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Abstract
AIM: To investigate the expression of clusterin 

mRNA in esophageal squamous cell carcinoma 
(ESCC), measure preoperative and postoperative 
serum c lus ter in prote in l eve l s in ESCC 
patients, and evaluate their correlations with 
clinicopathological parameters in ESCC.

METHODS: The expression of full-length clus-
terin mRNA in ESCC tissue was detected by 
semi-quantitative reverse transcription-poly-
merase chain reaction (RT-PCR). Serum clusterin 
level was measured by enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA). 

RESULTS: The expression of clusterin mRNA 
was significantly down-regulated in ESCC tissue 
compared with matched tumor-adjacent non-
cancerous tissue. The median level of serum 
clusterin in postoperative ESCC patients was 
significantly higher than that in preoperative 
patients (25.71 mg/L vs 3.23 mg/L, P < 0.0001). 
The level of serum clusterin is correlated with 
tumor size, but not with age, gender, tumor dif-
ferentiation, tumor grade, lymph node metasta-
sis and biochemical parameters. 

CONCLUSION: The expression of clusterin 
mRNA is down-regulated in ESCC. Serum clus-
terin level decreases in ESCC patients. Clusterin 
might be a potential tumor suppressor gene in 
ESCC. Dynamic measurement of serum clusterin 
level might aid to evaluate the progression of 
ESCC. 

Key Words: Esophageal squamous cell carcinoma; 
Clusterin; Two-dimensional eletrophoresis
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摘要
目的: 探讨食管鳞癌组织clusterin表达和单纯
手术治疗前后外周血clusterin含量变化与食管
鳞癌临床参数的相关性.

方法: RT-PCR分析5对食管鳞癌及其远端切
缘食管上皮中clusterin基因mRNA表达水平; 
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■背景资料
近 年 来 发 现 , 
clusterin除了分泌
型以外, 还具有几
种其他的表达形
式 ,  涉 及 多 种 病
理生理过程并参
与多种疾病的演
进. 作者前期工作
也发现, 食管鳞状
细胞癌患者血清
clusterin水平与健
康对照相比明显
降低, 而经手术切
除原发肿瘤病灶
后, 其表达水平明
显回升.

■同行评议者
苌新明, 教授, 西
安交通大学医学
院第一附属医院
消化内科



ELISA分析41例单纯手术治疗食管鳞癌患者
治疗前后的血清clusterin蛋白表达水平及其与
临床特征的相关性. 

结果: 与正常食管上皮相比食管鳞癌组织中
clusterin基因表达显著下降或缺失. 食管鳞癌
患者术前血清中clusterin含量明显低于术后血
清含量(3.23 mg/L vs  25.71 mg/L, P <0.0001). 
食管鳞癌患者术前血清clusterin含量与肿瘤
大小相关(P <0.01), 而与年龄、性别、分化程
度、肿瘤分期、淋巴结转移, 以及总蛋白、

白蛋白、血糖、血脂和总胆红素浓度无关(r  
= -0.1334, -0.1602, 0.2413, 0.0389, -0.2882, 均
P >0.05).

结论: Clusterin基因在食管鳞癌组织中表达
明显下调或缺失, 血清clusterin含量明显降低, 
提示在食管鳞状细胞癌中clusterin基因可能
具有潜在的抑癌基因作用, 动态检测外周血
clusterin含量有助于判断食管癌进展.

关键词: 食管鳞状细胞癌; Clusterin; 双向电泳
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0  引言

分离和鉴定新的肿瘤相关标志分子, 尤其是血

清中的标志分子一直是基础和临床医学的研究

热点. 我们在前期工作中, 通过双向电泳(two-
dimensional electrophoresis, 2-DE)技术发现食

管鳞状细胞癌患者血清clusterin水平与健康对

照相比明显降低, 而经手术切除原发肿瘤病灶

后, 其表达水平明显回升[1,2]. clusterin, 又称为载

脂蛋白J(apoliprotein J, ApoJ)、硫酸化糖蛋白

2(sulfated glycoprotein 2, SGP-2)、补体相关蛋

白SP-40(complement-associated protein SP-40, 
SP-40)等[3], Blaschuk等于1983年首次将其从山

羊睾丸网液中分离, 因其可引起培养的睾丸支

持细胞和红细胞的聚集, 故命名为clusterin[4]. 血
清/血浆中的cluster in是一种中高丰度的75-80 
kDa异二聚体糖蛋白, 正常成年人的平均浓度

约为100 mg/L[5]. 近年来发现, 除了分泌型以外, 
正常和转化细胞中clusterin还具有几种其他的

表达形式, 涉及多种病理生理过程并参与多种

疾病的演进[6]. clusterin在肿瘤发生发展过程中

的作用及变化特点也是国内外近年来关注的热
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点. 本研究采用RT-PCR方法评价了食管鳞癌配

对组织中clusterin mRNA的表达变化, 同时采用

ELISA方法分析了41例患者手术治疗前后配对

血清样本中clusterin的表达变化, 并进一步分析

了术前clusterin水平与各种临床参数的相关性, 
对深入理解和评价clusterin在食管鳞癌中的表达

变化及其机制具有重要意义.

1  材料和方法

1.1 材料 RNeasy mini kit购自美国QIAGEN公

司; Superscript First Chain反转录kit购自美国

invitrogen公司. 人clusterin ELISA试剂盒购自美

国LIFEKEY生物医学技术公司. 食管鳞状细胞癌

/癌旁远端配对组织和术前、术后7-10 d的配对

血清样本取自中国医学科学院肿瘤医院胸外科

单纯手术治疗患者, 并经病理证实. 组织标本一

经分离, 迅速去除坏死及结缔组织, 经预冷的生

理盐水多次清洗后液氮速冻, 转入-80 ℃冰箱保

存. 血清取材后迅速离心, 冰上分离血清, 干冰上

分装后转入-80 ℃冰箱保存备用. 患者平均年龄

58.2(39-79)岁, 其中男25例, 女16例. 病例取材得

到患者本人知情同意, 患者术前未接受输血和放

化疗. 
1.2 方法 
1.2.1 半定量RT-PCR: 食管癌组织及其配对正

常食管上皮总RNA的提取按照QIAGEN试剂盒

说明书进行. 经1.2%变性甲醛凝胶RNA电泳, 
观察RNA质量. 以所提RNA为模板逆转录获得

cDNA第一条链. clusterin及内参GAPDH引物参

照GenBank基因序列设计. clusterin基因上游引

物5'-CCG GAT CCT TAT GAT GAA GAC TCT 
GCT GCT G-3', 下游引物5'-GCC TCG AGT CAC 
TCC TCC CGG TGC TTT TTG-3'以及GAPDH
上游引物5'-ACC ACA GTC CAT GCC ATC 
AC-3', 下游引物5'-TCC ACC ACC CTG TTG 
CTG TA-3'由上海博亚生物技术有限公司合成, 
扩增产物大小分别为1 365 bp和452 bp. PCR反
应在GeneAmp PCR system 9600基因扩增仪(美
国Applied Biosystems公司)上进行. 反应体系

25 μL, 反应条件为95 ℃预变性5 min; 95℃变性

40 s,  62 ℃退火40 s, 72 ℃延伸 90 s, 35个循环; 
72 ℃延伸8 min. 扩增产物经1.2%琼脂糖凝胶电

泳分离. 
1.2.2 ELISA法分析clusterin血清含量: 血清样品

及标准品分别稀释后各10 μL加至反应孔, 室温

孵育1 h后每孔加入100 μL酶结合物轻混30 s. 室

www.wjgnet.com

■研发前沿
Clusterin具有多
种不同的剪切异
构体, 在多种肿瘤
中存在异常表达. 
目前发现, 食管鳞
状细胞癌患者血
清clusterin水平明
显降低, 但其在术
前和术后的表达
差异以及与临床
参数的相关性尚
无深入研究. 

■创新盘点
本 研 究 发 现
clusterin全长转录
本在食管癌中表
达下调, 同时术前
患者血清clusterin
水平明显低于健
康人, 而手术后的
表达量较术前显
著增加, 因此推测
其在食管癌中可
能是一种潜在的
抑癌基因.
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温孵育45 min, 反复洗涤5次; 加入100 μL TMB
显色液轻混10 s; 室温孵育20 min后每孔加入100 
μL终止液轻混30 s; 确定颜色由蓝变黄后30 min
内, 酶标仪(Bio-rad公司)上读取A 450nm. 根据试剂

盒标准品的浓度和A值绘制标准曲线. 根据样品

A值, 计算血清样品中clusterin浓度并进行统计

学分析. 每个样本重复3次, 取平均值作为该样

本的血清clusterin浓度.
统计学处理 应用SPSS 10.0统计分析软件进

行数据的整理与分析, 计数资料根据适用情况

选择Student's t检验, Mann-Whitney或Wilcoxon
符号秩和检验, 计量资料采用Fisher's精确概率

法或配对χ2检验, 两组样本的相关性分析使用

Spearman等级相关检验. 其中, 血清clusterin浓
度与年龄的相关性使用Spearman等级相关检

验, 与性别的关系使用Mann-Whitney秩和检验. 
P <0.05为具有统计学差异.

2  结果

2.1 食管鳞癌及配对正常食管上皮clusterin基因

的表达 提取5对配对食管癌组织的总RNA, 经变

性甲醛凝胶电泳分析提示RNA无降解, 质量可

靠. 半定量RT-PCR结果表明5对食管鳞癌组织中

均存在clusterin基因表达降低或缺失(图1).
2.2 食管癌患者手术前后血清cluster in水平的

比较分析 食管鳞癌患者术前血清clusterin浓度

中位值为3.23 mg/L(浓度范围0.22-34.70 mg/L); 
术后血清浓度中位值为25.71 mg/L(浓度范围

1.81-490.15 mg/L), 经过Wilcoxon符号秩和检验, 
差异具有极显著性(P <0.0001), 表明食管鳞癌患

者术前血清clusterin浓度明显降低, 术后1 wk伴
有明显回升(图2). 而且, 无论是术前还是术后, 
血清clusterin浓度均与年龄和性别无关(P >0.05).
2.3 术前血清clusterin含量与主要临床参数的相

关性分析 食管癌患者术前血清clusterin含量与

肿瘤大小相关(P <0.05), 而与患者性别、年龄、

肿瘤浸润深度与分化程度, 以及是否伴有淋巴

结转移等因素无关(P >0.05, 表1).
2.4 不同因素对食管癌患者术前血清clusterin浓

度的影响 经Spearman等级相关检验结果显示血

清clusterin水平与血清总蛋白、白蛋白、血糖、

血脂和胆红素水平均无明显相关(P >0.05, 表2).

3  讨论

人类cluster in基因定位于8p21-p12, 与脂蛋白

脂酶基因座邻近[7], 研究表明多种类型的肿瘤, 
包括肝癌、食管癌、前列腺癌、膀胱癌、乳

腺癌、卵巢癌、肺癌和白血病等在该区域往

往发生高频率的染色体缺失, 因此推测该区可

能存在一个或多个抑癌基因[8]. 根据Ensembl
基因组数据库和文献的记录 ,  目前至少发现

了3种clusterin的剪切异构体, 编码细胞内前体

表  1  食管癌不同临床参数与血清clusterin含量的关系

     
	          n

       clusterin中位          范围            
P 值

		    浓度(mg/L)          (mg/L) 

年龄(岁)

    ≤60 23 3.23 0.22-23.50 0.9476

    >60 18 3.14 0.30-34.70

性别

    男 25 3.23 0.30-14.38 0.9680

    女 16 3.10 0.22-34.70

肿瘤直径(cm)

    <5.0 17 2.54 0.22-23.50 0.0290

    ≥5.0 24 3.91 0.71-34.70

浸润深度

    T1   7 4.05 0.22-23.50 0.9310

    T2-4 34 3.14 0.30-34.70

淋巴结转移

    有 29 3.24 0.71-34.70 0.2577

    无 12 1.87 0.22-23.50

分化程度

    高 18 2.02 0.30-34.70 0.1120

    中低 23 3.58 0.22-23.50

clusterin

GAPDH

bp
1 365

452 

N    C   N   C   N   C    N    C   N   C    M

图  1  食管鳞癌及配对组织中clusterin的表达. N: 正常食管

上皮; C: 食管鳞癌组织; M: Marker.

图  2  食管癌术前术后配对血清clusterin浓度分布箱式图. 
纵坐标分别代表术前和术后两组配对样本中血清clusterin的

分布情况. 每个箱子中间的线代表中位值, 上下边界分别代

表第75和25百分位数, 箱子上下的短线分别代表最大和最小

值, 圆点代表异常值.

血
清

cl
us

te
ri

n浓
度

(×
10

 m
g/

L
)

50

20

10

0

术前                           术后

■应用要点
Clusterin全长转
录本和血清蛋白
水平在食管鳞状
细胞癌患者中均
明显降低, 提示他
可能是一种抑癌
基因, 同时其血清
水平可用于食管
癌患者的诊断和
治疗效果监测.
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clusterin(简称psCLU)、成熟分泌型clusterin(简称

sCLU)和细胞核型clusterin(nCLU)等多种蛋白形

式[9,10]. Clusterin基因在不同物种间具有高度的同

源性, 在人体体液和组织细胞中广泛表达, 参与

多种重要生理功能, 包括组织分化和重塑、膜再

生、脂类转运、细胞-细胞及细胞-细胞外基质

相互作用、炎症、细胞运动、分子伴侣、细胞

氧化应激、细胞增殖、细胞死亡等[11-15]. 由于其

复杂的转录和翻译形式以及亚细胞定位依赖性

的多种功能, clusterin被称为“迷样”基因. 近年

来认为, clusterin也是一种凋亡相关蛋白, sCLU
和nCLU分别促进细胞存活及凋亡过程, 他们的

表达变化决定了细胞命运[10]. 因此, clusterin表达

水平与肿瘤的关系也受到广泛关注. 目前发现, 
clusterin在食管鳞状细胞癌、睾丸精原细胞癌、

前列腺癌中表达下调, 在胰腺癌、乳腺癌、卵

巢癌、结肠癌、前列腺癌、膀胱癌等肿瘤中表

达上调[2,10,16-21]. 
在杂合或纯合缺失clusterin的神经母细胞瘤

小鼠模型中, 抑制miR-17-92的表达, 结果发现携

带0个或1个clusterin等位基因的小鼠比起具有2
个等位基因的小鼠更容易发展为肿瘤并发生肝

脏及骨髓转移, 提示clusterin是一种单倍不足的

肿瘤抑制基因[22]. 还有学者研究发现clusterin衍生

蛋白抑制多种肿瘤细胞系的增殖, 并显著增强肿

瘤异种移植物模型中抗细胞增殖药物活性[23]. 而
且, 膀胱癌、卵巢癌、食管癌、宫颈癌、前列

腺癌、乳腺癌、肺癌等肿瘤中的研究结果还提

示组织中psCLU和sCLU表达水平同肿瘤分化程

度、病理分级、患者的不良预后和化疗敏感性

有关[20,21,24-30]. 最近的研究结果还发现, sCLU是

TGF-β诱导的肿瘤细胞上皮间叶转换(epithelial-
to-mesenchymal transition)中重要的细胞外中介

者, 体内实验显示, 使用其中和抗体治疗后, 明
显降低了裸鼠乳腺癌移植瘤模型的肺转移发生

率, 提示其在肿瘤转移中具有重要作用, 有望发

展为新的抗肿瘤转移药靶[31]. 但是, 血清clusterin

浓度在食管癌患者手术治疗前后的变化趋势目

前还无深入研究. 我们运用半定量RT-PCR分析

了5对配对食管鳞癌及正常食管上皮中clusterin
基因的表达情况, 结果显示cluster in在食管鳞

癌组织表达降低或缺失 .  虽然前面已经提到 , 
clusterin基因转录本具有多种剪切异构体, 但本

研究中使用的引物扩增的是clusterin全长转录

本. 由于他在食管癌中表达下调, 推测clusterin基
因缺失促进了食管肿瘤细胞的癌变和进展. 

此外, 本研究初步测定了食管鳞癌患者手

术治疗前后的血清clusterin水平, 发现术前血清

clusterin水平明显低于文献报道的健康人正常血

清clusterin水平, 而手术后的表达量较术前显著

增加, 结合临床资料分析, clusterin水平与肿瘤大

小相关. 由于clusterin基因所在染色体区段在食

管癌中通常发生缺失, 而且在乳腺癌中的研究

也表明DNA甲基化是调控clusterin表达的重要

表观遗传方式[32], 故而食管癌组织中全长转录

本及患者血清中成熟分泌型蛋白的表达下调均

提示clusterin在食管癌中可能是一种潜在的抑癌

基因. 但是, 也应充分认识到上述结果仍有待于

进一步扩大样本以确定合适的血清clusterin检测

阈值, 并使结果更趋精确. 而且, 导致clusterin基
因在食管癌中表达下调, 以及手术切除肿瘤原

发病灶后血清clusterin含量有所回升的机制仍需

进一步探索.
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