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　　摘　要：目的　探讨食管鳞癌组织和细胞系中Ｎｅｋ８的表达及其与食管鳞癌临床病理特征和术后生存的关系。方法　采用

ＲＴＰＣＲ法检测食管鳞癌细胞系Ｅｃａ１０９细胞、２例配对的食管鳞癌组织和癌旁黏膜上皮中Ｎｅｋ８ｍＲＮＡ表达情况；应用免疫组织

化学法检测Ｎｅｋ８蛋白在食管鳞癌组织芯片中的表达情况，并结合临床病理资料和生存率进行统计学分析。结果　Ｎｅｋ８ｍＲＮＡ

在Ｅｃａ１０９细胞、２例食管鳞癌患者的癌组织均有表达，而癌旁食管黏膜上皮中均未见明显的表达。组织芯片结果示Ｎｅｋ８蛋白主

要表达于细胞质，在７８例配对的标本中，Ｎｅｋ８在食管鳞癌组织中的表达显著高于其在癌旁黏膜组织的表达（犘＝２．１６Ｅ１３）。其

表达与肿瘤大小有关（犘＝０．００８），而与性别、年龄、分化程度、浸润深度、淋巴结转移无关（犘＞０．０５）。生存分析显示高表达和低

表达Ｎｅｋ８的患者生存率差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　Ｎｅｋ８在食管鳞癌组织和细胞中表达上调，可能参与了食管鳞癌

的发生、发展，可作为诊断的标志物和治疗的靶点。
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　　食管癌是世界第八大常见人类肿瘤，其病死率居癌症死因

的第６位
［１］。我国是食管癌发病率和病死率最高的国家，其发

病率居恶性肿瘤的第４位。我国食管癌的发病率有明显的地

区分布特点，其中，研究者所在的川东北地区是高发区之一。

食管癌的形成是多因素作用、多基因变化和多阶段发展的过

程，筛选和确定与食管癌发生发展相关的分子和信号通路，以

及他们之间的互作关系，将为食管癌的发病机制、诊断、治疗、

预后判断提供科学依据。１项食管癌相关的研究中，作者发现

Ｎｅｋ８基因在食管鳞癌细胞系Ｅｃａ１０９细胞中高表达，而正常食

管黏膜上皮不表达。Ｎｅｋ８属 ＮＩＭＡ相关激酶家族（ｎｅｖｅｒｉｎ

ｍｉｔｏｓｉｓａｒｅｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，Ｎｅｋ），该家族为丝氨酸／苏氨酸激酶，

在人类基因组中已发现包括Ｎｅｋ１～１１共１１个成员
［２］。目前

关于Ｎｅｋ８的研究较少，多集中在与囊性肾病的关系，但Ｂｏｗ

ｅｒｓ等
［３］发现 Ｎｅｋ８水平在乳腺癌组织中比正常组织表达更

高，提示Ｎｅｋ８可能是肿瘤相关基因。为进一步探讨 Ｎｅｋ８与

食管鳞癌的关系，本研究采用ＲＴＰＣＲ和组织芯片的方法，对

Ｎｅｋ８在食管鳞癌组织中的表达进行了研究，作为探索 Ｎｅｋ８

与食管鳞癌或其他肿瘤是否相关的基础。

１　资料与方法

１．１　一般资料　食管鳞癌１７２点组织芯片（ＨＥｓｏＳｑｕ１７２Ｓｕｒ

０１）由上海芯超生物科技有限公司提供，含７８例配对的癌组织

及癌旁组织，８例癌组织，共８６例。食管鳞癌的ＴＮＭ分期、分

７９５重庆医学２０１５年２月第４４卷第５期
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级和病理诊断由公司提供。组织均来自经过患者知情同意的

组织芯片库。其中男６４例，女２２例；年龄４１～８１岁，平均６５

岁；病理分化程度：Ⅰ级８例，Ⅰ～Ⅱ级２０例，Ⅱ级４０例，Ⅱ～

Ⅲ级７例，Ⅲ级１１例；无淋巴结转移者５１例，有淋巴结转移者

３５例；肿瘤大小计算公式为：肿瘤大小＝长×宽×高×π／６，其

中２２例小于或等于５ｃｍ３，６２例大于５ｃｍ３，２例无相关资料。

本研究调查的８６例食管鳞癌患者，手术时间为２００６年７月至

２００８年１０月，随访时间２０１３年９月。随访时因食管癌死亡

５９例，截尾数２７例，分别占总人数的６８．６％和３１．４％。ＲＴ

ＰＣＲ所用２例配对的食管鳞癌组织及癌旁食管黏膜上皮来自

川北医学院附属医院胸心外科手术切除标本，均通过病理学诊

断证实和患者知情同意。食管黏膜上皮为无菌条件下剪取远

离癌组织的正常食管，除去结缔组织及血管，纵行剖开食管，

ＰＢＳ液洗涤，剪成大小约１ｃｍ２ 小块，用眼科镊将黏膜层直接

撕下。食管鳞癌 Ｅｃａ１０９细胞系购自中国典型培养物保藏

中心。

１．２　主要试剂　兔抗人 Ｎｅｋ８多克隆抗体购于 Ａｂｃａｍ公司。

免疫组织化学试剂盒 ＵｌｔｒａＶｉｓｉｏｎＱｕａｎｔｏＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ

ＨＲＰ购自Ｔｈｅｒｍｏ公司，包括信号放大剂ＰｒｉｍａｒｙＡｎｔｉｂｏｄｙ

ＡｍｐｌｉｆｉｅｒＱｕａｎｔｏ和兔鼠结合二抗 ＨＲＰＰｏｌｙｍｅｒＱｕａｎｔｏ等。

ＤＡＢ试剂盒购自 Ｔｈｅｒｍｏ公司。抗体稀释液购自 ＤＡＫＯ公

司。引物由上海生工合成。ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴＰＣＲ试剂盒

购自大连宝生物工程有限公司。ＴＲＩｚｏｌ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

其他试剂均为国产或进口分析纯。

１．３　方法

１．３．１　ＲＴＰＣＲ检测 Ｎｅｋ８ｍＲＮＡ的表达　用 ＴＲＩｚｏｌ提取

细胞或组织总 ＲＮＡ，按照ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴＰＣＲ试剂盒说

明书提取总ＲＮＡ进行逆转录合成ｃＤＮＡ并进行ＰＣＲ。ＰＣＲ

引物如下，Ｎｅｋ８：上游引物为５′ＣＴＧＣＧＧＣＴＧＣＣＡ ＡＴＧ

ＣＴＣＡＡ３′，下游引物为５′ＡＡＣＴＣＧＣＴＧＡＧＣＴＴＣＣＴＧ

ＴＣＣＴＧＧ３′；βａｃｔｉｎ：上游引物为５′ＧＡＣＧＡＧＧＣＣＣＡＧ

ＡＧＣＡＡＧ ＡＧＡ３′，下游引物为 ５′ＡＣＧ ＴＡＣ ＡＴＧ ＧＣＴ

ＧＧＧＧＴＧＴＴＧ３′。ＰＣＲ条件为：９４℃变性３０ｓ，５５℃退火

３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３４个循环。

１．３．２　组织芯片免疫组织化学染色　将组织芯片放入烘箱

中，烘蜡１ｈ；常规脱蜡水化；柠檬酸修复；内源性过氧化物酶阻

断剂阻断１０ｍｉｎ；滴加用ＤＡＫＯ抗体稀释液１∶３０００稀释的

Ｎｅｋ８抗体，湿盒４℃孵育过夜，ＰＢＳ冲洗；滴加信号放大剂作

用１０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗；滴加兔鼠结合二抗作用１０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲

洗；ＤＡＢ显色，苏木素复染，脱水，中性树脂封固。以显色强度

（ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ）和显色比例（ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ）的乘积（Ｑｓｃｏｒｅ）作为结果

判断的标准。显色强度分为０～３级，评级标准：０，不显色；１，

弱显色；２，中度显色；３，强显色。显色比例分为０～９级，评级

标准，０级：＜５％；１级：５％～１５％；２级：１５％～２５％……；９

级：８５％～１００％。Ｑｓｃｏｒｅ最小为０，最大为２７。Ｑｓｃｏｒｅ≤

１３．５为低表达，＞１３．５为高表达。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行分析，配对

的癌组织及癌旁组织 Ｎｅｋ８表达差异采用配对资料的非参数

检验 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ检验。癌组织中 Ｎｅｋ８表达情况与临床病理参

数之间的关系采用χ
２ 检验。生存分析采用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法，

生存率比较采用Ｌｏｇｒａｎｋ检验。以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　ＲＴＰＣＲ检测 Ｎｅｋ８ｍＲＮＡ的表达　Ｅｃａ１０９细胞、２例

食管鳞癌患者的癌组织均有 Ｎｅｋ８ｍＲＮＡ表达，且Ｅｃａ１０９细

胞表达最强。在所检测的这２例患者癌旁食管黏膜上皮中均

未见明显的Ｎｅｋ８表达，见图１。

　　１：Ｅｃａ１０９细胞；２、４：食管鳞癌组织；３、５：相应配对的癌旁食管黏

膜上皮。

图１　　ＲＴＰＣＲ检测Ｎｅｋ８ｍＲＮＡ在食管鳞癌

细胞系和组织中的表达

２．２　组织芯片食管鳞癌组织和癌旁组织中 Ｎｅｋ８的表达　采

用食管鳞癌组织芯片，用 Ｎｅｋ８抗体进行免疫组织化学染色，

结果如图２。Ｎｅｋ８主要表达在细胞胞质。检测的８６例食管

鳞癌标本中，癌组织均有 Ｎｅｋ８表达，其中低表达３８例，高表

达４８例。癌旁组织中，阴性１６例，低表达６１例，高表达１例。

经 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ检验，在其中７８例配对的标本中，Ｎｅｋ８在癌组织

中的表达显著高于其在癌旁黏膜组织的表达，差异有统计学意

义（犘＜０．０５），见图３。

　　Ａ：食管鳞癌组织；Ｂ：配对的癌旁组织。

图２　　组织芯片免疫组织化学检测Ｎｅｋ８在配对的食管鳞

癌组织和癌旁组织中的表达（×２００）

图３　　Ｎｅｋ８在食管鳞癌组织和配对癌旁

组织表达的统计学分析

２．３　Ｎｅｋ８表达与食管鳞癌临床病理参数的关系　经统计学

分析，Ｎｅｋ８表达与性别、年龄、分化程度、浸润深度、淋巴结转

移无关（犘＞０．０５），与肿瘤大小有关（犘＜０．０５），见表１。

２．４　Ｎｅｋ８表达与食管鳞癌患者术后生存的关系　采用Ｋａｐ

ｌａｎＭｅｉｅｒ法和Ｌｏｇｒａｎｋ检验，对癌组织 Ｎｅｋ８表达与食管鳞

癌患者生存率进行单因素生存分析发现，Ｎｅｋ８蛋白表达的高

低与食管鳞癌患者术后生存无显著的相关性（犘＞０．０５），见

图４。
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表１　　Ｎｅｋ８表达与食管鳞癌临床病理特征的关系（狀）

项目 狀
Ｎｅｋ８表达

低表达 高表达
χ
２ 犘

性别

　男 ６４ ３２ ３２ ３．４２９ ０．０６４

　女 ２２ ６ １６

年龄（岁）

　＜６０ ２７ １３ １４ ０．２５１ ０．６１７

　≥６０ ５９ ２５ ３４

分化程度

　Ⅰ，Ⅰ～Ⅱ ２８ １４ １４ ０．５６９ ０．４５１

　Ⅱ，Ⅱ～Ⅲ，Ⅲ ５８ ２４ ３４

浸润深度

　Ｔ０～２ ２０ １２ ８ ２．６４３ ０．１０４

　Ｔ３～４ ６６ ２６ ４０

淋巴结转移

　有 ３５ １９ １６ ２．４４１ ０．１１８

　无 ５１ １９ ３２

肿瘤大小（ｃｍ３）

　≤５ ２２ １５ ７ ７．０４４ ０．００８

　＞５ ６２ ２２ ４０

　无数据 ２ １ １

图４　　Ｎｅｋ８表达与食管鳞癌患者术后生存的关系

３　讨　　论

在对丝状菌构巢曲霉的细胞分裂周期突变的遗传筛选中

发现了与有丝分裂入口相关的丝氨酸／苏氨酸激酶 ＮＩＭＡ。

ＮＩＭＡ是Ｇ２／Ｍ期进展所需的重要蛋白酶，启动染色质凝聚和

促进进入有丝分裂［３］。随后，在真核细胞中鉴定到 ＮＩＭＡ的

直系同源物 Ｎｅｋ。目前在人类基因组中发现 Ｎｅｋ家族包括

Ｎｅｋ１～１１共１１个成员。其中，Ｎｅｋ２、Ｎｅｋ６、Ｎｅｋ７和 Ｎｅｋ９与

有丝分裂有关，Ｎｅｋ１和Ｎｅｋ８与纤毛形成有关，Ｎｅｋ１、Ｎｅｋ２和

Ｎｅｋ１１参与ＤＮＡ损伤反应
［４］。越来越多的研究表明，Ｎｅｋ家

族部分成员的表达或功能异常与肿瘤的发生发展高度相关，其

中以Ｎｅｋ２、Ｎｅｋ６研究最多。在多种恶性肿瘤组织和细胞系

中，Ｎｅｋ２和／或Ｎｅｋ６的转录、蛋白、激酶活性水平上调，用小

干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）敲低 Ｎｅｋ２或 Ｎｅｋ６表达抑制了肿瘤细胞

增殖，诱导细胞凋亡［５６］。

在本研究前期１项与食管癌相关的研究中发现有一基因

在食管鳞癌细胞系Ｅｃａ１０９细胞中高表达，而正常食管黏膜上

皮不表达。对该基因进行测序并在 ＧｅｎＢａｎｋ中进行比对，发

现该基因为Ｎｅｋ８。Ｎｅｋ８首先被Ｈｏｌｌａｎｄ和Ｌｉｕ等克隆
［７８］，目

前关于Ｎｅｋ８的研究较少，多集中在与囊性肾病的关系。人

Ｎｅｋ８在分裂细胞中定位于中心体，在有纤毛细胞中定位于最

接近纤毛的区域。在常染色体隐性多囊肾（ＡＲＰＫＤ）模型ｊｃｋ

小鼠中发现 Ｎｅｋ８发生 Ｇ４４８Ｖ突变。在肾集合管细胞中，突

变改变了Ｎｅｋ８的定位，由明显的顶点定位改变为分散的细胞

质定位。表达突变的Ｎｅｋ８导致细胞分裂失败，出现更大的和

多核的细胞，肌动蛋白细胞骨架也出现异常。在斑马鱼中用反

义寡核苷酸敲低Ｎｅｋ８导致形成前肾囊肿，敲除 Ｎｅｋ８的小鼠

其肾发育受到损害，提示 Ｎｅｋ８功能丢失导致多囊肾病
［３，８９］。

Ｎｅｋ８也与常染色体隐性肾疾病少年型肾单位肾痨（ｎｅｐｈｒｏ

ｍｏｐｈｔｈｉｓｉｓ，ＮＰＨＰ）相关（因此Ｎｅｋ８也被称为ＮＰＨＰ９）。在患

者标 本 中 发 现 了 几 个 Ｎｅｋ８ 突 变 体 （Ｌ３３０Ｆ，Ｈ４２５Ｙ 和

Ａ４９７Ｐ）。在小鼠内髓集合管上皮细胞系ＩＭＣＤ３细胞中过表

达３个突变均显示Ｎｅｋ８在纤毛定位的减少，支持 Ｎｅｋ８的错

误定位导致肾囊肿的形成［１０１２］。Ｎｅｋ８通过启动复制叉进程，

抑制异常的起点激发，稳定失速的复制叉而保持基因组稳定

性。Ｎｅｋ８丢失导致自发的ＤＮＡ损伤和细胞对复制应激反应

的缺失。Ｎｅｋ８可能是复制应激反应的关键效应分子，该反应

失调可能导致肾纤毛疾病的发生［１３１４］。

本研究针对食管鳞癌中 Ｎｅｋ８的表达情况进行了研究。

ＲＴＰＣＲ结果显示Ｅｃａ１０９细胞、食管鳞癌组织均有Ｎｅｋ８ｍＲ

ＮＡ表达，而在检测的正常食管黏膜上皮中未见明显的 Ｎｅｋ８

表达。组织芯片包含的７８例配对的标本中，Ｎｅｋ８在食管鳞癌

组织中的表达显著高于其在癌旁黏膜组织的表达。提示Ｎｅｋ８

可作为诊断食管鳞癌的分子标志物，并且可能与食管鳞癌的发

生、发展相关。关于Ｎｅｋ８与肿瘤关系的研究，目前报道极少，

只有两篇文献提及。Ｂｏｗｅｒｓ等
［３］研究发现，Ｎｅｋ８在乳腺癌中

比乳腺正常组织表达更高；Ｃｈａｎ等
［１５］针对４１个配对的外科

切除的肝细胞肝癌标本定量ＲＴＰＣＲ结果显示，Ｎｅｋ８在肿瘤

组织中有１．２９倍的增加。以上研究均提示 Ｎｅｋ８可能是肿瘤

相关基因，但其在肿瘤发生、发展中的作用尚不清楚。本研究

还发现，Ｎｅｋ８表达与性别、年龄、分化程度、浸润深度、淋巴结

转移无关（犘＞０．０５），而与肿瘤大小有关（犘＜０．０５），提示

Ｎｅｋ８可能与细胞增殖关系密切。虽然 Ｎｅｋ家族多数成员被

认为是细胞周期调节子，Ｎｅｋ８是否参与细胞周期调节尚不清

楚，在骨肉瘤Ｕ２０Ｓ细胞系中表达缺陷突变的Ｎｅｋ８导致肌动

蛋白减少，Ｃｄｋ１／ｃｙｃｌｉｎＢ１微弱增加，提示 Ｎｅｋ８可能与 Ｇ２／Ｍ

进程相关［３］；另外，Ｈａｂｂｉｇ等
［１２］发现Ｎｅｋ８促进 Ｈｉｐｐｏ信号通

路的癌基因转录因子 ＴＡＺ转位入核，在乳腺癌细胞中敲低

Ｎｅｋ８抑制了ＴＡＺ诱导的增殖，提示 Ｎｅｋ８可能和 ＴＡＺ共同

控制细胞增殖。生存分析结果显示，高表达和低表达 Ｎｅｋ８的

患者生存率差异无统计学意义（犘＞０．０５），提示 Ｎｅｋ８与食管

鳞癌患者的预后可能无显著的关联。

总之，Ｎｅｋ８是一潜在的肿瘤相关基因，可能与食管鳞癌等

肿瘤发生、发展相关，但其具体机制尚不清楚。尚需进一步研

究明确其功能，该分子有望作为诊断食管鳞癌的标志物和治疗

食管鳞癌的靶点。
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