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　　［摘要］　背景与目的：研究发现，活化T细胞核因子(nuclear factor of activated T cells，NFAT)

与多种恶性肿瘤关系密切，食管鳞癌是我国最常见的恶性肿瘤之一。本研究探讨食管鳞癌组织NFAT各亚型的

表达及其与食管鳞癌各临床病理因素的关系。方法：采用免疫组化法检测104例食管鳞癌组织和癌旁食管黏

膜组织中NFAT各亚型的表达情况。结果：NFAT1～4在食管鳞癌组织中阳性表达率分别为53.8%、10.6%、

26.9%和45.2%，与在癌旁食管黏膜组织中的表达差异有统计学意义(P<0.001)。NFAT1的表达与饮酒史(62.3% vs 
37.1%，P=0.01)、淋巴结转移(68.4% vs 5.5%，P=0.002)及较晚的分期(58.7% vs 36.2%，P=0.02)密切相关，多因

素分析提示NFAT1过表达仅与淋巴结转移相关。淋巴结转移者的NFAT3表达率(39.4%)明显高于无淋巴结转移者

(19.7%)。结论：NFAT蛋白在食管鳞癌组织中过表达，NFAT1与NFAT3的表达率与淋巴结转移密切相关，可能在肿

瘤的发生、发展中起一定作用。
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　　［Abstract］ Background and purpose: It was reported that nuclear factor of activated T cells (NFAT)　is closely 

related with carcinomas. Esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) is one of the most common carcinomas in China. The 

present study investigated the expression and clinical significance of NFAT isoforms in ESCC. Methods: The expression 

of NFAT isoforms and the differences in different pathological levels of ESCC were detected in 104 specimens of human 

ESCC tissues and normal esophageal tissues by immunohistochemistry. Results: This study found that the positive rates of 

NFAT1 (53.8%), NFAT2 (10.6%), NFAT3 (26.9%), NFAT4 (45.2%) expression were significantly higher in tumor tissues 

than in adjacent normal esophageal tissues (P<0.001), respectively. The positive rate of NFAT1 expression was significant-

ly higher in drinkers (62.3%) than nondrinkers (37.1%, P=0.01), and also higher in patients with lymph node metastasis 

(68.4% vs 5.5%, P=0.002) and with late stage (58.7% vs 36.2%, P=0.02). Multivariate analysis showed that NFAT1 

expression was correlated with lymph node metastasis. The positive rate of NFAT3 was significantly higher in patients with 

lymph node metastasis (39.4%) than in those without lymph node metastasis (19.7%, P=0.03). Conclusion: These results 

suggest that the overexpression of NFAT1 and NFAT3 is associated with lymph node metastasis in ESCC.
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　　食管癌是我国最常见的恶性肿瘤之一，其中

90%是食管鳞状细胞癌［1］，尽管近年来其诊治

水平有了很大进步，但食管癌患者的5年生存率

仍然不高，因此发现具有诊断和治疗意义的分子

靶点对于改善这一疾病的预后有着极为重要的作

用。活化T细胞核因子(nuclear factor of activated T 
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cells，NFAT)最初作为在活化T细胞IL-2启动子

上结合的转录因子而被发现［2］，后来研究发

现NFAT家族作为细胞内多信号转导通路的基础

分子，在调节多种肿瘤细胞转化和生长、肿瘤

血管生成、肿瘤转移等方面也发挥着重要的作

用，与肿瘤形成和浸润转移密切相关［3］。目前

鲜见NFAT与食管鳞癌关系的研究报道，本研究

旨在观察NFAT蛋白各亚型在食管鳞癌组织中的

表达情况。

1　材料和方法

1.1　临床资料

　　回顾性收集2007年1月—2007年12月间在我

院接受手术治疗的原发性食管鳞癌患者104例，

术前均未接受放化疗。所有患者均具有详细的

临床病理资料。其中男性73例，女性31例；高

分化8例，中分化77例，低分化19例；Ⅰ期和Ⅱ

期58例，Ⅲ期46例(表1)。
表 1　临床病理资料

Tab. 1    The clinical pathological data
Item Patient number Rate/%
Gender

Male 73 70.2
Female 31 29.8

Age/year
≤65 65 62.5
>65 39 37.5

Drinking history
Yes 69 66.3
No 35 33.7

Tumor differentiation
High-moderate 63 60.6
Low 41 39.4

Lymph node metastasis
Yes 38 36.5
No 66 63.5

TNM stage
Ⅰ+Ⅱ 58 55.8
Ⅲ 46 44.2

1.2　试剂与方法

　　所有石蜡标本的HE染色切片均经病理医师

阅片确诊，每例患者分别标记2个食管癌组织点

以及2个距癌5 cm远的正常食管组织点，制备组

织芯片。组织芯片上，每个组织点直径1 mm，

每个患者包括4个点。连续切片厚度4 μm。兔

抗人NFAT的抗体购自英国Abcam公司(编号依

次为ab2722、ab25916、ab3447及ab83832，工

作浓度分别为NFAT1 1︰100，NFAT2 1︰10，

NFAT3 1︰50，NFAT4 1︰10)。PV9000及DAB

显色液购自北京中杉金桥生物技术有限公司。

切片经二甲苯脱蜡，梯度乙醇水化。微波炉中

高火5 min、中低火15 min进行抗原热修复，3%

双氧水、80%甲醇室温30 min消除内源性过氧化

酶活性。一抗4 ℃温育过夜，PBS漂洗，PV9000

室温温育，DAB显色，苏木素复染，1%盐酸、

75%乙醇分化，1%氨水返蓝，过梯度乙醇脱

水，封片。PBS代替一抗为阴性对照。

1.3　免疫组化结果判断

　　结果由济宁医学院附属滕州市中心人民医

院2位病理医师分别独立读片。NFAT核、浆染

色均计为阳性。免疫组化结果均根据细胞染色

强度评分0、1、2、3和4；根据阳性细胞的百

分数评分0(≤5%)、1(>5%～25%)、2(>25%～

50%)、3(>51%～75%)、4(>75%～100%)。计算

芯片上每个组织点染色强度和阳性细胞数评分

的乘积；根据得分判断0为阴性，≤4分为弱阳

性，>4分为强阳性。

1.4　统计学处理

　　采用SPSS 19.0软件进行统计分析。以χ2检

验比较NFAT阳性组和阴性组之间的性别、年

龄、饮酒史、肿瘤分化、淋巴结转移、病理分

期的差异。对有差异的进行多因素Logistic回归

分析，确定独立因素。所用统计检验均为双侧

检验。P<0.05为差异具有统计学意义。

2　结　　果

2.1　NFAT蛋白各亚型在食管癌组织中的表达 

　　全组组织芯片染色成功率100%，无脱片。

图1示NFAT蛋白染色阳性，定位于细胞质或

核内。结果显示：肿瘤组织中NFAT1～4表达

阳性率分别为53.8%(56/104)，10.6%(11/104)，

26.9%(28/104)，45.2%(47/104)；正常组织NFAT1

～4表达阳性率27.9%(29/104)，1.9%(2/104)，

11.5%(12/104)，20.2%(21/104，表2)。各亚型在

食管鳞癌组织和癌旁食管组织中的表达均有显

著差异(P<0.001)。

赵宏，等.　NFAT蛋白各亚型在食管鳞癌组织中的表达与临床病理因素间的关系
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表 2　NFAT蛋白在食管鳞癌组织和癌旁正常组织中的表达情况

Tab. 2    The expression of NFATs in ESCC tissues and adjacent 

normal tissues

[n(%)]

Item
The positive rate of NFAT

χ2 P value
ESCC tissues Adjacent normal tissues

NFAT1 56 (53.8) 29 (27.9) 14.50 <0.001
NFAT2 11 (10.6) 2 (1.9) 6.65 <0.001
NFAT3 28 (26.9) 12 (11.5) 7.92 <0.001
NFAT4 47 (45.2) 21 (20.2) 14.77 <0.001

2.2　食管癌组织中NFAT蛋白表达与临床病理

的关系 

　　在104例食管鳞癌组织中，NFAT1蛋白表

达率为53.8%(56/104)，与患者的年龄、性别、

肿瘤分化程度等临床病理因素无相关性，但在

有饮酒史者表达高于无饮酒史者(62.3％ vs 37.1

％，P=0.01)，并且与淋巴结转移者(P=0.002)

及分期(P=0.02)有相关性，而Logistic回归证

实 N F A T 1 过 表 达 只 与 淋 巴 结 转 移 密 切 相 关

(P=0.031)。NFAT2蛋白表达与患者的年龄、性

别、饮酒史、肿瘤分化程度、淋巴结转移及临

床分期等临床病理因素均未见相关性，但在

Ⅰ、Ⅱ期患者中的NFAT2蛋白表达率(15.5%)高

于Ⅲ期(4.3%)，但差异无统计学意义(P=0.07)

(表3)。NFAT3蛋白表达仅在淋巴结转移患者

(39.4%)与非转移患者(19.7%)间差异有统计学意

义(P=0.03)，而与患者的年龄、性别、饮酒史、

肿瘤分化程度及临床分期等临床病理因素均无

相关性。NFAT4蛋白表达在食管鳞癌组织中的

表达率较高，为45.2%，但在各临床病理因素间

的表达未见明显差异(表4)。

图 1　NFAT蛋白在食管鳞癌组织中的表达(IHC 200×)

Fig. 1    The expression of NFAT proteins in ESCC tissues (IHC 200×) 

  A: Negative control; B: Positive control; C-F: Immunohistochemical analysis of NFAT1-4 expression in ESCC tissues. 
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3　讨　　论

　　转录因子NFAT蛋白最初是在淋巴细胞分化

和分化中被发现的，目前发现NFAT家族有5个

成员，分别是NFAT1(又称NFATp或NFATc2)、

NFAT2 (又称NFATc或NFATc1)、NFAT3(又称

NFATc4)、NFAT4(又称NFATx或NFATc3)和

NFAT5(TonE-BP［4］)。尽管被命名为NFAT，

但它们不仅仅在T细胞中表达，在其他免疫细

胞和非免疫细胞中也有表达。近年研究还发现

NFAT蛋白在神经细胞和中枢神经组织［5］、内

皮细胞、骨骼肌细胞、心肌细胞、软骨细胞、

小肠细胞［6］、角化细胞和脂肪细胞等非免疫细

胞和组织中也有不同程度的表达。NFAT以高度

磷酸化无活性状态存在于细胞质中，通过刺激

物激活磷脂酶Cγ，促使细胞内Ca2+水平升高，

表 3　NFAT1、NFAT2在食管鳞癌组织中的表达与临床病理因素之间的关系

Tab. 3    Association between NFAT1 and NFAT2 expression and the clinicopathological features in ESCC

Item
Expression of NFAT1 Expression of NFAT2

The positive rate/% χ2 P value The positive rate/% χ2 P value
Gender 2.02 0.15 0.61 0.25

Male 49.3 9.5
Female 64.5 12.9

Age/year 0.21 0.65 0.56 0.33
≤65 58.4 9.2
>65 53.8 12.8

Drinking history 5.92 0.01 2.40 0.12
Yes 62.3 7.2
No 37.1 17.1

Tumor differentiation 1.53 0.22 0.76 0.38
High-moderate 58.7 12.6
Low 46.3 7.3

Lymph node metastasis 5.12 0.002 0.44 0.59
Yes 68.4 15.7
No 45.5 10.6

TNM stage 5.22 0.02 3.38 0.07
Ⅰ+Ⅱ 36.2 15.5
Ⅲ 58.7 4.3

表 4　NFAT3、NFAT4在食管鳞癌组织中的表达与临床病理因素之间的关系

Tab. 4    Association between NFAT3 and NFAT4 expression and the clinicopathological features in ESCC

Item
Expression of NFAT3 Expression of NFAT4

The positive rate/% χ2 P value The positive rate/% χ2 P value
Gender 0.42 0.63 0.18 0.67

Male 24.7 43.8
Female 32.2 48.4

Age/year 0.82 0.05 0.93 0.33
≤65 26.2 41.5
>65 28.2 51.2

Drinking history 0.11 2.56 1.17 0.28
Yes 31.8 34.8
No 17.1 45.7

Tumor differentiation 0.36 0.85 3.33 0.07
High-moderate 30.1 52.4
Low 21.9 34.1

Lymph node metastasis 4.79 0.03 2.92 0.09
Yes 39.4 34.2
No 19.7 51.5

TNM stage 2.58 0.11 3.61 0.06
Ⅰ+Ⅱ 20.6 53.4
Ⅲ 34.8 34.7
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激活CaN及其他钙调素依赖的磷酸酶，使NFAT

调节区的去磷酸化，原本被掩盖的核定位序列

(nuclear localization sequences，NLS)暴露出来并

被受体识别，在其作用下转运入核［7］，并与

NFAT靶基因上的位点结合并共同调节靶基因的

转录表达。近年发现NFAT蛋白在细胞活化、分

化及组织发育中有重要作用，可促进细胞恶性

转化，在胰腺、乳腺和结肠等多种肿瘤细胞和

组织中表达增高，被认为是促癌因素［8-9］。

　　研究表明，在恶性黑素瘤细胞中，NFAT1

被BRAF-MEK-ERK通路活化后可直接激活

COX-2［10］。在子宫内膜腺癌中，NFAT可介导

前列腺素诱导的趋化因子CXCL8和细胞因子白

介素11的表达［11］。以黑素瘤细胞接种NFAT1

基因缺失的小鼠后发生肺内肿瘤的机会要比野

生型少［12］。从以上研究表明，NFAT基因通过

其下游因子COX-2、某些趋化因子及细胞因子

等为肿瘤的生长提供微环境，从而促进肿瘤的

发生、发展。本研究采用免疫组化的方法观察

NFAT各亚型在食管鳞癌及癌旁正常食管组织中

的表达情况。结果显示NFAT蛋白各亚型在食

管鳞癌组织中的表达率均高于正常食管组织，

这与既往其他肿瘤中的研究一致，表明NFAT

蛋白在食管鳞癌中可能起一定作用。我们的研

究还发现NFAT1与患者的饮酒史有关系，这可

能说明NFAT1在肿瘤的发生阶段起一定作用，

NFAT1、NFAT2和NFAT3在肿瘤中的表达与淋

巴结转移关系密切，可能表明三者在肿瘤的发

展过程中作用更大。

　　我们的研究还表明，各亚型在食管鳞癌组

织中的表达情况不尽相同。NFAT1、NFAT4在

食管鳞癌中的表达率较其他2种亚型为高，这表

明各亚型在食管鳞癌的发生、发展中可能起不

同的作用。目前研究认为NFAT2作为癌基因促

进细胞转化，NFAT1在成纤维细胞、T淋巴细胞

中诱导细胞周期阻滞促进细胞凋亡而起到抑癌

基因的作用［13］。但有人在胰腺癌的研究中发

现，NFAT1与WNT5A相互作用可以抑制细胞凋

亡，使癌细胞出现化疗药耐受［14］。在SL3-3病

毒诱导小鼠T淋巴瘤的研究中发现，与野生型

小鼠相比，NFAT4基因缺失小鼠的淋巴瘤发生

率明显增加，潜伏期明显缩短。该研究提示，

NFAT4可能作为抑癌基因在起作用。在乳腺癌

细胞中，NFAT1抑制依赖Stat5的基因表达，抑

制肿瘤细胞的进展［15］。目前尚不清楚NFAT在

什么情况下表现为抑癌基因。可能是不同的下

游靶点决定了NFAT是促进生长还是分化，也可

能是不同的细胞内外环境决定。

　　NFAT作为细胞信号转导中一种重要的中

间因子，调节肿瘤细胞侵袭转移的过程，共同

参与促进肿瘤新生血管的形成。我们的结果表

明，NFAT在食管鳞癌的形成和进展中可能起到

一定作用。进一步探讨NFAT在肿瘤中表达及其

作用的靶基因有助于食管鳞癌生长行为特点的

确定，NFAT有望成为食管鳞癌分子诊断中的

1个重要的生物标志及其基因治疗中的潜在靶

点。
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