52 ESCC specimens were 
used in the study. Matched normal esophageal 
mucosal tissues were used as controls. Of all 
ESCC specimens, 8 had grade I disease, 20 had 
grade II disease, 24 had grade III disease; 20 
had lymph node metastasis, 32 had no lymph 
node metastasis; 16 had carcinoma in situ, 36 
had invasive carcinoma. The expression of cy-
clin B1 and CDK1 was detected by streptavidin-
peroxidase (SP) immunohistochemical method. 
The correlation of cyclin B1 and CDK1 expres-
sion with the clinical features of ESCC was then 
analyzed.

RESULTS: The expression levels of cyclin B1 
and CDK1 were significantly higher in ESCC 
tissues than in adjacent normal esophageal mu-
cosal tissues (71.2% vs 2.0% and 65.4% vs 3.9%, 
respectively; both P < 0.05). The overexpression 
of cyclin B1 and CDK1 in ESCC tissues had no 
correlation with patient gender and age, but had 
significant correlations with histological grade, 
depth of invasion and lymph node metastasis 
(all P < 0.05). The overexpression of cyclin B1 in 
ESCC tissues was positively correlated with that 
of CDK1 (r = 0.697, P < 0.05).

CONCLUSION: Overexpression of cyclin B1 and 
CDK1 proteins can promote the development 
and progression of ESCC. There is a positive 
correlation between the expression of cyclin B1 
and CDK1 in ESCC. Detection of cyclin B1 and 
CDK1 expression is useful for evaluation of the 
biological behavior of ESCC.

Key Words: Esophageal squamous cell carcinoma; 
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摘要
目的: 探讨食管鳞癌组织中细胞周期蛋白
Cyclin B1和细胞周期蛋白依赖性激酶CDK1
表达及其临床病理学意义. 

方法: 应用免疫组织化学SP法对52例食管鳞
癌(组织学Ⅰ级8例, Ⅱ级20例, Ⅲ级24例; 有
淋巴结转移20例, 无淋巴结转移32例; 原位癌
16例, 侵袭性癌36例包括浸润至黏膜下层、

肌层、全层)及其配对的癌旁正常组织进行
Cyclin B1、CDK1的检测, 分析其阳性表达与
食管鳞癌患者临床病理因素的关系. 

结果: 食管鳞癌组织中Cyclin B1、CDK1的
阳性表达高于癌旁正常食管黏膜组织, 2组
差异都有统计学意义(71.2% vs  2.0%, 65.4% 

®

■背景资料
肿瘤是细胞周期
调控异常所致的
疾病. Cyclin B1与
CDK1是在有丝分
裂G2/M期转变中
起关键作用的细
胞周期蛋白和周
期蛋白依赖性蛋
白激酶, 近来发现
在多种实体瘤中
有过表达现象.
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vs  3.9%, 均P <0.05). 食管鳞癌组织中Cyclin 
B1、CDK1的表达都与性别、年龄无关; 与组
织学分级、浸润深度及淋巴结转移有关(均
P <0.05). Cyclin B1阳性表达强度与CDK1的阳
性表达强度之间呈正相关(r  = 0.697, P <0.05) .

结论: Cyclin B1、CDK1的高表达会促进食
管鳞癌的发生与发展. 而且食管鳞癌中Cyclin 
B1与CDK1的表达密切相关, 可作为食管鳞癌
生物学行为预测的参考指标.

关键词: 食管鳞癌; Cyclin B1; 细胞周期蛋白依赖

性激酶; 免疫组织化学
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0  引言

食管癌是世界上10种常见的恶性肿瘤之一, 发
病率与死亡率都非常高, 其发病机制尚不明了. 
食管癌按其组织类型的不同主要分为: 鳞状细

胞癌和腺癌. 在我国鳞状细胞癌占90%以上[1]. 
研究表明, 肿瘤是一类渐进性细胞周期调控机

制破坏所致的疾病[2]. 而细胞周期的顺利进行

和完成又依赖于一系列正负调节因子的相互作

用, 主要有细胞周期蛋白(cyclins)、细胞周期蛋

白依赖性激酶(cyclin-dependent kinases, CDKs) 
和细胞周期蛋白依赖性激酶抑制蛋白(c y c i n-
dependent kinases inhibitors, CDKIs). 在有丝分

裂G2/M期转变中起关键作用的是Cyclin B1与
CDK1, CDK1也称为细胞分裂周期蛋白2(cel l 
division cycle 2, Cdc2)[3-4]. 近年的研究发现Cyclin 
B1与CDK1在多种实体瘤中有过表达现象, 而
且与恶性肿瘤的增殖、分化、转移和复发等密

切相关[5-9]. 已有研究人员分别在食管癌组织中

应用免疫组织化学方法单独检测了Cyclin B1和
CDK1的表达[10-11], 而二者在食管癌中的联合检

测国内外未见文献报道. 因此, 我们采用免疫组

织化学方法检测食管鳞癌组织及相应的癌旁正

常食管黏膜组织中Cyclin B1、CDK1蛋白的表

达, 并分析其与食管鳞癌临床病理特征的关系, 
为研究细胞周期调控蛋白在食管鳞癌发生、发

展中的作用提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集潍坊医学院附属医院2004-2006年
经手术证实的食管鳞癌及配对癌旁正常食管黏

膜组织52例, 所有患者术前均未经放化疗. 其中

男28例, 女24例, 年龄30-75(平均54.6±7.5)岁. 
全部标本均在离体30 min内分别于癌灶、癌旁

5 cm以内迅速取材, 组织经40 g/L多聚甲醛液固

定, 常规石蜡包埋, 连续切片, 切片厚度3-5 μm, 
分别用于HE和免疫组织化学染色. 标本的组织

学分级: Ⅰ级8例, Ⅱ级20例, Ⅲ级24例; 肿瘤浸

润深度: 原位癌16例, 侵袭性癌(浸润至黏膜下

层、肌层、全层)36例; 发生淋巴结转移的20例, 
无淋巴结转移的32例. 鼠抗人单克隆抗体Cyclin 
B1和CDK1、SP免疫组织化学试剂盒购于北京

中杉金桥生物技术有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学染色: 采用SP法, 操作严格按

说明书进行. 石蜡切片常规脱蜡和水化后, 浸于

EDTA液(pH9.5), 高压修复组织抗原20 min. PBS
洗涤; 封闭内源性过氧化物酶; PBS洗涤; 非免疫

性动物血清孵育10 min; Cyclin B1、CDK1抗体

孵育60 min(工作浓度1∶100); 生物素标记的第

二抗体孵育10 min; PBS洗涤; 链霉素标记的亲

和素-过氧化物酶孵育10 min; PBS洗涤; DAB显
色; 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. 以PBS液代替一抗作

为阴性对照. 用已知阳性切片作阳性对照. 
1.2.2 结果判断标准: 光镜下每张切片在食管组

织中随机选取高倍视野计数500个细胞, 以出现

棕黄色颗粒作为阳性细胞, 根据同样物镜下阳

性细胞数不同可以分为以下5个等级: <5%为0
分; 5%-25%为1分; 25%-50%为2分; 50%-75%为

3分; 75%-100%为4分. 依据染色强度进行半定

量判定, 分数标准是: 无色为0分; 淡黄色, 即弱

阳性为1分; 棕黄色, 即中等染色强度为2分; 棕
褐色, 即强阳性为3分. 免疫反应的得分为阳性

细胞的百分率得分与免疫染色的强度得分的乘

积[12]. 0-2分为阴性结果, 3-6分为阳性结果.
统计学处理 应用SPSS10.0统计学软件, 采

用χ2检验和Spearman相关性分析. 检验水准为

0.05.

2  结果

2.1 Cyclin B1、CDK1在食管鳞癌组织和癌旁正

常食管组织中的染色定位 在食管鳞癌组织中, 
Cyclin B1和CDK1多数分布在上皮细胞的细胞

质中, 呈棕褐色, 少数在细胞质和细胞核中同时

表达. 二者在正常食管黏膜组织中没有表达或

弱表达(图1-2).(图1-2).

■研发前沿
细胞周期调控异
常与肿瘤关系的
研究一直是肿瘤
学 的 热 点 .  有 关
Cyclin B1和CDK1
在食管癌中的联
合检测国内外未
见报道. 
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2.2 Cyclin B1、CDK1在食管鳞癌组织和癌旁

正常食管组织中的表达 将免疫组织化学的染

色结果进行统计学分析发现(表1), Cyclin B1、
CDK1在食管鳞癌组织中表达的阳性率分别为

71.2%、65.4%, 在正常食管黏膜组织中表达的阳

性率分别为2.0%、3.9%, 两组差异都有统计学意

义(P<0.05), 即同正常食管黏膜组织相比, Cyclin 
B1、CDK1在食管鳞癌组织中都呈高表达.
2.3 Cyclin B1、CDK1在食管鳞癌组织中的表达

与临床病理特征的关系 经统计学分析, Cyclin 
B1、CDK1蛋白的高表达与患者的性别、年龄

无关, 中分化(Ⅱ级)的食管鳞癌组织中Cycl in 
B1、CDK1蛋白表达的阳性率明显高于高分化

(Ⅰ级)食管鳞癌组织中的表达(P <0.05); 而低分

化(Ⅲ级)的食管鳞癌组织中Cyclin B1、CDK1蛋
白表达的阳性率明显高于中分化(Ⅱ级)食管鳞

癌组织中的表达(P <0.05). 在侵袭性的食管鳞癌

组织中Cyclin B1、CDK1蛋白表达的阳性率明

显高于原位癌中的表达(P <0.05). 伴有淋巴结转

移的食管鳞癌组织中Cyclin B1、CDK1蛋白表

达的阳性率明显高于没有发生淋巴结转移的食

管鳞癌组织中的表达(P <0.05, 表2).表2).). 
2.4 食管癌中Cyclin B1与CDK1表达之间的关系  
食管癌中CDK1阳性33例中, Cyclin B1阳性31例,阳性33例中, Cyclin B1阳性31例,Cyclin B1阳性31例,阳性31例, 
CDK1阴性19例中, Cyclin B1阴性11例. 经Spear-阴性19例中, Cyclin B1阴性11例. 经Spear-. 经Spear-
man等级相关检验显示, Cyclin B1与CDK1在食

管癌中呈显著正相关(r  = 0.697, P <0.05). 

3  讨论

肿瘤是一类细胞周期调控异常引起细胞过度增

殖所致的疾病. 而细胞周期得以运行的核心机

制是在一系列周期蛋白Cycl ins时相性起伏的

调控下, 相应的CDKs依次激活, 驱动细胞通过

G1、S、G2期, 达到M期, 细胞一分为二, 实现忠

实于亲代的细胞复制. Cyclin B1和CDK1是细胞

周期G2/M转换阶段最重要的Cyclin和CDK分子. 
Cyclin B1与CDK1结合所形成的复合物-有丝分

裂促进因子(mitosis promoting factor, MPF)促进

了G2/M期的进展和有丝分裂的完成. 
近几年的研究表明, Cyclin B1在许多人类

恶性肿瘤中呈过表达, 如肺癌、口腔癌、食管

癌、胃癌、结肠癌、前列腺癌、结节性非霍奇

金淋巴瘤等. 一些研究人员认为, Cyclin B1的
过表达与肿瘤的恶性行为有关, 可作为肿瘤恶

性潜能的指征, 是鳞状细胞癌患者有意义的预

后指标如食管癌、肺癌、舌癌[10,11-14]. Yoshida  
et al [15]在对非小细胞肺癌的研究中发现, Cyclin 
B1的过表达与非小细胞肺癌分化级别和血管侵

袭有关, Cyclin B1的过表达, 恶性潜力增加, 是非

小细胞肺癌患者的有意义的预后指标. Kushner 
et al [16]报道了头颈部鳞状细胞癌患者中有Cyclin 
B1过表达的比无Cyclin B1过表达的有更高的

临床分期. Cyclin B1过表达与喉部鳞状细胞癌

发生的部位、大小、分期及预后相关, 故Cyclin 
B1很可能与喉部鳞癌的恶性生物学行为有关[17]. 

我们应用免疫组织化学的方法检测了

Cycl in B1在食管鳞癌及其配对的癌旁正常食

管组织表达情况. Cyclin B1多分布在食管鳞癌

上皮细胞的细胞质中, 呈棕褐色, 少数在细胞质

和细胞核中同时表达. 在正常食管组织中没有

表达或着色较弱. 统计学分析发现, 食管鳞癌中

Cyclin B1表达阳性率明显高于癌旁正常食管黏

膜组织, 差异显著(P <0.05), 有统计学意义. 这与

表  1  Cyclin B1、CDK1蛋白在食管黏膜组织中的表达 (n = 52)

     
组织

		    Cyclin B1		        CDK1

	              (-)     (+)	  P            (-)     (+)	   P

正常食管黏膜      51       1	             50       2	

食管鳞癌组织      15     37     <0.05      18     34     <0.05

A B

图  1  食管黏膜组织中Cyclin B1蛋白的表达(SP×400). A: 正

常食管黏膜组织; B: 食管鳞癌组织.

A B

图  2  食管黏膜组织中CDK1蛋白的表达(SP×400). A: 正常

食管黏膜组织; B: 食管鳞癌组织.

■创新盘点
本文首次采用免
疫组织化学SP法
联合检测Cycl in 
B1和CDK1在食
管鳞癌组织及相
应的癌旁正常食
管黏膜组织中的
表达, 并分析其与
食管鳞癌临床病
理特征的关系, 为
研究细胞周期调
控蛋白在食管鳞
癌发生、发展中
的作用提供依据. 
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Takeno et al的报道是一致的[10]. 我们的研究还发

现, Cyclin B1的表达与食管鳞癌组织的分化程

度密切相关, 分化程度愈低, Cyclin B1的表达阳

性率越高; 而且Cyclin B1的表达的越高, 食管鳞

癌的浸润深度越明显, 淋巴结转移的发生率也

越高. 这表明Cyclin B1的高表达预示食管鳞癌

有较高的侵袭性且预后不良. 因此, 检测Cyclin 
B1表达对判定食管鳞癌的预后有一定的价值. 

CDK1作为细胞周期G2/M转换阶段的重要

激酶, 在许多肿瘤中也普遍存在着高表达, 与多

种肿瘤的恶性表型有相关性[18-19]. Hansel et al [20]

的研究表明, CDK1能够作为食管腺癌和癌前病

变的诊断标志物, 并能预测肿瘤进展情况. 我们

的研究发现, CDK1的高表达与患者的性别、年

龄无关, 但与食管鳞癌的分化程度、侵袭性和

淋巴结的转移密切相关(P <0.05). Nozoe et al [11]

则发现CDK1的高表达参与了食管鳞癌的分化. 
这与我们的研究结果是相一致的. 但有关CDK1
的高表达与食管鳞癌的侵袭性和淋巴结的转移

的相关性研究未见报道. 
尽管人们普遍认为食管癌的发生是一个多

因素、多阶段、多步骤的渐进过程[21], 但其确

切机制还不清楚. 分子生物学的研究表明, 一些

基因的异常如p53突变、p16和/或p15表达的缺

失、Rb蛋白的表达降低、Cyclin D1基因扩增、

c-Myc和环氧合酶2(cyclooxygenase 2, COX-2)

高表达等都能导致食管癌的发生[22]. 我们的研

究发现, Cyclin B1、CDK1在食管鳞癌组织中的

高表达呈正相关, 这提示Cyclin B1、CDK1的联

合高表达可能协同促进了食管鳞癌的发生发展. 
因为CDK1单独存在时不表现激酶活性, 只有与

细胞周期蛋白Cyclin B1结合成复合物MPF, 才
表现出激酶活性, 启动有丝分裂, 越过细胞周期

限制点, 不能发生正常的细胞周期阻滞以及细

胞的生理性凋亡、衰老、或分化, 从而导致细

胞失控性的增殖. 两者协同促进食管鳞癌的发

生发展的分子机制还需要做进一步的研究. 
总之, 我们的研究表明, Cyclin B1、CDK1

在食管鳞癌组织中高表达且呈正相关, 两者还

与食管鳞癌的分化程度、侵袭性和淋巴结的转

移密切相关. Cyclin B1、CDK1可能协同促进

了食管鳞癌的发生发展. 联合检测Cyclin B1和
CDK1的表达, 可作为食管鳞癌诊断和评估预后

的有潜在价值的标志物. Cyclin B1和CDK1也可

能成为食管鳞癌治疗的分子靶点.
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■同行评价
本研究设计合理, 
统计结果分析可
靠, 为研究细胞周
期调控蛋白在食
管鳞癌发生、发
展中的作用提供
实验依据.


