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Abstract
AIM: To investigate the expression of human 
mutL homologue 1 (hMLH1) and Ras associa-
tion domain family 1A (RASSF1A) in esophageal 

squamous cell carcinoma (ESCC) and to analyze 
their prognostic value.

METHODS: The expression of hMLH1 mRNA 
and RASSF1A protein in 60 specimens of esoph-
ageal cancer was detected by in situ hybridiza-
tion (ISH) and immunohistochemistry, respec-
tively. The relationship of hMLH1 and RASSF1A 
expression with ESCC prognosis was evaluated 
using Cox regression model and Kaplan-Meier 
survival curve analysis.

RESULTS: The positive rates of hMLH1 and 
RASSF1A expression in esophageal carcinoma 
were significantly lower than those in normal 
esophageal tissue (41.67% vs 90.00%, 80.00% 
vs 100.00%; both P < 0.05). The expression of 
hMLH1 and RASSF1A was correlated with tu-
mor TNM stage, invasion depth, lymph node 
metastasis, and tumor size (all P < 0.05), but not 
with patient's nationality (P > 0.05). The expres-
sion of RASSF1A was positively correlated with 
that of hMLH1 (r = 0.338, P < 0.01). The five-year 
overall survival rate for all the patients was 35% 
(21/60). Univariate survival analysis suggested 
that the five-year survival rate for patients with 
positive expression of RASSF1A was higher than 
that for patients with negative expression of 
RASSF1A though the difference was not signifi-
cant (P > 0.05). Patients with positive expression 
of hMLH1 had a significantly higher survival 
rate compared to those with negative expression 
of hMLH1 (P < 0.05). Cox multivariate analysis 
indicated that tumor invasion depth and TNM 
stage were independent prognostic factors af-
fecting survival of ESCC patients (both P < 0.05).

CONCLUSION: Both hMLH1 and RASSF1A 
were weakly expressed in ESCC. The expression 
of hMLH1 and RASSF1A was positively cor-
related with ESCC progression. Expression of 
hMLH1 and RASSF1A might be used as a prog-
nostic parameter in ESCC patients.
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■背景资料
食管癌是人类最
常见的恶性肿瘤
之 一 ,  我 国 新 疆
哈萨克族是食管
癌的最高发民族
之 一 ,  高 于 我 国
平 均 水 平 ,  严 重
威胁着哈萨克族
人民的身心健康, 
因此探讨新疆哈
萨克族与汉族食
管癌的发病机制, 
寻找有效预防及
治 疗 的 途 径 ,  是
目前迫切需要解
决的问题.

■同行评议者
李增山 ,  副教授 , 
中国人民解放军
第四军医大学病
理教研室
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摘要
目的: 探讨食管鳞癌组织中hMLH1和RASSF1A
基因表达及其对预后的影响.

方法: 采用原位杂交技术检测hMLH1基因、

免疫组织化学法检测RASSF1A基因在60例
食管鳞癌患者中的表达, 应用Cox回归模型和
Kaplan-Meier生存曲线分析其与患者预后的
关系.

结果: 在食管鳞癌组织中hMLH1 mRNA表达
显著低于正常黏膜组织(41.67% vs  90.00%, 
P <0.01), RASSF1A蛋白表达低于食管正常
黏膜组织(80% vs  100%, P <0.05). hMLH1和
RASSF1A的表达与TNM分期、食管癌浸润深
度、淋巴结转移和肿瘤大小相关(均P <0.05), 
但与民族无关; RASSF1A与hMLH1表达呈正
相关(r  = 0.338, P <0.01); 本组病例5年总生存
率为35%(21/60), 单因素生存分析表明, 食管
癌hMLH1高表达组5年生存率高于低表达组, 
差异有统计学意义(P <0.05); RASSF1A高表
达组较低表达组有生存优势, 但差异无统计
学意义; Cox模型多因素分析表明, hMLH1和
RASSF1A不是影响生存期的独立因素, 而肿
瘤浸润深度和TNM分期均是影响生存期的独
立因素(P <0.05).

结论: hMLH1和RASSF1A在食管癌组织中表
达均较低, 其表达水平与食管肿瘤的发生发展
有一定的关系, 结合临床病理可作为判断预后
的指标. 

关键词: 食管癌; hMLH1基因; RASSF1A基因; 预后
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0  引言

食管癌是人类最常见的恶性肿瘤之一[1], 我国每

年因食管癌死亡的人数约占全部恶性肿瘤死亡

人数的1/4[2]. 食管鳞状细胞癌(esophageal squa-
mous cell carcinoma, ESCC)的发生是一个多步

骤、多因素、进行性发展的过程, 涉及到多种
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肿瘤抑制基因失活、癌基因的激活和凋亡相关

基因的变化. hMLH1是DNA错配修复(DNA mis-
match repair, MMR)系统中重要组成部分, 定位

于3p21.3-23, 主要与错配点结合并与其他修复

蛋白结合复合体来进行DNA修复. 目前在结肠

癌、子宫内膜癌等肿瘤中关于hMLH1的研究较

多, 但是在ESCC中相关研究较少[3,4]. RASSF1A
基因是Dammann等[5]于2000年从3p21.3上首先

克隆出来并证实其转录本在肺癌细胞系中为肺

癌的候选抑癌基因, 他所表达的产物广泛存在于

肺、乳腺、肾、消化系等多种器官和组织中, 在
多种癌组织中存在不同程度的表达缺失[6,7]. 本实

验联合检测hMLH1和RASSF1A在60例ESCC中
的表达水平, 分析两者与肿瘤临床病理特征和

患者预后的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择2001-01/2004-12新疆医科大学第

一及第二附属医院手术切除并经病理证实的

ESCC标本60例, 其中汉族30例, 哈萨克族30例, 
男40例, 女20例, 年龄38.0-76.0(平均54.6)岁. 所
有病例术前未经任何放疗和化疗. 按照WHO分

类标准进行病理分级: 高分化20例, 中低分化40
例. Ⅰ期8例, Ⅱ期32例, Ⅲ期19例, Ⅳ期 1例. 无
淋巴结转移34例, 有淋巴结转移26例. 同时选取

20例正常食管组织(距ESCC原发灶5 cm)作对照. 
标本均经40 g/L甲醛固定, 常规石蜡包埋, 连续

4 µm厚度切片. hMLH1原位杂交试剂盒, 兔抗人

RASSF1A均购自武汉博士德生物工程有限公司, 
DAB显色试剂盒由北京中杉生物公司提供.
1.2 方法 采用免疫组织化学PV-9000二步法检测

各组织中RASSF1A蛋白的表达. 步骤如下: 石
蜡切片逐级脱蜡、水化至水, 用30 mL/L H2O2室

温下孵育20 min(封闭内源性过氧化物酶), PBS
漂洗. 将切片置于pH6.0的枸橼酸盐缓冲液中, 
微波炉加热修复抗原20 min(温度控制在95 ℃
-100 ℃). 取出自然冷却至室温后, 用PBS漂洗. 
滴加一抗, 置于湿盒内, 4 ℃冰箱过夜. 同法冲洗

切片, 滴加生物素化通用性二抗工作液, DAB显
色生物素化二抗工作液, 置于湿盒中, 自来水终

止显色反应, 切片苏木素复染, 盐酸酒精分化返

蓝, 脱水封片. hMLH1原位杂交步骤按试剂盒说

明进行. RASSF1A以胞质内出现黄褐色或棕褐

色颗粒为阳性染色细胞. hMLH1 mRNA探针以

在胞质表达棕黄色颗粒为主, 也可见部分细胞

核表达. 以正常食管黏膜细胞表达的强度及方

www.wjgnet.com

■研发前沿
肿瘤的发生发展
是个多步骤、多
因素、进行性发
展 的 过 程 ,  涉 及
到多种肿瘤抑制
基因失活、癌基
因的激活和凋亡
相关基因的变化. 
hMLH1是DNA错
配修复系统中重
要 组 成 部 分 ,  而
RASSF1A是肿瘤
发生重要的抑癌
基 因 ,  其 功 能 缺
陷均与恶性肿瘤
的 发 生 有 关 ,  因
此成为目前的研
究热点.
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式为阳性对照, 在400倍视野下每张切片随机观

察5个视野, 阳性细胞<5%为阴性; >5%, 为阳性. 
统计学处理 统计学分析采用SPSS15.0软件

分别进行χ2检验、Kaplan-Meier生存分析和Cox
模型多因素生存分析, 以P <0.05为差异有统计学

意义.

2  结果

2.1 hMLH1和RASSF1A在正常食管组织和ESCC
组织中的表达 hMLH1 mRNA表达以在胞质出

现棕黄色颗粒为主, 也可见部分细胞核表达, 在
正常食管黏膜鳞状细胞和基底细胞中阳性表达, 
在食管癌组织中表达部分或全部缺失, 差异有

统计学意义(P <0.01, 图1); RASSF1A蛋白以细胞

质出现棕褐、黄褐色颗粒为阳性染色细胞(图2), 
正常食管黏膜鳞状细胞和基底细胞中RASSF1A
几乎100%强阳性表达, 与食管癌组织中的表达

差异有统计学意义(P <0.05). 
2.2 hMLH1和RASSF1A与临床病理参数的关

系 hMLH1的表达则与肿瘤浸润深度、病理分

期、肿瘤大小(最长径线)相关, 差异有统计学意

义(P <0.05); hMLH1的表达在有淋巴结转移组低

于无淋巴结转移组, 差异有统计学意义(P <0.01); 
但其表达在不同分化程度组之间的差异无统

计学意义(P >0.05); RASSF1A蛋白表达阳性率

随病理分期增高依次降低, 差异有统计学意义

(P <0.01); 有淋巴结转移组低于无淋巴结转移组, 
差异有统计学意义(P <0.01); 随着浸润深度的增

加阳性率也逐渐降低, 进行肌层和浆膜层两组

之间的差异比较, 结果有统计学意义(P <0.05), 
其表达阳性率随肿瘤分化程度降低依次降低

但差异有统计学意义(P <0.05); 在不同的肿瘤

大小组中的表达差异也有统计学意义(P <0.05). 
RASSF1A和hMLH1的表达在汉族和哈萨克族

之间的差异无统计学意义(P >0.05, 表1). 
2.3 hMLH1和RASSF1A的表达相关性 hMLH1和
RASSF1A的表达呈正相关(r  = 0.338, P<0.01, 表2). 
2.4 患者预后 本研究对60例ESCC患者进行随

访, 其中21例存活, 中位生存期为51.0(38.8-63.2) 
mo, 5年生存率为35%(21/60). 
2.4.1 单因素Kaplan-Meier生存曲线: hMLH1阳性

表达组与阴性表达组相比, 前者5年生存率较高, 
且差异有统计学意义(P<0.05); RASSF1A阳性表

达组平均生存时间和中位生存时间都高于阴性

表达组, 但差异无统计学意义(P>0.05, 图3, 4).
2.4.2 多因素分析: 以患者肿瘤浸润深度、淋巴

结转移、TNM分期、分化程度、病变长度以及

食管癌中hMLH1和RASSF1A的表达为变量, 进

■相关报道
夏頔等在对40例
胃癌的研究中发
现 h M L H 1 蛋 白
在胃炎组织和癌
旁组织中的表达
显著高于胃癌组
织, 推测MLH1则
可能是胃癌预警
组织的一种标志
物. 蒋鹏程等采用
RT-PCR检测胃正
常组织、腺瘤组
织、不典型增生
组织各20例及胃
腺癌组织40例中
RASSF1A及Cy-
clin D1 mRNA的
表达, 并Western 
blot法检测RASS-
F1A蛋白表达. 结
果显示RASSF1A
的表达低于不典
型增生、良性腺
瘤及正常组织组, 
认为二者联合检
测能为胃癌的早
期临床诊断和治
疗提供有利的生
物学信息.

A B

图  1  hMLH1的表达(DAB×400). A: 正常食管黏膜; B: ESCC组织.

A B

图  2  RASSF1A的表达(SP×400). A: 正常食管黏膜; B: ESCC组织.
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行Cox多因素回归分析. 结果显示, 独立的预后

因素为肿瘤浸润深度和TNM分期(P <0.05, 表3).

3  讨论

MMR是人体细胞的一种修复DNA碱基错配的

安全保障体系 [8,9], 由一系列特异性修复D N A 
碱基错配的酶分子(错配修复基因)组成, 包括

Mut H, Mut L和Mut S三大家族的蛋白, 该系统

中任一基因突变都会导致细胞错配修复功能

缺陷, 结果产生遗传不稳定, 表现为复制错误或

微卫星不稳定, 进而导致肿瘤发生. hMLH1是
MMR中重要组成部分, 定位于3p21.3-23, 基因

组DNA全长约58 kb(不包括启动子), 含19个外

显子, cDNA有2 268 bp的开放阅读框架, 编码蛋

白质756个氨基酸, 功能主要与错配点结合并与

其他修复蛋白结合复合体来进行修复, 其异常

与遗传性肠癌、Ⅱ型贲门癌、白血病、Muri-

■创新盘点
本实验运用原位
杂交法和免疫组
织化学法分别在
转录水平和蛋白
水平检测hMLH1
和RASSF1A的表
达 情 况 ,  探 讨 二
者与结直肠癌各
项临床病理参数
之间的关系, 并应
用 C o x 回 归 模 型
和Kaplan-Meier
生存曲线分析其
与患者预后的关
系 ,  为hMLH1和 
RASSF1A成为判
断食管癌生物学
行为及预后的重
要参考指标提供
理论依据.

表  2  hMLH1和RASSF1A表达的相关性 (n )

     
hMLH1

           RASSF1A

 -  +
合计

- 11 24   35

+   1 24   25

合计 12 48   60

表  1  hMLH1和RASSF1A表达与食管癌病理特征的关系

     
       hMLH1 mRNA表达          RASSF1A蛋白表达

病理特征   n
- + 阳性率(%)

   χ2值    P值
- + 阳性率(%)

  χ2值   P值

癌组织 60 35 25  41.67 12 48   80.00

正常组织 20   2 18  90.00 14.096 0.000   0 20 100.00   4.619 0.032

临床分期

    Ⅰ和Ⅱ 40 17 23  57.50   3 37   92.50

    Ⅲ和Ⅳ 20 18   2  10.00 12.377 0.001   9 11   55.00 11.719 0.001

分化程度

    高分化 20   9 11  55.00   1 19   95.00

    中低分化 40 26 14  35.00   2.194 0.171 11 29   72.50   4.219 0.047

浸润深度

    ≤肌层 29 12 17  58.62   2 27   93.11

    ≥浆膜层 31 23   8  25.81   6.638 0.018 10 21   67.74   6.023 0.022

淋巴转移

    有N1 26 23   3  11.54 10 16   61.54

    无N0 34 12 22  64.71 17.135 0.000   2 32   94.11   9.774 0.003

肿瘤大小(cm)

    ≤5 35 16 19  54.28   3 32   91.43

    >5 25 19   6  24.00   5.503 0.033   9 16   64.00   6.857 0.019

民族

    汉族 30 16 14  46.67   5 25   83.34

    哈萨克族 30 19 11  36.67   0.617 0.601   7 23   76.67   0.924 0.391

图  4  RASSF1A表达阴性和阳性表达组生存曲线.
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Torre家族性肿瘤综合征、恶性胶质瘤Turcot综
合征等相关[10,11]. Cai等[12]研究发现食管癌中有

hMLH1杂合性缺失并且与微卫星不稳定有关, 
正是由于hMLH1的突变或缺失使细胞碱基错配

不能得以修复, 从而使DNA复制错误积累终导

致肿瘤的发生; 刘复兴等[13]研究了食管癌3p杂
合性丢失情况, 发现3p近hMLH1基因区域存在

高频缺失, 并进一步选取MLH1基因内微卫星标

志, 发现ESCC中hMLH1存在较高的等位基因丢

失, hMLH1基因内标志D3S1611的LOH频率高

达(66.7%), 说明食管癌hMLH1基因丢失频发, 可
能是食管癌基因改变的靶点, 目前较多研究结

果提示[14-18]hMLH1基因甲基化可能是多种散发

性肿瘤错配修复基因失活的常见方式. 本实验

采用原位杂交方法检测hMLH1 mRNA的表达, 
结果显示早期患者mRNA表达明显高于中晚期

患者, 该研究结果与张军航等报道相一致[19-21], 
同时hMLH1的表达与肿瘤浸润深度、病理分

期、肿瘤大小、淋巴结转移相关, 差异均有统

计学意义(P <0.05), 提示hMLH1可能是食管癌发

生的早期事件, 并且与肿瘤的发展和转移有关; 
Kaplan-Meier生存曲线分析结果显示, hMLH1
阳性表达组生存率都高于阴性表达组, 且差异

有统计学意义(P <0.05), 但多因素分析结果认为, 
hMLH1并不是ESCC独立的预后影响因素. 

RASSF1A是Ras效应蛋白家族中的一员, 由
Ras蛋白参与的Ras通路是一条高度保守的信

号传递通路. 其中Ras蛋白在有活性的GTP结合

构象和无活性的GDP结合构象之间转化, 通过

与不同的效应物分子激活多条传递通路, 其中

Ras/RASSF1/ERK通路将信号由细胞外传递到

细胞内, 介导细胞分化、增殖、存活及原癌基

因转化[22-24]. RASSF1A蛋白通过磷酸化ATM蛋

白的激酶位点, 使之活化来发挥抑制肿瘤的作

用. 武林枫等[25]采用免疫印迹方法检测48例胰

腺癌组织及其癌旁(正常)组织RASSF1A基因蛋

白的表达水平, 结果发现癌旁组织RASSF1A蛋

白的表达量高于胰腺癌组织的表达量(P <0.05); 
T N M分期Ⅲ期R A S S F1A蛋白的表达量低于

Ⅰ, Ⅱ期(P <0.05). 周岩等[26]采用RT-PCR检测

29例膀胱移行细胞癌组织及5例正常膀胱组

织中RASSF1A mRNA的表达水平, 结果显示

RASSF1A mRNA在所有正常膀胱组织中均呈

阳性表达, 而在膀胱移行细胞癌组织中表达缺

失率为79.3%(23/29), 两者比较差异有统计学

意义(P <0.01); 目前也有研究证实RASSF1A基

因在食管癌、胃癌组织的表达量高于癌旁对照

组织[27-31]. 本实验检测RASSF1A蛋白表达阳性

率随病理分期增高依次降低, 差异有统计学意

义(P <0.01); 且其表达与肿瘤浸润深度、病理

分期、肿瘤大小、淋巴结转移以及肿瘤分化

程度相关, 差异均有统计学意义(P <0.05), 提示

RASSF1A蛋白表达降低促进癌细胞的生物学

行恶化, 使其侵袭和转移增强; Kaplan-Meier生
存曲线分析结果显示, RASSF1A阳性表达组与

阴性表达组相比, 前者5年生存率较后者高, 但
差异无统计学意义(P >0.05); 进一步做Cox多因

素回归分析, 结果显示, RASSF1A亦不能作为

ESCC独立的预后因素. 另外, 本实验的结果还

显示ESCC中RASSF1A和hMLH1的表达呈正相

关, 相关系数r  = 0.338(P <0.01), 二者表达在食管

癌的发生发展中可能具有协同作用. 在30例汉

族和30例哈萨克族ESCC中, hMLH1和RASSF1A
的表达在不同民族之间无显著性差异(P >0.05), 
提示在新疆的汉族和哈萨克族ESCC的发生发

展中hMLH1和RASSF1A的表达具有共同性, 无
民族间基因背景差异. 

总之, hMLH1和RASSF1A在ESCC组织的表

达均较低, 且其表达与临床病理相关, 因此我们

认为, 上述生物学指标与临床病理学指标相结合

为食管癌的诊断和治疗提供了崭新的思路.
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