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  摘 要:目的 探索自噬蛋白Beclin-1和N-myc下游调控基因2(NDRG2)在食管鳞状细胞癌(ESCC)中的

表达,并探讨两种蛋白作为ESCC预后分子标志物的临床价值。方法 采用免疫组织化学染色检测Beclin-1与

NDRG2在121例ESCC组织中的表达,通过Pearson相关分析两者表达与临床病理参数的关系。根据Beclin-
1与NDRG2的表达情况将所有患者分为2组,高、低表达组的生存概率通过Kaplan-Meier曲线计算,Log-rank
检验用于生存分析的比较。采用Cox比例风险模型进行单因素和多因素分析,确定ESCC患者的独立预后因

子。结果 免疫组织化学染色分析显示Beclin-1蛋白在121例ESCC及癌旁组织中的阳性表达率分别为

40.5%(49/121)和59.5%(68/121),差异有统计学意义(χ2=5.973,P=0.015)。NDRG2蛋白在ESCC组织

中的阳性表达率亦明显低于癌旁组织,差异有统计学意义(46.3%
 

vs.61.2%;χ2=5.385,P=0.020)。Beclin-
1低表达者有更为频繁的淋巴结转移(

 

χ2=6.158,P=0.013)和更晚的TNM分期(
 

χ2=4.538,P=0.033),而
NDRG2低表达与更晚的T分期(χ2=6.607,P=0.010)和TNM 分期(χ2=5.744,P=0.017)相关。Kaplan-
Meier曲线显示,Beclin-1低表达与高表达患者的3年总体生存(OS)率分别为44.3%和60.9%,差异有统计学

意义(χ2=
 

5.696,P=0.017)。NDRG2低表达者的预后亦明显低于 NDRG2高表达者,3年 OS率分别为

43.9%和59.2%(χ2=
 

9.004,P=0.003)。单、多因素Cox比例风险模型分析表明,Beclin-1低表达(HR=
1.727,95%CI:1.017~2.934,P=0.043)、NDRG2低表达(HR=1.671,95%CI:1.023~2.730,P=0.040)与

TNM
 

Ⅱ~Ⅲ期(HR=3.823,95%CI:2.133~6.852,P<0.001)是ESCC患者预后不良的独立预测因素。
结论 Beclin-1和NDRG2表达在ESCC中明显下调,且与患者不良预后相关,其可能是预测ESCC患者生存

的预后标志物。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

expression
 

of
 

autophagy
 

protein
 

Beclin-1
 

and
 

N-myc
 

downstream
 

reg-
ulatory

 

gene
 

2
 

(NDRG2)
 

in
 

esophageal
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

(ESCC),and
 

to
 

explore
 

the
 

clinical
 

value
 

of
 

these
 

two
 

proteins
 

as
 

prognostic
 

molecular
 

markers
 

for
 

ESCC.Methods Immunohistochemical
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

Beclin-1
 

and
 

NDRG2
 

in
 

121
 

ESCC
 

tissues,the
 

relationship
 

between
 

their
 

ex-
pression

 

and
 

clinical
 

pathological
 

parameters
 

through
 

Paarson
 

correlation
 

analysis.Test
 

and
 

analyze
 

the
 

rela-
tionship

 

between
 

their
 

expression
 

and
 

clinical
 

pathological
 

parameters.All
 

patients
 

were
 

divided
 

into
 

two
 

groups
 

based
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

Beclin-1
 

and
 

NDRG2.The
 

survival
 

probabilities
 

of
 

the
 

high
 

and
 

low
 

expres-
sion

 

groups
 

were
 

calculated
 

using
 

Kaplan-Meier
 

curves,and
 

the
 

Log-rank
 

test
 

was
 

used
 

for
 

comparison
 

in
 

sur-
vival

 

analysis.Cox
 

proportional
 

hazards
 

model
 

was
 

used
 

for
 

univariate
 

and
 

multivariate
 

analysis
 

analysis
 

to
 

de-
termine

 

the
 

independent
 

prognostic
 

factors
 

of
 

ESCC
 

patients.Results The
 

results
 

of
 

immunohistochemical
 

staining
 

indicated
 

that
 

the
 

positive
 

rates
 

of
 

Beclin-1
 

expression
 

in
 

ESCC
 

tissues
 

and
 

adjacent
 

tissues
 

were
 

40.5%
 

(49/121)
 

and
 

59.5%
 

(68/121),with
 

significant
 

difference
 

(χ2=5.973,P=0.015).Also,the
 

positive
 

rate
 

of
 

NDRG2
 

expression
 

in
 

ESCC
 

tissues
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

adjacent
 

tissues
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(46.3%
 

vs.61.2%;χ2=5.385,P=0.020).Lymph
 

node
 

metastasis
 

(
 

χ2=6.158,
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P=0.013)
 

was
 

more
 

frequent
 

and
 

TNM
 

stage
 

(χ2=4.538,P=0.033)
 

was
 

more
 

advanced
 

in
 

ESCC
 

patients
 

with
 

low
 

Beclin-1
 

expression
 

than
 

those
 

with
 

high
 

Beclin-1
 

expression,and
 

low
 

expression
 

of
 

NDRG2
 

was
 

as-
sociated

 

with
 

advanced
 

T
 

stage
 

(χ2=6.607,P=0.010)
 

and
 

TNM
 

stage
 

(χ2=5.744,P=0.017).Kaplan-
Meier

 

curves
 

showed
 

that
 

the
 

3-year
 

overall
 

survival
 

(OS)
 

rates
 

of
 

patients
 

with
 

low
 

and
 

high
 

expression
 

of
 

Beclin-1
 

were
 

44.3%
 

and
 

60.9%,respectively
 

(χ2=5.696,P=0.017).In
 

addition,the
 

3-year
 

OS
 

rates
 

of
 

pa-
tients

 

with
 

low
 

and
 

high
 

expression
 

of
 

NDRG2
 

were
 

43.9%
 

and
 

59.2%,respectively
 

(χ2=9.004,P=0.003).
The

 

patients
 

with
 

low
 

expression
 

of
 

NDRG2
 

had
 

a
 

lower
 

OS
 

than
 

those
 

with
 

high
 

expression
 

of
 

NDRG2.The
 

data
 

of
 

univariate
 

and
 

multivariate
 

Cox
 

analysis
 

demonstrated
 

that
 

low
 

expression
 

of
 

Beclin-1
 

(HR=1.727,
95%CI:1.017-2.934,P=0.043),low

 

expression
 

of
 

NDRG2
 

(HR=1.671,95%CI:1.023-2.730,P=
0.040)

 

and
 

TNM
 

Ⅱ-Ⅲ
 

stage
 

(HR=3.823,95%CI:2.133-6.852,P<0.001)
 

were
 

independent
 

predictors
 

of
 

poor
 

OS
 

for
 

ESCC
 

patients.Conclusion Beclin-1
 

and
 

NDRG2
 

expression
 

are
 

significantly
 

down-regulated
 

and
 

associated
 

with
 

poor
 

survival,and
 

they
 

might
 

be
 

useful
 

to
 

predict
 

the
 

survival
 

outcome
 

of
 

ESCC
 

patients.
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  食管癌是最具侵袭性的恶性肿瘤之一,被列为全

球第六大常见的癌症死亡原因[1]。流行病学研究表

明,食管癌具有明显的地理、种族和性别差异,食管鳞

状细胞癌(ESCC)是东亚地区最常见的食管癌组织学

类型,在我国约90%的食管癌为ESCC[2-3]。与食管

腺癌相比,ESCC恶性程度高、生物侵袭性强,尽管近

年来诊断与治疗策略已取得了重大的进展,但患者总

体生存(OS)率仍然很低[4-5]。为了提高ESCC的早期

诊断和改善患者预后,迫切需要寻找有价值的分子标

志物和新型治疗靶点。
自噬是真核细胞降解、去除受损的细胞器或突变

的细胞成分,维持细胞内环境稳定的重要途径[6]。既

往研究发现,异常的细胞自噬与癌症、阿尔茨海默病

等多种疾病有关[7-9]。随着肿瘤的恶性增殖,癌细胞

由于营养缺乏,可以通过自噬获得能量并降解其内部

成分以支持肿瘤的增殖和代谢。作为第一个自噬特

异性基因,Beclin-1在细胞自噬的调节中发挥着重要

作用[10-11]。目前,多项研究显示Beclin-1在非小细胞

肺癌、胃癌、宫颈癌等多种恶性肿瘤组织中存在表达

缺失,并参与了肿瘤的发生发展[12-14]。然而,Beclin-1
作为ESCC患者预后标志物的临床价值尚有待进一

步研究。N-myc下游调控基因2(NDRG2)是N-myc
下调基因家族的成员之一,该家族的蛋白质以α/β水

解酶折叠为主要特征[15]。越来越多的证据表明,
NDRG2作为一种肿瘤抑制因子,在癌细胞的增殖、黏
附、侵袭和转移等方面发挥关键作用[16-17]。此外,
NDRG2的表达抑制被报道与多种肿瘤的治疗结果及

不良预后密切相关[18-19]。有研究表明,上调 NDRG2
可抑制食管癌细胞的增殖、侵袭、迁移和上皮-间充质

转化(EMT)等的生物学行为[20]。然而,NDRG2在

ESCC患者中的潜在预后价值仍不清楚。因此,本研

究的主要目的是通过免疫组织化学染色检测Beclin-1
与NDRG2在ESCC组织样本中的表达水平,并分析

两者与患者临床病理特征及预后的关系,旨在探讨两

种蛋白作为ESCC预后分子标志物的价值。
1 资料与方法

1.1 一般资料 本研究选择2015年6月至2018年

10月在本院胸外科接受食管癌根治性切除手术的121
例ESCC患者作为研究对象,前瞻性收集其手术切除标

本(包括未受肿瘤侵犯的癌旁正常组织)及临床病理资

料,其中男63例(52.1%)、女58例(47.9%),平均年龄

为(67.3±11.4)岁,平均肿瘤最大径(5.41±1.93)
 

cm,高、中、低分化癌分别占42.1%(51/121)、38.0%
(46/121)和19.9%(24/121);根据第8版食管癌

TNM分期,Ⅱ~Ⅲ期病例占所有患者的54.5%。所

有入选本研究的患者均应符合以下条件:(1)ESCC的

诊断经术后组织病理学证实;(2)无肺、骨、肝等远处

转移;(3)临床病理资料完整;(4)随访时间大于1
个月。

本研究经本院伦理委员会批准,所有组织样本与

临床病理资料均在患者知情同意的情况下采集。
1.2 免疫组化染色与结果判读 将手术切除的ES-
CC肿瘤组织经福尔马林固定、石蜡包埋后,制成厚度

为4
 

μm的连续切片,进行免疫组织化学染色与分析。
组织切片用二甲苯脱蜡,在浓度递增的乙醇中水化。
使用磷酸盐缓冲液(PBS)冲洗后,置于pH

 

6.0的柠

檬酸盐缓冲液中微波加热孵育20
 

min,用以抗原修

复。随后,在切片上加入3%的H2O2 溶液,阻断内源

性过氧化物酶活性。PBS冲洗后,将组织切片与1∶
200比例稀释的Beclin-1(产品编号:SC11427,Santa

 

Cruz公司,美国)与NDRG2一抗混合,并在4
 

℃下孵

育过夜。次日,将组织切片与辣根过氧化物酶标记的

IgG二抗继续孵育30
 

min。使用二氨基联苯胺显色

剂处理所有载玻片,并以苏木精复染、梯度乙醇脱水,
中性树胶封片固定。

由两位高年资病理科医生对组织切片进行独立

评估,根据Beclin-1、NDRG2的染色强度和阳性染色

细胞数量进行半定量分析。染色强度的评分标准如
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下:阴性为0分、浅黄色为1分、棕黄色为2分、棕色

为3分。阳性染色细胞数量的评分标准:在光学显微

镜下随机选取5个高倍视野,每个视野计数200个细

胞,阳性染色细胞比例<5%为0分,比例5%~25%
为1分,比例>25%~50%为2分,比例>50%~
75%为3分,阳性染色细胞比例>75%为4分。Bec-
lin-1、NDRG2蛋白免疫组化染色的最终得分由染色

强度与阳性染色细胞比例的分数乘积计算得出。将

≤4分者纳入Beclin-1或 NDRG2低表达组(阴性表

达),>4分者分入Beclin-1或 NDRG2高表达组(阳
性表达)。如果两位评价者的结果有冲突,则由第3
位病理学家进行复核,并协商得出相对一致的结果。
1.3 随访 本科负责对所有研究对象进行定期随

访,通过查阅门诊或住院病例及电话探访等方式了解

患者的生存状态。生存分析的主要研究结局为 OS,
所有患者的OS从手术当天开始计算,直至因任何原

因死亡或最后一次随访作为观察终点。截至末次随

访,全组无失访病例,中位随访时间为35.0个月。
1.4 统计学处理 采用SPSS23.0软件进行数据收

集、处理和统计分析,采用Pearson相关评估Beclin-
1、NDRG2表达与临床病理变量之间的相关性。高、
低表达组ESCC患者的生存概率通过 Kaplan-Meier

曲线计算,Log-rank检验用于生存分析的比较。采用

Cox比例风险模型进行单因素和多因素分析,确定

ESCC患者的独立预后因子,在单因素分析中的显著

变量被纳入多因素分析进一步评估。风险比(HR)和
95%置信区间(CI)用于评估测试参数对死亡事件的

影响。上述所有统计检验均为双侧分析,以P<0.05
为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 Beclin-1、NDRG2在ESCC组织中的表达及其

临床意义 Beclin-1和NDRG2蛋白在ESCC组织中

的免疫组化表达结果如图1所示,Beclin-1、NDRG2
的阳性表达主要定位于正常食管上皮细胞的细胞质

中。在检测的121例样本中,Beclin-1蛋白在ESCC
肿瘤组织中的阳性表达率为40.5%(49/121),明显低

于癌旁组织的59.5%(68/121),差异有统计学意义

(χ2=5.973,P=0.015)。NDRG2蛋白在ESCC组

织中的阳性表达率亦明显低于癌旁组织,分别为

46.3%(56/121)和61.2%(74/121),差异有统计学意

义(χ2=5.385,P=0.020)。免疫组化染色的结果证

实与癌旁组织相比,Beclin-1和NDRG2蛋白在ESCC
组织中呈明显低表达。

  注:A和C为Beclin-1和NDRG2蛋白在癌旁组织中呈高表达;B和D为ESCC组织中呈低表达。

图1  Beclin-1和NDRG2蛋白在ESCC组织中的免疫组化染色结果(×200)

  分析Beclin-1和NDRG2表达与ESCC临床病理

特征的关系,如表1、表2所示,Beclin-1低表达者有更

为频繁的淋巴结转移(χ2=6.158,P=0.013)和更为

进展 的 TNM 分 期 (χ2=4.538,P =0.033),而
NDRG2低表达与更晚的 T分期(χ2=6.607,P=
0.010)和TNM 分期(χ2=5.744,P=0.017)相关。
然而,未发现Beclin-1和NDRG2表达与患者年龄、性
别、组织学分化或肿瘤最大径之间存在显著性关系

(P>0.05)。
2.2 Beclin-1、NDRG2表达在ESCC患者中的预后

意义 在这个队列中,所有ESCC患者的3年和5年

OS率分别为51.0%和31.4%,Kaplan-Meier生存曲

线显示Beclin-1低表达与高表达患者的3年OS率分

别为44.3%和60.9%,Beclin-1低表达与ESCC患者

不良预后显著相关(χ2=
 

5.696,P=0.017),如图2A
所示。此外,NDRG2低表达者的预后亦明显劣于

NDRG2高 表 达 者,3 年 OS 率 分 别 为 43.9% 和

59.2%,差异有统计学意义
 

(χ2=9.004,P=0.003),
如图2B所示。

图2  Beclin-1、NDRG2表达与ESCC患者OS的

关系

  单因素 Cox分析结果显示,组织学分化(P=
0.002)、TNM分期(P<0.001)、Beclin-1(P=0.020)
及NDRG2低表达

 

(P=0.004)与 ESCC患者的低

OS率显著相关。在多因素Cox回归模型中对这些参

数做进一步调整,结果证实Beclin-1低表达(HR=
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1.727,95%CI:1.017~2.934,P=0.043)、NDRG2
低表达(HR=1.671,95%CI:1.023~2.730,P=
0.040)及 TNM

 

Ⅱ~Ⅲ期(HR=3.823,95%CI:
2.133~6.852,P<0.001)是ESCC患者预后不良的

的独立预测因素。
表1  Beclin-1表达与ESCC患者临床病理特征的

   关系[n(%)]

临床病理因素

Beclin-1

低表达

(n=72)
高表达

(n=49)

χ2 P

年龄(岁) 0.350 0.554
 ≤65 27(37.5) 21(42.9)

 >65 45(62.5) 28(57.1)

性别 0.314 0.575

 女 33(45.8) 25(51.0)

 男 39(54.2) 24(49.0)

吸烟史 0.007 0.932
 无 45(62.5) 31(63.3)

 有 27(37.5) 18(36.7)

肿瘤位置 0.168 0.682
 上段 34(47.2) 25(51.0)

 中、下段 38(52.8) 24(49.0)

组织学分化 0.273 0.873
 高分化 29(40.3) 22(44.9)

 中分化 28(38.9) 18(36.7)

 低分化 15(20.8) 9(18.4)

肿瘤最大径(cm) 0.492 0.483

 ≤5 35(48.6) 27(55.1)

 >5 37(51.4) 22(44.9)

T分期 0.178 0.673

 T1~2 期 31(43.1) 23(46.9)

 T3~4 期 41(56.9) 26(53.1)

淋巴结转移 6.158 0.013

 无 40(55.6) 38(77.6)

 有 32(44.4) 11(22.4)

TNM分期 4.538 0.033

 Ⅰ期 27(37.5) 28(57.1)

 Ⅱ~Ⅲ期 45(62.5) 21(42.9)

表2  NDRG2表达与ESCC患者临床病理特征的

   关系[n(%)]

临床病理因素

NDRG2

低表达

(n=65)
高表达

(n=56)

χ2 P

年龄(岁) 0.443 0.506

 ≤65 24(36.9) 24(42.9)

 >65 41(63.1) 32(57.1)

性别 0.095 0.758

 女 32(49.2) 26(46.4)

 男 33(50.8) 30(53.6)

吸烟史 1.137 0.286

 无 38(58.5) 38(67.9)

 有 27(41.5) 18(32.1)

肿瘤位置 2.467 0.116

 上段 36(55.4) 23(41.1)

 中、下段 29(44.6) 33(58.9)

组织学分化 1.051 0.591

 高分化 29(44.6) 22(39.3)

 中分化 22(33.8) 24(42.9)

 低分化 14(21.5) 10(17.9)

肿瘤最大径(cm) 0.012 0.911

 ≤5 33(50.8) 29(51.8)

 >5 32(49.2) 27(48.2)

T分期 6.607 0.010

 T1~2 期 22(33.8) 32(57.1)

 T3~4 期 43(66.2) 24(42.9)

淋巴结转移 1.221 0.269

 无 39(60.0) 39(69.6)

 有 26(40.0) 17(30.4)

TNM分期 5.744 0.017

 Ⅰ期 23(35.4) 32(57.1)

 Ⅱ~Ⅲ期 42(64.6) 24(42.9)

表3  ESCC患者预后因素的单、多变量Cox回归分析

临床病理因素
单因素分析

HR(95%CI) P

多因素分析

HR(95%CI) P

年龄

 >65岁vs.≤65岁 1.577(0.987~2.520) 0.057 - -

性别

 男vs.女 0.858(0.540~1.363) 0.516 - -

吸烟史

 有vs.无 1.090(0.680~1.747) 0.722 - -

肿瘤位置

 中、下段vs.上段 1.026(0.645~1.632) 0.914 - -
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续表3  ESCC患者预后因素的单、多变量Cox回归分析

临床病理因素
单因素分析

HR(95%CI) P

多因素分析

HR(95%CI) P

组织学分化

 中、低分化vs.高分化 2.252(1.340~3.787) 0.002 1.175(0.678~2.037) 0.565

肿瘤最大径

 >5
 

cm
 

vs.≤
 

5
 

cm 1.529
 

(0.954~2.450) 0.078
 

- -

TNM分期

 Ⅱ~Ⅲ
 

vs.Ⅰ期 4.437
 

(2.514~7.830) <0.001 3.823
 

(2.133~6.852) <0.001

Beclin-1表达

 低表达vs.高表达 1.804
 

(1.098~2.963) 0.020
 

1.727
 

(1.017~2.934) 0.043
 

NDRG2表达

 低表达vs.高表达 2.048
 

(1.264~3.320) 0.004
 

1.671
 

(1.023~2.730) 0.040
 

  注:-表示无数据。

3 讨  论

自噬在保护和杀伤肿瘤细胞方面扮演着双重作

用,已成为目前肿瘤学研究的一个重要方向[21-22]。
Beclin-1是细胞自噬过程中的一个关键调节因子,其
表达变化也被报道与多种恶性肿瘤的发生发展密切

相关。在本研究中,本文通过免疫组织化学发现Bec-
lin-1在ESCC组织中的表达明显低于癌旁组织,其低

表达与肿瘤 TNM 分期和淋巴结转移显著相关,是
ESCC患者预后不良的独立预测因素。Beclin-1异常

表达及其在肿瘤癌变、进展中的作用已逐渐被认识,
多数研究表明,Beclin-1通过细胞自噬维持基因组的

稳定性,在癌变的早期阶段显示出抑制作用。据报

道,研究人员在约58.3%的卵巢癌、60.0%的胃癌和

70.0% 的 肺 癌 中 观 察 到 了 Beclin-1 的 表 达 缺

失[13,23-24]。ALABIAD等[23]的研究表明,Beclin-1在

浆液性卵巢癌组织中的低表达与低分化癌和晚期肿

瘤显著相关,是肝癌、乳腺癌等患者复发转移及预后

不良的预测标志。这些研究结果表明,Beclin-1在包

括ESCC在内的恶性肿瘤中低表达,可能引起细胞自

噬活性受到抑制,肿瘤细胞失去自噬能力而逐渐获得

逃避细胞凋亡和增殖、侵袭的能力,促进肿瘤的发生

与转移。GUO等[25]报道Beclin-1表达缺失明显加快

了食管癌细胞在体外的增殖速度,提高了细胞的抗凋

亡与迁移能力。因此,以Beclin-1作为治疗靶点抑制

ESCC的发生和进展,或许可以为改善治疗结果和延

长患者生存提供方向。
NDRG2参与了细胞增殖、分化等多种病理生理

过程,作为另一个新发现的肿瘤抑制因子同样备受关

注。有研究发现,NDRG2在多种人类癌症中表达下

调,与肿瘤的侵袭性特征与不良预后密切相关[26-28]。
本研究的结果显示,NDRG2在ESCC样本中的表达

明显低于癌旁组织,其低表达与更晚的T分期、TNM
分期有关,提示NDRG2表达缺失可能在ESCC的进

展中发挥关键作用。本研究发现 NDRG2低表达患

者的 OS率明显低于高表达者,NDRG2是ESCC患

者的独立预后因子。YANG等[20]的研究证实了本文

的推测,发现食管癌细胞中的NDRG2表达明显低于

正常食管上皮细胞,而上调NDRG2表达可显著减少

细胞在体外形成集落的数量,抑制细胞的侵袭、迁移

能力并促进细胞凋亡。体内动物实验也表明NDRG2
对肿瘤生长具有显著抑制作用。此外,有研究报道了

NDRG2表达缺失对EMT的诱导作用,NDRG2可通

过影响E-钙黏蛋白、波形蛋白、基质金属蛋白酶的表

达,调节肿瘤细胞的侵袭、转移能力[29-30]。这些数据

进一步支持NDRG2表达缺失参与了ESCC的发生发

展,揭示了其作为ESCC患者预后分子标志与治疗靶

点的潜在价值。
综上所述,本研究发现 Beclin-1和 NDRG2在

ESCC样本中存在明显低表达,两者的表达水平与T
分期、淋巴结转移和TNM分期显著相关,可作为ES-
CC患者预后不良的预测分子。这些信息有助于进一

步探索Beclin-1和NDRG2蛋白在ESCC发生发展中

的生物学功能及作用机制,并为分子靶向治疗提供潜

在靶点。
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