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【摘要】 目的 探讨转化生长因子 β －Ⅱ型受体( TβRⅡ) 和磷酸化 Smad2( P － Smad2) 蛋白在食管癌发生和发展

中的作用。方法 应用 Western blot 技术对 38 例手术切除的食管癌标本和 12 例癌旁组织中的 TβRⅡ、P － Smad2 的表

达进行检测。结果 食管癌中 TβRⅡ、P － Smad2 的表达明显低于癌旁组织，具有显著性差异( P ＜ 0． 05) ; 但 TβRⅡ、P
－ Smad2 的表达在不同临床病理特征( 年龄、性别构成比、组织分化程度、有无淋巴结转移) 中差异均无统计学意义( P
＞ 0． 05) 。结论 食管癌组织中存在 TβRⅡ和 Smad2 的蛋白表达异常，可能与食管癌的发病有关。
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【Abstract】 Objective To investigate the expression of TβRⅡ and its downstream P － Smad2 in esophageal neoplasms．Methods West-

ern blot technique was used to detect the expression level of TβRⅡand P － Smad2 in 38 cases of esophageal neoplasms specimens and 12 cases of
paracancerous esophageal tissue． Results In all the 38 cases of esophageal neoplasms specimens，both TβRⅡand P － Smad2 expressions were de-
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sue ( P ＜ 0． 05) ． No obvious correlation was found between expression of the two proteins and age，sex，histological differentiation or lymph node
metastasis ( P ＞ 0． 05) ． Conclusion The results suggest that the levels of TβRⅡand P － Smad2 may play important role in the progression of e-
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食管癌是发生在食管上皮组织的恶性肿瘤，占所有

恶性肿瘤的 2%。全世界每年约有 20 万人死于食管癌。
四川省川北地区为食管癌高发区之一。食管癌病因和

发病机制尚未完全阐明，但信号转导在其中的作用越来

越受到重视。转化生长因子 β( TGF － β) 为具有多功能

的细胞因子，对多种细胞具有抑制增殖及诱导凋亡作

用。目前已基本清楚的是 TGF － β 激活 Smads 的信号

转导通 路: TGF － β 活 化 后，先 与 TGF － βⅡ型 受 体

( transforming growth factor － beta type I I receptor，TβR
Ⅱ) 二聚体结合，形成复合物，TβRⅡ自磷酸化，进而磷

酸化 TGF － βⅠ型受体 ( TβRⅠ) 的 GS 结构域，使之激

活而具有激酶活性，活化的 TβR －Ⅰ磷酸化下游 Smads
( 2 和 3) 分子的丝( 苏) 氨基残基，使 Smad2、Smad3 活化

并同 Smad4 形成异源复合物，转位到核，调节靶基因的

转录应答
［1］，从而抑制细胞生长，诱导其凋亡。目前很

多研究表明: TGF － β /Smad 通路的异常可引起信号传

导的紊乱，从而导致肿瘤的发生。本研究选取 38 例手

术切除的食管癌标本和 12 例癌旁组织，应用 Western
blot 技术，对 TGF － β /Smad 通路中的 TβRⅡ、磷酸化

Smad2( P － Smad2 ) 的表达进行检测，结合临床病理资

料，探讨食管癌发生发展中 TGF － β /Smad 通路的改变。
1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 病例 选取 2005 年川北医学院附属医院食管

癌根治术标本 38 例为实验组。全部病例均经病理诊断

证实。标本切成 2 ～ 3 mm3
大小，液氮中速冻，存于 －

80℃。其中男性 24 例，女性 14 例。年龄为 41 ～ 72 岁，

平均 58． 2 岁。组织学分类: 鳞癌 36 例，其中高分化鳞

癌 12 例，中分化鳞癌 18 例，低分化鳞癌 6 例; 腺癌 2
例。有淋巴转移 16 例，无转移 22 例。同时收集癌旁组

织 12 例作为对照组。
1． 1． 2 试剂 实验中所用兔抗 P － Smad2 多克隆抗

体和兔抗 TβRⅡ多克隆抗体购自 Santa cruz 公司，使

用浓度为 1 ∶ 100。二抗及兔抗 β － actin 多克隆抗体

购自中山生物技术有限公司。ECL 显色试剂盒购自

Pierce 公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 Western blot 分析 组织先用匀浆器碾碎后，用

RIPA 裂解液提取组织蛋白质，用 BCA 蛋白定量试剂盒

测浓度。各取 100 μg，10% 聚丙烯酰胺凝胶电泳后转

膜，用第二抗体偶联物进行免疫检测，发光底物显迹法

进行显迹，经显影，定影后分析杂交信号，并以同一张膜

上重复杂交 β － actin 作为对照，用 Quantity one 凝胶分

析软件分析结果。
1． 2． 2 食管癌中 βRⅡ、P － Smad2 表达差异比较 采

用单因素方差分析比较不同年龄( 每 10 年 1 组) 及组织

学分化类型( 按高分化、中分化、低分化 3 组) 之间的食

管癌中 TβRⅡ、P － Smad2 的表达差异，比较食管癌中

TβRⅡ、P － Smad2 与性别、淋巴结转移的关系。
1． 3 统计学处理 应用 SPSS 16． 0 软件包，计数资料

采用卡方检验; 计量资料采用 t 检验分析，所得数据以
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均数 ± 标准差( 珋x ± s ) 表示，以 P ＜ 0． 05 认为差异有

统计学意义。
2 结果

2． 1 食管癌中 TβRⅡ、P － Smad2 的表达 用 Quantity one
做光密度分析，用 TβRⅡ、P － Smad2 分别与内参 a － actin 的

平均光密度比值( 珋x ± s ) 来表示 TβRⅡ、P － Smad2 的相对

浓度。结果表明对照组 TβRⅡ、P － Smad2 蛋白的表达均明

显弱于实验组( 图 1)。TβRⅡ在食管癌组织平均灰度值明

显低于癌旁食管组织平均灰度值; P － Smad2 在食管癌组织

平均灰度值也明显低于癌旁食管组织平均灰度值。这两种

蛋白在食管癌和癌旁组织中的表达差异均有统计学意义

( P ＜0． 05) ( 表 1)。

图 1 Western blot 检测食管癌和癌旁组织中 TβRⅡ、P － Smad2 的表达

Ca:食管癌组织;N:食管癌旁组织

表 1 人食管癌及癌旁组织中 TβRⅡ、P － Smad2 的平均灰度分析

检测指标
癌旁食管组织

平均灰度值

食管癌组织

平均灰度值
t 值 P 值

TβRⅡ 1． 610 ± 0． 730 0． 990 ± 0． 340 4． 600 ＜ 0． 05
P － Smad2 1． 712 ± 0． 706 0． 993 ± 0． 339 4． 773 ＜ 0． 05

2． 2 TβRⅡ、P － Smad2 的表达与食管癌病理特征的相

关性 采用单因素方差分析比较不同年龄 ( 每 10 年 1
组) 及组织学分化类型 ( 按高分化、中分化、低分化 3
组) 之间的 TβRⅡ、P － Smad2 的表达差异，结果显示两

种蛋白表达在不同年龄、不同组织分化中均无明显差异

( P ﹥ 0． 05) ( 表 2 ) 。采 用 t 检 验 分 别 比 较 发 病 不 同

性别和有无淋巴结转移之间的 TβRⅡ、P － Smad2 的

表达差异，结 果 两 种 蛋 白 在 不 同 性 别 中 无 显 著 差 异

( P ﹥ 0 ． 05 ) ; P － Smad2 蛋白、TβRⅡ蛋白分别在有

淋巴结转移 和 无 淋 巴 结 转 移 间 比 较 无 明 显 差 异 ( P
﹥ 0 ． 05 ) 。详见见表 2 ～ 3。
3 讨论

TβRⅡ、P － Smad2 都是 TGF － β 超家族信号传导的

成员，为 TGF － β /Smad 通路的必要因素之一。目前研

究表明: 在多种肿瘤中，如子宫内膜癌、结肠癌、胃癌、前
列腺癌和肝癌等，均发现存在 TβRⅡ，Smad2 的突变或

表达下调
［2 － 6］。我们选取 2005 年川北医学院附属医院

表 2 食管癌中 TβRⅡ、P － Smad2 与年龄、组织分化的关系

临床病理特征 例数
TβRⅡ

食管癌组织平均灰度值 F 值 P 值

P － Smad2
食管癌组织平均灰度值 F 值 P 值

年龄( 岁)
40 ～ 49 4 0． 774 ± 0． 239 1． 212 0． 320 0． 920 ± 0． 268 0． 832 0． 486
50 ～ 59 15 0． 969 ± 0． 315 0． 990 ± 0． 317
60 ～ 69 15 1． 093 ± 0． 369 1． 078 ± 0． 369
70 ～ 79 4 1． 127 ± 0． 214 0． 983 ± 0． 231

组织分化

高分化组 12 1． 003 ± 0． 346 0． 120 0． 887 0． 940 ± 0． 327 0． 549 0． 583
中分化组 18 1． 017 ± 0． 328 1． 022 ± 0． 383
低分化组 6 0． 948 ± 0． 189 1． 017 ± 0． 194

表 3 食管癌中 TβRⅡ、P － Smad2 与性别、淋巴结转移的关系

临床病理特征
TβRⅡ

食管癌组织平均灰度值 t 值 P 值

P － Smad2
食管癌组织平均灰度值 t 值 P 值

性别

男性 0． 979 ± 0． 196 － 1． 984 0． 055 0． 997 ± 0． 332 0． 832 0． 486
女性 1． 010 ± 0． 149 0． 989 ± 0． 345

淋巴结转移

有 0． 929 ± 0． 231 1． 299 0． 202 0． 919 ± 0． 248 1． 701 0． 098
无 1． 048 ± 0． 379 1． 066 ± 0． 381

例食管癌根治术标本 38 例为实验组，另选取 12 例癌旁

组织为对照组，采用 Western blot 技术检测食管癌和癌

旁组织中 TβRⅡ、P － Smad2 的表达，结果显示 TβRⅡ、P
－ Smad2 的表达均较癌旁组织下降，两者差异具有统计

学意义( P ＜ 0． 05) 。
Fukai 等

［7］
研究人食管鳞状细胞癌时发现，癌灶中

TβRⅠ、Ⅱ表达下降与肌层浸润深度、淋巴结转移及临

床分期有关。王柏春等
［8］

采用免疫组化方法测的 TβR
Ⅱ在食管癌中低表达，且低表达与食管癌的不良分化呈

正相关。但本文将 P － Smad2、TβRⅡ的表达结合临床

病理资料分析，发现癌组织中 TβRⅡ、P － Smad2 的表达

水平都与发病年龄、性别构成比、组织分化程度、淋巴结
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转移无明显相关性( P ＞ 0． 05) 。
由此可见，TGF － β /Smad 信号转导通路的改变与

食管癌的发生发展有密切关系。TβRⅡ、P － Smad2 的

表达降低，使得瘤细胞逃避 TGF － β 的生长抑制作用，

从而发生细胞增殖。因此，如果能通过多种方式使瘤细

胞恢复对 TGF － β 的生长抑制的反应，将有可能对肿瘤

治疗提供新的方法。此外，食管癌中 TGF － β /Smad 信

号通路中其他信号的转导因子，如 Smad4、Smad7 等，在

食管癌发生、演进中的作用仍需进一步的探讨。
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增加，心输出量降低，血压升高。有研究证实高血压患

者血浆和脑脊液
［7］

中 U II 浓度与血压正相关，并且 U II
基因单核苷酸多态性与原发性高血压发展有关。本研

究也发现 SHR 组无论心肌组织还是胸主动脉 GPR14 表

达水平均显著高于其对照 WKY 组大鼠，这可能导致高

血压组大鼠对 U II 敏感性增加，从而使血管紧张性收缩

增强，参与高血压的发生发展。
近来随着人们对 RNA 干扰现象和机制认识的进

展，越来越多的研究者利用这种技术作为基因治疗的一

种手段。有不少 RNA 干扰治疗研究是针对肿瘤和单基

因缺陷性遗传病等，在高血压等心血管疾病方面，也有

研究者应用腺病毒为载体靶向 AT1R 基因的 RNA 干扰

技术来治疗高血压小鼠
［8 － 9］，但尚未有靶向 GPR14 的

RNA 干扰治疗高血压的文献报道。本研究发现，与注

射前相比，WKY 大鼠和 SHR 尾静脉注射靶向 U II 受体

GPR14 进行 RNA 干扰的重组腺病毒，无论在 WKY 大鼠

还是 SHR 组注射后 1 周即开始降低心肌组织和胸主动

脉的 GPR14 蛋白表达，该效应在注射后 4 周仍存在，注

射后 2 周时降低最明显。并且无创尾动脉压测定结果

也表明 SBP 时程变化情况与 GPR14 受体表达变化情况

一致，并且 SBP 降低幅度在 SHR 组较 WKY 组更明显。
这些结果表明，尾静脉注射携带 GPR14 基因的重组腺

病毒能够显著下调 GPR14，可持续至少 4 周。一次注射

靶向 GPR14 进行 RNA 干扰的重组腺病毒能长期降低

血压，并且 SHR 组对 GPR14 下调的影响更敏感。
心血管重构是高血压时的显著病理改变，主要表现

为心肌细胞肥大、间质纤维化和血管中膜增厚等。本研

究结果也表明 SHR 注射裸病毒对照组左心重 /体质量、
心肌细胞横截面积、胸主动脉及肠系膜上动脉中膜厚度

和中膜厚 /管腔内径均显著高于 WKY 注射 Ad 对照组，

表明 SHR 确有心血管重构发生。尾静 脉 注 射 Ad －

GPR14 － shRNA 后 2 周时 GPR14 蛋白水平和血压下降

最明显，因此选择注射后 2 周取材观察心血管病理学改

变，结果发现与 SHR － Ad － GPR14 － shRNA 组左心重 /
体质量、心肌细胞横截面积、胸主动脉及肠系膜上动脉

中膜厚度和中膜厚 /管腔内径均显著低于 SHR － Ad 对

照组，这表明治疗显著改善了 SHR 心血管重构情况。
综上所述，以腺病毒为载体的 RNA 干扰技术能有

效发挥基因沉默效应，长期靶向 GPR14 的 RNA 干扰下

调了心肌和主动脉 GPR14 蛋白水平，由此发挥显著降

低高血压大鼠血压和心血管保护效应。较传统药物治

疗有明显优势，以 GPR14 为靶点的 RNA 干扰有望成为

新的抗高血压策略。
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