
■背景资料
食管癌的发生是
多因素作用、多
基因变化和多阶
段 发 展 的 过 程 . 
细胞周期调控基
因表达异常是食
管癌发生及发展
过程的重要机制
之一 .  山西地区
是世界知名的食
管 鳞 癌 高 发 区 . 
本文通过研究食
管鳞癌癌变过程
中细胞周期蛋白
B1(CyclinB1)、
细胞周期蛋白依
赖性激酶1(cyclin-
dependent kinases 
1, CDK1)、p53和
R b 的 蛋 白 表 达 , 
为食管鳞癌的早
诊早治提供依据.
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Abstract
AIM: To detect the expression of CyclinB1, 
cyclin-dependent kinases 1 (CDK1), p53, and 
Rb in esophageal oncogenesis and to analyze 
their clinical significance.

METHODS: Thirty-five cases of esophageal 
s q u a m o u s c e l l  c a r c i n o m a ( e a c h c a s e 
simultaneously had carcinoma, intraepithelial 
neoplasia and normal mucosa) were selected 
and used to prepare tissue chips. The changes 
of CyclinB1, CDK1, p53 and Rb protein 
expression in the evolution of esophageal 
squamous cell carcinoma were observed 
immunohistochemically and their correlations 
were analyzed.

RESULTS: The positive expression rates of 
CyclinB1, CDK1 and p53 were significantly 
higher in esophageal squamous cell carcinoma 
than in normal esophageal mucosa, low- and 
high-grade intraepithelial neoplasia (P < 0.05). 
The positive expression rate of Rb was similar 
between esophageal squamous cell carcinoma 
and high grade intraepithelial neoplasia (P > 
0.05), but differed significantly in other pairwise 
comparisons (P < 0.01). CyclinB1, CDK1, p53 
and Rb expression had a significantly positive 
correlation in esophageal squamous cell 
carcinoma (P < 0.01).

CONCLUSION: In esophageal oncogenesis, 
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■同行评议者
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■研发前沿
在食管鳞癌癌变
过程中 ,  细胞周
期 调 控 基 因 的
表达是近年来国
内外研究的热点
及重点问题 ,  但
对细胞周期调控
因子CyclinB1、
CDK1形成的复
合物(MPF)近年
来 鲜 有 学 者 研
究 ,  本文通过对
MPF及其相关的
p53、Rb的研究
和分析 ,  为寻找
食管上皮癌变各
阶段的分子标志
物 ,  为食管癌早
期诊断和预防提
供新的线索.

CyclinB1, CDK1, p53 and Rb are overexpressed 
and have synergistic action. As esophageal 
intraepithelial neoplasia progresses, Rb protein 
is overexpressed, which is the early event in 
gastric oncogenesis of esophageal epithelia. The 
combined detection of CyclinB1, CDK1, p53 
and Rb protein expression will contribute to the 
early diagnosis and evaluation of esophageal 
carcinoma.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨食管癌变过程中细胞周期蛋白
B1(CyclinB1)、细胞周期蛋白依赖性激酶
1(cyclin-dependent kinases 1, CDK1)的变化
及其相关细胞周期调控因子p53、Rb的表达
及相互关系. 

方法: 选取35例食管鳞癌组织(同一个病例
同时存在鳞癌、上皮内瘤变组织及正常
食管黏膜), 采用组织芯片及免疫组织化学
EnVision二步法, 分别观察食管鳞状上皮癌
变各阶段CyclinB1、CDK1、p53和Rb的蛋
白表达变化并分析其相互关系. 

结果: (1)CyclinB1、CDK1与p53在食管鳞
癌组中均呈高表达, 且与正常上皮、低级别
及高级别上皮内瘤变组间比较均有统计学
差异(P <0.05); (2)Rb除鳞癌组与高级别上皮
内瘤变组表达率接近外(P >0.05), 其他各组
间表达率均具有显著统计学差异(P <0.01); 
(3)CyclinB1、CDK1、p53及Rb在食管鳞癌
组中的表达均呈显著正相关(P <0.01). 

结论: (1)在食管癌变的过程中, CyclinB1、
CDK1、p53 及Rb 基因蛋白过表达并协同作
用; (2)Rb蛋白的过表达参与了食管上皮内
瘤变的演进过程, 是食管癌变的早期事件; 
(3)联合检测CyclinB1、CDK1、p53和Rb蛋
白表达将有助于食管癌的早期诊断及病变
发展的评估. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 细胞周期蛋白B1(CyclinB1)、细胞

周期蛋白依赖性激酶1(cyclin-dependent kinases 
1, CDK1)、p53蛋白的过表达可促进食管鳞癌

的发生; Rb蛋白的过表达参与了食管上皮内瘤

变的演进过程, 是食管癌变过程中的早期事件. 
联合检测CyclinB1、CDK1、p53和Rb的蛋白

表达将有助于食管癌的早期诊断及病变发展的

评估.
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0  引言

食管癌的发生是多因素作用、多基因变化和

多阶段发展的过程. 细胞周期调控基因表达

异常是食管癌发生及发展过程的重要机制之

一[1]. 山西地区是世界知名的食管鳞癌高发区. 
本研究应用组织芯片技术及免疫组织化学方

法, 研究食管鳞状上皮癌变过程中细胞周期蛋

白B1(CyclinB1)、细胞周期蛋白依赖性激酶

1(cyclin-dependent kinases 1, CDK1)的变化及其

相关细胞周期调控因子p53、Rb的表达, 探讨

CyclinB1/CDK1复合物(又称有丝分裂促进因子, 
MPF)在食管鳞癌发生发展各阶段的作用机制, 
为食管鳞癌早诊早治提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取山西大医院2012-2014年食管鳞

癌35例. 标本均经40 g/L甲醛固定, 常规石蜡包

埋. 所有患者术前均未接受过放化疗, 且均有

完整的临床病理资料. 兔抗人CyclinB1多克隆

抗体及小鼠抗人p53(BP53.12)、Rb(1F8)单克

隆抗体购自北京中杉金桥生物技术有限公司; 
兔抗人CDK1多克隆抗体购自北京博奥森生物

技术有限公司. 
1.2 方法

1.2.1 组织芯片的制作: (1)光镜下观察HE切片, 
选取符合条件的切片(同一个病例同时存在食

管鳞癌、上皮内瘤变组织及正常食管黏膜), 
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■相关报道
前 期 学 者 的 研
究 已 经 发 现 , 
CyclinB1在一些
肿 瘤 细 胞 系 ( 如
乳腺癌、结直肠
癌、肺癌、宫颈
癌、黑色素瘤、
淋巴瘤、白血病)
中检测到过表达; 
CDK1作为细胞
周期G2/M转换阶
段的重要激酶, 在
许多肿瘤中也普
遍存在着高表达. 
本文作者已经进
行了G1/S期细胞
周期蛋白、细胞
周期蛋白依赖性
激酶在食管上皮
癌变过程中的调
控机制的研究, 并
得出了一些有意
义的结论. 该研究
为前期课题的延
续, 进一步观察食
管上皮癌变过程
中G2/M期细胞周
期因子的调控机
制及意义, 试图探
索MPF在食管鳞
癌发生发展中的
作用.

分别圈选3个目标区域并在玻片上标记; (2)制
备蜡模: 选择大小合适的不锈钢包埋模具, 注
入适量的石蜡, 注入量以自然冷却后蜡层厚3-4 
mm为佳, 然后在其中央根据实验标本需求, 制
作6×6微阵列模孔, 选其中1个孔作为阳性对

照备用; (3)将样本蜡块与玻片上的标记进行核

对并标注目标穿刺区域, 采集组织芯; (4)逐个

将组织芯按序插入到蜡模的目标孔中, 并加热

使其与蜡模相融. 行4 μm连续切片5张, 贴附于

经正电荷处理的载玻片上, 60 ℃烤片2 h, 室温

保存备用. 
1.2.2 免疫组织化学(EnVision二步法): (1)石蜡

切片常规脱蜡和水化, 乙二胺四乙酸(枸橼酸)
修复液进行高压煮沸抗原修复; (2)3%H2O2阻

断内源性过氧化物酶活性; (3)滴加一抗, 4 ℃
过夜; (4)次日滴加酶标二抗; (5)DAB显色, 苏
木素复染, 脱水, 透明, 封片. 
1.2.3 结果判读标准: 阳性表达产物呈棕黄色颗

粒, CyclinB1和CDK1定位于细胞浆[2], p53定位

于细胞核[3], Rb定位于细胞核或核旁[4]. 阳性表

达细胞数>5%时判读为该例阳性. 用已知阳性

组织作为阳性对照, 以PBS缓冲液代替一抗作

为阴性对照. 
统计学处理 采用SPSS17.0统计软件进行

χ2
检验和Spearman等级相关性分析, P <0.05为

差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 病理组织学分类及例数 食管鳞癌组选取35
例, 即肿瘤性鳞状上皮穿透鳞状上皮基底膜至

黏膜固有层或更深, 组织结构紊乱, 细胞异型, 
核分裂象增多[5]; 高级别上皮内瘤变组选取15
例, 即组织结构及细胞异型性累及了上皮的上

1/2, 包括原位癌[6]; 低级别上皮内瘤变组选取

20例, 即组织结构及细胞异型性局限于上皮的

下1/2[7]; 正常食管上皮组选取35例, 即细胞排

列整齐, 极向存在, 无异型性. 其中组织结构异

型性是指细胞排列紊乱及极向消失; 细胞学异

型性是指细胞核增大、深染, 细胞核与细胞浆

比例增大, 核分裂象增多. 
2.2 CyclinB1、CDK1在食管鳞癌、上皮内瘤

变及癌旁正常上皮组中的表达 Cyc l inB1与
CDK1在食管鳞癌组中均呈高表达, 阳性表达

率分别为71.4%及80.0%. 且与正常上皮、低级

别及高级别上皮内瘤变组间比较均有统计学

差异(P <0.05). CyclinB1在高级别上皮内瘤变

组的表达率高于正常上皮组, 差异有统计学意

义(P <0.05); 但在高级别与低级别上皮内瘤变

组、低级别上皮内瘤变组与正常上皮组之间, 
CyclinB1与CDK1的阳性表达率接近, 均无统

计学差异(表1, 图1A-G). 
2.3 p53、Rb在食管鳞癌、上皮内瘤变及癌旁

正常上皮组中的表达 在35例食管正常上皮组

织及上皮内瘤变(包括高级别与低级别)组织

中, 无1例p53表达; 食管鳞癌组中, p53的阳性

表达率为68.6%, 与高级别、低级别上皮内瘤

变及正常上皮组间比较, 均有显著统计学差异

(P <0.01). 在食管上皮癌变过程中, Rb的表达

呈逐渐升高的趋势, 除鳞癌组与高级别上皮内

瘤变组表达率接近外(P >0.05), 其他各组间表

达率均具有显著统计学差异(P <0.01)(表2, 图
1H-K). 
2.4 食管鳞癌中CyclinB1、CDK1、p53及Rb
蛋白表达之间的相互关系 经Spearman等级相

关性分析显示, 在食管鳞癌组中, CyclinB1、
CDK1、p53及Rb蛋白表达两两比较均呈显著

正相关(P <0.01)(表3). 

3  讨论

恶性肿瘤是一类渐进性细胞周期调控机制破

坏所致的疾病. 细胞周期是细胞生命活动的

基本过程, 参与细胞周期调控的因子主要有: 
细胞周期蛋白、细胞周期蛋白依赖性激酶

(cyclin-dependent kinases, CDKs)、细胞周期蛋

白依赖性激酶抑制因子. 细胞周期运行的核心

机制是在一系列细胞周期蛋白的调控下, 相应

的CDKs依次被激活, 从而驱动细胞通过G1、

S、G2期, 达到有丝分裂期M期, 实现忠于亲代

的细胞复制. 在哺乳动物中, 存在着不同的细

胞周期蛋白和不同的CDKs, 他们对不同的细

胞周期阶段进行调控[8,9], CyclinB1和CDK1是
细胞周期G2/M转换阶段最重要的分子[10,11], 二
者结合形成MPF, MPF是G2/M期检验点调节的

关键因子, 是决定带有DNA损伤的细胞是否

进入有丝分裂期的最后一道关卡, 其活性受多

种因素的调控. 近年的研究[12]发现CyclinB1与
CDK1在多种实体肿瘤中有过表达现象, 而且

与恶性肿瘤的增殖、分化、转移和复发等密

切相关, 但这一机制在食管鳞癌发生发展中的

作用鲜有报道. 
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■创新盘点
本文应用组织芯
片技术 ,  选取在
同一个病例中既
有鳞癌 ,  又有上
皮内瘤变组织及
正 常 食 管 黏 膜 , 
可将因不同实验
批次及人为操作
引起的实验误差
减少到最低程度, 
使 结 果 更 为 科
学、客观、准确. 
本研究不仅观察
MPF的作用, 同时
探讨影响MPF的
促进及抑制因子
的调控机制 ,  这
种联合检测模式
在食管上皮癌变
的研究中较少见.

CyclinB1在一些肿瘤细胞系(如乳腺癌、

结直肠癌、肺癌、宫颈癌、黑色素瘤、淋巴

瘤、白血病)中检测到过表达[12-16], 呈现出癌

基因的特性, 其与肿瘤的发生、发展、预后、

     

表  1  CyclinB1和CDK1蛋白的表达

分组 n
CyclinB1 CDK1

阳性数 阳性率(%) χ2值 P 值 阳性数 阳性率(%) χ2值 P 值

食管鳞癌组 35 25 71.4   4.402a   0.036 28 80.0 19.444a <0.001

  8.882d   0.003 32.595d <0.001

23.333f <0.001 36.187f <0.001

高级别上皮内瘤变组 15   6 40.0   4.046e   0.044   2 13.3  0.265   0.607

 0.380   0.537  2.828   0.093

低级别上皮内瘤变组 20   6 30.0  1.964   0.161   0   0.0  1.813   0.178

食管正常上皮组 35   5 14.3   3   8.6

aP<0.05 vs  高级别上皮内瘤变组; dP<0.01 vs  低级别上皮内瘤变组; eP<0.05, fP<0.01 vs  食管正常上皮组. CyclinB1: 细胞周期

蛋白B1; CDK1: 细胞周期蛋白依赖性激酶1.

     

表  2  p53和Rb蛋白的表达

分组 n
p53 Rb

阳性数 阳性率(%) χ2值 P 值 阳性数 阳性率(%) χ2值 P 值

食管鳞癌组 35 24 68.6 19.780b <0.001 24 68.6  0.680   0.409

24.332d <0.001   7.637d   0.006

36.522f <0.001 32.916f <0.001

高级别上皮内瘤变组 15   0   0.0 12 80.0   8.578d   0.003

32.477f <0.001

低级别上皮内瘤变组 20   0   0.0  0.566   0.452   6 30.0   8.442f   0.004

食管正常上皮组 35   0   0.0   1   2.9

bP<0.01 vs  高级别上皮内瘤变组; dP<0.01 vs  低级别上皮内瘤变组; fP<0.01 vs  食管正常上皮组.

     

表  3  食管鳞癌组中CyclinB1、CDK1、p53及Rb蛋白表达的相关性

分组
CDK1

合计 r 值
p53

合计 r 值
Rb

合计 r 值
+ - + - + -

CyclinB1 0.632 0.662 0.662

  + 25 0 25 24 10 34 24 10 34

  -   3 7 10   1   0   1   1   0   1

  合计 28 7 35 25 10 35 25 10 35

CDK1 0.739 0.739

  + 24   4 28 24   4 28

  -   0   7   7   0   7   7

  合计 24 11 35 24   4 35

p53 1.000

  + 24   0 24

  -   0 11 11

  合计 24 11 35

CyclinB1: 细胞周期蛋白B1; CDK1: 细胞周期蛋白依赖性激酶1.
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■应用要点
阐明MPF及其相
关细胞周期调控
因子p53、Rb在
食管上皮癌变过
程中的作用机制. 
探讨MPF的表达
状况对食管鳞癌
临床预后、侵袭
性 的 提 示 意 义 . 
寻找食管上皮癌
变各阶段有意义
的 肿 瘤 标 志 物 , 
为食管癌的早诊
早治提供思路.

图  1  食管鳞癌免
疫组织化学染色及
CyclinB1、CDK1、
p53、Rb的表达. A: 

食管鳞癌(HE×200); 

B-D: CyclinB1的表

达; E-G: CDK1的表

达; H: 食管鳞癌中

p53的表达(×400); 

I-K: Rb的表达; B、

E、I: 食管鳞癌(×

400); C、F、J: 食管

高级别上皮内瘤变

(×100); D、G、K: 

食管高级别上皮内

瘤变(×400).

A B

C D

E F

G H

I J

K
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■名词解释
食管鳞癌 :  肿瘤
性鳞状上皮穿透
鳞状上皮基底膜
至黏膜固有层或
更深 ,  组织结构
紊乱, 细胞异型, 
核分裂象增多; 
高级别上皮内瘤
变 :  组织结构及
细胞异型性累及
了上皮的上1/2, 
包括原位癌; 
低级别上皮内瘤
变 :  组织结构及
细胞异型性局限
于上皮的下1/2.

及治疗的关系受到广泛关注[17]. Yoshida等[18]

在对非小细胞肺癌的研究中发现, CyclinB1的
过表达与非小细胞肺癌分化级别和血管侵袭

有关, CyclinB1的过表达是非小细胞肺癌患者

有意义的预后指标. CDK1作为细胞周期G2/M
转换阶段的重要激酶, 在许多肿瘤中也普遍存

在着高表达, 他与多种肿瘤的恶性表型有相关

性[19,20]. Hansel等[21]的研究表明, CDK1能够作

为食管腺癌和癌前病变的诊断标志物, 并能预

测肿瘤进展情况. 本研究发现, 在食管鳞癌的

发生、发展过程中(正常上皮-低级别上皮内

瘤变-高级别上皮内瘤变-食管鳞癌), CyclinB1
和CDK1的阳性表达率逐渐升高, 且食管鳞癌

组明显高于其他各组(P <0.05), 而且二者在食

管鳞癌组中呈显著正相关(r  = 0.632, P <0.01), 
说明CyclinB1、CDK1过表达在食管上皮内瘤

变发展为食管鳞癌的过程中起着显著作用, 二
者的联合高表达协同促进食管鳞癌的发生发

展. 这一结果也进一步验证了MPF启动有丝分

裂、越过细胞周期检查点、导致失控性的细

胞增殖这一癌变机制. 
p53基因位于人染色体17p13上, 分为野生

型(wild-type p53, wtp53 )和突变型(mutant-type 
p53, mtp53 )两种[22], wtp53为抑癌基因, 参与

DNA损伤修复, 作为“分子警察”监视着细胞

基因组DNA的完整性和复制的准确性, 在细胞

增生、分化、细胞凋亡的诱导及维护细胞基

因组完整性的过程中发挥着重要作[23]; mtp53
能起到癌基因的作用, 不仅失去了抑制肿瘤

的功能[24], 反而促进恶性肿瘤细胞的生长, 最
终使细胞全部表型出现恶性化[25]. 大量研究提

示, p53突变与消化系恶性肿瘤的发生关系密

切. 王启鸣等[26]的研究结果显示, 从正常食管

上皮、癌旁组织到食管鳞癌组织, P53蛋白阳

性表达率逐渐升高, 苗成利[27]等研究发现P53
蛋白在癌远旁组织, 癌近旁组织及食管癌灶中

阳性率逐步提高, 提示P53参与食管癌变过程

的可能性大. 本研究发现, 在食管鳞癌的进展

过程中, p53的阳性率显著升高, 这与王启鸣的

研究相一致, 并且在食管鳞癌组中的表达阳

性率明显高于高级别及低级别上皮内瘤变组

(P <0.01). 由此推断, p53突变促进了食管鳞癌

的发生发展, 可将p53作为检测食管癌变的重

要指标之一. 
视网膜母细胞瘤基因Rb位于人类染色体

13q14, 是第一个被克隆的抑癌基因[28], 主要通

过去磷酸化作用抑制细胞周期. 肿瘤组织中

Rb基因的异常主要表现为等位基因缺失和基

因突变, 不仅在视网膜母细胞瘤中存在, 也存

在于乳腺癌、肝癌、小细胞肺癌、软组织肉

瘤等肿瘤中[29]. Rb蛋白通过磷酸化失活的机

制, 释放与其结合的核转录因子-1(transcription 
factors-1, E2F-1), 从而促进细胞增殖[30]. 本研

究发现, 在食管鳞癌的发生发展过程中, Rb蛋
白的阳性表达率逐渐升高, 在食管正常上皮组

织发展为食管低级别及高级别上皮内瘤变的

过程中, 阳性表达率升高尤其明显(P <0.01). 但
鳞癌组与高级别上皮内瘤变组表达率接近, 无
统计学差异. 推测在食管癌变过程的早期阶

段, Rb蛋白出现表达异常的机制可能存在2种
情况: (1)Rb蛋白磷酸化失活, 释放E2F-1, 促进

食管上皮内瘤变; (2)为了抑制肿瘤细胞过度增

殖, Rb蛋白出现负反馈性过表达. 因此, Rb可
作为检测食管癌变早期阶段的指标之一. 

总之 ,  在食管鳞癌发生发展过程中 , 
CyclinB1、CDK1、p53和Rb蛋白均呈过表达. 
而且四者在食管鳞癌组织中的表达亦呈显著

正相关, 说明这4个基因协同作用促进食管鳞癌

的发生发展, 并分别在癌变的不同阶段发挥作

用. Rb蛋白的过表达参与了食管上皮内瘤变的

演进过程, 是食管癌变过程中的早期事件; 而
CyclinB1、CDK1、p53蛋白的过表达可促进

食管鳞癌的发生. 因此, 联合检测CyclinB1、
CDK1、p53和Rb的蛋白表达将有助于食管癌的

早期诊断及病变发展的评估. 
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■同行评价
本文通过免疫组
织化学方法检测
了 在 食 管 鳞 癌 , 
上 皮 内 瘤 变 组
织及正常食管黏
膜中CyclinB1、
CDK1、p53和Rb
的蛋白表达变化
及 其 相 互 关 系 . 
研究结果显示在
食管癌变的过程
中 ,  CyclinB1 、
C D K 1 、p 5 3 及
R b 基 因 蛋 白 过
表达并具有协同
作用; Rb蛋白的
过表达参与了食
管上皮内瘤变的
演进过程 ,  是食
管 癌 变 的 早 期
事件 ;  提出联合
检测CyclinB1、
CDK1、p53和Rb
蛋白表达将有助
于食管癌的早期
诊断及病变发展
的评估 .  文章运
用的检测及分析
方法较恰当 ,  结
论具有一定的临
床意义.
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