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Abstract
AIM: To investigate the expression of hypoxia 
inducible factor-1α (HIF-1α) and epithelial-
mesenchvmal transition (EMT)-related factors in 
pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) and 
to analyze their clinical significance. 

METHODS: Immunohistochemistry was used 
to examine the expression of HIF-1α, Snail, Slug, 
E-cadherin and N-cadherin in 92 cases of PDAC 
and 10 cases of normal pancreatic tissue.

RESULTS: The positive expression rates of HIF-
1α, Snail, Slug, E-cadherin and N-cadherin were 
69.57%, 69.57%, 58.70%, 36.96% and 73.91% in 
PDAC, and 10%, 0%, 0%, 90% and 0% in normal 
pancreas tissue. HIF-1α expression was signifi-
cantly associated with lymph node metastasis. 
Snail expression was correlated with TNM 
stage. Slug expression was positively associated 
with TNM stage and lymph node metastasis. 
N-cadherin expression was significantly related 
to TNM stage, lymph node metastasis and histo-
logical grade. HIF-1α expression in PDAC was 
positively correlated with Snail and Slug expres-
sion. There was a negative correlation between 
Snail and E-cadherin expression in PDAC. Ex-
pression of E-cadherin was negatively related 
to that of N-cadherin. Multivariate Cox analysis 
demonstrated that HIF-1α, Snail and E-cadherin 
were independent factors for prognosis of 
PDAC. 

CONCLUSION: HIF-1α, Snail, Slug, E-cadherin 
and N-cadherin play significant roles in the pro-
gression and prognosis of PDAC.
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factor-1α; Epithelial-mesenchvmal transition; Prognosis
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摘要
目的: 探讨缺氧诱导因子-1α(HIF-1α)和上皮
细胞间质转化(EMT)相关蛋白在胰腺导管腺
癌(PDAC)组织中的表达及临床意义.

方法: 采用免疫组织化学法检测92例PDAC和
10例正常胰腺组织中HIF-1α、Snail、Slug、
E-cadherin、N-cadherin的表达, 并分析其与患
者临床病理特征和预后的关系.

结果: HIF-1α、Snail、Slug、E-cadherin、
N-cadherin在PDAC和正常胰腺组织中表达

®

■背景资料
缺氧是实体瘤微
环境的一个重要
特 征 ,  癌 细 胞 为
适应缺氧而发生
一系列生物学特
性的改变 .  HIF-
1α和EMT相关因
子在其中发挥重
要作用. 

■同行评议者
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的阳性率分别为: 69.57%, 69.57%, 58.70%, 
36.96%, 73.91%; 10%, 0%, 0%, 90%, 0%. HIF-
1α的表达与淋巴结转移有关; Snail的表达与
TNM分期有关; S lug的表达与TNM分期和
淋巴结转移有关; N-cadherin的表达与TNM
分期、淋巴结转移和肿瘤分化程度有关 . 
HIF-1α表达与Snail、Slug表达呈正相关(r  = 
0.309, P  = 0.005; r  = 0.231, P  = 0.027); Snail表
达与E-cadherin表达呈负相关(r  = -0.223, P  = 
0.033); E-cadherin表达与N-cadherin表达呈负
相关(r  = -0.478, P  = 0.000). HIF-1α、Snail和
E-cadherin是患者术后独立的预后因子.

结论: HIF-1α、Snail、Slug、E-cadherin、
N-cadherin在PDAC的演进及预后中发挥作用.

关键词: 胰腺肿瘤; 缺氧诱导因子-1α; 上皮细胞间

质转化; 预后
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0  引言

缺氧是实体瘤微环境的一个重要特征[1], 癌细胞

为适应缺氧而发生一系列生物学特性的改变[2]. 
缺氧诱导因子-1α(hypoxia inducible factor-1α, 
HIF-1α)在其中发挥重要作用[3], 他与下游靶基

因启动子区域的缺氧反应元件(hypoxia respon-
sive element, HRE)结合, 调控其转录[4]. 目前已

确定的HIF-1α靶基因大部分参与了转移级联

反应过程, 包括上皮细胞间质转型(epithel ial-
mesenchvmal transition, EMT)、细胞外基质和

基底膜降解、肿瘤细胞运动能力增加、新生血

管形成等[5]. 我们前期研究证实胰腺导管腺癌

(pancreatic ductal adenocarcinoma, PDAC)组织

中亦存在HIF-1α过表达, 且其表达与淋巴结转

移、临床病理分期有关[6]. EMT指上皮细胞失去

上皮细胞的特征而获得间充质细胞的表型[7]. 目
前有学者认为他是肿瘤转移的起始事件[8], 其中

钙黏素转换和转录因子的表达上调是EMT发生

过程中重要的分子事件[9]. 但HIF-1α与EMT相关

因子在胰腺癌组织中的表达是否相关及其在胰

腺癌演进中的作用还不明确. 因此, 本课题采用

免疫组织化学法检测92例PDAC和10例正常胰

腺组织中HIF-1α、Snail、Slug、E-钙黏素(epi-
thelia cadherin, E-cadherin)、N-钙黏素(neuronal 
cadherin, N-cadherin)蛋白的表达, 并统计分析其

表达的相关性及与临床病理特征和预后的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 收集上海交通大学附属第一人民医院

1993-08/2009-12的92例PDAC患者手术切除的

胰腺癌标本. 切取供肝附带的胰腺组织10例作

为正常胰腺组织标本对照组. 所有标本均经40 
g/L中性甲醛固定, 常规石蜡包埋, 连续切片, 厚
度4 μm, 行HE染色, 经组织病理学明确诊断. 术
前均未接受放、化疗, 按国际抗癌联盟(UICC, 
2002版)标准[10]确定胰腺癌TNM分期, 世界卫

生组织(WHO, 2000版)[11]标准确定胰腺癌组织

学分级. 92例患者中, 男64例, 女28例, 平均年龄

(64.73±10.42)岁. 胰头癌79例, 胰体尾癌13例. 
组织学分级: 高分化14例, 中分化60例, 低分化

16例, 2例分化程度不明; 局部淋巴结: 无淋巴结

转移57例, 有淋巴结转移35例; 神经浸润: 无神

经浸润42例, 有神经浸润40例, 不明10例; 切缘

(镜下): 阴性83例, 阳性9例; TNM分期:Ⅰa期2
例, Ⅰb期19例, Ⅱa期37例, Ⅱb期29例, Ⅲ期0例, 
Ⅳ期5例. 随访截止至2009-12-31, 平均随访时

间15.1(1-121) mo. 随访期限从手术后病理确诊

为PDAC开始至因复发转移或其他原因死亡或

随访终止时间. 至随访截止日期, 57例死亡, 29
例存活, 6例失随访, 失访率6.52%. 兔抗人HIF-
1α、Snail、Slug多克隆抗体均购自英国Abcam
公司、兔抗人E-cadherin、N-cadherin多克隆抗

体均购自美国Cell Signaling公司, 超敏SP试剂

盒、DAB显色液均购自福州迈新公司.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学SP法: 组织切片, 经脱蜡、枸橼

酸盐抗原修复液热修复、过氧化氢、正常羊血

清封闭后滴加一抗, HIF-1α(1∶50), Snail(1∶100), 
Slug(1∶100), E-cadherin(1∶25), N-cadherin(1∶100). 
4 ℃过夜, 复温后滴加二抗, 37 ℃孵育30 min, 滴加辣

根过氧化物酶标记的链霉素卵白素工作液, 37 ℃孵

育30 min, 最后DAB显色、苏木素复染、封片. 
1.2.2 结果判定: 每张切片随机选取10个400倍
视野, 每个视野计数100个细胞, 取其均值. HIF-
1α评级标准参考[6]. HIF-1α主要位于胞质和胞

核, 呈棕黄色到棕褐色. 阳性细胞比例 = 0%, 
1%-9%, 10%-50%, >50%, 计分分别为0-3分, 即: 
-, +, ++, +++. 结果统计时, 分为HIF-1α高表达

组(++和+++)和低表达组(-和+). Snail、Slug、
E-cadherin、N-cadherin评级标准参考[12]. Snail
和Slug主要位于胞核, 呈棕黄色到棕褐色. 阳性

■研发前沿
近年来, 缺氧微环
境下EMT与肿瘤
转移的相关研究
已成为肿瘤研究
领域的新热点. 其
中钙黏素转换和
转录因子的表达
上调是EMT发生
过程中重要的分
子事件. 但HIF-1α
与EMT相关因子
在胰腺癌组织中
的表达是否相关
及其在胰腺癌演
进中的作用还不
明确. 
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细胞比例 = 0%, 1%-49%, 50%-70%, >70%, 分
别为-, +, ++, +++. 结果统计时, 将其分为Snail、
S l u g高表达组(++和+++)和低表达组(-和+). 
E-cadhein主要位于胞膜和胞质, 呈棕黄色. 按显

色细胞比例评分: 阳性细胞比例<10%, 10%-49%, 
50%-70%, >70%, 计分分别为0-3分, 即: -, +, ++, 
+++. 结果统计时, 分为E-cadhein阳性表达组(+, 
++和+++)和阴性表达组(-). N-cadhein主要位于

胞膜和胞质, 呈棕黄色到棕褐色. 按显色细胞比

例评分: 阳性细胞比例 = 0%, 1%-49%, 50%-70%, 
>70%, 计分分别为0-3分, 即: -, +, ++, +++. 结果

统计时, 分为N-cadhein高表达组(++和+++)和低

表达组(-和+).
统计学处理 数据采用SPSS13.0统计软件

包进行统计分析. 计数资料采用χ2检验或Fisher
精确概率法. 双变量非正态分布资料采用Spear-
man等级相关系数检验. 单因素生存分析采用

Kaplan-Meier法和Log-rank检验, 多因素生存分

析采用Cox比例风险模型.

2  结果

2.1 PDAC与正常胰腺组织中HIF-1α和EMT
相关蛋白的表达 92例胰腺癌组织, HIF-1α、
Snai l、Slug、E-cadher in、N-cadher in的阳

性表达率分别为6 9 . 5 7 % ( 6 4 / 9 2 )、6 9 . 5 7 % 
(64/92)、58.70%(54/92)、36.96%(34/92)、
73.91%(68/92)(表1, 图1). HIF-1α主要表达在胰

腺癌细胞核和胞质, 呈棕黄色到棕褐色, 尤其

在具有腺体结构的癌细胞中表达明显; Snail和
Slug主要表达在胰腺癌细胞核, 呈棕黄色到棕褐

色; E-cadherin和N-cadherin主要表达在胰腺癌

细胞膜和胞质, 呈棕黄色. 10例正常胰腺组织中

HIF-1α阳性率为10%(1/10), E-cadherin阳性率为

90%(9/10), Snail、Slug、N-cadherin均不表达. 1
例正常胰腺组织中HIF-1α表达在胰腺细胞胞质, 
呈棕黄色. 正常胰腺组织中E-cadherin主要表达

在胰腺细胞膜和胞质, 呈棕黄色(图2).
2.2 HIF-1α和EMT相关蛋白在PDAC中表达的

相互关系 胰腺癌中HIF-1α表达与Snail、Slug
表达呈正相关(r  = 0.309, P  = 0.005; r  = 0.231, 
P  = 0.027), 即随HIF-1α阳性表达细胞的增多, 
Snai l、Slug阳性表达也随之增多(表2); Snai l
表达与E-cadherin表达呈负相关(r  = -0.223, P  
= 0.033), 即随着S n a i l阳性表达细胞的增多, 
E-cadherin阳性表达随之减少(表3); Slug表达与

E-cadherin表达不相关(P  = 0.194, 表4); E-cad-

herin表达与N-cadherin表达呈负相关(r  = -0.478, 
P  = 0.000), 即随着E-cadherin阳性表达细胞的减

少, N-cadherin的阳性表达随之增多(表5).
2.3 HIF-1α和EMT相关蛋白的表达与PDAC临

床病理特征的关系 HIF-1α的表达与淋巴结转移

有关(P  = 0.030); Snail的表达与TNM分期有关(P  
= 0.031); Slug的表达与TNM分期和淋巴结转移

有关(P  = 0.003; P  = 0.002); N-cadherin的表达与

TNM分期、淋巴结转移和肿瘤分化程度有关(P  
= 0.000; P  = 0.001; P  = 0.010); 而年龄、性别、

肿瘤部位、肿瘤大小、神经侵犯、切缘与这些

蛋白的表达均无关(表6).
2.4 HIF-1α和EMT相关蛋白的表达及临床病理

特征与胰腺癌预后的关系 单因素生存分析结

果显示, TNM分期、淋巴结转移、切缘、HIF-
1α、Snail、Slug、E-cadherin、N-cadherin的表

达与患者预后有关(P <0.05), 而年龄、性别、肿

瘤部位、肿瘤大小、神经浸润、组织病理学分

级与患者预后均无关(P >0.05, 表7, 图3). 
将单因素分析有统计学意义的8个因素引

入Cox比例风险模型进行多因素分析. 根据多因

素生存分析结果, TNM分期、HIF-1α、Snail和
E-cadherin的表达是胰腺癌患者术后的独立预后

因素(P <0.05, 表7).

3  讨论

肿瘤缺氧微环境与肿瘤的演进密切相关[13,14]. 影
像学显示胰腺癌特有的乏血管表现[15]和肿瘤内

■相关报道
Imai等采用缺氧
处理卵巢癌细胞
发 现 ,  缺 氧 活 化
HIF-1α, 促使Snail
表 达 上 调 ,  抑 制
E-cadherin的表达.

表  1  HIF-1α、Snail、Slug、E-cadherin、E-cadherin蛋
白在PDAC和正常胰腺组织中的表达

     
蛋白

     评级(n )
阳性率(%)

- + ++ +++

HIF-1α

    PDAC 28 22 31 11    69.57

    对照组   0   0   1   0    10.00

Snail

    PDAC 28 14 45   5    69.57

    对照组   0   0   0   0      0.00

Slug

    PDAC 38   6 36 12    58.70

    对照组   0   0   0   0      0.00

E-cadherin

    PDAC 58 12 17   5    36.96

    对照组   1   2   4   3    90.00

N-cadherin

    PDAC 24 18 44   6    73.91

    对照组   0   0   0   0      0.00
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部氧分压测定[16]都提示胰腺癌组织缺氧, 充分说 明胰腺癌是一个乏氧性肿瘤. 但缺氧与胰腺癌

图  1  HIF-1α、Snail、Slug、E-cadherin、N-cadherin蛋白在PDAC组织中的表达(SP法). A, B: HIF-1α(A×100, B×400); C, 

D:Snail(C×100, D×400); E, F: Slug(E×100, F×400); G, H: E-cadherin(G×100, H×400); I, J: N-cadherin(I×100, J×400).

A

C

B

D

E

G

F

H

I J

10 mm 2.5 mm

10 mm 2.5 mm

10 mm 2.5 mm

10 mm 2.5 mm

10 mm 2.5 mm

■创新盘点
本课题采用免疫
组织化学法检测
胰 腺 癌 组 织 中
HIF-1α、Snail、
S l u g 、 E - c a d -
herin、N-cadherin
蛋白的表达, 并统
计分析其表达的
相关性及与临床
病理特征和预后
的关系. 首次在胰
腺导管腺癌手术
标本中证实缺氧
的肿瘤细胞可能
发生EMT, 在胰腺
癌的恶性进展中
发挥重要作用. 
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恶性生物学特征之间的关系仍然是未解之谜. HIF-1是在缺氧状态下发挥特异性活性的

表  2  PDAC中HIF-1α与Snail、Slug表达的关系

     
             HIF-1α

  n         -         +        ++       +++
  r值   P值

Snail

    - 28       11       6       11         0 0.309 0.005

    + 14         1       8         2         3

    ++ 45       14       8       18         5

    +++   5         2       0         0         3

    n       28     22       31       11

Slug

    - 38       18       5       12         3 0.231 0.027

    +   6         0       3         3         0

    ++ 36         7     12       14         3

    +++ 12         3       2         2         5

    n       28     22       31       11

表  3  PDAC中Snail与E-cadherin表达的关系

     
E-cadherin

             Snail

  n        -        +      ++      +++
    r值   P值

- 58      13      12      30        3 -0.223 0.033

+ 12        3        0        9        0

++ 17        8        2        5        2

+++   5        4        0        1        0

n      28      14      45        5

图  2  HIF-1α和E-cadherin蛋白在正常胰腺组织中的表达(SP法). A, B: HIF-1α(A×100, B×400); C, D: E-cadherin(C×100, 

D×400).

A

C

B

D

2.5 mm10 mm

2.5 mm10 mm

■应用要点
HIF-1α和EMT相
关蛋白在胰腺癌
的演进及预后中
发挥重要作用, 联
合使用免疫组织
化学检测, 可考虑
他作为胰腺癌临
床评价生物学行
为及判断预后的
有用指标. 
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核转录因子[17], 含有α及β亚基的异源二聚体, 生
理活性主要取决于α亚基, β亚基组成表达[18]. 多
位学者采用免疫组织化学的方法检测了实体癌

中HIF-1α的表达, 并研究其表达与肿瘤生物学

行为及预后之间的关系. Cao等[19]研究发现71例
结直肠癌患者手术标本HIF-1α阳性率为54.93%, 
并且HIF-1α的表达与TNM分期、淋巴结和肝转

移及预后有关. Chen等[20]在54例食管癌中研究

发现HIF-1α阳性率为46%, 与预后密切相关. 在
胰腺癌中, 我们前期研究也发现PDAC组织中亦

存在HIF-1α过表达, 且HIF-1α的表达与淋巴结

转移、临床病理分期及预后有关[6]. Hoffmann

等[21]检测了41例PDAC患者手术标本HIF-1α阳
性率为87.1%, 与预后有关. 但也有相反的研究

报道. Zhu等[22]检测了60例PDAC患者手术标本

和正常胰腺组织内HIF-1α的表达, 发现两者没

有差异, 并且PDAC患者手术标本中HIF-1α的表

达与预后无关. 本研究结果显示: 92例PDAC患
者手术标本HIF-1α阳性率为69.57%, 且HIF-1α
的表达与淋巴结转移有关, 即患者胰腺癌组织

中的HIF-1α表达阳性细胞越多, 其发生淋巴结

转移的可能性就越大. 生存分析显示HIF-1α是
PDAC患者术后的独立预后因子. HIF-1α是胰腺

癌细胞缺氧的一个标志物, 这提示胰腺癌的恶

表  6  HIF-1α、Snail、Slug、E-cadherin、N-cadherin蛋白的表达与PDAC临床病理特征的关系

     
参数   n

         HIF-1α Snail Slug     E-cadherin     N-cadherin

低 高   P 值 低 高   P 值 低 高   P 值 阴性 阳性 P 值 低 高   P 值

TNM分期

    Ⅰ 21 15   6 0.085   8 13 0.031 16   5 0.003 12   9 0.718 17   4 0.000

    Ⅱa 37 21 16 23 14 19 18 25 12 17 20

    Ⅱb, Ⅲ, Ⅳ 34 14 20 11 23 10 24 21 13   8 26

淋巴结转移

    阴性 57 36 21 0.030 30 27 0.086 35 22 0.002 36 21 0.977 34 23 0.001

    阳性 35 14 21 12 23 10 25 22 13   8 27

分化

    G1 14 10   4 0.336   8   6 0.349   7   7 0290   8   6 0.857   9   5 0.010

    G2 60 30 30 28 32 32 28 39 21 29 31

    G3 16   8   8   5 11   5 11 10   6   2 14

表  4  PDAC中Slug与E-cadherin表达的关系

     
E-cadherin

             Slug

  n       -        +      ++      +++
    r值   P值

- 58        2      25      30        8 -0.137 0.194

+ 12        1        7        9        2

++ 17        2        3        5        2

+++   5        1        1        1        0

n      38        6      36      12

表  5  PDAC中E-cadherin与N-cadherin表达的关系

     
N-cadherin

           E-cadherin

  n       -        +      ++      +++
    r值   P值

- 24        7        2      11        4 -0.478 0.000

+ 18      11        2        4        1

++ 44      36        6        2        0

+++   6        4        2        0        0

n      58      12      17        5

■同行评价
本文学术性较好, 
具有较好的实用
性和创新性.
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性生物学行为与胰腺癌缺氧微环境之间可能存

在密切联系. 
EMT是近年来肿瘤转移过程中的一个研究

热点[23]. 目前EMT的形成机制中比较明确的是转

录因子Snail、Slug通过结合到E-cadherin启动子

区域的E盒结构, 进而下调E-cadherin的表达[24]. 
Hotz等[12]研究发现78%的人胰腺癌组织中表达

Snail, 50%的癌组织阳性表达Slug. Snail在未分

化癌细胞株MiaPaCa-2和Panc-1中的表达明显

高于分化程度高的细胞株Capan-1、HPAF-2和
AsPC-1. Slug在所有细胞株的表达强度不同. 源
于两个未分化肿瘤细胞株MiaPaCa-2和Panc-1
转移能力显著强于来自中等分化的HPAF-2和
分化良好的Capan-1, Snail mRNA的表达和转

移潜能呈正相关. Yin等[25]检测了56例胰腺癌手

术标本中Snail的表达, 结果发现Snail的表达阳

图  3  92例PDAC患者术后的单因素生存分析. A: TNM; B: 淋巴结; C: margin; D: HIF-1α; E: Snail; F: Slug; G: E-cadherin; H: 

N-cadherin.
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性率为36%, 与淋巴结和远处转移呈正相关. 他
们还将Snail cDNA转染Panc-1细胞, 转染后的

细胞侵袭能力明显增加. 但也有学者的研究结

果与之不同. Cates等[26]的研究结果显示在正常

胰腺上皮、慢性胰腺炎、PDAC标本中胞质和

胞核均有Slug阳性染色. Slug的表达与癌组织

病理分级、肿瘤分期和淋巴结转移无关. 本研

究结果显示, 92例PDAC组织中, Snail、Slug、
E-cadherin、N-cadherin的阳性表达率分别为

69.57%、58.70%、36.96%、73.91%; 10例正常

胰腺组织中Snail、Slug、N-cadherin均不表达, 
E-cadherin阳性率为90%. Snail的表达与TNM分

期有关; Slug的表达与TNM分期和淋巴结转移

有关; N-cadherin的表达与TNM分期、淋巴结

转移和肿瘤分化程度有关. 生存分析显示Snail
和E-cadherin的表达是影响患者预后的独立因

素. 这在组织学层面上证实EMT的发生与胰腺

癌转移有关, 参与胰腺癌的恶性进展而影响预

后. 此外, 我们还证实胰腺癌中Snai l的表达与

E-cadherin的表达呈负相关, 提示Snail可能调控

胰腺癌组织中E-cadherin的表达. 
目前的研究表明: HIF-1α和EMT相关因子

都在肿瘤的转移方面发挥重要的作用[5,18,27-30]. 
HIF-1α对EMT相关转录因子Twist、Snail、Slug
的调控是缺氧诱导肿瘤EMT的重要机制, 其在

肿瘤的侵袭转移方面发挥重要作用. Yang等[31]

研究发现Twis t启动子区域存在HRE, 受HIF-
1α调控. Imai等[32]采用缺氧处理卵巢癌细胞发

现, 缺氧活化HIF-1α, 促使Snail表达上调, 抑制

E-cadherin的表达. Huang等[33]通过体内外实验

证实HIF-1α上调Slug的表达, 且Slug与MMP4启
动子区域的E盒结合, 进而上调MMP4的表达. 另
外在头颈部癌手术标本中发现HIF-1α和MMP4
的表达与预后负相关. 我们的研究结果表明: 胰
腺癌中HIF-1α的表达与Snail、Slug表达呈正相

关, 即随着HIF-1α阳性表达细胞的增多, Snail、
Slug阳性表达也随之增多. 首次在PDAC手术标

本中证实缺氧的肿瘤细胞可能发生EMT, 提示

缺氧微环境下胰腺癌细胞可能通过EMT获得高

侵袭转移能力, 在胰腺癌的恶性进展中发挥重

要作用. 
总之, HIF-1α和EMT相关蛋白在胰腺癌的

演进及预后中发挥重要作用, 联合使用免疫组

织化学检测, 可考虑作为胰腺癌临床评价生物

学行为及判断预后的有用指标.
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