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■背景资料
人类基因组计划
的实施使肿瘤分
子遗传学迅速发
展, 但近几年应用
基因芯片来��
寻找在食管鳞癌
及癌旁组织中的
差异表达基因, 进
一步丰富食管鳞
癌的基因表达谱
信息及尽可能对
食管鳞癌作出早
期诊断鲜有报道.
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Abstract
AIM: To screen differentially expressed genes 
between human esophageal squamous cell car-
cinoma and tumor-adjacent normal tissue to lay 
a theoretical basis for finding molecular markers 
specific for esophageal squamous cell carcinoma.

METHODS: Total RNA was extracted from hu-
man esophageal squamous cell carcinoma and 
tumor adjacent normal tissue specimens and 
cDNA was synthesized by reverse transcrip-
tion. Probes were prepared by labeling the 

synthesized cDNA with Cy3-dUTP and hybrid-
ized with gene chips to screen differentially 
expressed genes. Bioinformatic tools were used 
for characterization of differentially expressed 
genes obtained.

RESULTS: According to the expression ratio 
of >4.0 or <0.25, a total of 1 113 differentially 
expressed genes were identified, including 464 
up-regulated and 649 down-regulated ones. Bio-
informatic analysis identified a variety of known 
functional genes. RT-PCR analysis confirmed 
that three genes were differentially expressed 
between human esophageal squamous cell carci-
noma and tumor adjacent normal tissue.

CONCLUSION: Gene chip technology is highly 
efficient and reliable in screening genes differ-
entially expressed in esophageal squamous cell 
carcinoma. The occurrence and development of 
esophageal squamous cell carcinoma is the re-
sult of expression of many cancer-related genes.

Key Words: Gene chip; Esophageal squamous cell 
carcinoma; Differentially expressed genes
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摘要
目的: ��食管鳞癌组织及周围正常食管黏
膜组织的差异表达基因, 为寻找食管鳞癌早期
诊断高敏感性, 高特异性的分子指标提供理论
依据. 

方法: 分别抽提人食管鳞癌组织及周围正常
食管黏膜组织总mRNA, 逆转录成cDNA, 用单
标法以Cy3-dUTP为标记制成探针, 与基因芯
片进行杂交, 筛选出差异表达的基因, 并用生
物信息学方法做进一步分析. 

结果: 在45 051个人类全基因组芯片中依Ratio

■同行评议者
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■研发前沿
�前采用基因芯
片筛选食管鳞癌
差异表达基因是
一个��热点.

实验组(癌组织)/对照组(正常食管组织)>4.0或
<0.25的数据�, 共发现1 113条差异表达基因, 
其中464条上调, 649条下调. 经生物信息学分
析, 表明包含多种功能基因. RT-PCR验证其中
3条基因, 表达方向与芯片检测结果一致, 符合
预期结果.  

结论: 在食管鳞癌的发生、发展中存在着大
量异常表达基因; 基因芯片是一高效筛选食
管癌相关基因的方法.

关键词: 基因芯片; 食管鳞癌; 差异表达基因
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0  引言 

河南省是我国食管癌高发区之一, 且其中绝大

多数为鳞癌. 因此从分子生物学水平来研究揭

示食管鳞癌(esophageal squamous cell carcinoma, 
ESCC)的发病机制具有重要价值. 人类基因组计

划的实施使肿瘤分子遗传学迅速发展, 但近几但近几近几

年应用基因芯片来研究寻找在ESCC及癌旁组

织中的差异表达基因, 进一步丰富ESCC的基因

表达谱信息及尽可能对ESCC作出早期诊断鲜

有报道[1-5]. 本实验通过基因芯片技术对ESCC的
基因表达情况进行分析, 通过与正常食管组织

对比, 寻找表达异常的基因, 以寻找与ESCC发

生、发展有关的基因, 为ESCC的临床诊断、预

防和治疗提供分子标记和靶基因. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2010-03/07河南省肿瘤医院手术切

除的食管癌标本35例(注: 其中5例用于芯片扫

描, 另外30例用于RT-PCR验证芯片扫描结果)患
者男20例, 女15例, 平均年龄56.6岁, 符合ESCC
诊断标准, 临床病理资料完整. 术前未接受任何

放、化疗. 手术切除后立即取食管癌组织及相

应远端正常食管黏膜组织在20-30 min内快速

冷冻在液氮罐中, 于-80 ℃的冰箱中保存. 术后

病理证实均为中、高分化鳞状细胞癌, 均无淋

巴结转移. 基因芯片采用Aglient公司的人全基

因组表达谱芯片, 每张芯片包括45 015个寡核

苷酸, 其中有43 376个人基因探针和1 639个实

验控制探针. 主要仪器: PCR仪(MJ, PTC-100)、
杂交炉(Agi lent, G2545A)、扫描仪(Agi lent, 

G2565BA)、分光光度计(Nanodrop, ND1000). 
主要试剂: 荧光染料Cy3 NHS ester(GE Health-
care, PA13105)、aaUTP(Ambion, AM8436)、
Low RNA Input Linear Amplication kit(Agilent,  
5184-3523)、杂交试剂盒(Agilent, 5188-5242)、
Gene Expression Wash Buffer Kit (including wash 
buffer 1 & 2)(Agilent, 5188-5327)、Stabilization 
and Drying Solution(Agilent, 5185-5979)、Gasket 
slide(Agilent, G2534-60003)、杂交仪, (Agilent, 
G2534A)、RNeasy Mini kit(QIAGEN, 74106). 
1.2 方法

1.2.1 样品准备: 经活检证实为ESCC的5例标本, 
手术切除离体后, 立即切取癌组织及其3 cm以上

远端切缘(对照, 经病理证实为食管黏膜正常组

织)投入液氮中.  
1.2.2 总RNA抽提: 将样品从液氮中取出放入研

钵中, 边加液氮边研磨, 按照mirVanaTM miRNA
试剂说明书进行, 抽提总RNA, 测A 260/280值, 进行

琼脂糖电泳. 每份组织样品总RNA的A值均在

1.8-2.1, 总RNA经1%琼脂糖电泳, 可见18S和28S
两条清晰的条带, 证实已经获得高纯度完整的

总RNA. 确认RNA质量合乎实验要求. 
1.2.3 逆转录和标记: 用Low RNA Input Linear 
Amplification Kit将mRNA逆转录成cDNA, 同时

用Cy3分别标记实验组(癌组织)和对照组(正常

食管组织).组织). 
1.2.4 杂交: 按芯片使用说明书的步骤进行, 温度

在65 ℃, 经17 h 10 r/min滚动杂交, 37 ℃洗片. 
1.2.5 数据处理: 杂交后芯片用Agilent扫描仪扫

描, 分辨率为5 μm, 扫描仪自动以100%和10% 
PMT各扫描1次, 2次结果Agilent软件自动合并. 
扫描图像数据采用Feature Extraction进行处理

分析, 得到的原始数据应用Bioconductor程序包

进行后续数据处理. 最后Ratio值为实验组(癌组

织)/对照组(正常食管组织). 差异基因筛选标准: 
ratio≥4为上调基因, ≤0.25为下调基因. 
1.2.6 RT-PCR验证结果: 为了验证芯片结果的有

效性, 我们另取30例ESCC组织及其周围正常组

织为研究对象, 进行RT-PCR试验, 验证3条基因

产物. 

2  结果

2.1 芯片杂交 芯片上每个基因克隆双点检验同

一阵列的重复性. 杂交后扫描图像阳性对照点

信号强, 阴性对照点与空白对照点信号弱或无. 
图像信号清晰, 背景信噪低, 证实该实验可靠. 
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■相关报道
姜玉章等使用双
标法(cy5.cy3)在
含有14 000点的
基 因 芯 片 上 ,  依
Ratio(cy5/cy3)>2.0
或<0.5的数据�筛
选出有差异表达
的基因共1 855 个.

表  2  筛选结果上调的部分差异表达基因

     
基因名称                                                    上调基因功能    染色体定位

MMP-3 matrix metallopeptidase 3 (stromelysin 1, progelatinase) 11q22.3

COL11A1 collagen, type XI, alpha 1 1p21

SPANXD SPANX family, member D Xq27.1

CALB1 calbindin 1, 28 kDa 8q21.3-q22.1

SPANXA1 sperm protein associated with the nucleus, X-linked, family member A1 Xq27.1

SPRR2G small proline-rich protein 2G 1q21-q22

MAGEA2B melanoma antigen family A, 2B Xq28

MMP-1 matrix metallopeptidase 1 (interstitial collagenase) 11q22.3

用实验组(癌组织)与对照组(正常组织)的荧光信

号作散点图, 大部分聚集在一个以45度对角线为

中心的区域里, 表示信号差异在0.25-4.00(图1, 2). 
2.2 生物信息分析 依荧光素实验组/对照组比

值(Ra t io)>4.0或<0.25的数据项差异表达, 在
45  015个基因中共筛选出1  113个差异表达

基因, 其中464条上调, 649条下调, 占总数的

2.47%(1 113/45 015). 在异常表达的基因中, 表
达序列标签(EST)329个, 其中上调基因167个, 下
调基因162个. 在784个已知功能的基因中, 上调

基因297个, 下调基因487个. 根据GO(gene ontol-
ogy)分析分类, 将差异表达的基因按分子功能

(molecular function)进行分类, 发现在这些异常

的基因中, 与细胞分化、成熟, 分子定位、连接, 
信号传导, 酶活性调节, 以及基因转录、翻译有

关的基因最多(表1, 2). 
2.3 芯片结果反证 为了验证芯片结果的有效

性, 我们另取30例ESCC组织及其周围正常组织

为研究对象, 进行RT-PCR试验, 验证3条基因产

物. (1)MMP-1上游引物TCAACCAGGCCCAG-
G TAT T G; 下游引物T G G C C G A G T T C AT-
GAGCTG; 产物长度111 bp; (2)MYH7上游引

物CGCATCATCACGCGTATCC; 下游引物

GCCCGAATGTTCCACTGGA; 产物长度113 
bp; (3)SPANXA1上游引物GCCTGCCACTGA-
CATTGAAGA; 下游引物CGTTGGCCTCGTTG-
GAATC; 产物长度101 bp. PCR两步法, 反应条

件为: 95 ℃预变性30 s; 95 ℃ 5 s; 60 ℃ 30 s; 25
个循环. 采用Smart View分析软件或Gel-Pro ana-
lyzer software Versino 3.1对电泳所得条带进行密

度定量分析符合预期结果(图3). 

3  讨论

癌的发生是一系列分子变化的结果, 是许多肿

瘤相关基因表达失常所致. ESCC与其他肿瘤一

样, 有多个癌基因, 抑癌基因参与了其形成过程. 
通过基因芯片检测和确定在ESCC样本中差异

表达的基因, 可以从分子水平寻找病因, 探索发

病机制, 为ESCC的早期诊断、基因治疗和预后

判断提供思路和依据. 
本次实验采用基因芯片技术筛选食管癌中

异常表达的基因, 共发现1 113条, 其中784个已

知功能的基因, 上调297个, 下调487个. 在这些

差异表达基因中基质金属蛋白酶MMPs是一类

具有Zn2+依赖性的内源性蛋白水解酶, 他们通过

蛋白水解的作用降解重塑细胞外基质, 包括基底包括基底基底

膜降解, 是肿瘤浸润和在远处克隆生长的基本步

表  1  筛选结果下调的部分差异表达基因

     
基因名称                                                          下调基因功能     染色体定位

ACTA1 actin, alpha 1, skeletal muscle 1q42.13-q42.2

MYH7 myosin, heavy chain 1, cardiac muscle, beta 14q12

CKM creatine kinase, muscle 19q13.2-q13.3

TNNC1 troponin C type 1 (slow) 3p21.3-p14.3

MB myoglobin 22q13.1

MYH2 myosin, heavy chain 2, skeletal muscle, adult 17p13.1

TFF1 trefoil factor 1 (breast cancer, estrogen-inducible sequence expressed in) 21q22.3

OGN osteoglycin (osteoinductive factor, mimecan) 9q22
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■创新盘点
本文为克服双标
法 荧 光 竞 争 ,  背
景 难 于 扣 除 ,  两
种荧光的标记效
率不同等缺点采
用单标法(cy3)在
45 051个人类全
基因组芯片中依
Ratio实验组(癌组
织)/对照组(正常
食管组织)>4.0或
<0 .25的数据� , 
共发现1 113条差
异表达基因, 经生
物信息学分析, 表
明包含多种功能
基因. 并且用RT-
PCR技术对芯片
结果进行了反证.

骤[6]. 他们既可以通过重塑ECM, 又可以通过刺激

肿瘤生长和运动来帮助肿瘤细胞转移[7]. 基质金

属蛋白酶-1(matrix metalloproteinase-1, MMP-1)
是上调最明显的一个, 其差异表达倍数有135倍
之多. 研究证实, 在胃癌、肺癌、宫颈癌、口腔

鳞癌中都发现了MMP-1基因具有多态性[8-10], 并
且伴随着MMP-l mRNA及蛋白的表达上升, 肿
瘤恶性转化和演进的能力提高. Brmmer等[11]发

现在宫颈癌组织中MMP-1的表达增多, 并且随

着肿瘤分级和分期的增加而增加. Schütz等[12]

发现在肺鳞癌中MMP-1的表达较正常的肺组

织增多, 认为其可能参与了肺鳞癌的侵袭和转

移. 头颈部、阴部鳞癌、乳腺癌、膀胱癌、软

骨肉瘤黑色素瘤等恶性肿瘤中MMP-13都有较

高的表达, 且主要表达于肿瘤侵袭的边缘[13-15]. 
其他MMP家族成员表达普遍升高, MMP-3, 9, 
10, 11, 12均在20倍以上. 可见MMPs对ESCC的
发生、发展有着极大的影响. 黑色素瘤抗原基

因(melanoma antigen, MAGE)家族, 该家族共

12个成员均位于X染色体长臂末端Xq28上[16,17]. 
Inoue等[18]曾用RT-PCR方法分析了42例食管癌

手术切除的新鲜标本, 发现MAGE-1, 2, 3表达

率分别为62%、43%和57%, 而癌旁正常组织均

不表达. 79%患者的肿瘤细胞至少表达其中一

种基因, 29%表达全部3种基因. Zambon等[19]分

析报道了24例ESCC和24例食管腺癌中MAGE
基因的表达及其与预后因素的关系. 结果发现, 
67%鳞癌和37.5%腺癌至少表达一种MAGE基
因, Liang等[20]通过RT-PCR技术检测发现, 在食

管癌中, MAGEA3在肿瘤组织中高表达(62.9%), 
正常组织中不表达. 三叶因子1(trefoil factor 1,三叶因子1(trefoil factor 1,trefoil factor 1, 
TFF1)又称雌激素调节蛋白pS2, 他与TFF2(解
痉多肽SP)和TFF3(肠三叶因子ITF)构成TFFs家
族. 目前, TFF1在胃肠道肿瘤中的作用以胃癌研

究相对较多, 他的功能不全与胃黏膜的瘤性转

化密切相关. TFF1在胃肠道肿瘤细胞中抑制细

胞分化增殖, 另一方面抑制凋亡, 提示其双重

活性. 故有学者认为其在胃中的抗癌作用可能

是抑癌-促癌潜能的综合结果[21]. TFF1参与细

胞增殖、分化和凋亡, 理论上能通过任一过程

参与肿瘤形成[22]. 国内学者[23]在食管癌及癌旁

组织中未检测到TFF1的阳性表达, 但Labouvie
等[24]用免疫组织化学的方法研究了40例ESCC
和21例BE化生上皮的标本, 发现其中10%鳞状

细胞癌和100% BE化生上皮TFF1高表达. 梁志

海等[25]采用免疫组织化学法检测33例ESCC及

癌旁组织的TFF1、血管内皮生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)和微血管密度

(microvessel density, MVD)的表达提出TFF1可
能通过上调VEGF表达促进ESCC新生血管的形

图� ���� �������  1  基因芯片扫面图. A: 芯

片扫描全图; B: 芯片扫面局部

放大图.
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图� �� ���������������  3 芯片 结果RT-PCR验证图. 18S为参照, 采用Smart View

分析软件对电泳所得条带进行密度定量分析可得MMP-1明

显上调, SPANXA1稍有上调, MYH7明显下调.

图� ���� ����������  2  基因芯片杂交信号散点图.
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成. 而本研究结果提示, TFF1在食管癌中低表达, 
表明TFF1在食管癌发生、发展中也可能是抑癌

-促癌潜能的综合结果. 骨诱导因子(osteoglycin, 
OGN)基因定位于人染色体的9q22, 属于小亮氨

酸富集蛋白家族. 该蛋白广泛分布于角膜、心

室、小肠、骨、皮肤等正常组织中, 具有调节

Ⅰ型胶原纤维生成的功能[26], 可能是血管外基

质成分之一,  还可能具有调节细胞生长和分化

的功能[27]. OGN第一个内含子区含有p53基因

的结合位点, 而且研究证实P53能增强OGN基

因的转录活性, 并且在P53突变的肿瘤和癌细

胞系中OGN表达下降或缺失[28,29]. Wang等[30]

研究发现骨诱导因子蛋白在正常肠黏膜中高表

达, 而在直肠癌组织中表达缺失, Lee等[31]发现

OGN在胃癌组织中的表达比癌旁正常组织明显

下调, 提示OGN可能与直肠癌和胃癌的发生相

关. 潘秀华等[32]OGN mRNA在乳腺癌旁正常组

织、良性肿瘤、原发癌和转移癌的高表达率分

别为76.7%、83.3%、44.4%和6.7%, 其中在非

癌的良性肿瘤与正常组织间无差异, 提示OGN 
mRNA低水平状态与乳腺癌的发生和转移相关, 
有望作为乳腺癌诊断和监测肿瘤进展的分子标

志物. 但国内外还没有对OGN与食管癌之间的

关系有所研究、报道. 本实验利用基因芯片筛

选到的食管癌差异表达基因中OGN也是低水平

表达, 且差异表达倍数有19.4倍之多. 提示OGN
有望成为食管癌诊断的分子标志物. S100基因

染色体定位于1q21. 该蛋白家族是一类由21个
成员组成的、低分子量的、酸性钙离子结合蛋

白. 研究证实, 这类蛋白的表达具有高度的组织

和细胞类型特异性, 已发现其中数个S100成员

在多种肿瘤中表达异常, 与肿瘤的浸润、转移

有关, 因此S100家族与肿瘤的发生发展关系密

切, 该家族成员与肿瘤生物学特性之间的相关

性研究已成为临床医学和基础研究关注的焦点. 
S100A12或CAAF1同属S100家族, Hitomi等[33]

证实S100A12与食管上皮细胞终末分化密切相

关; 而S100P涉及食管上皮细胞早期分化过程. 
S100A2作为一个候选抑癌基因, Kyriazanos等等[34]

认为评价其表达情况对于ESCC的治疗和预后

具有重要意义. 孔建平[35]研究结果表明S100A8
和S100A9在食管癌变不同时期均有下调, 其表

达随癌变进程逐渐减低(中、低分化细胞比高分

化细胞表达水平低)表达水平与病理分级呈显著

相关. 
基因芯片高通量的特点, 可以同时分析上万

个基因的表达结果. 因此通过对基因芯片结果

的整理和分析, 我们不难发现, 在食管癌中存在

大量异常表达的基因, 这些基因中有许多已经

证明和癌的发生、发展有关, 也发现许多新的

异常表达基因, 这些异常表达的基因参与许多

分子生物学过程, 他们之间相互影响有着极其极其

复杂的关系, 在不同阶段发挥作用, 影响细胞的

增殖、分化、成熟及凋亡等, 还跟分子定位、、分化、成熟及凋亡等, 还跟分子定位、

连接, 信号传导, 酶活性调节, 以及基因转录、

翻译调节有关, 这也证明了食管癌的发生、发

展是一个多因素、多阶段的过程; 虽然有许多

基因涉及, 但其中相当一部分可能是继发性改

变, 因此只有进一步筛选出关键性的基因/通路, 
才可能对疾病的诊断和治疗提供有效的指导; 
而从基因到蛋白质需要经过转录, 翻译以及加

工修饰才有活性, 细胞中的mRNA与蛋白质丰度

存在不相关, 而且很多蛋白质调节其功能不主

要是依赖其是否表达或表达量高低, 而是依赖

蛋白质磷酸化-去磷酸化等方式, 因此还需将基

因分析与蛋白质分析相结合, 才能更准确地揭

示肿瘤的发生、发展过程. 
总之, 基因芯片是一种高通量, 快速的检测

基因表达量的手段. 随着生物信息学、计算机生

物学的发展, 基于基因芯片数据的生物统计分析

方法不断完善. 基因芯片在肿瘤发生机制、早期

诊断、肿瘤亚型分类、指导治疗、评估预后已

显示出广阔的临床应用前景. 
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