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HIP1 与 AKT/GSK3β信号通路及上皮间充质转化标志性分子在

食管鳞癌组织中的表达及其相关性

孙盈，夏靖华，王雪娇，文苗苗，张晏宁，张娇，张志培，李小飞

(空军军医大学第二附属医院胸外科，西安 710038)

[摘　要]	 目的：检测亨廷顿蛋白相互作用蛋白1(Huntingtin interacting protein 1，HIP1)，AKT/GSK3β信号

通路及上皮间充质转化(epithelial-mesenchymal transition，EMT)关键分子蛋白在食管鳞癌中的表

达，探讨HIP1表达与AKT/GSK3β信号通路及EMT之间的相关性，为进一步研究HIP1在食管鳞癌

中的作用及其机制提供依据。方法：采用免疫组织化学法检测85例食管鳞癌组织及其对应癌旁组

织样本中HIP1，p-GSK3β，EMT标志性分子E-cadherin及Vimentin的表达，并统计分析几者在临

床病理特征中的表达差异及HIP1与p-GSK3β，E-cadherin，Vimentin表达之间的相关性。采用荧

光定量PCR(RT-qPCR)法检测HIP1，GSK3β，E-cadherin及Vimentin基因在食管癌及其癌旁组织中

的表达。结果：HIP1，p-GSK3β，E-cadherin及Vimentin在食管鳞癌组织中的阳性表达率分别为

91.8%(78/85)，82.35%(70/85)，15.29%(13/85)，80%(68/85)，分别与癌旁组织中的表达差异有

统计学意义(P<0.001)。HIP1，p-GSK3β，E-cadherin在不同病理分级组间的表达差异有统计学意

义(P<0.05)，而Vimentin在临床病理特征各组组间的表达差异均无统计学意义(P>0.05)。相关性结

果显示，HIP1与p-GSK3β及Vimentin在总的食管鳞癌中的表达均呈显著正相关(P<0.05)，HIP1与

E-cadherin在总的食管鳞癌中的表达呈显著负相关(P<0.01)。RT-qPCR结果发现，HIP1，GSK3β及

Vimentin基因在食管鳞癌中的表达均高于其对应的癌旁组织，而E-cadherin基因在食管鳞癌中的表

达低于其对应的癌旁组织。结论：HIP1表达与p-GSK3β，E-cadherin及Vimentin间存在相关性，提

示HIP1可能促进食管鳞癌组织中GSK3β及Vimentin的表达，抑制E-cadherin的表达。
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Abstract Objective: To explore the effect and mechanism of HIP1 in esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) 
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亨 廷 顿 蛋 白 相 互 作 用 蛋 白 1 ( H u n t i n g t i n 
interacting protein 1，HIP1)[1-2]起初作为网格蛋白

的 一 个 组 件 参 与 细 胞 内 吞 作 用 而 被 报 道 [ 3 - 7 ]。 随

后，在前列腺癌、结肠癌等多种恶性肿瘤中检出

H I P1高表达 [8-10]。因此，H I P1被认为是重要的促

癌蛋白。相比于食管鳞癌癌旁组织，HIP1在食管

鳞癌组织中高表达，且其表达与食管鳞癌患者病

理分级密切相关 [11]。因此HIP1可能与食管鳞癌的

发生发展密切相关。但是HIP1在食管鳞癌中的作

用及其机制尚不清楚。

食管癌转移是导致食管癌治疗失败和患者死

亡的主要原因 [ 1 2 - 1 5 ]，延缓或阻断转移已成为提高

其治疗效果的关键。上皮间充质转化(e p i t h e l i a l -
mesenchymal transition，EMT)作为肿瘤转移的起始

环节，在肿瘤转移中的作用越来越受到重视。HIP1
参与非小细胞肺癌EMT过程 [16]，但HIP1是否可能

参与食管鳞癌EMT过程尚不清楚。前人研究 [17]发

现，HIP1可以影响核转录因子β-catenin以及翻译后

修饰因子Slug 基因和蛋白的表达，而AKT/GSK3β

信号通路能够调节核转录因子β-catenin以及翻译后

修饰因子Slug。推测HIP1可能通过AKT/GSK3β信

号通路调节β-catenin以及翻译后修饰因子Slug。但

HIP1，AKT/GSK3β信号通路以及EMT之间是否有

关联性以及作用机制如何尚不得而知。因此，本

研究通过免疫组织化学法检测H I P1，p - GSK3β，

E-cadherin及Vimentin在食管鳞癌中的表达，并分析

两两之间的相关性，初步为研究HIP1在食管鳞癌中

的作用及其机制提供一定的基础。

1  资料与方法

1.1  病理资料

随 机 选 取 2 0 0 6 年 5 月 至 2 0 0 7 年 1 2 月 于 空 军

军 医 大 学 第 二 附 属 医 院 接 受 手 术 治 疗 的 食 管 鳞

癌 患 者 8 5 例 ， 并 完 善 临 床 病 理 资 料 。 其 中 男 6 8
例 ， 女 1 7 例 ； 年 龄 4 1 ~ 7 6 ( 中 位 6 1 ) 岁 ； 病 理 分

级 ： 中 高 分 化 6 1 例 ， 低 分 化 2 4 例 ； 临 床 T N M 分

期： I ~ I I 期 6 6 例， I I I ~ I V 期 1 9 例。本研究已通过

空 军 军 医 大 学 第 二 附 属 医 院 医 学 伦 理 委 员 会 批

准，患者或其家属均签署知情同意书。

1.2  方法

1.2.1  试剂

HIP1，p-GSK3β，E-cadherin，Vimentin抗体

购自Abcam公司，EnVisionTM免疫组织化学试剂盒

购自世纪康为公司，DA B显色剂购自北京中杉金

桥公司。

1.2.2  免疫组织化学染色法

免疫组织化学染色采用EnVision两步法，具体

操作步骤如下：标本经4 μm连续切片，切片脱蜡

carcinogenesis through exam the expression and correlation research of HIP1 with AKT/GSK3β signal pathway 

and epithelial-mesenchymal transition (EMT) in ESCC. Methods: In this study, HIP1, p-GSK3β, E-cadherin, 

Vimentin expressions were assessed using immunohistochemistry (IHC) in 85 ESCC and adjacent ESCC tissues 

and the correlation research of HIP1 with p-GSK3β, E-cadherin, Vimentin were analyzed. RT-qPCR was used 

to detect the gene expression of HIP1, GSK3β, E-cadherin and Vimentin in ESCC and adjacent ESCC tissues. 

Results: The expression rate of HIP1, p-GSK3β, E-cadherin, Vimentin in ESCC (91.8%, 82.35%, 15.29%, 80%) 

showed extremely significance compared with adjacent ESCC tissues (P<0.001). HIP1, p-GSK3β, E-cadherin 

expression was significantly associated with pathological grades (P<0.05), and there was no significance between 

Vimentin expression with clinicopathologic features (P>0.05). The correlation research showed that there 

were significant positive correlations between HIP1 and p-GSK3β, as well as Vimentin (P<0.05), and there 

was significant negative correlation between HIP1 and E-cadherin (P<0.01). RT-qPCR results showed that 

compared with adjacent ESCC tissues, HIP1, GSK3β and Vimentin gene were higher expressed in ESCC tissues, 

but E-cadherin gene was lower expressed in ESCC tissues. Conclusion: HIP1 maybe promote p-GSK3β and 

Vimentin expression and inhibit E-cadherin expression.

Keywords Huntingtin interacting protein 1; esophageal squamous cell carcinoma; epithelial-mesenchymal transition; signal 

pathway; carcinogenesis
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至水，尿素消化，3%过氧化氢封闭，用柠檬酸缓

冲液进行微波修复、冷却， 1 0 % 山羊血清封闭，

加 一 抗 4  ℃ 过 夜 ； 3 7  ℃ 复 温 ， 加 入 抗 兔 二 抗 ， 
37 ℃恒温反应(中间各步用PBS洗)，DAB显色，显

微镜观察终止显色。苏木精轻微复染，脱水透明

封片，光镜下观察。对照组设阳性、阴性和空白

对照：用已知阳性表达组织作为阳性对照；以PBS
代替一抗作为空白对照。

1.2.3  免疫组织化学结果判定

按照半定量积分方法判定，每例均随机观察5
个高倍视野(×400)，判断结果：阳性细胞≤5%为

0分，6%~25%为1分，26%~50%为2分，51%~75%
为3分，> 7 5 %为4分；阳性强度黄色为1分，棕黄

为2分，棕褐色为3分。将细胞阳性率与染色强度

积分相乘，0分为阴性(−)，1~4分为弱阳性(+)，

5~8分为中度阳性(++)，9~12分为强阳性(+++)。

1.2.4  荧光定量PCR法

通过 T R I z o l 法提取组织及细胞中的 m R N A ，

测定其浓度后取总R NA 3 μg，按逆转录反应试剂

说明完成cDNA的合成。每个样本重复3个复孔，

每孔上样20 μL，总计制备70 μL的PCR反应体系：

2×SYBR mix buffer 35 μL、上游引物10 μmol/L、下

游引物10 μmol/L、模板cDNA 0.05~0.1 μg、补水至

70 μL。上机检测并设置反应条件：95 ℃ 10 min；

95 ℃ 15s，60 ℃ 30s，72 ℃ 50s，循环35次。结果

通过2−∆∆Ct相对定量法进行分析。

1.3  统计学处理

采用SPSS 18.0统计软件进行数据分析。通过

卡方检验分析目的分子在食管鳞癌组织及对应癌

旁组织中的差异；目的分子表达与临床病理特征

的关系中3组以上采用Kruskal-Wallis H检验，两组

间采用Mann-W hitney U秩和检验；相关性分析采

用Spearman秩和相关检验。P<0.05为差异有统计学

意义。

2  结果

2.1  HIP1，p-GSK3β，E-cadherin，Vimentin在食

管鳞癌中的表达

免疫组织化学结果显示：HIP1在食管鳞癌组

织中的阳性表达率为9 1 . 8 % ( 7 8 / 8 5 )；p - G SK 3 β在

食管鳞癌组织中的阳性表达率为82.35%(70/85)；

E - c a d h e r i n 在 食 管 鳞 癌 组 织 中 的 阳 性 表 达 率

为 1 5 . 2 9 % ( 1 3 / 8 5 ) ； V i m e n t i n 在 食 管 鳞 癌 组 织  
中 的 阳 性 表 达 率 为 8 0 % ( 6 8 / 8 5 ) 。 分 别 与 癌 旁

组 织 相 比 ， 表 达 差 异 有 统 计 学 意 义 ( P < 0 . 0 0 1 ；  
表1，图1)。

2 .2   p - G S K3β，E - c a d h e r i n，V i m e n t i n表达与 
食管鳞癌临床病理特征的关系

p-GSK3β，E-cadherin表达在患者临床病理分

级 组 间 表 达 差 异 有 统 计 学 意 义 ( P < 0 . 0 0 1 ) ， 而 在

性 别 、 年 龄 、 T N M 分 期 各 组 间 差 异 均 无 统 计 学

意义( P > 0 . 0 5 )；Vi m e n t i n表达在性别、年龄、病

理 分 级 、 T N M 分 期 各 组 间 差 异 均 无 统 计 学 意 义

(P>0.05，表2)。

表1 HIP1，p-GSK3β，E-cadherin及Vimentin蛋白在食管鳞癌及癌旁组织中的表达(n=85)

Table 1 Expressions of HIP1, p-GSK3β, E-cadherin and Vimentin in ESCC and adjacent ESCC tissues (n=85)

分类
HIP1/[例(%)] p-GSK3β/[例(%)]

阴性 阳性 P 阴性 阳性 P

食管癌旁 80 (94.12) 5 (5.88)
<0.001

65 (76.47) 20 (23.53)
<0.001

食管鳞癌 7 (8.24) 78 (91.76) 15 (17.65) 70 (82.35)

分类
E-cadherin/[例(%)] Vimentin/[例(%)]

阴性 阳性 P 阴性 阳性 P

食管癌旁 32 (37.65) 53 (62.35)
<0.001

60 (70.59) 25 (29.41)
<0.001

食管鳞癌 72 (84.71) 13 (15.29) 17 (20.00) 68 (80.00)
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图1 HIP1，p-GSK3β，E-cadherin及Vimentin蛋白在食管鳞癌中的表达(EnVision，×100)

Figure 1 Expressions of HIP1, p-GSK3β, E-cadherin and Vimentin in ESCC (EnVision, × 100)

(A)HIP1表达；(B)p-GSK3β表达；(C)E-cadherin表达；(D)Vimentin表达。

(A) HIP1 expression; (B) p-GSK3β expression; (C) E-cadherin expression; (D) Vimentin expression. 

表2 p-GSK3β，E-cadherin及Vimentin表达与食管鳞癌临床病理特征的关系

Table 2 Expressions of p-GSK3β, E-cadherin and Vimentin in different pathological features of ESCC 

变量 n
p-GSK3β E-cadherin Vimentin

− + ++ +++ P − + ++ +++ P − + ++ +++ P

性别 0.194 0.061 0.139

男 68 14 33 16 5 60 5 3 0 12 9 36 11

女 17 1 9 5 2 12 2 3 0 5 3 8 1

年龄/岁 0.412 0.944 0.100

≤61 47 8 22 11 6 40 3 3 1 8 4 27 8

>61 38 7 20 10 1 32 3 3 0 9 8 17 4

病理分级 <0.001 0.002 0.261

中高分化 61 5 30 19 7 58 1 3 1 13 5 33 10

低分化 24 10 12 2 0 14 4 4 0 4 7 11 2

TNM分期 0.272 0.642 0.062

I~II 66 14 31 16 5 54 4 4 1 12 6 38 10

III~IV 19 1 11 5 2 18 1 3 0 5 6 6 2
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2.3   HIP1与p-GSK3β，E-cadherin及Vimentin在总的

食管鳞癌中的表达相关性

在 食 管 鳞 癌 中 ， H I P 1 与 p - G S K 3 β 及

V i m e n t i n 的 表 达 均 呈 显 著 正 相 关 ( 均 P < 0 . 0 5 ) ，

而 与 E - c a d h e r i n 的 表 达 呈 显 著 负 相 关 ( P < 0 . 0 5 ，  
表3 )。

2 .4   HIP1与p-GSK3β，E-cadherin及Vimentin在 
食管鳞癌不同临床病理特征中表达的相关性

HIP1与p-GSK3β在不同的TNM分期、不同病理

分级中均呈显著正相关(P<0.05)；HIP1与E-cadherin
在不同的TNM分期、不同病理分级中均呈显著负

相关(P<0.05)；而HIP1与Vimentin在不同的TNM分

期、不同病理分级中均无相关性(P>0.05，表4)。

表3 总的食管鳞癌中HIP1与p-GSK3β，E-cadherin及Vimentin表达的相关性

Table 3 The correlation of HIP1 expression with p-GSK3β, E-cadherin and Vimentin expressions in ESCC

HIP1
p-GSK3β E-cadherin Vimentin

− + ++ +++ r P − + ++ +++ r P − + ++ +++ r P

− 5 2 0 0

0.558 <0.001

2 0 4 1

−0.352 0.001

1 3 2 1

0.261 0.016
+ 8 17 5 0 25 3 2 0 9 4 14 3

++ 2 20 13 2 35 1 1 0 7 5 20 5

+++ 0 3 3 5 10 1 0 0 0 0 8 3

表4 HIP1与p-GSK3β，E-cadherin及Vimentin在不同食管鳞癌临床病理特征中表达的相关性

Table 4 The correlation of HIP1 expression with p-GSK3β, E-cadherin and Vimentin expressions in different pathological 

features of ESCC

临床病理 

参数
HIP1

p-GSK3β E-cadherin Vimentin

− + ++ +++ r P − + ++ +++ r P − + ++ +++ r P

TNM分期

I~II

− 4 2 0 0

0.594 <0.001

1 0 2 1

−0.324 0.01

1 2 2 1

0.232 0.061
+ 8 10 3 0 20 2 2 0 6 1 12 2

++ 2 17 10 1 28 1 0 0 5 3 17 5

+++ 0 2 3 4 5 1 0 0 0 0 7 2

III~IV

− 1 0 0 0

0.494 0.032

1 0 2 0

−0.426 0.048

0 1 0 0

0.283 0.241
+ 0 7 2 0 5 1 0 0 3 3 2 1

++ 0 3 3 1 7 0 1 0 2 2 3 0

+++ 0 1 0 1 5 0 0 0 0 0 1 1

病理分级

中高分化

− 1 2 0 0

0.534 <0.001

1 0 3 1

−0.452 <0.001

1 0 1 1

0.211 0.103
+ 3 13 4 0 23 1 0 0 6 2 10 2

++ 1 13 12 2 25 0 0 0 6 3 14 5

+++ 0 2 3 5 9 0 0 0 0 0 8 2

低分化

− 4 0 0 0

0.580 0.003

1 0 1 0

−0.347 0.113

0 3 1 0

0.297 0.158
+ 5 4 1 0 2 2 2 0 3 2 4 1

++ 1 7 1 0 10 1 1 0 1 2 6 0

+++ 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1
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2 . 5   荧光定量 P C R 法检测 H I P 1， G S K 3 β ，
E-cadherin及Vimentin基因在食管鳞癌中的表达

随 机 选 取 3 对 食 管 鳞 癌 及 其 对 应 的 癌 旁 组 织

样 本 ， 荧 光 定 量 P C R ( RT- q P C R ) 法 检 测 H I P 1 ，

G S K 3 β ， E - c a d h e r i n 及 V i m e n t i n 基 因 在 食 管

鳞 癌 及 癌 旁 组 织 中 的 表 达 差 异 ， 结 果 发 现 ：

H I P 1 ， G S K 3 β 及 V i m e n t i n 基 因 在 食 管 鳞 癌 中 的

表 达 均 高 于 其 对 应 的 癌 旁 组 织 ， 而 E - c a d h e r i n
基 因 在 食 管 鳞 癌 中 的 表 达 低 于 其 对 应 的 癌 旁 组

织 ( 图 2 ) 。
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图2 HIP1，GSK3β，E-cadherin及Vimentin基因在食管鳞癌中的表达

Figure 2 Gene expression of HIP1, GSK3β, E-cadherin and Vimentin in ESCC tissue

(A)HIP1基因在食管鳞癌中的表达；(B)GSK3β基因在食管鳞癌中的表达；(C)E-cadherin基因在食管鳞癌中的表达； 

(D)Vimentin基因在食管鳞癌中的表达。

(A) HIP1 gene expression; (B) GSK3β gene expression; (C) E-cadherin gene expression; (D) Vimentin gene expression.

3  讨论

癌基因的激活在肿瘤的形成中起关键作用。

研究发现 [8-10,16]：HIP1在多种肿瘤组织或细胞中高

表达，推测HIP1可能是一种新发现的癌基因并参

与多种肿瘤的发病过程。笔者团队前期研究 [11]发

现：与食管鳞癌癌旁组织相比，HIP1蛋白在食管

鳞癌组织中高表达。提示HIP1蛋白可能是食管鳞

癌组织和癌旁组织中的差异蛋白，但HIP1在食管

癌中的作用及其机制并不清楚。

E MT是指具有极性的上皮细胞转化为具有运

动能力的间充质细胞并使细胞获得侵袭和迁移能

力的过程，它存在于胚胎发育、组织修复、肿瘤

转移等多个生理和病理过程，并受多种复杂信号

通路的调节。主要的分子特征改变为E-cadherin等

上皮标志物表达和功能缺失，同时Vimentin等间充

质细胞标志物过量表达 [18-19]。已有研究 [20]证实：

E MT是肿瘤转移的重要起始环节，在肿瘤转移中

的作用越来越受到重视，但其影响食管鳞癌转移

的机制尚不完全清楚。

以 往 的 研 究 [ 1 6 ]显 示 ： H I P 1 可 能 参 与 了 其 他

肿 瘤 E M T 过 程 ， 但 在 食 管 鳞 癌 中 却 鲜 见 报 道 。

不仅如此，HIP1还能够调控核转录因子β-catenin
及翻译后修饰因子S l u g的表达，而这个过程可能

与信号通路 A K T / G S K 3 β 有关 [ 1 7 ]。已报道的可诱

导E M T发生的信号通路主要有TG F - β / S M A D 3，

IL -6/STAT3，Wnt/β-catenin，Notch，Hedgehog 
等[21-23]。HIP1，AKT/GSK3β信号通路以及EMT之

间是否有关联性以及作用机制尚不明确。

本 研 究 结 果 显 示 ： H I P 1 ， p - G S K 3 β ，
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E - c a d h e r i n 和 Vi m e n t i n 在食管鳞癌组织中的阳性

表达率分别为9 1 . 8 % ( 7 8 / 8 5 )，8 2 . 3 5 % ( 7 0 / 8 5 ) ，

15.29%(13/85)，80%(68/85)，从阳性表达率可以

看出HIP1与p-GSK3β，Vimentin呈正相关，HIP1与

E -cadher in呈反相关，提示HIP1与AKT/GSK3β信

号通路及E MT可能相关。分别与癌旁组织相比，

HIP1，p-GSK3β，E-cadherin和Vimentin在食管鳞

癌 组 织 中 的 表 达 差 异 有 统 计 学 意 义 ( P < 0 . 0 0 1 ) ，

表明H I P1蛋白表达的改变可能会影响p - GSK3β，

E - c a d h e r i n 和 Vi m e n t i n 蛋白的表达。而统计分析

p - G S K 3 β ， E - c a d h e r i n 和 V i m e n t i n 表达与食管鳞

癌 患 者 临 床 病 理 特 征 的 关 系 发 现 ， p - G S K 3 β ，

E-cadherin表达在患者临床病理分级组间表达差异

有统计学意义(P<0.05)，而GSK3β，E-cadherin表

达在患者性别、年龄、TNM分期各组间差异均无

统计学意义(P>0.05)，表明p-GSK3β，E -cadherin
表 达 高 低 与 病 理 分 级 高 低 成 反 比 ， 病 理 高 分 化

时 p - G S K 3 β ， E - c a d h e r i n 表达低，病理低分化时

p-GSK3β，E -cadherin蛋白表达高。Vimentin表达

在患者性别、年龄、病理分级、TNM分期各组间

差异均无统计学意义(P>0.05)。已知TNM分期与

肿瘤的分化、增殖和转移相关，本研究结果可能

与样本量有限有关，将在后续研究中进一步加大

样本量。

食管鳞癌中H I P 1与p - G S K 3 β，E - c a d h e r i n和

Vimentin表达相关性结果显示：食管鳞癌中HIP1
与p-GSK3β及Vimentin的表达呈显著正相关，HIP1
与 E - c a d h e r i n 表达呈显著负相关 ( P < 0 . 0 5 ) ，说明

食管鳞癌中H I P 1与A K T / G S K 3 β信号通路及E M T
之间存在很好的相关性。Hs u 等 [ 1 6 ]研究的肺癌细

胞系中HIP1及GSK3β等相关结果与本研究结果相

似。而进一步细化HIP1与p-GSK3β，E-cadherin及

Vimentin在食管鳞癌不同临床病理特征中表达的相

关性发现，HIP1与p-GSK3β在不同TNM分期及不

同病理分级组间均呈显著正相关(P<0.05)，说明二

者相关性与病理分化程度成反比，即与高分化组

织相比，在低分化组织样本中，H I P1对p - GSK3β

表 达 有 较 大 的 影 响 ； H I P 1 与 E - c a d h e r i n 在 不 同

T N M 分 期 、 不 同 病 理 分 级 组 间 均 呈 显 著 负 相 关

(P<0.05)；而HIP1与Vimentin在不同TNM分期、

不同病理分级组间均无相关性(P>0.05)，该结果可

能与样本量有限有关。同时，从RT- q P CR结果也

能看出HIP1与GSK3β以及Vimentin基因表达呈正相

关，HIP1与E-cadherin基因表达呈负相关。

综 上 所 述 ， 本 研 究 初 步 证 实 H I P 1 表 达 与

p-GSK3β，E -cadherin及Vimentin间存在相关性，

提 示 H I P 1 可 能 促 进 食 管 鳞 癌 组 织 中 p - G S K 3 β 和

Vimentin的表达，抑制E-cadherin的表达，这可为

进一步研究HIP1在食管鳞癌中的作用及其机制提

供重要依据。
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