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CDK16在食管鳞癌中的表达及其对肿瘤发生发展的影响
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摘 要:目的 研究发现,细胞周期素依赖性激酶(cyclindependentkinases,CDKs)家族成员与食管鳞癌的发

病密切相关,但细胞周期素依赖性激酶16(CDK16)对食管鳞癌发病的影响尚不清楚.本研究旨在探讨CDK16在人

食管鳞癌组织中的表达及生物学意义.方法 应用组织芯片技术结合免疫组织化学技术检测45例食管鳞癌组织、45
例癌旁组织中CDK16蛋白的表达情况,并使用统计分析软件研究CDK16蛋白的表达与食管鳞癌临床病理特征之

间的关系.结果 CDK16在食管鳞癌组织中呈阳性表达,且表达强度与肿瘤分化程度呈负相关.另外,CDK16在食管

鳞癌细胞中的表达位置与肿瘤的分化程度紧密相关.CDK16的表达与食管鳞癌的分化程度、淋巴结转移及TNM 临

床分期均具有显著的相关性(P<0.05),而与患者的年龄、性别以及肿瘤的部位、最大径、病理形态没有显著的相关

性(P>0.05).结论 CDK16在食管鳞癌中的高表达与食管鳞癌的发生发展及转移密切相关.检测CDK16的表达有

助于食管鳞癌的临床诊断和预后评估.
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食管癌(EsophagealCancer,EC)是我国的高发肿瘤,每年食管癌新发病例超过22万例,死亡超过20万

例[1].食管癌主要有食管鳞癌(EsophagealSquamousCellCarcinoma,ESCC)和食管腺癌(EsophagealAde-
nocarcinoma,EAC)2种.这2种食管癌的病因学和病理学特征有很大的不同.西方国家的食管癌以腺癌多

发,而我国的食管癌则是以鳞癌为主[2].
细胞周期紊乱与食管鳞癌的发生发展密切相关.细胞周期包括G1,S,G2和 M期.细胞周期由细胞周期

素(Cyclins)、细胞周期素依赖性激酶(cyclindependentkinases,CDKs)和细胞周期素依赖性激酶抑制蛋白

(cyclindependentkinaseinhibitor,CDKI)共同调节.细胞呈现自主且无节制的增殖,即细胞周期调节失控

可以导致肿瘤的发生[3].
研究发现,细胞周期素依赖性激酶(CDKs)家族成员中的CDK4,CDK6,CDK7及CDK14和食管鳞癌的

发生发展密切相关,通过多个信号通路调控着肿瘤细胞的生长增殖、迁移侵袭、细胞周期以及细胞凋亡

等[4-7].
CDKs家族中的另一个成员CDK16在多种肿瘤中均具有较强的表达,且在肿瘤的发生发展进程中发挥

着重要作用,包括皮肤鳞状细胞癌、上皮性卵巢癌、髓母细胞瘤、非小细胞肺癌、黑色素瘤等[8-12].但CDK16
在食管癌中的表达情况尚不明晰,且CDK16与食管癌的关系目前也未见有相关报道.

组织芯片是将几十例至上百例的病例组织点按照一定的顺序排列且固定于一张切片上.在肿瘤研究中,
使用这项技术能够同时检测某种蛋白在几十例至上百例的肿瘤组织样本中的表达情况.另外,所有的组织点

均在一张切片上,实验一次性完成且实验条件一致,这样可以极大的降低实验误差,提高实验结果的准确性.
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  本研究利用组织芯片技术结合免疫组织化学技术研究CDK16在食管鳞癌中的表达,并对实验结果进

行统计分析,以探究CDK16与食管鳞癌发生发展的关系.

1 材料与方法

1.1 材 料

1.1.1 芯 片

本次研究中所使用的2张组织芯片均通过收集郑州大学附属肿瘤医院(河南省肿瘤医院)手术切除的食

管鳞癌组织标本和癌旁组织标本制作而成.为了便于研究,分别将这2张组织芯片命名为hESCC-TMA090
和hESCC-TMA030.所有收集的组织标本均附有详细的临床病理资料.

组织芯片hESCC-TMA090上共有90个组织标本点,共包括30例原发食管鳞状细胞癌,癌/癌旁/远端

各1点.30例病例中,男性23例,女性7例.年龄:44岁~74岁,57.47±8.17岁.分化程度:高分化11例,中
分化10例,低分化9例.淋巴结转移情况:16例有淋巴结转移,14例无淋巴结转移.

组织芯片hESCC-TMA030上共有30个组织标本点,共包括15例原发食管鳞状细胞癌.每1例包括癌

组织和癌旁组织各1点.15例病例中,男性14例,女性1例.年龄:46岁~71岁,56.93±7.18岁.分化程度:
高分化3例,中分化7例,低分化5例.淋巴结转移情况:8例有淋巴结转移,7例无淋巴结转移.
2张组织芯片中所涉及的所有患者在手术前均未进行过放疗或化疗.所有组织标本点均匀的排布于载

玻片上,没有脱片,也没有明显的位移或扭曲.2张组织芯片均经HE染色病理诊断证实,并附有HE染色结果.
1.1.2 试 剂

兔抗人CDK16多克隆抗体购自英国Abcam公司.SP-9000免疫组化试剂盒购自北京中杉生物技术有

限公司,包括封闭用山羊血清、生物素、标记二抗和辣根酶标记链霉卵白素.EnVisionTM试剂盒和DAB显色

液均购自福州迈新生物技术公司,具体操作步骤参照试剂盒说明书.
1.2 方 法

1.2.1 免疫组化

在切片脱蜡水化后,使用3%H2O2 封闭内源性的过氧化物酶10min.然后在pH6.0~6.2的0.1%枸橼

酸缓冲液中进行微波修复20min.山羊血清封闭15min后,滴加一抗,并放置于4℃低温环境中过夜.第2天

待切片恢复室温后,依次加入生物素化的二抗和辣根霉标记的链霉卵白素,分别放置于37℃烘箱内孵育

30min.然后使用DAB显色及苏木素复染,并进行梯度酒精脱水以及二甲苯透明,最后用中性树胶封片.
1.2.2 结果判定

由经验丰富的病理学专家于显微镜下阅片,并确定免疫组化结果.CDK16蛋白的阳性染色以细胞浆或

细胞核出现黄色或棕褐色为准.随机任选10个视野(400×),每个视野中约100个肿瘤细胞.结果判定采用半

定量计分方法,即根据染色强度以及染色细胞所占比例这二者的乘积来判定.其中,染色强度以多数细胞的

着色深浅来判定:不着色为0分,浅黄色为1分,棕黄色为2分,棕褐色为3分;染色细胞所占比例:阳性细胞

0~5%为0分,阳性细胞占5%~25%为1分,阳性细胞占25%~50%为2分,阳性细胞占50%~75%为

3分,阳性细胞75%~1为4分.2项评分相乘即得到最终的分数:0分为阴性,大于0分则为阳性,其中1~
3分为弱阳性(+),4~8分为中阳性(++),9~12分为强阳性(+++).
1.3 统计学分析

使用SPSS22.0统计分析软件进行数据统计分析.食管鳞癌的癌组织、癌旁组织中CDK16表达的差异以

及CDK16的表达与食管鳞癌各项临床病理参数间关系的分析采用Pearson卡方检验或Fisher's确切概率

法检验.P<0.05为差异具有统计学意义.

2 结 果

2.1 组织芯片HE染色及IHC染色的有效性

组织芯片hESCC-TMA090上共有90个组织标本点,经 HE染色后,残缺点数为1,有效信息量为
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98.9%;经免疫组化染色后,残缺点数为2,有效信息量为97.8%,见图1.组织芯片hESCC-TMA030上共有

30个组织标本点,经HE染色后,残缺点数为0,有效信息量为100%;经免疫组化染色后,残缺点数为0,有
效信息量为100%,见图1.

2.2 CDK16在食管鳞癌中的表达

  本次研究中,45例食管鳞癌病例,统计分

析结果表明,CDK16蛋白在食管鳞癌的癌组织

和癌 旁 组 织 中 的 阳 性 表 达 率 分 别 为80%、

28.9%,癌组织中CDK16的阳性表达率显著高

于癌旁组织(P<0.05),见表1.
CDK16在高分化食管鳞癌组织中呈弱阳性

表1 CDK16在食管鳞癌中的表达(45例)

Tab.1 ExpressionofCDK16inESCC(45cases)

CDK16表达 癌组织 癌旁组织 χ2 P

阴性 9 32

阳性 36 13
23.69 <0.001

表达;在中分化食管鳞癌组织中呈现中阳性表达;而在低分化食管鳞癌组织中则为强阳性表达,见图2.
2.3 CDK16在食管鳞癌细胞中的定位

在食管鳞癌的癌旁组织中,CDK16整体呈现阴性表达,但是其中可见零星几个细胞中的细胞核为阳性

染色,见图3A;在食管鳞癌的高分化癌组织中,CDK16在细胞质和细胞核中均有表达,但细胞核中的表达强

度远远高于细胞质中的表达强度,见图3B;在食管鳞癌的中分化癌组织中,CDK16在细胞质和细胞核中均

有表达,且表达水平基本一致,见图3C;在食管鳞癌的低分化癌组织中,CDK16在细胞质和细胞核中均有表

达,但在细胞质中的表达要远远强于在细胞核中的表达,见图3D.
CDK16在食管鳞癌的癌组织中呈现质核联合表达,但在不同分化程度的肿瘤细胞中的主要表达部位不

同.根据CDK16的主要表达部位,可以将本研究中的45例食管鳞癌分为胞核表达组及胞质表达组.其中,

CDK16胞核表达19例,胞质表达26例.统计分析结果表明,CDK16的主要表达部位与食管鳞癌的分化程度

具有显著的相关性(P<0.05),见表2.
2.4 CDK16表达与食管鳞癌临床病理特征的关系

根据CDK16的表达强弱,可以将本研究中的这45例食管鳞癌分为高表达组及低表达组.其中,CDK16
高表达32例,低表达13例.统计分析结果表明,CDK16的表达与食管鳞癌的分化程度、淋巴结转移及TNM
临床分期均有显著的相关性(P<0.05),但与患者的年龄、性别、肿瘤部位、肿瘤最大径及病理形态都没有明

显的相关性(P>0.05),见表3.
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表2 CDK16在食管鳞癌细胞中的主要表达部位与肿瘤分化程度的关系

Tab.2 TherelationshipbetweenthemajorexpressionlocationofCDK16

inESCCandthedegreeoftumordifferentiation

临床病理参数 例数(共45例)
CDK16的表达部位例数

胞核(共19例) 胞质(共26例)
χ2 P

高分化 14 10 4

分化程度 中分化 17 7 10 9.38 0.009

低分化 14 2 12

表3 45例食管鳞癌组织中CDK16的表达与不同临床病理参数的关系

Tab.3 TherelationshipoftheexpressionofCDK16in45casesofesophageal

squamouscellcarcinomaanddifferentclinicopathologicparameters

临床病理参数 例数(共45例)
CDK16的表达例数

低(共13例) 高(共32例)
χ2 P

性别
男 37 11 26

女 8 2 6
0.07b 1.000

年龄
<60岁 28 7 21

⩾60岁 17 6 11
0.16b 0.511

肿瘤部位

食管上段 8 2 6

食管中段 22 5 17

食管下段 15 6 9

1.39b 0.515

肿瘤最大径
<5cm 31 9 22

⩾5cm 14 4 10
0.00b 1.000

病理形态

髓质型 25 7 18

蕈伞型 13 5 8

溃疡型 7 1 6

1.22b 0.546

分化程度

高分化 14 9 5

中分化 17 3 14

低分化 14 1 13

11.69b 0.002*

淋巴结转移
阴性 21 10 11

阳性 24 3 21
6.72a 0.019*

TNM分期

Ⅰ期 13 8 5

Ⅱ期 13 3 10

Ⅲ期 10 2 8

Ⅳ期 9 0 9

10.19b 0.011*

       方法:aPearson卡方检验;bFisher's确切概率法检验

3 讨 论

细胞周期素依赖性激酶16(cyclin-dependentkinase16,CDK16),也被称为PCTAIRE1或PCTK1,属
于CDC2/CDKX激酶家族相关的一个分支即PCTAIRE家族的一员[13].CDK16是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白

激酶,在精子发生及神经发育的过程中发挥着重要作用.另外,CDK16能够通过诱导成肌细胞迁移,从而促

进骨骼肌的发育[14-16].
研究表明,CDK16在多种肿瘤中都具有较高的表达,且通过不同信号通路调控肿瘤细胞的生长增殖、迁
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移侵袭、细胞周期及细胞凋亡等[17-20].但是CDK16在食管癌中的表达情况尚未见报道.本课题组一直重点

关注蛋白激酶对消化系统肿瘤的影响,尤其是食管癌、胃癌等,所以本文对CDK16与食管癌之间的关系进

行研究.
通过本研究发现CDK16在食管鳞癌中具有较强的表达,且表达强度与肿瘤分化程度呈负相关.统计分

析结果表明,CDK16的表达与肿瘤的分化程度、淋巴结转移及临床分期具有显著的相关性(P<0.05),而与

患者的性别、年龄、肿瘤部位、肿瘤最大径及肿瘤的病理形态均没有显著相关性(P>0.05).其中,肿瘤的分化

程度可反映肿瘤的恶性程度,而淋巴结转移及临床分期可反映肿瘤的转移及预后等.所以,这些结果提示

CDK16可能影响着食管鳞癌的发生发展.
另外,本次研究还发现了一个有趣的现象:CDK16在肿瘤细胞中的表达部位随着肿瘤细胞分化程度的

降低,即随着肿瘤恶性程度的升高,会呈现出一种从胞核到胞质的改变.当然,该实验结果更多反映出的是大

致的变化趋势.虽然在研究中也进行了相关的数据统计分析,但在这些统计分析结果中,CDK16在胞核或胞

质中的表达情况主要基于研究人员镜下阅片的经验,而并非出自仪器设备的精密分析.需要注意的是,

CDK16在食管鳞癌的癌细胞中,无论是高分化还是低分化肿瘤细胞中均呈质核联合表达,并不是“非质即

核”.本次结果提示,CDK16在食管鳞癌细胞中主要表达部位的改变,或许与肿瘤的恶性转变之间具有一定

的关系.但对于CDK16在肿瘤细胞中,尤其是在食管鳞癌细胞中的表达定位,仍需要进行更深入研究.
本次研究,主要存在着实验方法单一、样本例数较少、病理资料不全(缺少生存期数据)等不足之处.本次

研究所得出的实验结果尚需要更进一步的研究来加以证实.接下来,本课题组将重点研究CDK16对食管鳞

癌的各项生物学特性的影响,包括生长增殖、迁移侵袭、细胞周期及细胞凋亡等.
本文初步揭示了CDK16可能为食管鳞癌发病的一个危险因子,CDK16与食管鳞癌发生发展间具有一

定的关系.检测CDK16的表达对食管鳞癌的临床诊断及预后评估都有一定的意义.
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ExpressionofCDK16inesophagealsquamouscellcarcinomaandits
effectforthetumorigenesisanddevelopmentoftumor

ZhengHao1a,JingJianan1a,DongHui1a,LiTiepeng2,XiaXin1b,GuoYanjie1c,DongZiming1a

(1a.SchoolofBasicMedicalSciences;b.CollegeofPublicHealth;c.DepartmentofClinicalMedicine,

ZhengzhouUniversity,Zhengzhou,450001;2.HenanCancerHospital,Zhengzhou450008,China)

  Abstract:Aims Studiesfoundthatmembersofcyclindependentkinase(CDKs)familywerecloselyrelatedtoesopha-
gealsquamouscellcarcinoma,butcyclindependentkinase16(CDK16)onincidenceofesophagealsquamouscellcarcinomawas
notclear.TheaimofthisstudyistoinvestigatetheexpressionandbiologicalsignificanceofCDK16inesophagealsquamouscell
carcinoma.Methods TheexpressionofCDK16wasdetectedintumortissuemicroarraysof45casesofesophagealsquamous
cellcarcinomatissues,45casesofparaneoplastictissuesbyimmunohistochemicalmethod.Therelationshipbetweentheexpres-
sionofCDK16andtheclinicopathologicalfeaturesofesophagealsquamouscellcarcinomawasanalysedbyusingmathematical
statisticalanalysissoftware.Results TheexpressionofCDK16waspositiveinesophagealsquamouscellcarcinoma,andtheex-

pressionintensitywasnegativelycorrelatedwiththedegreeoftumordifferentiation.Inaddition,thelocationofCDK16inesoph-
agealsquamouscellcarcinomacellsiscloselyrelatedtothedegreeoftumordifferentiation.TheexpressionofCDK16wassig-
nificantlycorrelatedwiththedegreeoftumordifferentiation,lymphnodemetastasisandTNMclinicalstageofESCC(P<0.
05),butnotwithage,sex,tumorlocation,maximumdiameterandpathologicalmorphology(P>0.05).Conclusion Thehigh
expressionofCDK16inesophagealsquamouscellcarcinomaiscloselyrelatedtotheoccurrenceanddevelopmentofesophageal
squamouscellcarcinoma.DetectionofCDK16expressionishelpfultotheclinicaldiagnosisandprognosisassessmentofesopha-

gealsquamouscellcarcinoma.

Keywords:esophagealsquamouscellcarcinoma;cyclindependentkinase16;tissuemicroarray;immunohistochemistry
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