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Abstract
AIM: To investigate the significance of Pim-3 
mRNA and protein expression in esophageal 
squamous cell carcinoma (ESCC).

METHODS: The expression of Pim-3 mRNA 
and protein in 45 normal esophageal mucosal 
specimens, 45 ESCC specimens and 22 tumor-
adjacent mucosal specimens was detected by in 
situ hybridization and immunohistochemistry, 
respectively.

RESULTS: The positive rates of Pim-3 mRNA 
expression were 0.00% (0/45), 22.73% (5/22) 
and 82.22% (37/45) in normal esophageal mu-

cosa, tumor-adjacent mucosa and ESCC tis-
sue, respectively, with a significant difference 
among the three groups (χ2 = 67.450, P < 0.01). 
Similar results were obtained for Pim-3 protein 
expression: the positive rates of Pim-3 protein 
expression were 0.00% (0/45), 18.18% (4/22) 
and 75.56% (34/45) in normal esophageal mu-
cosa, tumor-adjacent mucosa and ESCC tissue, 
respectively, with a significant difference among 
the three groups (χ2 = 60.326, P < 0.01). The ex-
pression of Pim-3 mRNA and protein was sig-
nificantly associated with TNM stage and lymph 
node metastasis in ESCC (both P < 0.05). A posi-
tive correlation was noted between the expres-
sion of Pim-3 mRNA and protein (γp = 0.547, P < 
0.01).

CONCLUSION: High expression of Pim-3 
mRNA and protein may be closely related to the 
occurrence and development of ESCC.

Key Words: Pim-3; Esophageal squamous cell carci-
noma; In situ  hybridization; Immunohistochemistry
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摘要
目的: 探讨食管鳞癌组织中Pim-3 mRNA和蛋
白的表达及其意义.

方法: 应用原位杂交和免疫组织化学法分别
检测45例正常食管黏膜组织、22例癌旁不
典型增生组织及45例食管鳞癌组织中Pim-3 
mRNA和蛋白的表达.

结果: 在食管鳞癌癌变过程中P i m-3在正
常 黏 膜 组 织、癌 旁 不 典 型 增 生 组 织 及 癌
组织中mRNA的表达分别为0.00%(0/45)、
22.73%(5/22)、82.22%(37/45), 组间比较有
明显差异(χ2 = 67.450, P <0.01). 此外, 对应
的蛋白表达的阳性率依次为0.00%(0/45)、
18.18%(4/22)、75.56%(34/45), 组间比较有明
显差异(χ2 = 60.326, P <0.01); 食管鳞癌组织之
间Pim-3 mRNA和蛋白的表达在不同TNM分

®

■背景资料
Pim-3的表达能抑
制癌细胞增殖和
诱导细胞凋亡. 另
外, Pim-3在胰腺
癌、结肠癌及胃
癌等其他肿瘤中
的作用也有详细
的研究, 这些研究
大多数都表明原
癌基因Pim-3在这
些相应的肿瘤中
呈现高表达.

■同行评议者
李瑗, 教授, 广西
肿瘤研究所



赵辉, 等. Pim-3在食管鳞癌组织中mRNA和蛋白的表达及其意义						               2977

www.wjgnet.com

期及有无淋巴结转移中的差异均有统计学意
义(均P <0.05). Pim-3 mRNA和蛋白的表达具
有明显的正相关关系(γp = 0.547, P <0.01).

结论: 食管鳞癌组织中Pim-3 mRNA和蛋白的
高表达可能与食管鳞癌发生发展密切相关.

关键词: Pim-3; 食管鳞癌; 原位杂交; 免疫组织化学
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0  引言

Pim-3最初在鼠嗜铬细胞瘤细胞系PC12细胞发

现, 并被鉴定为诱导去极化的基因KID-1[1], 因
为KID-1与表达丝氨酸/苏氨酸激酶活性的原癌

基因Pim家族具有高度的同源性, 因而命名为

Pim-3[2]. 近来研究显示, 激活的Pim激酶在恶性

肿瘤的发病机制中起着十分重要的作用[3], 与肿

瘤的发生发展关系十分密切[4]. 迄今为止, Pim-3
在食管鳞癌发生发展中的作用国内外尚未见报

道. 本研究采用原位杂交和免疫组织化学两种

方法联合检测了食管癌高发区河南安阳的食管

癌患者手术切除的癌组织Pim-3 mRNA和蛋白

的表达情况, 旨在进一步探讨Pim-3在食管鳞癌

发生发展中的作用, 为寻找检测食管鳞癌的新

的分子标记奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 45例标本分别取自无坏死癌灶、癌旁

3 cm以内及远端正常黏膜组织(经HE染色证实, 
癌旁组织中22例有中-重度以上不典型增生或原

位癌), 经40 g/L多聚甲醛固定, 常规脱水, 石蜡包

埋, 连续切片, 切片厚度4-6 μm, 分别用于HE、
免疫组织化学及原位杂交染色. 所有标本均取

自食管癌高发区河南省安阳市肿瘤医院, 所有

病例术前均无化疗、放疗及免疫治疗史. 兔抗

人多克隆抗体Pim-3(sc-98959)购自美国Santa 
C r u z公司, S P免疫组织化学试剂盒购自北京

中杉金桥生物技术开发公司. 原位杂交预杂交

液、SA-Bio-AP、BCIP/NBT均购自武汉博士德

生物技术有限公司. 原位杂交5'端生物素标记、

全硫代修饰探针由北京奥科生物技术有限公司

合成. Pim-3探针序列: ACTTCGGTTCGGGTGC-
GCTG.
1.2 方法 
1.2.1 原位杂交染色和免疫组织化学: 45例均经

组织学证实为鳞状细胞癌. 其中组织学分级Ⅰ

级18例, Ⅱ级13例, Ⅲ级14例; 伴淋巴结转移者

21例, 无淋巴结转移者24例; 浸润黏膜下层或浅

肌层者17例, 浸润深肌层或外膜层者28例; TNM
分期(按1997年UICC的TNM分期): Ⅰ-Ⅱ期19例, 
Ⅲ-Ⅳ期26例. 原位杂交具体程序如下: 标本经新

鲜配制的二甲苯脱蜡, 梯度酒精脱水后, 用新鲜

配制的0.5% H2O2室温处理30 min, 以灭活内源

性过氧化物酶; 3%柠檬酸新鲜配制蛋白酶(0.01 
g/L), 37 ℃, 10 min, 消化标本DNA结合蛋白; 每
张玻片滴加20 μL不含探针的预杂交液(42 ℃), 
预杂交4 h; 加含探针(1 ng/L)的杂交液, 42 ℃湿

盒内杂交12 h; 0.1×标准柠檬酸盐42 ℃洗后, 加
SA-Bio-AP 37 ℃, 10 min; 漂洗后加BCIP/NBT, 
避光显色2-4 h. 以不含探针的标本作阴性对照, 
以已知阳性结果的乳腺癌组织作阳性对照. 免
疫组织化学采用SP法, Pim-3抗体稀释, 稀释倍

数均为1∶150, DAB显色, 苏木素复染. 染色步

骤严格按说明书进行, 以PBS液代替一抗作为阴

性对照, 以已知阳性的胰腺癌组织作阳性对照.
1.2.2 原位杂交染色及免疫组织化学结果判定: 
Pim-3 mRNA阳性信号呈棕紫蓝色颗粒样物质, 
位于细胞质内; 蛋白阳性信号呈浅黄色至棕黄

色颗粒, 也位于细胞质内. 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. 
采用9分评分制: 按照阳性细胞比例≤10%为1
分, 10%-50%为2分, >50%为3分; 按染色强弱: 阴
性为0分; 淡黄(蓝)色染色为1分; 中度黄(蓝)色
染色为2分, 棕黄(紫蓝)色染色为3分. 然后按照

“阳性细胞得分×染色强弱得分”计总分, 总
分<3为阴性, 总分≥3为阳性[5,6].

统计学处理 应用SPSS13.0统计学软件, 行
χ2检验和Spearman相关系数分析, 检验水准α = 
0.05.

2  结果

2.1 Pim-3 mRNA及蛋白在食管鳞癌组织、癌旁

不典型增生组织及正常黏膜组织中的表达 原
位杂交结果显示, Pim-3 mRNA主要定位于细

胞质中, 呈蓝紫色颗粒(图1). Pim-3 mRNA在食

管鳞癌组织中高表达, 其阳性率为82.22%, 显
著高于癌旁不典型增生组织和正常食管上皮组

织中Pim-3 mRNA的表达(阳性率分别为22.73%
和0.00%, 表1), 3组之间表达的差异具有统计学

意义(χ2 = 67.450, P <0.05). 此外, Pim-3蛋白定

■研发前沿
近来研究显示, 激
活 的 P i m 激 酶 在
恶性肿瘤的发病
机制中起着十分
重要的作用, 与肿
瘤的发生发展关
系十分密切. 迄今
为止, Pim-3在食
管鳞癌发生发展
中的作用国内外
尚未见报道. 关于
Pim-3与恶性肿瘤
关系的研究已成
为热点.

■相关报道
Fujii等研究Pim-3
在肝癌组织和细
胞中的表达, 结果
表明, Pim-3蛋白
在肝癌组织中有
表达, 而在正常组
织中无表达.
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位于细胞胞质中, 呈浅黄色至棕黄色颗粒(图2). 
Pim-3蛋白高表达于食管鳞癌组织, 阳性率高达

75.56%, 显著高于癌旁不典型增生组织和正常

食管上皮组织中Pim-3蛋白的表达(阳性率分别

为18.18%和0.00%, 表1), 3组之间表达的差异具

有统计学意义(χ2 = 60.326, P <0.05). 
2.2 Pim-3 mRNA及蛋白表达与食管鳞癌临床病

理学特征的关系 利用SPSS13.0统计学处理软件

分析Pim-3 mRNA及蛋白表达与食管鳞癌临床

病理学特征的关系. 结果表明, Pim-3 mRNA及

蛋白表达与淋巴结转移和TNM分期具有明显的

相关性(P <0.05), 但与组织学分级、浸润深度无

关(P >0.05, 表2). 
2.3 Pim-3 mRNA及蛋白在食管鳞癌组织中表达

的相关性分析 在45例食管鳞癌组织中, Pim-3 

mRNA阳性表达37例中, 其蛋白表达阳性占32
例, 而Pim-3 mRNA表达阴性的8病例中, 其蛋白

表达阴性占6例. Pim-3 mRNA及蛋白在食管鳞

癌组织中的表达强度呈正相关关系(γp = 0.547, P  
= 0.000, 表3).

3  讨论

丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶Pim是一种原癌基因[7], 
其蛋白激酶家族主要有3个成员, 包括: Pim-1, 
P im-2和Pim-3[3], 在人类中他们至少由6个翻

译变体组成, 即P i m-1短的同聚物(P i m1S)、
Pim-1长的同聚物(Pim1L)、Pim-2短的同聚物

(Pim2S)、Pim-2中的同聚物(Pim1M)、Pim-2长
的同聚物(Pim2L)和Pim-3. 由于Pim家族具有诱

导细胞周期进程、促进细胞增殖和细胞凋亡、

抑制细胞黏附, 抑制细胞迁移等作用, 因而在肿

瘤的发生、发展及转移中发挥重要作用. 其中

Pim-3是近年来发现其与肿瘤关系十分密切的丝

氨酸/苏氨酸蛋白激酶家族的成员之一, 迄今为

止, 在国内外尚未见Pim-3在食管鳞癌中的作用

的报道. 因此本研究通过原位杂交和免疫组织

化学两种技术研究Pim-3 mRNA和蛋白在食管

表  1  Pim-3在食管鳞癌组织、癌旁不典型增生组织及正常黏膜组织中mRNA及蛋白的表达

     
分组

                     Pim-3 mRNA                         Pim-3蛋白

  
n

阳性表达n (%)   χ2值   P值 阳性表达n (%)   χ2值   P值

正常黏膜上皮组织 45    0(0.00) 67.450 0.000    0(0.00) 60.326 0.000

非典型增生组织 22    5(22.73)    4(18.18)

食管鳞癌组织 45  37(82.22)  34(75.56)

表  2  Pim-3 mRNA及蛋白表达与食管鳞癌临床病理学特征的关系

     
病理特征

                     Pim-3 mRNA                        Pim-3蛋白

  
n

阳性表达n (%)   χ2值   P值 阳性表达n (%) χ2值 P 值

组织学分级

    Ⅰ 18  15(83.33) 0.372 0.830 14(77.78) 0.190 0.909

    Ⅱ 13  10(76.92) 10(76.92)

    Ⅲ 14  12(85.71) 10(71.43)

浸润深度

    浅层 17  12(70.59) 2.530 0.112 13(76.47) 0.012 0.911

    深层 28  25(89.29) 21(75.00)

淋巴结转移

    无 24  17(70.83) 4.564 0.033 14(58.33) 8.259 0.004

    有 21  20(95.24) 20(95.24)

TNM分期

    Ⅰ、Ⅱ 19  12(63.16) 8.177 0.004 11(57.89) 5.554 0.018

    Ⅲ、Ⅳ 26  25(96.15) 23(88.46)

表  3  Pim-3 mRNA及蛋白在食管鳞癌中的表达及相关
性分析

     
Pim-3 

mRNA表达

  
n

Pim-3蛋白表达

   +               -
γp值 P 值

+ 37   32     5 0.547 0.000

-   8   2     6

■创新盘点
本文首次联合采
用原位杂交和免
疫组织化学两种
方法检测了食管
癌高发区河南安
阳的食管癌患者
手术切除的癌组
织Pim-3 mRNA和
蛋白的表达情况.
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鳞癌组织中的表达, 初步探讨其在食管鳞癌发

生发展中的可能作用. 
近来越来越多的研究显示Pim-3在肿瘤的

发生发展中具有十分重要的作用. Fujii等[8]研究

Pim-3在肝癌组织和细胞中的表达, 结果表明, 
Pim-3蛋白在肝癌组织中有表达, 而在正常组织

中无表达, 此外我们在体外利用RNA干扰技术

干扰肝癌细胞株HepG2中Pim-3的表达, 发现下

调Pim-3的表达能抑制肝癌细胞增殖和诱导细胞

凋亡. 另外, Pim-3在其他肿瘤中的作用也有详细

的研究, 如胰腺癌[9]、结肠癌[10]及胃癌[4]等. 这些

研究大多数都表明原癌基因Pim-3在这些相应的

肿瘤中呈现高表达, 提示Pim-3与肿瘤的发生发

展关系极其密切. 本实验研究结果显示, Pim-3 
mRNA和蛋白在正常食管组织、食管癌旁不典

型增生组织及食管鳞癌组织中的表达依次升高, 
三者的表达差异有统计学意义, 但值得注意的

是在正常食管组织中未检测到Pim-3的表达, 这
一结果提示Pim-3高表达的肿瘤其恶性程度更

高. 研究结果还显示, Pim-3 mRNA及蛋白表达

与淋巴结转移和TNM分期具有明显的相关性

(P <0.05), 这可能提示了Pim-3在食管鳞癌组织

中的异常高表达与预后有关, Pim-3基因在食管

鳞癌中表达可作为判断食管癌患者预后的一项

指标, 这有利于我们进一步地了解食管鳞癌的

生物学行为, 为食管癌的早期诊断和治疗提供

一个新的分子靶点. 进一步分析实验结果, 我们

发现采用原位杂交和免疫组织化学法分别检测

Pim-3 mRNA与蛋白在食管鳞癌组织中的阳性

表达结果是一致的, Pim-3 mRNA表达阳性率与

Pim-3蛋白表达的结果之间呈正相关(γp = 0.547, 
P <0.05), 提示应用简易的免疫组织化学法检测

食管鳞癌组织中Pim-3蛋白表达水平可能可以间

接反映出Pim-3的mRNA 水平, 该研究为Pim-3

图  1  原位杂交检测Pim-3 mRNA在各组织中的表达(×200). A: 

食管鳞癌组织; B: 癌旁不典型增生组织; C: 正常食管组织.

A

B

C

图  2  免疫组织化学检测Pim-3蛋白在各组织中的表达(×200). 
A: 食管鳞癌组织; B: 癌旁不典型增生组织; C: 正常食管组织.

A

B

C

■应用要点
联 合 检 测 P i m - 3 
mRNA和蛋白表
达可望成为食管
鳞癌早期诊断、
判断预后的分子
指标之一.
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作为食管鳞癌的分子治疗靶点提供理论依据. 
总之, 我们采用了原位杂交及免疫组织化学

法检测了食管鳞癌组织中Pim-3 mRNA及蛋白

的表达, 初步证明了Pim-3的高表达可能是导致

食管鳞癌发生发展的作用机制之一, 但Pim-3确
切的作用机制目前尚不完全清楚. 后续我们将

进一步从体外探讨Pim-3在食管鳞癌细胞中的作

用, 我们坚信对Pim-3基因深入、广泛的研究, 了
解其在食管鳞癌的作用机制, 将能够为肿瘤的

预后评估及临床治疗提供理论依据.
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WJC, WJGE, WJGO, WJGS, WJH, WJR 6 本期刊
被 PMC 收录

本刊讯 我们于2010-08-17收到PubMed Central(PMC)的通知, 经过美国国立医学图书馆机构咨询委员会The 

Literature Selection Technical Review Committee评定, 决定WJC , WJGE , WJGO , WJGS , WJH , WJR  6本期刊

被PMC收录. PMC是一个提供生命科学期刊文献的全文数据库, 他是由隶属美国国立医学图书馆(National 

Library of Medicine)的国家生物技术信息中心(National Center for Biotechnology Information)所创建与管理的. 
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