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(57)摘要

本发明涉及一种食管鳞状细胞癌微环境细

胞标志物分子模型及其应用，分子模型主要包括

a-SMA+(侵袭前沿)成纤维细胞、CD163+(间质)巨噬细胞、

CD117+(固有层)肥大细胞、CD117+(侵袭前沿)肥大细胞；可

以用于预测食管鳞癌患者预后及对辅助治疗敏

感性群体分组。试剂盒主要包括抗CD117蛋白抗

体、抗CD163蛋白抗体和抗a-SMA蛋白抗体。本发

明所采用的3个分子结合病理组织学特征联合预

测患者的预后比单个指标检测具有更高的预测

效果，同时也明显区分食管鳞癌辅助治疗敏感性

患者，并且本发明所基于的免疫组织化学超敏型

二步法是一种成熟可靠、可在基层医院广泛使用

的方法。跟国际TNM分期相比预测效果更加高，更

加简单、易行，更具有敏感性及特异性。
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1.一种预测食管鳞癌患者预后的试剂盒，其特征在于，包括抗CD117蛋白抗体、抗CD163

蛋白抗体和抗a-SMA蛋白抗体。

2.根据权利要求1所述预测食管鳞癌患者预后的试剂盒，其特征在于，还包括山羊血

清，0.01M柠檬酸盐修复液，3％H2O2，Polymer增强剂，Polymer聚合物，DAB显色试剂与PBS溶

液。

3.根据权利要求1所述预测食管鳞癌患者预后的试剂盒在制备联合预测食管鳞癌患者

预后及对辅助治疗敏感性群体分组试剂盒的应用。

4.根据权利要求3所述应用，其特征在于，所检测的标本为中性福尔马林固定和石蜡包

埋的组织蜡块。

5.根据权利要求3所述应用，其特征在于，使用的检测方法为免疫组织化学超敏型二步

法，具体步骤如下：对中性福尔马林固定和石蜡包埋的组织蜡块进行切片，切片经脱蜡至水

化、抗原修复、灭活内源性过氧化物酶和山羊血清封闭后，分别与抗CD117蛋白抗体、抗

CD163蛋白抗体和抗a-SMA蛋白抗体在保湿盒内4℃孵育过夜；随后分别与Polymer增强剂和

Polymer聚合物孵育后，DAB显色和苏木素复染细胞核；最后经酒精脱水和二甲苯透明后用

中性树胶封片，并对每张染色切片进行评分。

6.根据权利要求5所述应用，其特征在于，所述抗CD117蛋白抗体标记食管鳞癌固有层

及侵袭前沿的肥大细胞，所述抗CD163蛋白抗体标记M2型巨噬细胞，所述抗a-SMA蛋白抗体

标记肿瘤相关性成纤维细胞，利用Vectra多光谱切片自动分析系统计算固有层、侵袭前沿

的肥大细胞个数，以及肿瘤间质M2型巨噬细胞个数，以及镜下判别侵袭前沿a-SMA阳性肿瘤

相关性成纤维细胞表达值；CD117蛋白、CD163蛋白和a-SMA蛋白高低表达的cut-off值由X-

tile软件确定。

7.一种食管鳞状细胞癌微环境细胞标志物分子模型，其特征在于，主要包括a-SMA
+
(侵袭前沿)成纤维细胞、CD163+(间质)巨噬细胞、CD117+(固有层)肥大细胞、CD117+(侵袭前沿)肥大细胞。

8.根据权利要求7所述食管鳞状细胞癌微环境细胞标志物分子模型，其特征在于，构建

分子模型的方程式为：为Y＝0.812×A+1.788×B+(-0.931)×C+0.967×D；其中A、B、C、D分

别为a-SMA+(侵袭前沿)成纤维细胞、CD163+(间质)巨噬细胞、CD117+(固有层)肥大细胞和CD117+(侵袭前沿)肥

大细胞的表达状态，0代表低表达，1代表高表达；在计算出Y值后，根据X-tile软件把食管鳞

癌患者分为高-，中-，低-风险组，即Y值大于2.76的为高风险组，Y值大于等于1.80小于等于

2.763为中风险组，Y值小于1.80的为低风险组。

9.根据权利要求7或8所述食管鳞状细胞癌微环境细胞标志物分子模型的应用，其特征

在于，可以用于预测食管鳞癌患者预后及对辅助治疗敏感性群体分组。

10.根据权利要求9所述应用，其特征在于，评价个体食管鳞癌患者预后和辅助治疗敏

感性的信息时，只需把该患者3个蛋白的免疫组化结果所对应的表达状态代入公式中，就可

以得出Y值，然后与确定的cut-off值比较。
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食管鳞状细胞癌微环境细胞标志物分子模型及其应用

技术领域

[0001] 本发明涉及联合多个蛋白抗体及病理组织学特征，并利用免疫组织化学超敏型二

步法，去检测食管鳞癌患者标本的表达情况，进而预测患者预后和辅助治疗敏感性。

背景技术

[0002] 食管鳞状细胞癌(Esophageal  Squamous  Cell  Carcinoma,ESCC)，简称食管鳞癌，

在我国是一种常见的上消化道恶性肿瘤,在国人的恶性肿瘤死亡率中位居第四位。全世界

每年40余万的新发食管鳞癌病例中，一半以上发生在我国，我国也是世界上公认的食管鳞

癌第一高发国。上世纪70年代，在全国范围内实施了恶性肿瘤普查，确立河北磁县、河南林

县、山西阳泉、四川盐亭、广东潮汕和江苏淮安等地区为中国食管鳞癌六大高发区。

[0003] 准确预测食管鳞癌患者的预后及辅助治疗的敏感性对于临床进一步的决策具有

重要意义。然而，目前除了国际TNM分期外还没有一种简便有效的方法可以更加准确地预测

食管鳞癌患者的预后。然而，TNM分期预测患者的预后比较繁琐，需要准确地评价肿瘤的浸

润深度、转移淋巴结的个数、肿瘤有无远处转移等，况且国际TNM分期的制定缺少大量国人

食管鳞癌的病例资料，因此在评价我国患者的预后时适用性比较差；在预测放化疗敏感性

方面更是缺少可用的分子标记物。

[0004] a-SMA标记的肿瘤相关性成纤维细胞，是多种恶性实体肿瘤微环境的主要间质成

分，在肿瘤的进程和治疗上发挥着关键作用。肿瘤相关性成纤维细胞由于其组织来源不同

可分泌不同的细胞因子和细胞外基质而发挥各种不一样的功能。

[0005] CD163标记的巨噬细胞是肿瘤微环境中最常见的一类炎症细胞，它在肿瘤中发挥

着多种关键作用，具有很高的可塑性，甚至影响着肿瘤的治疗。有文章报道，肿瘤相关性成

纤维细胞分泌IL-6上调单核细胞的巨噬细胞集落刺激因子表达，从而使单核细胞分化为

CD163+的M2型巨噬细胞。

[0006] CD117标记的肥大细胞，在肿瘤微环境中是比较有争议的一类细胞，往往在肿瘤中

发挥不一样甚至相反的作用。

发明内容

[0007] 为解决上述问题，本发明提供了一种食管鳞状细胞癌微环境细胞标志物分子模型

及其应用。

[0008] 一种预测食管鳞癌患者预后的试剂盒，包括抗CD117蛋白抗体、抗CD163蛋白抗体

和抗a-SMA蛋白抗体。

[0009] 本发明发现在食管鳞癌侵袭前沿存在一亚群肿瘤相关性成纤维细胞不直接影响

肿瘤细胞EMT，而与微环境的重塑和炎症细胞的激活、浸润相关。食管鳞癌中CD163+巨噬细

胞数量与患者不良预后显著相关，并且与肿瘤大小，肿瘤浸润深度紧密相关。食管鳞癌侵袭

前沿成纤维细胞与巨噬细胞数量呈正相关。食管鳞癌固有层的肥大细胞与患者的良好预后

相关，而侵袭前沿的肥大细胞与患者的不良预后紧密相关。而侵袭前沿成纤维细胞与肥大
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细胞数量呈负相关。

[0010] 虽然CD117蛋白、CD163蛋白和a-SMA蛋白均具有预测食管鳞癌患者预后的能力，但

肿瘤微环境作为一个复杂整体，其细胞组分是一个动态变化且相互作用共同影响肿瘤发生

发展和治疗的。因此把3种相关分子结合组织学的特征联合起来预测食管鳞癌患者的预后

则具有更强的判断效能，甚至高于国际公认的TNM分期的预测能力，而且能把食管鳞癌辅助

治疗敏感的患者区分出来。

[0011] 其中试剂盒的检测试剂分别是山羊血清，0 .01M柠檬酸盐修复液，3％H2O2，

Polymer增强剂，Polymer聚合物，DAB显色试剂与PBS溶液。

[0012] 上述预测食管鳞癌患者预后的试剂盒在制备联合预测食管鳞癌患者预后及对辅

助治疗敏感性群体分组试剂盒的应用。

[0013] 其中，使用试剂盒所检测的标本为中性福尔马林固定和石蜡包埋的组织蜡块。

[0014] 其中，所使用的检测方法为免疫组织化学超敏型二步法，具体步骤如下：对中性福

尔马林固定和石蜡包埋的组织蜡块进行切片，切片经脱蜡至水化、抗原修复、灭活内源性过

氧化物酶和山羊血清封闭后，分别与抗CD117蛋白抗体、抗CD163蛋白抗体和抗a-SMA蛋白抗

体在保湿盒内4℃孵育过夜；随后分别与Polymer增强剂和Polymer聚合物孵育后，DAB显色

和苏木素复染细胞核；最后经酒精脱水和二甲苯透明后用中性树胶封片，并对每张染色切

片进行评分。

[0015] 其中，所述抗CD117蛋白抗体标记食管鳞癌固有层及侵袭前沿的肥大细胞，所述抗

CD163蛋白抗体标记M2型巨噬细胞，所述抗a-SMA蛋白抗体标记肿瘤相关性成纤维细胞，利

用Vectra多光谱切片自动分析系统计算固有层、侵袭前沿的肥大细胞个数，以及肿瘤间质

M2型巨噬细胞个数，以及镜下判别侵袭前沿a-SMA阳性肿瘤相关性成纤维细胞表达值(染色

强度×阳性面积)。三种蛋白高低表达的cut-off值由X-tile软件确定，其中CD117的cut-

off值是100，CD163的cut-off值是600，a-SMA的cut-off值是5分。

[0016] 一种食管鳞状细胞癌微环境细胞标志物分子模型，主要包括a-SMA+(侵袭前沿)成纤维

细胞、CD163+(间质)巨噬细胞、CD117+(固有层)肥大细胞、CD117+(侵袭前沿)肥大细胞。。

[0017] 其中，构建分子模型的方程式为：每例标本在应用3种蛋白抗体分别检测后，其3种

蛋白联合表达的计算公式为Y＝α×A+β×B+γ×C+δ×D，其中α、β、γ、δ为系数，可以通过

Cox回归得出，故该公式转换为Y＝0.812×A+1.788×B+(-0.931)×C+0.967×D；A、B、C、D分

别为该例标本中a-SMA+(侵袭前沿)成纤维细胞、CD163+(间质)巨噬细胞、CD117+(固有层)肥大细胞和

CD117+(侵袭前沿)肥大细胞的表达状态，0代表低表达，1代表高表达；在计算出每例标本的Y值

后，根据X-tile软件把食管鳞癌患者分为高-，中-，低-风险组(cut-off值分别为1.80和

2.76)，即Y值大于2.76的为高风险组，Y值大于等于1.80小于等于2.763为中风险组，Y值小

于1.80的为低风险组。

[0018] 上述食管鳞状细胞癌微环境细胞标志物分子模型的应用，可以用于预测食管鳞癌

患者预后及对辅助治疗敏感性群体分组。

[0019] 评价个体食管鳞癌患者预后和辅助治疗敏感性的信息时，只需把该患者3个蛋白

的免疫组化结果所对应的表达状态代入公式中，就可以得出Y值，然后与确定的cut-off值

比较。得到对应的1年、3年、5年的总生存率和无瘤生存率，及对应单纯手术组和手术+辅助

治疗组的生存情况，同时得到不同治疗方式的预后建议。
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[0020] 与现有技术相比，本发明所采用的3个分子结合病理组织学特征联合预测患者的

预后比单个指标检测具有更高的预测效果，同时也明显区分食管鳞癌辅助治疗敏感性患

者，并且本发明所基于的免疫组织化学超敏型二步法是一种成熟可靠、可在基层医院广泛

使用的方法。跟国际TNM分期相比预测效果更加高，更加简单、易行，更具有敏感性及特异

性。

附图说明

[0021] 图1是侵袭前沿a-SMA+成纤维细胞在不同表达人群的Kaplan-Meier生存曲线(总

生存率：P＝0.002；无瘤生存率：P＝0.001)。

[0022] 图2是间质CD163+巨噬细胞在不同表达人群的Kaplan-Meier生存曲线(总生存率：

P<0.001；无瘤生存率：P<0.001)。

[0023] 图3是固有层和侵袭前沿CD117+肥大细胞在不同表达人群的Kaplan-Meier生存曲

线；固有层CD117+肥大细胞的高表达延长食管鳞癌患者预后，而侵袭前沿CD117+肥大细胞与

患者预后不良相关(固有层：总生存率：P<0.001，无瘤生存率：P＝0.003；侵袭前沿：总生存

率：P＝0.001，无瘤生存率：P＝0.011)。

[0024] 图4是侵袭前沿a-SMA+成纤维细胞与间质CD163+巨噬细胞、CD117+肥大细胞的相关

关系；侵袭前沿a-SMA+成纤维细胞与间质CD163+巨噬细胞呈正相关(R＝0.239，P＝0.001)，

侵袭前沿a-SMA+成纤维细胞与固有层、侵袭前沿CD117+肥大细胞呈负相关(固有层：R＝-

0.359，P<0.001；侵袭前沿：R＝-0.207，P＝0.003)。

[0025] 图5是分子模型判断该人群的Kaplan-Meier生存曲线(总生存率：P<0.001；无瘤生

存率：P<0.001)。

[0026] 图6是ROC曲线；分子模型总生存率及无瘤生存率的ROC曲线下面积明显高于TNM分

期。

[0027] 图7是分子模型与治疗的关系；相对于低风险组和中风险组，高风险组手术+辅助

治疗明显延长食管鳞癌患者的总生存和无瘤生存。

具体实施方式

[0028] 为使本发明的目的、技术方案和优点更加清楚，本实施例收集了207例2012-2014

年的食管鳞癌患者的手术标本存档蜡块。下面将结合附图对本发明作进一步地详细描述。

[0029] 免疫组织化学超敏型二步法步骤如下：

[0030] 标本经连续切片、二甲苯脱蜡、梯度酒精水化后，用超敏型二步法检测目的蛋白的

表达。具体方法如下：

[0031] (1)切片经0.01M柠檬酸盐修复液抗原修复、3％H2O2灭活内源性过氧化物酶、山羊

血清封闭后，分别与a-SMA、CD163和CD117抗体4℃孵育过夜；

[0032] (2)切片与Polymer增强剂和Polymer聚合物分别孵育后，DAB显色；

[0033] (3)切片经苏木素复染核，梯度酒精脱水，二甲苯透明和中性树胶封片；

[0034] (4)切片在完成上述每步后均经PBS溶液洗涤。

[0035] 所有的免疫染色切片经2位病理医师采用盲法独立评分。a-SMA主要评估侵袭前沿

阳性成纤维细胞，评分方法为表达强度×阳性面积。染色强度分为4级：0，阴性；1，弱染色；
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2，中度染色；3，强染色。阳性细胞百分数分为5级：0，0～5％；1，6～25％；2，26～50％；3，51

～75％；4，≥76％。每个标本的总分数是由肿瘤细胞染色强度和肿瘤细胞阳性百分数两部

分的乘积得出，范围是0～12。CD163+巨噬细胞和CD117+肥大细胞数目由Vectra多光谱切片

自动分析系统计算。按照标准的Vectra多光谱切片自动分析系统的操作说明，首先在40倍

镜下自动扫描组织切片，然后200倍镜下采集图片，通过Vectra系统自动识别CD163+巨噬细

胞和CD117+肥大细胞，然后对阳性细胞数最多的前20张图片求和。为了方便统计，把所有病

例分为低表达和高表达2组，0代表低表达组，1代表高表达组，其cut-off值根据X-tile软件

确定。a-SMA：0～5分为低表达组，6～12分为高表达组；CD163+巨噬细胞数目：0～600为低表

达组，大于600为高表达组；CD117+肥大细胞数目：0～100为低表达组，大于100为高表达组。

[0036] 侵袭前沿a-SMA+成纤维细胞、间质CD163+巨噬细胞、固有层CD117+肥大细胞和侵袭

前沿CD117+肥大细胞联合起来构建分子模型的方程式如下：

[0037] Y＝α×A+β×B+γ×C+δ×D，其中α、β、γ、δ为系数，可以通过Cox回归得出，故该公

式转换为Y＝0.812×A+1 .788×B+(-0.931)×C+0.967×D；A、B、C、D分别为该例标本中a-

SMA+(侵袭前沿)成纤维细胞、CD163+(间质)巨噬细胞、CD117+(固有层)肥大细胞和CD117+

(侵袭前沿)肥大细胞的表达状态，0代表低表达，1代表高表达；在计算出每例标本的Y值后，

根据X-tile软件把食管癌患者分为高-，中-，低-风险组(cut-off值分别为1.80和2.76)，即

Y值大于2.76的为高风险组，Y值大于等于1.80小于等于2.763为中风险组，Y值小于1.80的

为低风险组。接着在进行单因素多因素分析及ROC分析。

[0038] 数据的统计学处理：

[0039] 使用SPSS  19.0统计软件处理数据。各间质组分的表达与患者的生存时间的关系

使用Kaplan-Meier生存分析；预测影响患者预后的独立危险因素使用Cox比例风险回归模

型；各间质组分的表达与临床病理参数的关系使用Fisher's  ExactTest分析；每种组分预

测食管鳞癌患者预后的效能使用ROC曲线；P<0.05被认为有统计学显著性。

[0040] 结果显示：

[0041] a-SMA+(侵袭前沿)成纤维细胞、CD163+(间质)巨噬细胞、CD117+(固有层)肥大细

胞、CD117+(侵袭前沿)肥大细胞和分子模型与食管鳞癌患者的生存关系见图1-3。如图1所

示，侵袭前沿a-SMA+成纤维细胞的高表达缩短食管鳞癌患者的总生存和无瘤生存。图2生存

分析发现，CD163+(间质)巨噬细胞与食管鳞癌患者的不良预后相关。图3结果显示，固有层

CD117+肥大细胞增多明显延长食管鳞癌患者的总生存和无瘤生存，而侵袭前沿CD117+肥大

细胞高表达组食管鳞癌患者的总生存和无瘤生存较低表达组显著降低。

[0042] 如图4所示，相关性分析发现，侵袭前沿a-SMA+成纤维细胞的表达与CD163+(间质)

巨噬细胞的数量呈正比，与固有层CD117+肥大细胞、侵袭前沿CD117+肥大细胞呈负相关。

[0043] 图5生存分析发现，分子模型高风险组相对于低，中风险组明显缩短食管鳞癌患者

的总生存和无瘤生存。

[0044] 图6ROC分析发现，分子模型对食管鳞癌患者总生存和无瘤生存的预测效能明显高

于Ptnm-stage。

[0045] 图7生存分层分析发现，分子模型高风险组对辅助治疗显著受益，高风险组的手术

患者1年总生存率和无瘤生存率分别为12.5％，0％；而高风险组的手术+辅助治疗患者1年

总生存率和无瘤生存率分别为66.7％，37.5％。分子模型高风险组食管鳞癌患者对辅助治
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疗明显受益。

[0046] a-SMA+(侵袭前沿)成纤维细胞、CD163+(间质)巨噬细胞、CD117+(固有层)肥大细

胞、CD117+(侵袭前沿)肥大细胞的表达都与食管鳞癌患者临床病理参数的关系如表1所示：

表1结果示侵袭前沿a-SMA+成纤维细胞和CD163+(间质)巨噬细胞与肿瘤大小，浸润深度相

关；CD117+(固有层)肥大细胞与肿瘤大小，浸润深度，淋巴结转移以及临床分期相关。

[0047] 表1各标志物与食管鳞癌患者临床病理参数的关系

[0048]

[0049] *Fisher's  Exact  Test；P  value<0.05was  considered  significant.

[0050] a  a-SMA(Invasive  front  of  tumor) ,low,≤4scores；high,>4scores

[0051] b  CD163(Stroma) ,low,≤600cells；high,>600cells

[0052] c  CD117(Lamina  propria) ,low,≤100cells；high,>100cells

[0053] d  CD117(Invasive  front  of  tumor) ,low,≤100cells；high,>100cells

[0054] Cox风险回归模型预测患者的独立危险因素如下：

[0055] 从表2分析结果发现分子模型具有更强的食管鳞癌预后预测能力，同时也是独立
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的预后因子。

[0056] 表2食管鳞癌患者总生存率和无瘤生存率的单变量以及多变量分析结果

[0057]

[0058]

[0059] 注：多因素分析，Cox比例风险回归模型。单因素分析变量的预后意义。

[0060] 评价个体食管鳞癌患者预后和辅组治疗敏感性的信息时，只需把该患者3个蛋白

的免疫组化结果所对应的表达状态代入公式中，就可以得出Y值，然后与确定的cut-off值

比较，对应各风险组的生存情况如表3所示：

[0061] 表3  207例食管鳞癌患者分子模型各风险组的生存情况

[0062]

[0063] 得到对应的1年、3年、5年的总生存率和无瘤生存率，及对应单纯手术组和手术+辅

助治疗组的生存情况，同时得到不同治疗方式的预后建议。

[0064] 分子模型及各单独分子标记物、pTNM-stage的预测效能比较

[0065] 从表4发现，分子模型比单个指标、pTNM-stage预测效能更佳。

[0066] 表4  ROC分析结果
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[0067]

[0068]
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图1

图2
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图3
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图4

图5
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图6

图7
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