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Pokemon、P14ARF 蛋白在食管鳞状细胞癌中的表达及临床意义 *
张 健 王 磊 赵智宏 王 巨 刘鑫远 禹 亮△

（哈尔滨医科大学第一临床医学院胸外科 黑龙江 哈尔滨 150001）

摘要 目的：探讨食管鳞癌（esophageal squamous cell cacinoma，ESCC）组织中 Pokemon 和 P14ARF 表达的关系及其对 ESCC 临床

病理特征和预后的判定价值。方法：应用 SP 免疫组织化学方法检测 Pokemon 和 P14ARF 二种蛋白在 96 例 ESCC 组织及 20 例癌

旁正常组织中的表达，分析它们与 ESCC 病理学特征的关系，以及 Pokemon 和 P14ARF 的相关性，并结合随访资料观察上述蛋白

表达对 ESCC 长期预后的影响。结果：癌旁正常组织中未见 Pokemon 蛋白表达，P14ARF 蛋白阳性表达率为 90.0 %；在 ESCC 组

织中 Pokemon 和 P14ARF 阳性表达率分别为 75.0 %和 30.2 %。Pokemon 表达与 P14ARF 表达呈负相关 （r = -0.458，P=0.000)。
Pokemon 和 P14ARF 的表达与 TNM 分期和淋巴结转移相关（P＜0.05）。Pokemon 表达阳性组的 5 年生存率分别为 20.8 %，显著

低于阴性组（P=0.004）；P14ARF 表达阳性组的 5 年生存率为 41.4 %，显著高于阴性组（P=0.011）。结论：Pokemon 蛋白的高表达和

P14ARF 蛋白低表达可能与 ESCC 的发生、发展关系密切，它们对于 ESCC 预后评估有一定的临床意义。
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ABSTRACT Objective: To investigate the correlation of the expression of Pokemon and P14ARF in esophageal squamous cell caci-

noma (ESCC)tissues, and their values for determining the clinicopathological characteristics and prognosis of ESCC. Methods: Immuno
histochemical SP staining was used to detect the expressions of pokemon and P14ARF proteins in 96 ESCC tumor tissues and 20 adjacent
normal tissues. Their relationship with the pathological characteristics of ESCC was analyzed.The correlation of abnormal expressions of
pokemon and P14ARF was analyzed.The effects of the expressions of the two proteins on the long-term prognosis of ESCC patients were
observed based on the follow-up data. Results: In normal tissues there was no Pokemon expression but the positive rate of P14ARF ex-
pression was 90.0 %. In ESCC tissues, the positive rate of Pokemon and P14ARF protein were 75 % and 30.2 %,respectively. The ex-
pression of Pokemon had negative correlation with expression of P14ARF（r=-0.458，P=0.000). The expression of Pokemon and P14ARF
were associated with TNM staging and lymph node metastasis(P<0.05). In Pokemon positive patients,the five-year survival rate was 20.8
%, which was significantly lower than that in Pokemon negative patients (P=0.004). In contrast,the five-year survival rate was 41.4 % in
patients with positive expression of P14ARF, which was significantly higher than that in patients with negative expression of P14ARF
(P=0.011). Conclusion: The over expression of Pokemon and the less expression of P14ARF maybe play important roles in the develop-
ment of ESCC. Pokemon and P14ARF have a certain clinical significance for evaluating the prognosis of ESCC patients.
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转录抑制因子 Pokemon 是一种原癌基因，与肿瘤发生密

切相关。作为原癌基因，Pokemon 特殊的是有促进其他癌基因

的作用，因此可以认为它是肿瘤的总开关。Pokemon 在人类肿

瘤中的表达可以预示肿瘤的生物学行为和临床结果。该基因在

肝癌、非小细胞肺癌、鼻咽癌、乳腺癌及恶性胶质细胞瘤等多种

肿瘤组织中表达明显增高[1-4]。P14ARF 基因是近年来引起重视

的一个抑癌基因，在肿瘤的发生、细胞周期和细胞凋亡方面具

有非常重要的作用。原癌基因 Pokemon 通过特异抑制 P14ARF
转录等多种途径来调控细胞周期、诱导肿瘤发生[5,6]。Pokemon、
P14ARF 在食管鳞癌 （esophageal squamous cell carcinoma，ES-
CC）中的表达情况尚不清楚，与临床病理特征与患者预后的关

系还未见报道，因此我们用免疫组化方法检测 Pokemon、
P14ARF 蛋白在 ESCC 中的表达，探讨其临床意义及对预后的

影响。
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表 1 Pokemon、P14ARF 蛋白表达与 ESCC 临床病理特征的关系

Table 1 Relationships between the expressions of Pokemon,P14ARF and clinicopathological characteristics in ESCC patients

临床病理特征

Clinical

parameters

n

Pokemon

X2 P

P14ARF

X2 P阳性例数（%）

Positive expression
阳性例数（%）

Positive expression

性别 (Xex)

男 (Male) 56 41（73.2） 0.057 0.811 19（33.9） 0.510 0.475

女 (Female) 40 31（77.5） 10（25.0）

年龄 (Age)

＜60 52 38（73.1） 0.056 0.813 18（34.6） 0.639 0.424

≥60 44 34（77.3） 11（25.0）

2.2 ESCC 组织中 Pokemon 和 P14ARF 蛋白表达与临床病理

特征的关系(见表 1)
2.3 ESCC 组织中 Pokemon 和 P14ARF 蛋白表达关联性分析

Pokemon 和 P14ARF 蛋白表达呈负相关（X2=17.935，r= -0.
458，P=0.000），（见表 2）。

1 资料与方法

1.1 一般资料

收集哈尔滨医科大学附属一院胸外科 2004 年 1 月 ~ 2005
年 6 月手术切除并经病理证实的原发性 ESCC 石蜡标本，挑选

术前均未进行放疗或化疗等任何治疗，且有完整随访记录和

TNM 分期的病例 96 例。96 例患者中，男 56 例，女 40 例；年龄

36～75 岁，中位年龄 58 岁；高分化癌（G1）24 例，中分化癌

（G2）46 例，低分化癌（G3）26 例；有淋巴结转移 31 例，无淋巴

结转移 65 例。根据国际抗癌联盟（U ICC）食管癌 TNM 分期标

准，0 期 6 例，I 期 35 例，II 期 31 例，III 期 24 例。另取同期我院

病理科 20 例癌旁正常组织（距肿块 5 cm 以上）作对照。随访截

止日至 2010 年 8 月，随访方式采用门诊复查、电话相结合，中

位随访期 38.5（23～60）个月。
1.2 方法

采用免疫组织化学方法 （SP 二步法） 检测上述 ESCC 组

织、癌旁正常组织中 Pokemon、P14ARF 蛋白的表达。兔抗人

Pokemon、P14ARF 多克隆抗体均购自北京博奥森生物技术有

限公司，抗体工作浓度分别为 1：100 和 1：200。即用型二步法

免疫组化 SP 试剂盒（货号 PV-9000）、浓缩型 DAB 试剂盒均购

自北京中杉金桥生物技术有限公司，采用 SP 二步法，按试剂盒

说明书操作，DAB 显色，冲洗、复染、脱水、透明、封片，显微镜

观察。采用已知阳性切片做阳性对照，用 PBS 代替一抗做阴性

对照。

1.3 结果判定

免疫组化染色阳性反应为淡黄至棕褐色颗粒，Pokemon、
P14ARF 表达定位于细胞核。两人双盲观察切片，采用二级计

分法[7]，由阳性着色细胞所占百分数与细胞着色强度结合起来

计算。阳性细胞计数：≤5 %计 0 分，6 %～25 %计 1 分，26 %～
50 %计 2 分，51 %～75 %计 3 分，＞75 %计 4 分。细胞着色强

度：不着色计 0 分，淡黄色计 1 分，棕黄色计 2 分，棕褐色计 3
分。两者计分相乘大于 1 为阳性。
1.4 统计学方法

采用 SPSS 17.0 进行分析。正常食管粘膜和 ESCC 组织中

2 种蛋白阳性表达率的比较应用配对 X2 检验，不同临床病理

特征的 ESCC 组织中 2 种蛋白阳性表达率的比较应用 X2 检

验。以列联系数评估 ESCC 组织中 2 种蛋白表达的关系。预后

的单因素分析采 Kaplan-Meier 方法，显著性检验采用 log-rank
检验，P<0.05 视为有统计学意义。

2 结果

2.1 正常食管粘膜和 ESCC 组织中 Pokemon 和 P14ARF 的表

达

癌旁正常组织中未见 Pokemon 蛋白表达，P14ARF 蛋白阳

性表达率分别为 90.0 %。在 ESCC 组织中 Pokemon、P14ARF
阳 性 表 达 率 分 别 为 75 %、30.2 %。ESCC 组 织 Pokemon、
P14ARF 表达与癌旁正常组织相比，差异有统计学意义(P=0.
000)，（见图 1）。

图 1 A，B：分别为 ESCC 及正常食管粘膜组织中 Pokemon 蛋白的表达；C，D：分别为 ESCC 及正常食管粘膜组织中 P14ARF 蛋白的表达（HE 染

色，×400）
Fig.1 Immunohistochemical assays of Pokemon and P14ARF.A-B: Pokemon,C-D: P14ARF,A-C:In ESCC,B-D:In esophageal mucosa.(HE staining,×

400)
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2.4 Pokemon 和 P14ARF 蛋白表达与生存的关系

Pokemon 阳性表达组中位生存期为 32 个月，低于阴性表

达组的 50 个月，Pokemon 阳性表达组 5 年生存率 20.8 %，显著

低于阴性 表 达 组 的 45.8 %（图 2A），log-rank 检 验 P=0.003。
P14ARF 阴性表达组中位生存期为 32 个月，低于阳性表达组

的 50 个月，P14ARF 阴性表达组 5 年生存率 20.9 %，显著低于

阳性表达组的 41.4 %（图 2B），log-rank 检验 P=0.012。

3 讨论

食管癌是胸部常见恶性肿瘤，我国是食管癌高发地区，也

是死亡率最高的国家。食管癌的发生、发展与基因改变关系密

切，癌基因的激活与抑癌基因的失活是癌变的主要机制。对食

管癌组织中癌基因和抑癌基因的检测，可揭示食管癌发生、发
展过程中的基因改变情况，并筛选有临床价值的基因作为早期

诊断、预后评估指标。
人类 Pokemon（亦称为 LRF、FBI-1、OCZF、TIP）蛋白是由

ZBTB7 基因编码的具有 584 个氨基酸的蛋白质[8,9]，位于细胞

核，具有 N 端的 BTB/POZ 域和 C 端的 4 个 Krüppel 锌指结

构[10,11]。BTB 域结构蛋白与许多关键的细胞过程比如细胞分化、
肿瘤形成、细胞凋亡、离子通道活性和转录密切相关[12]，作为转

录因子的 Pokemon 可通过同源或异源复合体直接抑制抑癌基

因而发挥癌基因的作用。本研究结果表明，Pokemon 在 ESCC
组织中高表达，而在癌旁正常组织中低表达，Pokemon 的表达

与 ESCC 的 TNM 分期和淋巴结转移有关，与性别、年龄、分化

程度无关。说明 P14ARF 与 ESCC 的发生、浸润及转移密切相

关。
P14ARF 定位于 INK4a/ARF 基因位点，该位点位于人类染

色 体 9p21 上 ， 可 编 码 p16INK4a 和 P14ARF 2 种 蛋 白 [13]。
P14ARF 对于细胞周期起负性调控作用，可依赖或不依赖 p53
发挥抑癌作用[14,15]。P14ARF 作为抑癌基因基因阻滞 MDM2 诱

导的 p53 的降解而使 p53 稳定和积累 [16,17]，阻滞细胞周期在

G1-S 期和 G2-M 期[18,19]。Pokemon 特异性地抑制抑癌基因 ARF
的转录。Maeda 等[20]利用 ARF 荧光指示剂和免疫沉淀实验证

明 Pokemon 是 P14ARF 的 特 异 阻 遏 物 ，Pokemon 可 通 过

P14ARF- MDM2- p53 途径发挥作用 [21]。该研究结果表明，

P14ARF 在 ESCC 组织中低表达，而在癌旁正常组织中高表达，

P14ARF 的表达与 ESCC 的 TNM 分期和淋巴结转移有关，与

性别、年龄、分化程度无关。说明 Pokemon 与 ESCC 的发生、浸

表 2 Pokemon、P14ARF 蛋白表达的关联性

Table 2 The correlation between the expressions of Pokemon and P14ARF

Pokemon
P14ARF

+ -

+ 13 59

- 16 8

图 2 Pokemon 和 P14ARF 蛋白表达不同状态的肺癌患者 Kaplan-Meier

生存曲线

Fig.2 Kaplan-Meier curves of the ESCC patients with positively and

negatively expressive Pokemon and P14ARF.

分化程度

(Differentiation)

高分化(Well) 24 14（58.3） 4.433 0.109 8（33.3） 0.724 0.696

中分化

(Moderate)
46 37（80.4） 12（26.1）

低分化(Poor) 26 21（80.8） 9（34.6）

TNM 分期

(TNMstage)

O～I

(O～I stage)
41 25（61.0） 6.258 0.012 20（48.8） 10.221 0.001

II～III

(II～III stage)
55 47（85.5） 9（16.4）

淋巴结转移

(Lympho node metastasis)

有(Yes) 31 29（93.5） 7.003 0.008 4（12.9） 5.348 0.021

无(No) 65 43（66.2） 25（38.5）
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润及转移密切相关。Pokemon 阳性表达组与阴性表达组中，

P14ARF 表达具有统计学差异（P=0.000），两者呈负相关（r= -0.
458），说明在 ESCC 中 Pokemon 亦通过阻遏 P14ARF 而发挥

致癌作用。
本研究观察到 Pokemon 阳性表达组 5 年生存率 （20.8 %）

显著低于阴性组（45.8 %），阳性组生存曲线明显低于阴性组，

说明 Pokemon 阳性表达组生存期短，预后差。P14ARF 阳性表

达组 5 年生存率（41.4 %）显著高于阴性组（20.9 %），阳性组生

存曲线明显高于阴性组，说明 Pokemon 阴性表达组生存期短，

预后差。Pokemon 及 P14ARF 表达与 TNM 分期和淋巴结转移

有关，对于 ESCC 而言，TNM 分期和淋巴结转移是预测患者生

存期最强有力和广泛接受的参数，本课题组认为联合检测

Pokemon 和 P14ARF 对判断预后更有意义。
综上所述，Pokemon 和 P14ARF 对 ESCC 均有一定临床意

义，尤其是 Pokemon 在肿瘤细胞转化过程中发挥关键作用并

与肿瘤的发生密切相关，有望在 ESCC 预后评估和将来的基因

治疗中发生发挥重要作用。
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