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Abstract
AIM: To investigate the expression of RhoC 
mRNA in esophageal squamous cell carcinoma 
(ESCC) and to explore its correlation with the 
development and progression of ESCC.

METHODS: Semi-quantitative RT-PCR was 
used to detect the relative expression levels of 
RhoC mRNA in 62 ESCC specimens, 31 tumor-
adjacent atypical hyperplastic epithelial speci-
mens and 62 normal esophageal epithelial speci-

mens. The distribution of RhoC transcripts in 
ESCC was determined by in situ hybridization.

RESULTS: The mRNA expression of RhoC was 
closely correlated with tumor grade, infiltration 
and lymph node metastasis in ESCC (all P < 
0.05). The expression intensity of RhoC mRNA 
in carcinoma, adjacent atypical hyperplasia epi-
thelium and normal esophageal epithelium were 
0.902 ± 0.119, 0. 731 ± 0.065 and 0.653 ± 0.069, 
respectively, with a significant difference among 
the three groups (P < 0.01). In situ hybridization 
analysis demonstrated that RhoC transcripts 
were detected in the cytoplasm of cells. The 
positive rates of RhoC mRNA expression in 
carcinoma, tumor-adjacent atypical hyperplasia 
epithelium and normal esophageal epithelium 
were 80.6% (50/62), 32.3% (10/31) and 21.0% 
(13/62), respectively, with a significant differ-
ence among the three groups (P < 0.01). RT-PCR 
results were consistent with those obtained by in 
situ hybridization.

CONCLUSION: The mRNA expression of RhoC 
in ESCC increases significantly and is closely 
correlated with tumor biological behavior, which 
suggests that RhoC overexpression is closed as-
sociated with the pathogenesis of ESCC. RhoC 
may be a new auxiliary parameter for early di-
agnosis and prognostic prediction for ESCC.

Key Words: RhoC; Esophageal squamous cell carci-
noma; In situ  hybridization; Semi-quantitative RT-
PCR
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摘要
目的: 探讨RhoC基因在食管鳞癌组织中的表
达情况及其与食管鳞癌发生、发展的关系. 

方法: 采用半定量RT-PCR和原位杂交方法检
测62例食管鳞癌、31例癌旁不典型增生组织
及62例正常食管黏膜组织中RhoC mRNA的相
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■背景资料
Ras相似物(Rho, 
rashomologue)家族
成员(RhoA、RhoB
和RhoC)是一类
与Ras同源的小鸟
苷三磷酸(GTP)结
合蛋白, 在细胞的
信号传导通路中
起重要作用, 在调
节细胞骨架、细
胞运动、细胞增
殖、细胞凋亡、

细胞转录、细胞
转化及恶性肿瘤
细胞的浸润和转
移等方面发挥重
要作用. 

■同行评议者
王娅兰, 教授, 重
庆医科大学基础
医学院病理教�
室



对表达量及细胞定位.

结果: 食管鳞癌组织中RhoC mRNA表达与
癌的组织学分级、浸润深度及淋巴结转移
密切相关(P <0.05); 在食管鳞癌癌变过程中, 
RT-PCR检测RhoC mRNA在癌组织、癌旁
不典型增生组织及正常黏膜组织中的表达
量依次降低, 分别为0.902±0.119、0.731±
0.065、0.653±0.069, 组间比较有明显差异(H  
= 99.629, P <0.01); 原位杂交检测RhoC转录本
主要位于细胞质中, 其在癌组织、癌旁不典
型增生组织及正常黏膜组织中的表达率依次
降低, 分别为80.6%(50/62)、32.3%(10/31)、
21.0%(13/62), 组间比较有明显差异(χ2 = 
47.735, P <0.01), 两种方法检测的RhoC mRNA
表达具有一致性.

结论: RhoC mRNA在食管鳞癌组织中显著增
加, 并与食管鳞癌生物学行为关系密切, 提示
RhoC mRNA过表达与食管鳞癌的发生、发展
有关, RhoC mRNA可作为食管鳞癌早期诊断
和判断预后的辅助指标.

关键词: RhoC; 食管鳞癌; 原位杂交; 半定量RT-

PCR
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0  引言

R a s相似物(R h o, r a s h o m o l o g u e)家族成员

(RhoA、RhoB和RhoC)是一类与Ras同源的小

鸟苷三磷酸(GTP)结合蛋白, 在细胞的信号传导

通路中起重要作用, 在调节细胞骨架、细胞运

动、细胞增殖、细胞凋亡、细胞转录、细胞转

化及恶性肿瘤细胞的浸润和转移等方面发挥重

要作用[1-8]. 关于RhoC与恶性肿瘤的关系目前已

成为研究热点. 本研究采用RT-PCR、原位杂交

技术联合检测了RhoC基因在62例食管鳞癌组

织、31例癌旁不典型增生组织及62例正常食管

黏膜组织的表达, 并探讨其阳性表达在食管鳞

癌发生发展中的临床病理意义, 以期寻找食管

鳞癌早期诊断和预后判断的指标. 

1  材料和方法

1.1 材料 62例食管癌手术切除标本取自河南省

安阳市肿瘤医院, 全部病例经常规病理证实均

为食管鳞状细胞癌, 术前均无化疗、放疗及免
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疫治疗史. 其中男36例, 女26例, 年龄38-75(平
均60.6±9.5)岁. 组织学分级Ⅰ级15例, Ⅱ级25
例, Ⅲ级22例; 伴淋巴结转移者20例, 无淋巴结

转移者42例. 7例(浅层组)肿瘤浸润黏膜层、黏

膜下层或浅肌层; 55例(深层组)肿瘤浸润深肌

层或外膜层. 每例标本于离体0.5 h内分别在无

坏死区癌灶、癌旁3 c m以内及远端正常黏膜

取材. 将部分组织放在冻存管中置于-80 ℃冰

箱中备用于RT-PCR的检测. 剩余组织经40 g/L
甲醛固定, 常规脱水, 石蜡包埋切片, 分别用于

HE、原位杂交染色. TRIzol试剂购自Qiagen公
司, 一步法RT-PCR试剂盒购自日本TaKaRa公
司. 原位杂交预杂交液购自武汉博士德生物技

术有限公司. 乙酰化BSA及BCIP/NBT均购自

美国Sigma公司. 原位杂交5'端生物素标记、全

硫代修饰探针、RhoC探针、PCR引物和内参

β-actin引物序列均由北京奥科生物技术有限公

司合成. RhoC探针序列为: 5'-CGTTGGGGCA
GAAGTGCTTCACCTC-3', RhoC上游引物序列

5'-CATGTGCTTCTCCATCGACAG-3', 下游引物

序列为5'-GGGATCTCAGAGAATGGGACA-3', 
预期扩增片段大小为325 bp. 内参β-actin上游序

列为5'-CATCCTGCGTCTGCACCT-3', 下游序列

为5'-TCAGGAGGAGCAATGATCTTG-3', 预期

扩增片段大小为480 bp.
1.2 方法 
1.2.1 总RNA的提取及半定量RT-PCR反应: 具体

步骤按照试剂盒说明进行, 提取的总RNA经紫

外分光光度仪检测RNA的质量. 取0.5 μL RNA
作为模板, 采用一步法RT-PCR试剂盒同管扩增

RhoC目的基因及β-act in内参对照, 反应条件:  
94 ℃预变性5 min, 然后94 ℃变性30 s 57 ℃下退

火30 s, 72 ℃延伸40 s, 上述3步骤进行30个循环

后, 再94 ℃继续延伸5 min. 扩增产物经1%琼脂

糖凝胶电泳, 运用Gene genius凝胶成像系统进行

分析, 以RhoC扩增条带的灰度值/β-actin条带灰

度值作为目的基因mRNA的相对表达量. 
1.2.2 原位杂交: 原位杂交具体步骤参照文献

[9-11], 以不含RhoC探针的标本作阴性对照, 已
知的阳性的乳腺癌组织切片为阳性对照. RhoC 
mRNA阳性信号呈紫蓝色颗粒, 位于细胞质内. 
高倍镜下随机选取5个视野(每个视野观察细胞

数不少于200个), 按阳性细胞所占百分比及着色

深浅进行结果判定[9-11]. (1)按切片中细胞着色深

浅评分: 0分, 细胞无显色; 1分, 浅黄色; 2分, 棕
黄色; 3分, 棕褐色. (2)按阳性细胞数占同类细胞
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关于RhoC与恶性
肿瘤的关系目前
已成为��热点.
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数的百分比, <30%为1分, 30%-70%为2分, >70%
为3分. 取(1), (2)两项评分的乘积作为总积分, 
0-1分为阴性(-), 2-3分为弱阳性(+), ≥4分为阳性

(++).
统计学处理 应用SPSS13.0统计学软件, 采

用χ2检验或秩和检验. 检验水准α = 0.05.

2  结果

2.1 RT-PCR检测食管组织中的RhoC mRNA表达 
RhoC mRNA RT-PCR扩增产物经凝胶电泳显示, 
与预计一致, 其片段大小为325 bp, 内参β-actin
片段大小为480 bp. 凝胶灰度扫描扩增结果, 对
RhoC mRNA的阳性表达进行相对定量, RhoC在
正常食管黏膜组织、癌旁不典型增生组织及癌

组织中mRNA的含量依次增高, 分别为0.767±
0.057, 0.731±0.065、0.902±0.119, 经秩和检验, 
组间比较差异有统计学意义(H  = 99.629, P <0.05, 
表1, 图1). 由表2可知RhoC mRNA的高表达量与

食管鳞癌的组织学分级、浸润深度及淋巴结转

移密切相关(均P <0.05), 而与患者的性别、年龄

无关(P >0.05). 
2.2 原位杂交检测食管组织中的RhoC mRNA表

达 原位杂交方法检测结果表明: RhoC mRNA阳

性表达主要位于癌细胞的胞质内, 呈紫蓝色颗粒. 
在食管鳞癌组织、癌旁不典型增生组织和正常食

管黏膜组织中, RhoC mRNA阳性表达率为80.6%, 
61.3%, 20.0%. 三组间RhoC mRNA表达的比较, 

表  1  正常食管黏膜、癌旁不典型增生组织及食管鳞癌组织中RhoC mRNA的表达

     
分组 		    n

			             RhoC mRNA

			   RT-PCR阳性表达量           H 值	      原位杂交阳性率(%)	   χ2值	           P 值

正常黏膜组织	 62	     0.767±0.057			   21.0

癌旁组织		  31	     0.731±0.065	      99.629		 32.3		  47.735	        <0.05

癌组织		  62	     0.902±0.119			   80.6

表  2  食管鳞癌组织中RhoC mRNA表达与临床病理学参数的关系

     
病理学参数             n

	            RT-PCR RhoC mRNA	         
t (H )		  P 值

       原位杂交RhoC         
χ2值	 P 值

			   阳性表达量			                 mRNA阳性率

性别   

    男 36 0.922±0.123 t  = 1.586 0.118 80.6 0.000 0.983

    女 26 0.874±0.109 80.8

年龄(岁)

    ≥60 33 0.911±0.108 t  = 0.619 0.538 81.8 0.062 0.803

    <60 29 0.892±0.132 79.3

组织学分级

    Ⅰ 15 0.795±0.056 53.3

    Ⅱ 25 0.898±0.086 H = 22.535 0.000 88.0 9.520 0.009

    Ⅲ 22 0.979±0.128 90.9

浸润深度

    浅层组   7 0.751±0.036 42.9

    深层组 55 0.924±0.111 t  = 8.716 0.000 85.5 7.219 0.007

淋巴结转移

    无 42 0.840±0.074 t  = 9.042 0.000 73.8 3.898 0.048

    有 20 1.032±0.086 95.0

1     2     3    M

b-actin 480 bp
RhoC 325 bp

500 bp

100 bp

图  1  RT-PCR检测RhoC mRNA的表达. M: DNA标准1 100; 

1: 正常食管黏膜组织; 2: 癌旁不典型增生组织; 3: 食管鳞癌

组织.

■相关报道
近年来的��表
明 ,  RhoC基因的
高表达在恶性肿
瘤的浸润转移过
程 中 起 重 要 作
用 .  先 后 有 文 献
报道 ,  RhoC高表
达或活性升高与
乳腺癌、黑色素
瘤、胰腺癌、结
肠癌、膀胱癌、

非小细胞肺癌和
胃癌等多种肿瘤
的侵袭转移密切
相关. 
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差异有统计学意义(P<0.05, 表1, 图2). 由表2可知

RhoC mRNA的养性表达与食管鳞癌的组织学分

级、浸润深度及淋巴结转移密切相关(均P<0.05), 
而与患者的性别、年龄无关(P>0.05).

3  讨论

RhoC基因定位于1p13-p21, 基因全长6 768 bp, 
包括6个外显子和5个内显子; RhoC基因编码产

物含193个氨基酸, 是相对分子质量大约为21×
103 Da的GTP结合蛋白, 具有GTP酶活性, 能结合

并水解鸟苷酸, 使其在活性GTP结合型与失活性

GDP结合型之间循环, 从而在细胞信号转导通

路中作为信号转换器或分子开关, 作用于细胞

骨架或其靶蛋白而产生多种生物学效应[12-16]. 
RhoC最重要的功能是通过调节肌动蛋白细

胞骨架、诱导肌动蛋白、整合素及相关蛋白如

纤维连接蛋白(fibronectin, FN)聚集等途径参与

调节细胞运动和迁移[17-21]. 肌动蛋白细胞骨架不

仅在细胞形状改变、细胞运动和吞噬作用中起

重要作用, 还在细胞的各种生命活动如增殖、

生长和凋亡中起关键作用[22-27]. 
研究表明RhoC的过表达与多种恶性肿瘤的

发生发展有关, 而有关RhoC基因与人食管鳞癌

的发生及其侵袭和转移的关系报道较少. 采用

RT-PCR技术检测食管组织中RhoC mRNA的相

对表达量, 并采用原位杂交技术检测RhoC转录

本细胞定位的研究, 迄今尚未见文献报道. 本研

究结果显示RhoC转录本主要在癌细胞胞质中

呈阳性表达, 在食管正常黏膜、癌旁不典型增

生及食管鳞癌组织中, RhoC mRNA的阳性表达

率及相对含量依次升高(P <0.05), 上述结果提示, 
RhoC高表达可能参与食管黏膜上皮细胞的恶性

转化过程, 这可能在食管癌的发生、发展过程

中起重要作用. RhoC mRNA的表达及相对含量

随癌组织浸润深度的加深而明显升高(P <0.05), 
在有淋巴结转移的癌组织中明显高于无淋巴结

转移癌组织(P <0.05), 此结果提示RhoC的异常表

达可能与食管鳞癌的浸润及淋巴结转移密切相

关, 与Faried等[28]研究结果基本一致. 本研究结

果还显示, RhoC mRNA表达及相对含量随食管

鳞癌分化程度的降低而明显下降(P <0.05), 提示

RhoC基因在诱导肿瘤细胞分化过程中起重要作

用, 其过表达可能与食管鳞癌的组织学分级、

恶性程度有关. 张惠忠等[29]报道RhoC蛋白的表

达与食管癌的分化程度无关(P >0.05), 出现这种

差异的原因可能与标本的来源、数量及研究方

法的不同或RhoC mRNA翻译后修饰有关. Clark
等[30]利用DNA芯片研究黑色素瘤的侵袭转移表

型时发现高转移性黑色素瘤RhoC的表达明显高

于低转移性黑色素瘤, 且RhoC转染低转移能力

的黑色素瘤细胞A375P后肿瘤细胞的运动和浸

润能力增强, 提示RhoC基因及其表达产物在肿瘤

转移过程中有非常重要的作用, 可能是肿瘤转移

的分子开关, 该研究首次明确并证实了RhoC在肿

瘤细胞转移过程中的作用. Ikoma等[31]研究发现

RhoC过表达能导致基质金属蛋白酶2(matrixme
talloproteinases 2, MMP-2)、基质金属蛋白酶9(
matrixmetalloproteinases 9, MMP-9)、2型金属蛋

白抑制物组织(tissue inhibitor metalloproteinases, 
TIMP-2)等的mRNA表达显著升高. RhoC不仅能

明显上调MMPs的表达, 同时也能增加MMPs的
活性, 从而导致肿瘤侵袭性增强. 本研究进一步

证实了以上观点. 

图  2  原位杂交检测RhoC mRNA的表达(核固红复染×200). 
A: 正常食管黏膜组织; B: 癌旁不典型增生组织; C: 食管鳞

癌组织.

A

B

C

■创新盘点
采用RT-PCR技术
检测食管组织中
RhoC mRNA的相
对 表 达 量 ,  并 采
用原位杂交技术
检测RhoC转录本
细胞定位的��, 
迄今尚未见文献
报道. 
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总之, RhoC基因的高表达与食管鳞癌的发

生、浸润转移有关, RhoC有望成为食管鳞癌预

后判断的辅助指标.
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■同行评价
文章对RhoC基因 
mRNA在食管鳞
癌中的表达进行
了检测和分析, 有
一定意义.


