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摘要：目的 探究半胱氨酸蛋白酶抑制剂 Ｓ（ＣＳＴ４）在哈萨克族食管鳞状细胞癌（ＥＳＣＣ）中的表达情况及临床意义。
方法 收集 ２０１０ 年至 ２０２０ 年于新疆医科大学第一附属医院 ４９ 例接受手术治疗的哈萨克族食管鳞状细胞癌患者的

新鲜组织标本及石蜡包埋的组织标本。 用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 及免疫组化法检测食管癌组织与对应癌旁组织中 ＣＳＴ４ 的表

达。 用 χ２ 检验分析 ＣＳＴ４ 表达与患者临床病理资料之间的关系。 用单因素及多因素分析 ＣＳＴ４ 表达与患者术后生

存期的关系。 结果 ＣＳＴ４ ｍＲＮＡ 在食管癌组织中的表达量明显高于对应癌旁组织（Ｐ＜０ ０５）。 ＣＳＴ４ 蛋白在食管

癌组织中的表达率（５３ １％， ２６ ／ ４９）明显高于对应癌旁组织（２８ ２％， １１ ／ ３９） （ χ２ ＝ ５ ５０６，Ｐ＜０ ０５）。 ＣＳＴ４ 表达

与淋巴结转移（Ｐ＜０ ０５）和 ＴＮＭ 分期（Ｐ＜０ ０１）有关，ＣＳＴ４ 高表达者淋巴结转移率更高，肿瘤 ＴＮＭ 分期更晚。
单因素生存分析发现，ＣＳＴ４ 表达水平（Ｐ＜０ ０１）、肿瘤浸润深度（Ｐ＜０ ０５）和 ＴＮＭ 分期（Ｐ＜０ ０１）均与患者生存

率相关。 进一步行多因素生存分析发现，ＣＳＴ４ 表达水平（Ｐ＜０ ０５）、肿瘤浸润深度（Ｐ＜０ ０５）是影响哈萨克族食

管鳞状细胞癌患者预后的独立危险因素。 结论 ＣＳＴ４ 基因的表达可能与哈萨克族食管鳞癌的发生、进展及预后

有关。 ＣＳＴ４ 的表达可作为食管鳞癌患者病情及预后评估的指标。
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　 　 食管癌（ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｃａｎｃｅｒ， ＥＣ）是常见的恶性

肿瘤之一，其发病率位列世界第 ７ 位，死亡率位列世

界第 ６ 位［１］。 东亚地区食管癌的发病率及死亡率最

高，其中中国每年新发病例数就占全球新发病例数

的一 半 之 多， 而 食 管 鳞 状 细 胞 癌 （ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ
ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ， ＥＳＣＣ）是中国食管癌的主

要病理类型［２］。 新疆维吾尔自治区为中国食管癌

的高发区，居住在新疆伊犁地区的人群中哈萨克族

发病率最高［３］。 食管癌因恶性程度高，中晚期患者

治疗效果差，故早期发现对改善预后很关键。
ＣＳＴ４（ｃｙｓｔａｔｉｎ Ｓ ／ ｃｙｓｔａｔｉｎ ４）是一种存在于多种体

液及组织的外分泌型蛋白质，属于半胱氨酸蛋白酶抑

制剂家族（ｃｙｓｔａｔｉｎｓ，ＣＳＴｓ）成员之一，由 １４１ 个氨基酸

组成，分子量约为 １５ ｋｕ，基因表达位点在 ２０ 号染色

体（２０ｐ１１ ２） ［４］。 ＣＳＴ４ 通过免疫相关机制在哮喘［５］、
干燥综合征［６］等疾病中发挥作用，近年来发现其在胃

肠道肿瘤［７］、卵巢癌［８］、乳腺癌［９］ 等多种恶性肿瘤中

异常表达并与肿瘤的发生、进展及预后有关。 这表明

ＣＳＴ４ 参与恶性肿瘤的发生发展的过程，而 ＣＳＴ４ 在食

管癌中的表达情况及作用尚不清楚。 故本研究通过

ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 及免疫组化法检测哈萨克族食管癌患者

ＣＳＴ４ 的表达情况，分析 ＣＳＴ４ 基因表达与患者临床病

理资料及预后之间的关系，探讨 ＣＳＴ４ 在食管癌发生、
发展及预后中的意义。

１　 材料与方法

１ １　 材料

１ １ １　 研究对象： 收集 ２０１０ 年至 ２０２０ 年于新

疆医科大学第一附属医院行根治性手术治疗的

哈萨克族食管鳞状细胞癌患者 ４９ 例，其中 ４７ 例

来自新疆维吾尔自治区，２ 例来自哈萨克斯坦国

家。 收集新鲜组织标本及石蜡包埋的组织标本，
包括癌组织与距离肿瘤边缘＞５ ｃｍ的癌旁组织标

本。 手术均常规进行，术后根据第八版 ＡＪＣＣ 食

管癌分期系统进行病理学诊断，包含肿瘤分化、
浸润深度、淋巴结转移以及 ＴＮＭ 分期。 本研究

所使用的标本均经过患者或家属签署知情同意，
通过新疆医科大学第一附属医院伦理委员会审

核批准（审批号：Ｋ２０１９１１⁃０２） 。 纳入标准：１）术

前及术后病理均确诊为食管鳞状细胞癌；２）切缘

未见癌累及；３）有完整的病例档案。 排除标准：
１）术前行放射治疗和化学治疗（放化疗） ；２）合

并其他恶性肿瘤或有恶性肿瘤个人史；３）腺鳞癌

等混合癌。
１ １ ２　 试剂： 兔抗人 ＣＳＴ４ 多克隆抗体（Ａｂｃａｍ 公

司）；兔二步法试剂盒 ＰＶ６００１、ＤＡＢ 显色液、二抗

（北京中杉金桥生物技术有限公司）；Ｔｒｉｚｏｌ 试剂

（ Ａｍｂｉｏｎ 公 司 ）； ＥｖａＧｒｅｅｎ Ｅｘｐｒｅｓｓ ２ × ｑＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ⁃Ｌｏｗ Ｒｏｘ、５Ｘ Ａｌｌ⁃Ｉｎ⁃Ｏｎｅ ＲＴ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ 反

转录试剂盒（Ａｂｍ 公司）。
１ ２　 方法

１ ２ １　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ＣＳＴ４ ｍＲＮＡ： 将新鲜组织标

本采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡ，反转录合成 ｃＤＮＡ，以
ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增。 反应条件：９５ ℃预变

性 １０ ｍｉｎ，９５ ℃变性 １５ ｓ，６０ ℃退火 ６０ ｓ，６０ ℃延伸

６０ ｓ，４０ 循环。 ＣＳＴ４ 基因的引物序列：上游：５′⁃ＣＴ
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ＧＣＴＡＣＴＣＣＴＧＡＴＧＧＣＴＡＣＣ⁃３′， 下 游： ５′⁃ＧＡＡＧＴＧＡ
ＡＧＧＧＣＡＣＧＣＴＧＴＡ⁃３′。 内参基因 ＧＡＰＤＨ 引物序

列：上游：５′⁃ＴＧＴＴＧＣＣＡＴＣＡＡＴＧＡＣＣＣＣＴＴ⁃３′，下游：
５′⁃ＣＴＣＣＡＣＧＡＣＧＴＡＣＴＣＡＧＣＧ⁃３′。 用 ２－△△Ｃｔ法计算

ＣＳＴ４ 表达量。
１ ２ ２ 　 免疫组织化学法 （ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，
ＩＨＣ）检测 ＣＳＴ４ 蛋白： 切片行常规脱腊、水化、去除

内源性酶、抗原修复、滴加兔抗人 ＣＳＴ４ 多克隆抗

体，４ ℃ 冰箱孵育、加入二抗、ＤＡＢ 显色、苏木精复

染、脱水及封片。 显微镜下观察，每张切片中随机选

取 ５ 个 ２０ 倍放大视野，每个视野计数 １００ 个细胞，
由 ２ 名病理科医生采用双盲法独立阅片赋分。 根据

着色强度赋分：细胞无着色为 ０ 分，浅黄色为 １ 分，
棕黄色为 ２ 分，棕褐色为３ 分；根据着色细胞占比赋

分：无阳性细胞为 ０ 分，阳性细胞占比 １％ ～ ２５％为

１ 分，２６％ ～ ５０％为 ２ 分，５１％ ～ ７５％为 ３ 分，７６％ ～
１００％为 ４ 分。 ２ 项之积≥３ 分定为高表达［８］。
１ ３　 统计学分析

所获数据均录入 Ｅｘｃｅｌ 建立 数 据 库，采 用

ＳＰＳＳ ２６ ０ 软件行统计学分析。 计量资料采用均

数±标准差（ ｘ± ｓ）表示，组间比较采用 ｔ 检验；计
数资料采用例数和百分率表示，组间比较采用
χ２；采用Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ单因素法和 Ｃｏｘ 因素回归法

进行生存分析；将单因素分析中发现统计学差异

的指标与临床上认为影响预后的指标纳入到多

因素分析中。

２　 结果

２ １　 ＣＳＴ４⁃ｍＲＮＡ 的表达情况

食管鳞癌组织 ＣＳＴ４ 表达（１ ６３±１ ０８）显著高

于对应癌旁组织（１ １３±０ ５６）（Ｐ＜０ ０５）。
２ ２　 ＣＳＴ４ 蛋白的表达情况

ＣＳＴ４ 蛋白主要在细胞质中表达，表现为棕色或

黄色颗粒在细胞质聚集。 ＣＳＴ４ 蛋白在食管鳞癌组

织中的高表达率为 ５３ １％（２６ ／ ４９），明显高于对应

癌旁组织 ２８ ２％（１１ ／ ３９）（Ｐ＜０ ０５）（图 １）。
２ ３　 ＣＳＴ４ 表达与食管癌患者临床病理学特征之

间的关系

在食管癌组织中 ＣＳＴ４ 高表达与淋巴结 （Ｎ）
（Ｐ＜０ ０５）及 ＴＮＭ 分期 （ Ｐ ＜ ０ ０１） 有关 （表 １）。
ＣＳＴ４ 表达与患者性别、年龄、食管癌家族史、吸烟

史、饮酒史、神经侵犯、脉管侵犯、分化程度及浸润深

度未发现相关性。
２ ４　 ＣＳＴ４ 表达与食管癌患者预后之间的关系：

４９ 例患者中死亡 ２６ 例，存活 ／失访 ２３ 例，中位

随访时间为 １９ 个月。 行 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ 单因素分析

发现，食管癌组织 ＣＳＴ４ 表达情况（Ｐ＜０ ０１）、肿瘤

浸润深度（Ｐ＜０ ０５）、肿瘤 ＴＮＭ 分期（Ｐ＜０ ０１）与

患者术后生存率有关。 Ｃｏｘ 因素分析发现，ＣＳＴ４
基因表达情况（Ｐ＜０ ０５） 、浸润（ Ｔ）Ｐ＜０ ０５）是影

Ａ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅ；Ｂ ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅ；Ｃ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＥＳＣＣ；
Ｄ ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＥＳＣＣ．

图 １　 食管鳞癌组织与癌旁组织中 ＣＳＴ４ 蛋白表达情况

Ｆｉｇ １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＳＴ４ ｉｎ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅ
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表 １　 ＣＳＴ４ 蛋白表达水平与患者临床病理参数的关系

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＣＳＴ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ
　 　 　 　 ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ

ｆｅａｔｕｒｅ
ｎ

ＣＳＴ４

ｌｏｗ ｈｉｇｈ χ２ Ｐ

ｔｉｓｓｕｅ ５ ５０６ ０ ０１９

　 ＥＳＣＣ ４９ ２３ ２６

　 ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅ ３９ ２８ １１

Ｎ ｓｔａｇｅ ５ １２１ ０ ０２４

　 Ｎ０ ３５ ２０ １５

　 Ｎ１＋Ｎ２＋Ｎ３ １４ ３ １１

ＴＮＭ ｓｔａｇｅ １１ ４７８ ０ ００１

　 Ⅰ＋Ⅱ ２８ ９ １９

　 Ⅲ＋Ⅳ ２１ ４ １７

响哈萨克族食管鳞状细胞癌患者预后的独立危险因

素（表 ２，图 ２）。

图 ２　 食管癌（ＥＣ）患者术后 ＣＳＴ４ 生存曲线

Ｆｉｇ ２　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＣＳＴ４ ｆｏｒ ＥＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｆｔｅｒ
　 　 　 ｓｕｒｇｅｒｙ

表 ２　 食管癌（ＥＣ）患者术后生存期的单因素和多因素分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｕｎｉｖａｒｉａｔｅ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｎｔ ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｋａｚａｋｈ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｃａｎｃｅｒ（ＥＣ） ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｎ
ｕｎｉｖａｒｉａｔｅ

ＨＲ（９５％ ＣＩ）
Ｐ

ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅ

ＨＲ（９５％ ＣＩ）
Ｐ

Ｔ ｓｔａｇｅ Ｔ１＋Ｔ２ ２２

Ｔ３＋Ｔ４ ２７ ３ ０７６（１ ２８３－７ ３７７） ０ ０１２ ３ ０４６（１ １８６－７ ８２７） ０ ０２１

ＴＮＭ ｓｔａｇｅ Ⅰ＋Ⅱ ２８

Ⅲ＋Ⅳ ２１ ３ ２９１（１ ４７９－７ ３２３） ０ ００４ １ ５６５（０ ５０７－４ ８２７） ０ ４３６

ＣＳＴ４ ｌｏｗ ２３

ｈｉｇｎ ２６ ３ ７８８（１ ５６７－９ １５６） ０ ００３ ３ １１４（１ ０２２－９ ４９０） ０ ０４６

３　 讨论

食管癌的发生、发展由多个基因的特征性表达

和相关蛋白质功能的变化调控，其具体机制尚未完

全阐明。
本研究结果提示，食管癌组织中 ＣＳＴ４ 基因的

表达在 ｍＲＮＡ 水平和蛋白质水平上均明显高于癌

旁组织，这与报道的［７］ 在胃肠癌中的研究结果一

致，表明 ＣＳＴ４ 可能在食管癌发生的过程中发挥促

癌作用。
ＣＳＴ４ 高表达与较高的区域淋巴结转移率相

关，与报道的［１０］在肿瘤骨转移中的研究结果一致，
提示 ＣＳＴ４ 可能在食管癌中促进癌细胞侵袭与转

移。 此结论与报道的［９］ 在乳腺癌中的研究结论相

反。 这可能与组织蛋白酶在不同肿瘤中的促癌与

抑癌双重作用有关［１１］ 。 组织蛋白酶的这种特性可

能导致其抑制剂 ＣＳＴ４ 在不同肿瘤中的表达存在

差异性［１２］ 。
进一步行生存分析发现，ＣＳＴ４ 高表达与较短

的术后生存期有关，结果与报道的［８］ 在卵巢癌中

的研究结果一致。 单因素与多因素生存分析表明

ＣＳＴ４ 高表达是导致患者不良预后的独立危险

因素。
综上所述，ＣＳＴ４ 基因的表达在哈萨克族食管鳞

癌发生、发展的过程中可能存在重要意义，ＣＳＴ４ 有

潜力成为病情及预后评估的指标。
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