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[摘　要]	 目的：研究Wnt/PCP通路中Wnt1l和ROCK2在食管鳞状细胞癌(esophageal squamous cell carcinoma，

ESCC)组织中的表达及其与临床病理特征的关系。方法：采用免疫组织化学染色法，在250例石蜡

包埋标本中检测Wnt11和ROCK2蛋白的表达变化。采用Western印迹在20例ESCC患者肿瘤组织和

癌旁正常组织中检测Wnt11和ROCK2的表达情况。结果：Wnt11在正常食管组织中的阳性表达率

为29.8%，而在ESCC组织中为31.9%，差异无统计学意义(P>0.05)；Rcok2在正常食管组织中的阳

性表达率为12.3%，而在ESCC中的阳性表达率为56.5%，差异有统计学意义(P<0.05)。ROCK2在肿

瘤组织的表达与其浸润血管相关(P<0.05)，而与肿瘤发生的部位、肿瘤分化程度、肿瘤T分期、

肿瘤是否有淋巴结转移无关。在食管癌组织中Wnt11的蛋白表达与ROCK2的表达无明显相关性。 

结论：在食管癌组织中，ROCK2的异常表达可能与食管癌的发生发展密切相关，其具体作用机制

有待进一步深入研究。

[关键词]	 食管鳞状细胞癌；Wnt/PCP通路；Wnt11；ROCK2；肿瘤侵袭
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Abstract Objective: To investigate the expression and relationship of Wnt11, ROCK2 and clinical characteristics in 

esophageal squamous cell carcinoma (ESCC). Methods: Expression of Wnt11 and ROCK2 protein were 

examined on immunohistochemistry containing 260 paramn-embeded specimens of ESCC and specimens of 

normal cervical tissues. Expression of Wnt11 and ROCK2 protein were verified on Western blot containing 20 

specimens of ESCC and specimens of normal cervical tissues. Results: The positive rates of Wnt11 protein in 
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食管癌是一种高发于消化道的恶性肿瘤，根

据其组织学分型可分为食管鳞状细胞癌(esophageal 
squamous cell carcinoma，ESCC)和食管腺癌两大基

本类型。这两种类型的分布具有一定地域性，欧

美等一些国家的食管癌约70%是Barrett食管腺癌，

而在我国则95%为ESCC[1]。据统计，食管癌的5年

生存率仅为5%~13% [2]。食管癌的发生和发展是一

个多阶段、多步骤、多种因素共存、多种基因相

互作用的过程 [3-4]，研究其发病机制对食管癌的诊

断及治疗意义重大。Wnt/PCP途径是Wnt信号通路

的一个非经典通道，涉及的关键蛋白主要为Wnt11
蛋白、Rho相关蛋白激酶2(Rho-associated protein 
kinase，ROCK2)蛋白等。已有诸多研究[5-10]证实：

Wnt11，ROCK2蛋白与肿瘤的发生、侵袭及转移关

系密切，并证明了其在胃癌、肝癌、结直肠癌、膀

胱癌、前列腺癌和乳腺癌等癌症中相关的作用机

制。但目前关于Wnt/PCP通路中Wnt11及ROCK2在

ESCC的研究罕见报道。本研究应用免疫组织化学

与Western印迹法，检测Wnt11与ROCK2蛋白分别在

ESCC中的表达情况，运用相关统计学方法分析并

探讨其在食管癌发生的表达与各临床参数之间的相

关性分析，为研究ESCC发生、发展机制提供新的

思路，从而为有效治疗食管癌提供新的方向。

1  材料与方法

1.1  材料

1.1.1  食管癌组织标本

搜集2007至2014年新疆医科大学第一临床医

院病理科归档的病历资料和 2 5 0 例食管癌石蜡标

本，所有患者术前均未经过放射、化学治疗，排

除合并非肿瘤性疾病和其他肿瘤患者。同时切取

距离癌组织边缘5 cm处的非肿瘤组织作为参照组。

选取手术切除的2 0例食管癌患者肿瘤组织和癌旁

正常黏膜组织，均为新疆医科大学第一附属医院

医学研究中心标本库液氮中保存的新鲜组织。所

有石蜡标本的HE染色切片均由病理科中级以上医

师阅片核实诊断并确诊。

1.1.2  主要抗体和试剂

兔抗Wn t 1 1，RO CK 2抗体购自美国A b c a m公

司。鼠抗兔IgG-辣根过氧化物酶(HRP)抗体和二氨

基联苯胺(DA B)显色试剂盒购自北京中杉金桥公

司。R IPA蛋白裂解液、BCA蛋白定量试剂盒购自

美国Thermo公司。

1.2  方法

1.2.1  免疫组织化学检测

石蜡组织连续切片连续4 μm切片，二甲苯脱

蜡，梯度乙醇水化；3%的双氧水消除内源性过氧

化酶；微波炉高火2 0  m i n抗原修复，自然冷却至

室温，PBS充分清洗，分别滴加一抗Wnt11(1:200
稀释)和ROCK2(1:300稀释)，湿盒4 ℃冰箱冷藏过

夜，然后用 P B S 缓冲液冲洗切片，再滴加二抗， 
37  ℃孵育箱孵育40 min。PBS缓冲液再次冲洗切

片，DA B显色，最后苏木精复染，乙醇脱水、透

明、中性树胶封固，以PBS来代替一抗，作为本次

试验的阴性对照。

1.2.2  食管癌及癌旁组织蛋白的提取

将 干 净 的 研 钵 用 液 氮 提 前 预 冷 ， 将 1 0 0  m g
组 织 在 液 氮 中 研 磨 成 粉 末 状 ， 接 着 加 入 1  m L 的

RIPA裂解液，继续研磨。将蛋白转移到1.5 mL的

Eppendorf管中，12 000 r/min，4 ℃离心10 mm。

取上清，BCA法蛋白定量，分装，于−20 ℃保存。

1.2.3  Western 印迹检测

将组织样本研磨后，使用R IPA进行列解、匀

浆，离心30 min后弃掉沉淀，上清液蛋白浓度使用

考马斯亮蓝法(Bradford)法检测。分别去食管癌和

癌旁组织40 μg，以聚丙烯酰胺凝胶(SDS-PAGE)电

泳分离后，转印至聚偏氟乙烯(PVDF)膜中，TBST
封闭1 h，分别加入兔抗Wnt11多克隆抗体(1:1 000)

normal normal esophageal mucosa tissues were 29.8% and in esophageal carcinomas tissues were 31.9%, there 

was no significant difference between the two groups (P>0.05). The positive rates of ROCK2 protein in normal 

esophageal mucosa tissues were 12.3% and in esophageal carcinomas tissues were 56.5%, there was a significant 

difference between the two groups (P<0.05). The expression of ROCK2 protein was significantly related with 

the invation of vascular and there was no significantly difference between the expression of ROCK2 protein and 

ESCC patients’ tumour location, differentiation, T stage and lymph node metastisis. Conclusion: The abnormal 

expression of ROCK2 protein may promote the invasion of tumor cell.

Keywords esophageal squamous cell carcinoma; Wnt/PCP pathway; Wnt11; ROCK2; tumor invasion
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和兔抗ROCK2多克隆抗体(1:1 000)，4 ℃过夜。 
次日使用TBST洗涤后，采取DAB试剂进行显影，

以 Wn t 1 1 / β - a c t i o n ， R O C K 2 / β - a c t i o n 分 别 分 析

Wnt11和ROCK2的相对表达量。

1.2.4  免疫组织化学阳性判读标准

判读标准：ROCK2在癌组织细胞质中以出现

棕色或棕黄色颗粒为阳性细胞。遵照半定量积分

来 判 断 抗 体 的 表 达 。 染 色 强 度 ： 未 着 色 为 0 分 ，

着 色 较 浅 为 1 分 ， 中 度 着 色 为 2 分 ， 着 色 较 深 为 
3 分。阳性细胞百分比标准：在高倍镜 ( × 4 0 0 ) 下

随机 选 取 5 个 视 野 分 别 计 算 阳 性 细 胞 百 分 率 并 取

其平均值。依据平均阳性细胞百分比标准：阳性

细胞数≤5 %为0分，6 % ~ 2 5 %为1分，2 6 % ~ 4 9 %为  
2分，≥5 0 %为3分。将2项评分相乘所得：0 ~ 3分

为(–)，4分为(+)，5~8分为(++)，>8分为(+++)。

将 其 作 为 临 床 病 理 参 数 分 析 时 ： ( − ) 为 阴 性 表 达

组，(+)，(++)，(+++)为高表达组。Wnt11表达于

正常细胞或癌组织细胞的间质。每张切片随机选

择5个高倍视野，计算其阳性细胞所占的百分数的

平均值，标准为：阳性细胞数<5%为阴性，≥5%
为阳性，使用双盲方式分析其结果。

1.3  统计学处理

采用SPSS 17.0统计软件进行数据分析。采用χ2

检验检测Wnt11和ROCK2蛋白在ESCC组织中的表

达及其与临床病理特征的相关性。P<0.05为差异有

统计学意义。

2  结果

2.1  Wnt11 在癌组织及癌旁正常组织中的阳性表

达率

W n t 1 1 在 正 常 食 管 黏 膜 主 要 定 位 于 细 胞

间 质 ， 在 胞 质 几 乎 不 表 达 ( 图 1 ) 。 在 2 5 0 例

E S C C 患 者 中 ， W n t 1 1 在 癌 组 织 及 癌 旁 正 常

组 织 中 阳 性 表 达 率 分 别 为 3 1 . 9 % ( 8 0 / 2 5 0 ) ，

2 9 . 8 % ( 7 5 / 2 5 0 ) 。 癌 组 织 的 阳 性 表 达 率 高 于 癌

旁 正 常 组 织 ， 但 两 组 间 的 差 异 无 统 计 学 意 义

( P > 0 . 0 5 ) 。 R O C K 2 蛋 白 主 要 表 达 在 组 织 细 胞

的 细 胞 质 ( 图 2 A ~ 2 C ) 。 在 2 5 0 例 E S C C 患 者 中 ，

R O C K 2 蛋 白 在 癌 及 癌 旁 组 织 阳 性 表 达 率 分 别 为

5 6 . 5 % ( 1 4 1 / 2 6 0 ) ， 1 2 . 3 % ( 3 1 / 2 5 0 ) ， 癌 组 织 阳

性 表 达 率 明 显 高 于 癌 旁 非 肿 瘤 组 织 ， 差 异 有 统

计学意义 ( P < 0 . 0 5 ) 。

2.2  Wnt11 和 ROCK2 在正常食管黏膜和 ESCC 组

织中的表达

采用 We s t e r n 印迹法检测 Wn t 1 1 和 R O C K 2 在

正常食管黏膜、ESCC组织中的表达。一抗Wnt11
和 R O C K 2 分 别 能 够 与 食 管 癌 组 织 中 的 W n t 1 1 ，

R O C K 2 蛋 白 特 异 性 结 合 ， 杂 交 出 分 子 质 量 为 
37 000，160 000 kD(1 D=1 u)的条带。Wnt11蛋白

在正常食管组织中呈低表达或阴性表达，ROCK2
在正常食管组织和肿瘤组织中均表达，在ESCC组

织中呈高表达(图3)。

图1 免疫组织化学方法检测Wnt11在ESCC组织及正常食管组织的表达(En Vision，×400）

Figure 1 Immunohistochemical methods were used to detect the expression of Wnt11, in ESCC tissue and normal esophageal tissue 

(En Vision, ×400)

(A)正常鳞状上皮Wnt11着色于细胞间质；(B)肿瘤细胞Wnt11着色于间质；(C)阳性着色于癌细胞细胞质。

(A) Normal squamous epithelium Wnt11 staining in intercellular substance; (B) Wnt11 is staining in tumor cell interstitium; (C) Wnt11 

stained with cytoplasm of cancer cells.

A CB
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2.3  Wnt11 和 ROCK2 蛋白表达与临床病理参数之

间的关系

为 进 一 步 探 讨 肿 瘤 组 织 中 W n t 1 1 和 R O C K 2

表 达 的 差 异 性 ， 本 研 究 按 照 患 者 性 别 、 肿 瘤 大

小、部位、病理分化程度、肿瘤 T 分期、淋巴结

转移、是否侵及神经、血管进行分层分析。结果

显示：Wn t 1 1蛋白表达与其他临床参数差异无统

计学意义(P>0.05)。RO CK2蛋白表达与肿瘤侵及

血管相关，在肿瘤侵及血管的患者中，高表达组

与低表达组之间的差异有统计学意义( P < 0 . 0 5 )。

ROCK2蛋白表达与其他临床参数差异无统计学意

义(P>0.05，表1)。

2.4  ESCC 中 Wnt11 与 ROCK2 蛋白表达的关系

经Spearman相关分析得出：在ESCC中Wnt11

与ROCK2蛋白表达并无正相关(P>0.05)。

rock2  

wnt11 

β-actin 

N                       C                      N                    C

图3 Western印迹法检测Wnt11蛋白在ESCC组织及正常食管

组织中的表达

Figure 2 Western blot was used to detect the expression of 

Wnt11 protein in ESCC and normal esophageal tissue 

N代表正常食管黏膜组织，C代表ESCC组织。

N represents normal esophageal mucosal tissue; C represents the 

ESCC tissue.

表1 ESCC患者临床病理参数与Wnt11，ROCK2蛋白表达之间的关系(n=260)

Table 1 Relationship between the clinicopathological parameters and expression of Wnt11 and ROCK2 protein in patients with 

ESCC (n=260)

临床参数 例数/(%)
Wnt11表达水平/[例(%)] ROCK2表达水平/[例(%)]

低 高 P 低 高 P

性别 0.470 0.847

男 175 (70.0) 125 (71.4) 50 (28.6) 63 (35.8) 112 (64.2)

女 75 (30.0) 21 (28.1) 54 (71.9) 25 (33.3) 50 (66.7)

肿瘤直径/cm 0.565 0.352

≤3 70 (28.0) 22 (31.3) 48 (68.7) 23 (32.7) 47 (67.3)

>3 180 (72.0) 124 (68.7) 56 (31.3) 121 (67.3) 59 (32.7)

图2 免疫组织化学方法检测ROCK2在ESCC组织及正常食管组织的表达(En Vision，×400）

Figure 2 Immunohistochemical methods were used to detect the expression of Rock2, in ESCC tissue and normal esophageal tissue 

(En Vision, ×400)

(A)正常鳞状上皮Rock2着色于细胞间质；(B)肿瘤细胞Rock2着色于间质；(C)肿瘤细胞Rock2阴性。

(A) Normal squamous epithelial Rock2 is stained with intercellular substance; (B) Tumor cell Rock2 staining in interstitial substance;  

(C) Tumor cell Rock2 negative.

100 μm 100 μm 100 μm

A CB
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3  讨论

Wn t 通路介导细胞生长，是组织胚胎发育中

细胞生长、分化的重要通路，在肿瘤的发生发展

过程中发挥重要作用 [11]。Wnt通路一般分为Wnt/
β- catenin信号经典通路和Wnt/PCP信号通路的非

经典通路两种。而Wnt蛋白作为最核心的蛋白，大

致又可分为两类：1)Wntl类，可激活Wnt经典通路

的Wnt-1，Wnt-3a等；1)Wnt5a类，包括Wnt-5a，

Wm - 1 1 等，可激活 Wn t 非经典通路。而 Wn t 1 1 和

ROCK2属于Wnt/PCP途径。近年来研究 [12]表明：

Wnt 1 1可激活非经典Wnt通路即Wn d / Ca 2 +和Wnt /

PCP等途径。Wnt11最早在斑马鱼原肠形成过程中

被提出，不仅是Wnt通路的起始蛋白，而且还能控

制组织形态的发生。近年来研究 [13-18]发现：Wnt11

不但参与细胞的生长发育、坏死、凋亡等功能，

甚至参与肿瘤的发生、发展。

Wnt11不仅参与个体发育、细胞黏附、迁移、

增殖、分化、极性和死亡，并作为癌基因或抑癌

基因参与肿瘤发生。Wnt11通过与Wnt信号通路相

关受体的结合，进而激发下游因子，从而影响细

胞的黏附、迁移、增殖、分化、极性和死亡。研

究[13-15]发现：Wnt11在乳腺癌和正常肝中高表达，

但在肝癌细胞中表达却较低。同时研究[16-18]表明：

Wn t 1 1通过非经典通路可以诱导细胞增殖、分化

和前列腺癌进展。然而目前尚未有关于Wn t 1 1在

ESCC中的表达及其与Wnt信号通路的关系的研究

报道。本研究检测了250例ESCC患者中Wnt11的表

达，虽然Wn t 1 1在肿瘤间质中的表达高于正常细

胞间质，但其与各临床参数之间差异无统计学意

义。穆庆等[19]发现：Wnt11与宫颈鳞状细胞癌的发

生发展相关。但本实验并未发现Wnt11与食管癌各

临床参数有相关性，其原因可能为Wnt11并未参与

食管癌的发生发展，其活性具有组织特异性。

续表1

临床参数 例数/(%)
Wnt11表达水平/[例(%)] ROCK2表达水平/[例(%)]

低 高 P 低 高 P

部位 0.735 0.124

颈部/胸上段 5 (2.0) 5 (100.0) 0 (0.0) 1 (4.0) 4 (96.0)

胸中段 35 (14.0) 4 (12.5) 31 (87.5) 8 (24.5) 27 (75.5)

胸下段 185 (74.0) 140 (75.5) 45 (24.5) 132 (71.5) 53 (28.5)

分化 0.242 0.558

高分化 40 (16.0) 28 (71.8) 12 (28.2) 20 (48.5) 22 (51.5)

中/低分化 210 (84.0) 92 (43.8) 118 (56.2) 106 (50.3) 104 (49.7)

肿瘤T分期 0.520 0.364

T0 20 (8.0) 5 (28.1) 15 (71.9) 8 (44.4) 12 (55.6)

T1 95 (38.0) 39 (40.8) 56 (50.2) 48 (51.1) 47 (48.9)

T2 20 (8.0) 4 (22.2) 16 (77.8) 8 (40.0) 12 (60.0)

T3 115 (46.0) 58 (50.5) 57 (49.5) 60 (52.1) 45 (47.9)

N0 165 (66.0) 120 (72.8) 45 (27.2) 83 (50.3) 82 (49.7)

N1 85 (34.0) 29 (34.5) 56 (65.5) 42 (49.1) 43 (50.9)

侵及血管 0.915 0.036

否 235 (93.9) 119 (50.8) 116 (49.2) 130 (55.5) 105 (44.5)

是 15 (6.1) 6 (38.5) 9 (61.5) 2 (14.8) 13 (85.2)

侵及神经 0.344 0.268

否 203 (81.3) 116 (57.3) 87 (42.7) 104 (51.1) 99 (48.9)

是 47 (18.7) 11 (23.3) 36 (76.7) 21 (44.4) 26 (55.6)
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R h o 是 细 胞 内 一 类 小 分 子 G 蛋 白 ， 具 有 G T P
酶 的 活 性 ， 通 过 结 合 G T P 成 为 活 性 形 式 的 R h o -
G T P ， 通 过 结 合 下 游 分 子 使 其 活 化 ， 在 细 胞 的

信 号 转 导 中 起 关 键 作 用 。 R O C K 是 R h o 下 游 的

主 要 效 应 分 子 ， 属 丝 氨 酸 - 苏 氨 酸 蛋 白 激 酶 家

族 ， 是 目 前 为 止 研 究 最 为 清 楚 的 R h o 下 游 的 靶

效 应 分 子 。 R O C K 2 通 过 与 R h o - G T P 结 合 后 构

象 发 生 改 变 ， 进 而 发 挥 激 酶 活 性 ， 使 下 游 的 靶

分 子 磷 酸 化 。 R h o / R O C K 通 过 促 使 张 力 纤 维 的

形 成 和 促 进 细 胞 间 黏 附 的 形 成 等 来 激 活 并 调 节

细 胞 骨 架 蛋 白 的 再 生 、 极 性 [ 2 0 ]， 与 恶 性 肿 瘤 细

胞 的 浸 润 和 转 移 等 多 种 生 物 学 行 为 [ 2 1 ]有 关 ， 并

在 细 胞 的 变 形 迁 移 中 起 开 关 作 用 [ 2 2 ] 。 R O C K 2
通 过 G 肌 动 蛋 白 结 合 蛋 白 、 单 丝 氨 酸 蛋 白 激

酶 、 内 收 蛋 白 及 细 胞 骨 架 连 接 蛋 白 等 来 调 节 细

胞 的 运 动 和 迁 移 能 力 。 研 究 [ 5 - 7 ] 发 现 ： R O C K 2
在 多 种 肿 瘤 中 呈 现 高 表 达 。 在 膀 胱 癌 中 较 早 发

现 R O C K 2 表 达 增 高 ， 并 与 其 恶 性 程 度 相 关 [ 5 ]。 
S a w a d a 等 [ 6 - 7 ]研 究 发 现 ： 结 肠 癌 、 T 3 / T 4 期 胃 癌

中与R h o / R O C K通路有关。Yi n g 等 [ 8 ]研究表明：

ROCK2抑制剂可降低乳腺癌鼠动物模型中肿瘤的

转移率。研究[23-24]发现：肿瘤细胞侵袭与转移均需

要Rho/ROCK信号通路参与，而在其调节过程中起

ROCK2起重要作用。

Fu等 [25]研究报道：黄体酮和醋酸甲孕酮可通

过快速的肌动蛋白重塑促进乳腺癌细胞骨架的运

动，这个过程由R hoA/RO CK2级联的途径引起，

从而促进乳腺癌细胞的侵袭运动。本研究结果提

示：患者肿瘤侵及血管程度越高，ROCK2表达越

高。这与Fu等 [25]的结果一致，进一步证明ROCK2
具有促进肿瘤细胞侵袭的活性。

Lock等 [26]研究发现：RCOKl和ROCK2在调节

细胞的终末分化和细胞外基质的黏附方面的作用

不尽相同，证实ROCK2在促进上皮细胞分化方面

具有正性作用。本研究统计分析ROCK2的表达与

肿瘤分期及转移之间的相关性差异，结果提示其

差异无统计学意义，其原因可能为样本量偏小。

本实验结果显示：在T分化组，患者RO CK 2高表

达率有增高的趋势，为证明其是否促进肿瘤的分

化，还需进一步进行大样本检测。

R O C K 2 还可促进细胞的迁徙和运动。 Wa n g 
等 [ 2 7 ]发现：RO CK 2在E SCC细胞系中转染外源表

达载体，过表达自分泌运动因子受体 (a u t o c r i n e 
motility factor receptor，AMFR)后，其表达水平有

所上调，并通过介导AMFR来促进细胞的转移。张

俊波等 [28]发现：ROCK2可能与人喉鳞状细胞癌的

淋巴结转移的发生有关。本研究未观察到ROCK2
高表达与肿瘤分期及转移之间的相关性差异具有

统计学意义，提示ROCK2在ESCC中的作用与在其

他肿瘤中的作用并不一致，其活性具有组织特异

性。这为进一步研究ROCK2在ESCC中的作用机制

提供了新的理论依据，也为更加全面阐明ROCK2
在 肿 瘤 发 生 发 展 中 的 作 用 提 供 了 新 的 线 索 和 方

向。综上所述，ROCK2是一种潜在的判断食管癌

侵袭血管的分子标志物。
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