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Abstract
AIM: To investigate the expression of the 
transcription factor Twist and the epithelial 
adhesion factor E-cadherin in cholangiocarcinoma 
and analyze its significance in the invasion and 
metastasis of cholangiocarcinoma.

METHODS: Forty-nine cholangiocarcinoma 
specimens, including 29 intrahepatic cholan-
giocarcinoma (ICC) and 20 extrahepatic cholan-
giocarcinoma (ECC) specimens, were collected 
from patients surgically treated at our hospital 
from January 2008 to March 2009. Twenty-four 
tumor-adjacent tissue specimens and 20 normal 
bile duct tissue specimens were used as controls. 
The expression of Twist and E-cadherin was 
evaluated by immunohistochemistry, and its 
clinicopathological significance in the invasion 
and metastasis of cholangiocarcinoma was ana-
lyzed.

RESULTS: The expression of Twist was signifi-
cantly higher in ICC and ECC than in tumor-ad-
jacent tissue and normal bile duct tissue (79.31% 
and 80.0% vs 20.83% and 15.0%, respectively; 
all P < 0.05). The expression of E-cardherin 
was significantly lower in ICC and ECC than 
in tumor-adjacent tissue and normal bile duct 
tissue (44.83% and 40.0% vs 95.24% and 100%, 
respectively; all P < 0.05). A significant negative 
correlation was noted between the expression 
of Twist and E-cardherin in cholangiocarcinoma 
(r = 0.67, P < 0.01). The expression of Twist was 
correlated with CA19-9 level, tumor infiltration 
and lymph node metastasis (all P < 0.05), but not 
correlated with patients’ age and sex and tumor 
grade (P > 0.05).

CONCLUSION: The abnormal expression of 
Twist and E-cadherin was correlated with the 
progression of cholangiocarcinoma. Twist over-
expression may be involved in the invasion and 
metastasis of cholangiocarcinoma.
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摘要
目的: 探讨转录因子Tw i s t及上皮黏附分子
E-cadherin在人肝内外胆管细胞癌、癌旁和正
常胆管中的表达及其意义. 

方法: 收集2008-01/2009-03华中科技大学同济
医学院附属协和医院肝胆外科和胰腺外科中
心手术切除的胆管细胞癌患者49例, 其中肝内
胆管细胞癌(intrahepatic cholangiocarcinoma, 
I C C)29例, 肝外胆管细胞癌(e x t r a h e p a t i c 
cholangiocarcinoma, ECC)20例; 另取24例癌
旁组织(ICC与ECC各12例)、20例正常的胆管
组织作为对照. 免疫组织化学法检测Twist及
E-cadherin的表达, 分析其临床病理意义. 

结果: Twist蛋白在ICC及ECC中表达明显强
于癌旁组织或正常胆管(79.31%, 80.0% vs  

®

■背景资料
Twist基因是一种
高度保守的碱性
螺旋 - 环 - 螺旋转
录因子, 位于染色
体7p21.2, 编码由
202个氨基酸组成
的蛋白质, 最初在
果蝇中发现, 属于
HLH蛋白超家族. 
Twist能通过抑制
E-cadher in的表
达来调节肿瘤细
胞上皮-间质转化
(EMT), 从而促进
肿瘤浸润及转移, 
Twist还能通过多
种途径抑制细胞
凋亡, 表现出癌基
因的特点, 故其在
肿瘤发生、发展
和转移过程中发
挥重要作用.

■同行评议者
邰升, 副教授, 哈
尔滨医科大学附
属二院肝胆外科; 
韩天权, 教授, 上
海交通大学医学
院附属瑞金医院
外科
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20.83%, 15.0%, 均P <0.05); E-cadherin在ICC
及E C C中表达明显弱于癌旁组织或正常胆
管组织(44.83%, 40.0% vs  95.24%, 100%, 均
P <0.05), 组间表达差异有显著性; Twi s t和
E-cadherin在胆管细胞癌中表达呈高度负相
关(r  = 0.67, P <0.01); Twist蛋白表达水平与年
龄、性别及组织病理分级无关(P >0.05), 而与
CA19-9水平、肿瘤浸润及淋巴结转移有关
(P <0.01).

结论: Twist与E-cadherin的异常表达与胆管细
胞癌的发生发展相关; Twist可能参与了胆管
细胞癌浸润转移的过程.

关键词: Twist蛋白; E-钙黏素; 胆管细胞癌
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0  引言

近年来, 世界范围内肝内胆管细胞癌的发病率

和死亡率快速上升[1], 与肝细胞癌(hepatocellular 
carcinoma, HCC)相比其更容易发生淋巴结转移

及术后复发[2], 但其发生、发展和浸润转移机

制尚不清楚. 近期研究表明, Twist能通过抑制

E-cadherin的表达来调节肿瘤细胞上皮-间质转

化(epithelial-mesenchymal transition, EMT), 从
而促进肿瘤浸润及转移[3-5], Twist还能通过多种

途径抑制细胞凋亡[6], 表现出癌基因的特点, 故
其在肿瘤发生、发展和转移过程中发挥重要作

用; 另有研究发现, 作为转录因子的Twist基因

在H C C、胰腺癌、乳腺癌和卵巢癌等恶性肿

瘤中均有异常表达[7-10], 但Twist基因在胆管细

胞癌中的表达却未见报道. 本文主要探讨Twist
基因在人肝内外胆管细胞癌、癌旁及正常胆管

组织中的表达及临床意义, 并分析Twist表达与

E-cadherin的相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料  收集2008-01/2009-03我院肝胆外

科和胰腺外科中心手术切除的胆管细胞癌

患者49例 ,  各取癌组织 ,  其中男24例 ,  女25
例, 年龄36-82(平均年龄59)岁, 患者均经病理

学证实. 所有患者中肝内胆管癌(in t rahepat ic 
cholangiocarcinoma, ICC)29例, 肝外胆管癌

(extrahepatic cholangiocarcinoma, ECC)20例; 病
理类型高分化腺癌16例, 中分化腺癌13例, 低分

化腺癌20例; 存在周围浸润29例, 有淋巴结转

移20例(40.8%); 27例CA19-9升高, 其中20例大

于300 kU/L; 另取24例癌旁组织(ICC与ECC各12
例)、20例正常的胆管组织作为对照(取自肝血管

瘤标本). 标本经40 g/L甲醛固定后常规制作石蜡

包埋切片. SC-15393 Twist(H-81)兔多克隆一抗

购自美国Santa Cruz生物技术公司; MAB-0589 
E-cadherin(A42C7)鼠单克隆一抗及SP试剂盒均

购自北京中杉金桥生物技术公司.
1.2 方法 应用SP法对Twist、E-cadherin进行免

疫组织化学染色, 具体步骤严格按说明书进行, 
兔抗人Twist一抗工作浓度为1∶200, 0.01 mol/L 
PBS代替一抗作阴性对照. 判断标准: Twist阳性

染色主要定位于胞质中, E-cadherin阳性染色主

要定位于细胞膜. 以细胞呈清晰棕色或棕褐色为

阳性, 免疫组织化学结果分级方法: 无或淡黄色

着色为阴性(-), 黄色颗粒为弱阳性(+), 棕黄色颗

粒状为中度阳性(++), 深棕黄色为强阳性(+++).
统计学处理  采用S P S S12.0软件分析结

果, 两个样本率间采用卡方检验、校正检验、

Fisher确切概率法及级联相关处理结果. P <0.05
认为有统计学意义.

2  结果

2.1 Twist的表达 切片中Twist蛋白定位处显色为

棕黄或棕褐色, 主要位于细胞质中, 少数于细胞

核表达. 阳性表达普遍见于胆管细胞癌组织中

(约79.6%), 其中29例呈(++)-(+++)表达. 实验中发

现癌细胞分化越低, 浸润性越强, 则阳性细胞越

多, 无浸润性的癌组织Twist表达较弱. 大多数癌

旁组织和正常胆管组织无Twist表达, 少数呈弱

阳性表达. Twist蛋白在ICC、ECC、癌旁组织及

正常胆管组织的阳性率分别是79.31%、80.0%、

20.83%和15.0%, 在ICC及ECC中表达明显强于

■研发前沿
在胆管细胞癌发
生发展过程中, 许
多分子机制参与
作用, 但分子生物
学研究并未能完
全解释其发生发
展浸润转移的过
程, 故立足于每种
细胞因子的体内
或体外研究, 仍有
助于去揭示这些
细胞因子在胆管
细胞癌发生发展
中的作用, 并为今
后临床上胆管细
胞癌靶向治疗提
供新的思路.

表  1  Twist及E-cadherin蛋白在各组织中的表达

     
组织类型		    n

	             阳性 n (%)

			      Twist	       E-cadherin

ICC		  29          23(79.31)          13(44.83)

ECC		  20          16(80.00)            8(40.00)

ICC+ECC		 49          39(79.59)b         21(42.86)b

癌旁组织		  24            5(20.83)          23(95.24)

正常胆管组织	 20            3(15.00)          20(100.00)

bP <0.01 vs  癌旁及正常胆管组织, ICC与ECC组差异无显著性, 

统一为肿瘤组, E-cadherin阳性组并未包括弱阳性例.

■相关报道
国内外对Twist的
作用研究多集中
在乳腺癌及泌尿
系 统 肿 瘤 ,  而 对
其在胆管细胞癌
中的表达及作用
机制则少见文献
报道.
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癌旁组织或正常胆管组织(P <0.01); 而在ICC和
ECC中的表达无显著性差异(P>0.05, 表1, 图1).
2.2 E-cadherin的表达 E-cadherin阳性染色为棕

黄色或棕褐色, 主要定位于细胞膜. 在I C C、

ECC、癌旁组织及正常胆管组织的阳性率分别

是44.83%、40.0%、95.24%和100%, 在ICC及

ECC中表达弱于癌旁组织或正常胆管组织, 组间

表达有统计学意义(表1, 图1).
2.3 Twist和E-cadherin在胆管癌中表达的相关性 
Twist和E-cadherin表达在胆管细胞癌中呈明显

负相关(r  = 0.67, P <0.01, 表2). 
2.4 Twist蛋白表达与胆管细胞癌临床生物学行

为的关系 Twist蛋白表达水平与年龄、性别及组

织病理分级无关(P >0.05), 与CA19-9水平、肿瘤

浸润及淋巴结转移有关(P <0.01, 表3).

3  讨论

Twist基因是一种高度保守的碱性螺旋-环-螺旋

转录因子, 位于染色体7p21.2, 编码由202个氨基

酸组成的蛋白质, 最初在果蝇中发现, 属于HLH
蛋白超家族. 在启动区, bHLH蛋白二聚体及该

家族的其他成员与短保守序列相结合, 称为E-盒
子, 从而转录调节目的基因, 参与机体的多种调

节过程. Twist广泛表达于中胚层起源的组织细

胞, 参与中胚层发育及形态形成运动. 在诱导细

胞移动及组织塑形中起重要作用. 最早由Yang 
et a l在2004报道了其在乳腺癌中的表达, 随后

相继报道在肝细胞癌、胰腺癌和卵巢癌中也表

达[7-10]. 目前已在多种人类上皮来源肿瘤中发现

Twist表达增高, 而在胆管细胞癌中表达还未见

报道. E-钙黏蛋白是一种在上皮细胞黏附中必不

可少的肿瘤抑制基因跨膜糖蛋白, 他属于细胞

黏附分子蛋白质家族, 该家族蛋白广泛表达于

各种组织中. 钙黏素通过胞外域与其他钙黏素

的相互作用调解细胞与细胞间的黏附, 从而推

动EMT, 丢失或抑制E-钙黏蛋白表达是上皮表

型丢失和扩散程序启动的一个关键的事件信号. 
其介导的细胞间接触可以抑制细胞增殖和肿瘤

的发生, 正常细胞在彼此相接触时会停止生长, 
这一过程被称为接触抑制. 细胞间接触的丧失

导致相邻细胞间无需辨认进而分离, 这种接触

抑制的作用也随之消失. 在肿瘤发生时, 接触抑

A B 图  1  Twist和E-cadherin在肿瘤组
织中的表达(SP×400). A: Twist; B: 

E-cadherin.

表  3  Twist蛋白表达与胆管细胞癌临床病理因素的关系

     
分组		             n 		   Twist表达 n (%)

性别	

    男		          25		     22(88.00)

    女		          24		     17(70.83)

年龄(岁)	

    <60		          26		     18(69.23)

    >60		          23		     21(91.30)

分化程度	

    高		          16		     11(68.75)

    中		          13		     11(84.62)

    低		          20		     17(85.00)

CA19-9(kU/L)	

    <300		          29		       5(17.24)a

    >300		          20		     10(50.00)

浸润	

    无		          20		       7(35.00)b

    有		          29		     24(82.76)

淋巴结转移	

    无		          29		       6(20.69)b

    有		          20		     18(90.00)

aP<0.05, bP<0.01 vs  CA19-9>300 kU/L, 有浸润与淋巴结转移.

表  2  胆管细胞癌中Twist与E-cadherin表达的关系 (n )

     
Twist

		      E-cadherin		
合计

	   -	  +	 ++	 +++

-	   0	   0	   4	   6	  10

+	   0	   2	   6	   2	  10

++	   4	   6	   3	   0	  13

+++	   6	 10	   0	   0	  16

合计	 10	 18	 13	   8	  49

■应用要点
本研究提示胆管
细 胞 癌 中 Tw i s t
表 达 增 高 ,  而
E-cadherin表达减
少, 可能参与了肿
瘤细胞的上皮间
质转化, 肿瘤细胞
间黏附作用降低, 
导致肿瘤细胞的
浸润和转移, 并且
两者表达呈负相
关, 表明两者存在
调节机制, 转录因
子Twist和黏附分
子E-cadherin与胆
管细胞癌的浸润
转移相关, 可能为
今后胆管细胞癌
的治疗提供了一
个新的靶点.
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制失去作用, 导致失控的细胞生长, 而转录因子

对E-钙黏蛋白的调控作用非常重要[11-13].
有研究表明, Twist在膀胱癌组织标本中的

表达明显高于非癌标本, 并与肿瘤的进展相关, 
并且转移部位的表达高于原发部位, 同时还伴

有胞膜上E-cadherin的表达减弱[14], Kwok et al [15]

通过对非雄激素依赖性前列腺癌的研究发现, 
通过siRNA使Twist失活后, 可以提高紫杉醇类

抗癌药物的作用, 还发现肿瘤浸润和转移的能

力下降. Yang et al首次发现Twist在乳腺癌转移

中的重要作用, 通过抑制Twist的表达后, 可以有

效抑制高转移能力的乳腺癌细胞如浸润性小叶

癌, 高度浸润型乳腺癌发生肺转移, Twist的异常

表达导致了E-cadherin介导的细胞间粘连的丧

失, 并激活了一些间质分子的生成, 提示Twist在
EMT中的作用[7]. 

我们研究证实, Twist在ICC、ECC、癌旁

组织和正常胆管组织中的阳性表达率分别为: 
79.31%、80.0%、20.83%和15.0%, 其在ICC及

ECC中表达明显强于癌旁组织或正常胆管组织; 
E-cadherin在ICC、ECC、癌旁组织和正常胆管

组织中的阳性表达率分别为: 44.83%、40.0%、

95.24%和100%, 在ICC及ECC中表达弱于癌旁

组织或正常胆管组织; 其相关性研究表明, 二
者在胆管细胞癌中表达高度相关, 两者的表达

呈明显的负相关, 提示一方面胆管细胞癌组织

中Twist高表达; 另一方面Twist高表达的组织伴

有E-cadherin的表达减弱或消失, 二者之间可能

存在抑制表达的机制, 这与相关文献的报道结

果相一致. 另外, 我们的实验还发现Twist蛋白

表达水平与年龄、性别及组织病理分级无关

(P >0.05), 与CA19-9水平、肿瘤浸润及淋巴结转

移有关, 可能提示其Twist表达可能与肿瘤浸润

及淋巴结转移相关. 
总之, Twist的高表达与E-cadherin的低表达

与胆管细胞癌的发生发展相关; Twist可能参与

了胆管细胞癌浸润转移的过程. 进一步的研究

需要证实Twist与E-cadherin的影响关系以其作

用机制,  Twist与其他相关基因的关系, 以及是否

存在可以抑制Twist表达的方法. 随着基础研究

的不断深入, 以Twist为靶点的治疗或可成为胆

管细胞癌的重要治疗手段之一.
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■同行评价
本研究总体设计
科 学 ,  结 果、结
论 可 靠 ,  具 有 重
要的意义.


