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　　［摘要］　背景与目的：哈萨克族食管癌发病率高于汉族。EphA2是在促红细胞生成素产生肝细胞

(erythropoietin-producing human hepatocellular，Eph)中发现的具有酪氨酸酶活性的基因编码产物，与多种恶性肿

瘤有关。本研究拟采用免疫组化法及酶联免疫吸附实验法(ELISA)检测EphA2蛋白在哈萨克族和汉族食管鳞癌

患者肿瘤组织及血清中的表达，从而探讨EphA2蛋白在新疆哈萨克族和汉族食管鳞癌组织和血清中表达水平的

差异及其与临床病理特征之间的关系。方法：采用免疫组织化学法检测EphA2蛋白在100例新疆哈萨克族和汉

族食管鳞癌组织(患者组)及其对应的癌旁食管组织(对照组，距瘤>5 cm)中的表达；并采用ELISA法测定患者组

血清中EphA2蛋白含量及60名体检健康者(健康对照组)血清中EphA2蛋白表达水平。结果：EphA2蛋白在哈萨

克族患者食管鳞癌组织及对应癌旁组织中阳性表达率分别为72.0%和28.0%，在汉族中分别为62.0%和26.0%，

在两民族中该蛋白在食管鳞癌组织及对应癌旁组织中的表达差异均有统计学意义(P=0.000)。EphA2蛋白在哈

萨克族患者组及健康对照组血清中的表达水平分别为(58.36±12.60)和(29.39±7.34) pg/mL，在汉族中分别为

(58.79±13.29)和(29.39±7.34) pg/mL，该蛋白在患者组及健康对照组血清含量差异均有统计学意义(P=0.000)。

在两民族食管癌组织中，EphA2蛋白的表达水平与淋巴结转移、TNM分期及肿瘤浸润深度有关(P<0.05)。在两

民族食管鳞癌患者血清中，EphA2蛋白的表达水平与TNM分期均有关(P<0.05)，而在哈萨克族食管癌患者血清

中，该蛋白表达水平还与肿瘤的浸润深度有关(P=0.001)。EphA2蛋白在哈萨克族和汉族食管鳞癌组织标本和血

清中的表达水平差异均无统计学意义(P>0.05)。结论：EphA2蛋白的高表达可能促进哈萨克族和汉族食管癌的

发生、浸润及转移。EphA2蛋白在食管癌患者组织及血清中的高表达可能与原发灶浸润深度、淋巴结转移及

TNM分期有关。另外EphA2蛋白在哈萨克族食管癌患者外周血中的高表达可能与其浸润深度有关。
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　　［Abstract］ Background and purpose: The incidence of esophageal cancer of Kazakh race is higher than that 
of Han people. EphA2, as a member of Eph protein family, is related to a variety of malignant tumors. This study used 
immunohistochemical method and enzyme-linked immunoassay to detect EphA2 in tissues and serums of Kazakh and 
Han patients. Therefore to analyze the expression differences of EphA2 in esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) 
tissues and serum of Kazakh and Han patients in Xinjiang, and the relationship with pathological features. Methods: 
The expression of EphA2 protein was detected by immunohistochemistry method in 100 cases of ESCC tissues and 
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adjacent normal esophageal tissues; Then was tested by ELISA in those cases’ serum and 60 healthy persons. Results: 
The positive expression rate of EphA2 protein in ESCC and corresponding adjacent tissues were 72.0%, 28.0% in 
Kazakh, and 62.0%, 26.0% in Han people, respectively, and the differences were statistically significant (P=0.000) 
in the 2 nations. EphA2 protein levels in serum of ESCC and healthy persons, and Kazakh were (58.36±12.60) and 
(29.39±7.34) pg/mL, Han Chinese were (58.79±13.29) and (29.39±7.34) pg/mL respectively, there were statistical 
significance (P=0.000). In ESCC of Kazakh and Han people, EphA2 protein expression had relationship with lymph 
node metastasis, TNM stage and tumor depth of invasion (P<0.05). In the serum of Kazakh and Han ESCC patients, the 
expression of EphA2 protein was related to TNM stage (P<0.05), while in the Kazakh esophageal cancer, the expression 
level was also correlated with the depth of tumor invasion (P=0.001). The positive expression rates of EphA2 protein 
in Kazakh and Han ESCC specimens were 72.0% and 62.0%, respectively; the protein level in the serum of patients 
in the 2 nations were (58.36±12.60) and (58.79±13.29) pg/mL, respectively. The protein levels in tissues and serum of 
the 2 different nations has no statistical significance (P>0.05). Conclusion: The high expression of EphA2 protein may 
contribute to the occurrence, invasion and metastasis of Kazakh and Han ESCC patients. EphA2 protein expression 
in tissues and serum of patients with ESCC may be related to the primary tumor invasion, lymph node metastasis and 
TNM stage. The expression of EphA2 protein in peripheral blood of patients with esophageal cancer in Kazakh may be 
related to depth the of invasion.
  　［Key words］ Esophageal neoplasm; Squamous cell carcinoma; EphA2; Immunohistochemical method ; ELISA

　　新疆是我国食管鳞癌的高发地区之一，新

疆哈萨克族食管鳞癌患者发病率明显高于汉 

族 ［ 1 - 2 ］ 。 E p h A 2 是 在 促 红 细 胞 生 成 素 产

生肝细胞(erythropoie t in-producing  human 

hepatocellular，Eph)中发现的具有酪氨酸酶活

性的基因编码产物，且Eph家族蛋白与多种肿

瘤发生有关［3-4］。最近有研究［5］显示，EphA2 

mRNA在食管鳞癌组织中呈高表达，且在我国

新疆维吾尔族和汉族间表达存在差异。本研究

应用免疫组化技术检测新疆哈萨克族和汉族食

管鳞癌患者癌与癌旁组织EphA2蛋白的阳性表

达程度；同时采用酶联免疫吸附实验法(ELISA)

检测食管鳞癌患者及体检健康者血清中该蛋白

的表达水平，并分析该蛋白与两民族食管鳞癌

发生、发展、浸润及转移等临床病理特征的 

关系。

1　资料和方法

1.1　临床资料

　　收集新疆医科大学附属肿瘤医院胸外科

2010年1月—2012年12月期间手术切除标本100

例，每例患者均取得癌旁食管组织(距瘤>5 cm)

作为对照，所选患者术后均经病理诊断为食管

鳞癌，其中汉族和哈萨克族各50例，汉族年龄

42~80岁，平均年龄(62.4±8.3)岁；哈萨克族年龄

39~80岁，平均年龄(57.5±8.5)岁；根据食管鳞癌

2010年(AJCC第7版)分期标准，术后分期Ⅰ期 7

例，ⅡA期27例，ⅡB期22例，ⅢA期26例，ⅢB期

11例，ⅢC期7例；其中有、无淋巴结转移各50

例。所选患者术前均未行放疗及化疗。上述食

管鳞癌患者血清标本由新疆维吾尔自治区肿瘤

防治研究所标本库提供，同时选择体检正常健

康人血清60份作为健康对照组，以上患者组与

健康对照组年龄、性别等相关因素差异无统计

学意义(P<0.05)。

1.2　标本处理

　　所有组织标本术中离体30 min以内应立即

取材，取远隔5 cm以上癌旁食管组织作为对

照，10%甲醛固定，石蜡包埋，用于常规病理

诊断及免疫组织化学染色。血清标本均为患

者术前晨空腹静脉血，未加抗凝剂，30 min内

送新疆维吾尔自治区肿瘤防治研究所标本库

并立即处理，3 000×g离心10 min，分装后于

-80 ℃冰箱冻存备用；对照组血清采集、保存 

方法同上。

1.3　实验主要试剂及仪器

　　EphA2兔抗人多克隆抗体(SC-924)为美国

Santa Cruz公司生产，通用二抗、SP试剂盒及

DAB显色剂均购自北京中杉金桥生物科技有限

公司；人EphA2 ELISA试剂盒(WKSU-E11880)
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购自上海瓦兰生物科技有限公司；其他仪器包

括Thermo Scientific Multiskan Go酶标仪、德国

Ditabis恒温振荡器和德国Sigma高速离心机。

1.4　实验操作

1.4.1　免疫组织化学检测

　　将标本蜡块制成4 μm厚连续石蜡切片。二

甲苯脱蜡，水化，用3%H2O2乙醇溶液消除内源

性过氧化物酶活性，高压抗原修复，用山羊血

清进行血清封闭。切片采用链霉素抗生物素蛋

白-过氧化物酶连接法(SP法)染色。EphA2抗体

的工作浓度为1∶100。选用已知阳性食管鳞癌

组织切片作为阳性对照，用PBS代替一抗作为阴

性对照，染色步骤严格按照产品说明书进行。

1.4.2　ELISA检测

　　冻存标本在室温下缓慢平衡至室温；设置

标准品孔和样本孔，标准品孔各加不同浓度的

标准品；样本孔中加入待测样本，空白孔不加

标准品及样本；除空白孔外，标准品孔和样本

孔中每孔加入辣根过氧化物酶(HRP)标记的检测

抗体，用封板膜封住反应孔，37 ℃恒温温育。

洗板，每孔加入底物，37 ℃避光温育。滴加终

止液并立即在450 nm波长处测定各孔的吸光度

(D)值。详细操作步骤严格按照试剂盒说明书 

进行。

1.5　结果判读

　　免疫组化结果由2位病理专业医师在完全

不了解该组织切片的临床和病理资料情况下判

读，并在高倍镜下随机选取5个视野，每个视野

观察细胞数不小于200个。EphA2蛋白阳性表达

定位于细胞质或细胞膜，阳性信号成棕黄色颗

粒样物质。根据阳性细胞比例(A)及染色强度(B)

进行阳性程度的判断［6］。阳性细胞比例(A)判断

标准为同一视野下阳性细胞数占同类细胞数的

百分率，未见细胞染色记为0分，1%~10%染色

记为1分，>10%~50%记为2分，>50%记为3分。

染色强度(B)判读标准，无染色记为0分，浅黄

色记为1分，中等黄色或棕黄色记为2分，棕褐

色记为3分。以A×B结果作为EphA2蛋白表达程

度，乘积<3为阴性(-)，≥3分为阳性(+)。
　　ELISA结果：使用美国Bio-rad酶标仪，

在450 nm波长处测定各孔的D值，并连接计算

机绘制标准曲线，求得待测样本中EphA2蛋白 

含量。

1.6　统计学处理

　　采用SPSS 16.0软件进行统计分析，EphA2

蛋白阳性率之间的比较用χ2检验；EphA2蛋白在

血清中表达水平用x±s表示，组间比较采用独立

样本t检验，多个样本比较采用方差分析。方差

齐性检验水准α=0.01。P<0.05为差异有统计学

意义。

2　结　　果

2.1　EphA2蛋白在食管鳞癌组织及癌旁组织中

的表达

　　EphA2蛋白在食管鳞癌组织及癌旁食管鳞

状上皮中的染色均定位于细胞膜或细胞质，

在癌组织中的染色呈弥漫分布，并可见少量淋

巴细胞及血管内皮细胞，细胞质呈棕黄色；正

常癌旁食管鳞状上皮中染色主要位于基底细胞

层，细胞排列整齐(图1)。

(SP, ×100)

图 1　EphA2蛋白在食管鳞癌组织和癌旁组织中的表达

Fig. 1    EphA2 protein expression in ESCC tissues and adjacent 

tissues

 A: ESCC tissues; B: Adjacent tissues.

2.2　EphA2蛋白在新疆哈萨克族和汉族癌组织

及血清中表达的比较

　　在本研究50例新疆哈萨克族食管鳞癌组织

中，EphA2呈阳性表达的患者有36例(阳性率

为72.0%)；在50例新疆地区汉族食管鳞癌组织

中，EphA2呈阳性表达的患者有31例(阳性率

为62.0%)，两者差异无统计学意义(χ2=1.131，

P=0.288)。在50例汉族和50例哈萨克族食管鳞癌

患者血清中，其表达水平分别为(58.79±13.29)

和(58.59±12.54) pg/mL，两者差异无统计学意义

(t=0.079，P=0.937，表1)。
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2.3　EphA2蛋白在两民族食管鳞癌患者组织中

表达与临床病理特征的关系

　　EphA2蛋白在两民族食管鳞癌组织中阳性

表达率均明显高于对应癌旁组织，差异有统计

学意义(χ2=19.360、χ2=13.149，P<0.01)，提示

该蛋白高表达与两民族食管鳞癌的发生均有关

(P<0.05)；在两民族食管鳞癌组织中，EphA2

蛋白在有淋巴结转移组中的表达率明显高于

无淋巴结转移组，在浸润深肌层及浆膜层组

(T3+T4)的表达率明显高于浸润黏膜及黏膜下层

组(T1+T2)，在临床分期ⅡB+Ⅲ组明显高于Ⅰ+ⅡA

组，提示该蛋白在两民族癌组织中的高表达

可能与淋巴结转移、浸润深度及TNM分期有关

(P<0.05)。EphA2蛋白的阳性表达与食管鳞癌患

者的性别、年龄、组织分化程度、浸润深度无

关(P>0.05，表2)。

2.4　EphA2蛋白在两民族食管鳞癌患者血清中

表达与临床病理特征的关系

　　EphA2蛋白在哈萨克族食管鳞癌患者血清

中含量［(58.36±12.60) pg/mL］明显高于体检

健康者的血清含量［(29.39±7.34) pg/mL］，

差异有统计学意义( t=14.36，P<0.05)；该蛋

白在汉族食管鳞癌患者血清含量［(58.79± 

13.29) pg/mL］明显高于体检健康者的血清含量

［(29.39±7.34) pg/mL］，差异有统计学意义

(t=13.963，P<0.05)。另外研究发现，EphA2蛋

白在两民族食管癌患者血清中的含量，临床分

期ⅡB+Ⅲ组均高于Ⅰ+ⅡA组，差异有统计学意

义(P<0.05)。而在哈萨克族食管鳞癌患者中，癌

组织浸润深肌层及浆膜层组(T3+T4)该蛋白血清

含量［(59.72±12.71) pg/mL］明显高于浸润食管

黏膜及浅肌层组(T1+T2)［(50.02±8.31) pg/mL，

P<0.05，表3)］。

表 2　EphA2蛋白在两民族食管鳞癌组织中的表达与临床病理特征的关系

Tab. 2    EphA2 protein expression and clinicopathological characteristics in ESCC tissues of Kazakh and Han

Clinicopathological characteristics
EphA2 expression in ESCC tissues of Kazakh EphA2 expression in ESCC tissues of Han
n + Positive rate/% χ2 P value n + Positive rate/% χ2 P value

ESCC tissues 50 36 72.0 19.360 0.000 50 31 62.0 13.149 0.000
Adjacent tissues 50 14 28.0 50 13 26.0
Gender

Male 31 24 77.4 1.188 0.276 31 22 71.0 2.785 0.095
Female 19 12 63.2 19 9 47.4

Age/year
<55 13 11 84.6 2.685 0.261 6 4 66.7 0.888 0.641
55-65 26 19 73.1 27 18 66.7
>65 11 6 54.5 17 9 52.9

Differentiation
Low 7 6 85.7 3.013 0.222 10 4 40.0 3.107 0.211
Middle 30 23 76.7 22 16 72.7
High 13 7 53.8 18 11 61.1

Invasion depth
T1+T2 15 6 40.0 4.402 0.036 17 7 41.2 7.741 0.029
T3+T4 35 25 71.4 33 24 72.7

Lymph node metastasiss
Yes 27 14 51.9 11.819 0.001 23 6 26.1 23.316 0.000
No 23 22 95.7 27 25 92.6

Stage 
Ⅰ+ⅡA 17 6 35.3 17.214 0.000 17 4 23.5 16.180 0.000
ⅡB+Ⅲ 33 30 72.0 33 27 81.8

表 1　EphA2蛋白在新疆哈萨克族和汉族鳞癌组织及血清中表达的比较

Tab. 1    EphA2 protein in Kazakh and Han in ESCC tissues and serum

Race
EphA2 protein in tissues EphA2 protein in serums

n + Positive rate/% χ2 P value n Serum level/pg·mL-1 t P value
Han 50 31 62.0 1.131 0.288 50 58.79±13.29 0.165 0. 869
Kazakh 50 36 72.0 50 58.36±12.60
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3　讨　　论

　　EphA2能从多方面调控细胞的生长、分

化，并与多种肿瘤的发生有密切关系［3-4］，例

如其广泛高表达于常见的乳腺癌、脑胶质瘤、

肺癌、结肠癌及前列腺癌等［7-10］，并且该蛋

白过度表达能够削弱肿瘤细胞之间的黏附性，

增强肿瘤细胞的侵袭力，使肿瘤细胞获得转移

和侵袭能力。相关研究［11］也显示，在癌细胞

间EphA2蛋白不能与Eph配体很好结合，致使

EphA2信号转导通路异常，癌细胞容易脱落游

离，同时癌细胞侵袭能力增强，因此，EphA2

的高表达促进了肿瘤细胞的浸润和转移。

　　本研究采用免疫组化技术及ELISA法，分

别测定肿瘤组织及患者血清中EphA2蛋白的表

达差异。研究结果发现，EphA2蛋白在哈萨

克族和汉族食管鳞癌组织中阳性表达率均高

于癌旁组织(P<0.05，表2)，同时发现，在两

民族食管癌患者外周血中该蛋白的含量均高

于健康体检者血清中该蛋白含量(P<0.05，表

3)。而两民族间癌组织及血清中EphA2蛋白的

表达水平差异无统计学意义(P>0.05，表1)。由

此可以推测EphA2蛋白的高表达可能与两民族

食管鳞癌的发生有关，该结论与Tandon等［3］

研究结论基本一致，同时翁杰慧等［4］的研究

结果也表明EphA2蛋白的高表达与多种恶性

肿瘤的发生有关。赵杉等［12］的研究结果也表

明该蛋白在食管癌组织中的表达高于正常组

织。叶骉飞等［5］采用RT-PCR方法研究得出

EphA2 mRNA在癌组织中的表达程度明显高于

癌旁组织，这符合基因表达的中心法则，进一

步证明EphA2蛋白的高表达与食管鳞癌的发生 

有关。

　　EphA2蛋白的高表达致使EphA2信号通路

异常，消弱细胞间的黏附能力，从而促进癌

细胞脱落及转移。在本研究EphA2蛋白表达

与临床病理特征关系的分析中可知，EphA2

蛋白在哈萨克族和汉族有淋巴结转移患者的

癌组织中的阳性表达率均高于对应的癌旁组

织，在两民族中，浸润深肌层及食管外膜组

(T3+T4)肿瘤组织中的阳性表达率也明显高于侵

及相应食管黏膜及浅肌层组(T1+T2)(P<0.05)，

表 3　EphA2蛋白在两民族患者血清中的表达与临床病理特征的关系

Tab. 3    EphA2 protein expression and clinicopathological characteristics in Kazakh and Han serums

Clinicopathological characteristics
EphA2 protein expression in serums of Kazakh EphA2 protein expression in serums of Han
n Serum level/pg·mL-1 t P value n Serum level/pg·mL-1 t P value

Case group 50 58.36±12.60 14.36* 0.000 50 58.79±13.29 13.963* 0.000
Control group 60 29.39±7.34 60 29.39±7.34
Gender

Male 31 59.58±12.80 0.871 0.388 31 60.83±13.78 1.396 0.169
Female 19 56.38±12.34 19 55.47±12.07

Age/year
<55 16 59.30±12.04 0.064 0.938 6 61.41±17.11 0.289 0.750
55-65 27 57.86±12.06 27 59.35±12.66
>65 7 58.15±17.32 17 56.98±13.52

Differentiation
High 13 55.61±14.29 0.447 0.642 18 60.03±12.29 1.652 0.203
Middle 30 59.60±12.47 22 60.83±14.32
Low 7 58.17±10.56 10 52.08±11.61

Invasion depth
T1+T2 15 52.50±7.07 3.685* 0.001 17 55.09±12.52 0.720 0.475
T3+T4 35 61.46±8.63 33 57.29±8.85

Lymph node metastasiss
Yes 23 60.40±13.90 1.037 0.306 27 61.70±12.91 1.707 0.094
No 27 56.63±11.35 23 55.38±13.19

Stage 
Ⅰ+ⅡA 17 50.68±6.21 5.799* 0.000 17 53.62±11.79 2.037 0.047
ⅡB+Ⅲ 33 62.40±7.76 33 61.46±13.39

  *: P<0.01.



280

且随浸润深度的增加及淋巴结的转移，组织

染色程度越深，表示EphA2蛋白含量越高，

提示EphA2的高表达与食管鳞癌的侵袭性及

转移性有关；并且该蛋白在ⅡB+Ⅲ期患者癌

组织中和血清中的阳性表达程度均高于对应

Ⅰ+ⅡA期组的阳性表达程度，且临床分期越

晚，EphA2在组织中的表达程度越深，在外

周血中的含量越高。提示EphA2的高表达可

能与两民族食管鳞癌的浸润性、转移性均有

关，并且该蛋白在组织及外周血中的高表达可

能预示病期较晚，预后较差。该结论与Wang

等［13］、郝宝岚等［14］和徐峰等［15］研究结论 

一致。

　 　 另 外 ， 血 清 学 研 究 发 现 ， 在 哈 萨 克

族 患 者 外 周 血 中 ， 该 蛋 白 在 T 3 + T 4 组 表 达

水 平 ［ ( 6 1 . 4 6 ± 8 . 6 3 )  p g / m L ］ 较 T 1+ T 2组

［(56.31±13.37) pg/mL］明显增高，差异有统计

学意义(t=3.685，P=0.001)，而在汉族患者外周

血中T3+T4组表达水平［(55.09±12.52) pg/mL］

略高于T1+T2组［(57.29±8.85) pg/mL］，但差异

无统计学意义(P>0.05)，而组织中EphA2蛋白在

哈萨克族和汉族的T3+T4组均高于T1+T2组，差异

有统计学意义(P<0.05)。由此推测，EphA2蛋白

在外周血中的高表达有可能在一定程度上反应

哈萨克族食管鳞癌的浸润性。

　　综上所述，EphA2蛋白的高表达可能促

进哈萨克族和汉族食管鳞癌的发生、发展。

EphA2蛋白在食管癌患者肿瘤组织及血清中的

高表达可能与原发灶浸润深度、淋巴结转移及

TNM分期均有关。另外EphA2蛋白在哈萨克族

食管癌患者肿瘤外周血中的高表达可能与其浸

润深度有关。因此，EphA2有望成为预测食管

鳞癌发生、发展的指标之一。
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