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摘要：目的  探讨食管鳞状细胞癌（鳞癌）中干性相关分子胚胎干细胞关键因子（Nanog）和侵袭迁移相关分子基质金属蛋白酶-2

（MMP-2）、基质金属蛋白酶-9（MMP-9）蛋白的表达及其之间的调控关系。方法  运用免疫组织化学技术检测127例食管鳞癌组

织和82例癌旁正常组织中Nanog和MMP-2/MMP-9蛋白的表达情况，分析Nanog和MMP-2/MMP-9蛋白的表达水平、相关性

及与食管鳞癌患者的临床病理参数和预后之间的关系；采用 GEO数据库分析 Nanog等干性相关分子主要富集通路；应用

TIMER在线网站分析食管癌中TβR1和MMP-2及MMP-9的相关性。在体外运用 siRNA转染的方式将食管鳞癌细胞株分为正

常对照组、Nanog低表达组，采用划痕实验分析其对食管鳞癌细胞迁移的影响，qRT-PCR 及 Western blotting检测两组之间

TβR1、p-Smad2/3、MMP-2/MMP-9 的表达情况。结果  Nanog 和 MMP-2/MMP-9 蛋白在食管鳞癌组织中表达均上调（χ2=

70.475，P<0.01；χ2=34.415，P<0.01；χ2=46.605，P<0.01），且呈正相关（r=0.205，P=0.045；r=0.307，P<0.001）。Nanog和MMP-2/

MMP-9蛋白表达水平与食管鳞癌的浸润深度相关（χ2=23.9，P<0.01；χ2=6.029，P<0.05；χ2=11.89，P<0.05），有淋巴结转移的样本中，

MMP-2/MMP-9蛋白表达水平高于无淋巴结转移的样本（χ2=10.08，P<0.01；χ2=5.731，P<0.05）。MMP-2/MMP-9蛋白表达与食管

鳞癌患者的年龄、性别和肿瘤分化程度无相关性（P>0.05）。Kaplan-Meier生存分析显示，Nanog和MMP-2/MMP-9蛋白高表达

组的食管鳞癌患者生存时间短于低表达组（P<0.001；P=0.004；P=0.017）；生物信息学分析显示，Nanog等干性相关分子主要富集在

转化生长因子-β（TGF-β）信号通路，MMP-2/MMP-9与TβR1表达在食管癌中呈正相关关系。体外划痕实验结果显示，Nanog促进

食管鳞癌细胞系的迁移；qRT-PCR及Western blotting结果显示，敲低Nanog后，TβR1、p-Smad2/3、MMP-2/MMP-9的表达水平明

显降低。结论  Nanog和MMP-2/MMP-9蛋白在食管鳞癌患者组织中高表达且呈正相关，其与食管鳞癌患者的肿瘤浸润深度、

淋巴结转移及预后密切相关，且Nanog通过TGF-β信号通路影响MMP-2/MMP-9蛋白的表达。

关键词：食管鳞状细胞癌；胚胎干细胞关键因子；基质金属蛋白酶-2/基质金属蛋白酶-9；浸润转移；生存分析

High expression of the stemness-associated molecule Nanog in esophageal squamous cell 
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Abstract: Objective  To investigate the expression of Nanog and its regulatory relationship with MMP-2/MMP-9 proteins in 
esophageal squamous cell carcinoma (ESCC). Methods We detected Nanog and MMP-2/MMP-9 protein expressions in 127 
ESCC tissues and 82 adjacent normal tissues using immunohistochemistry and explored their correlations with the 
clinicopathological parameters and prognosis of the patients. GEO database was utilized to analyze the pathways enriched with 
the stemness-related molecules including Nanog, and TIMER online tool was used to analyze the correlations among TβR1, 
MMP-2, and MMP-9 in esophageal cancer. Results Nanog and MMP-2/MMP-9 proteins were significantly upregulated in ESCC 
tissues and positively intercorrelated. Their expression levels were closely correlated with infiltration depth and lymph node 
metastasis of ESCC but not with age, gender, or tumor differentiation. The patients with high expressions of Nanog and MMP-
2/MMP-9 had significantly shorter survival time. Bioinformatics analysis showed enrichment of stemness-associated molecules 
in the TGF-β signaling pathway, and the expressions of MMP-2/MMP-9 and TβR1 were positively correlated. In cultured ESCC 
cells, Nanog knockdown significantly decreased the expression of TβR1, p-Smad2/3, MMP-2, and MMP-9 and strongly 
inhibited cell migration. Conclusion The high expressions of Nanog, MMP-2, and MMP-9, which are positively correlated, are 

closely related with invasion depth, lymph node 
metastasis, and prognosis of ESCC. Nanog regulates the 
expressions of MMP-2/MMP-9 proteins through the TGF‑β 
signaling pathway, and its high expression promotes 
migration of ESCC cells. 
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食管癌是最常见的恶性肿瘤之一，我国2020年食

管癌发病率居恶性肿瘤排名第7位，死亡率居第5位［1］。

食管癌患者预后较差，5年生存率为30.3%［2］，患者常死

于癌症的转移复发［3］。研究表明，肿瘤干细胞是肿瘤发

生发展、转移和复发的关键因素［4， 5］。

胚胎干细胞关键因子（Nanog）在食管癌等恶性肿

瘤中常存在异常表达［6］，是食管癌的干性标志物之一。

研究表明，在肿瘤中Nanog可维持肿瘤干细胞干性特

征，促进肿瘤细胞的侵袭、转移过程［7-9］。有研究显示，在

胃癌细胞中敲低 Nanog 会导致基质金属蛋白酶 -2

（MMP-2）mRNA和蛋白表达水平下调从而抑制胃癌细

胞 MKN-45 的迁移能力［10］。有文献报道食管癌中

MMP-2和MMP-9表达明显增高，其表达与食管癌的浸

润深度、淋巴结转移和血管浸润密切相关［11］。另有研究

表明，在骨肉瘤干细胞中敲低转化生长因子-β（TGF-β）
后MMP-2的水平明显降低［12］。但目前Nanog蛋白在食

管鳞癌组织中的异常表达的调控机制尚不清楚。

为探讨食管鳞癌组织中干性分子Nanog的表达及

其与侵袭转移分子MMP-2/9的相关性，本研究采用免

疫组化技术联合检测Nanog和MMP-2/9蛋白在食管鳞

状细胞癌（ESCC）组织中的表达情况，初步探讨Nanog

和MMP-2/9蛋白表达水平与食管鳞癌浸润深度、淋巴

结转移及患者生存的关系，并通过生物信息学分析它们

可能存在的调控信号通路，进而从细胞层面验证Nanog

可能通过TGF-β信号通路调控MMP-2、MMP-9的表达

从而影响食管癌的侵袭迁移，为进一步寻找食管鳞癌的

发生发展及预后分子靶标提供参考依据。

1  资料和方法

1.1  临床资料

收集2009年1月~2015年12月伊犁友谊医院和新

华医院的127例食管鳞癌组织样本及82例癌旁正常组

织标本。纳入标准：经术后病理检查结果确定为食管鳞

癌；术前未进行放化疗或新辅助免疫治疗；具有福尔马

林固定后石蜡包埋组织；具有相关临床病理资料。排除

标准：经术后病理检查结果食管腺癌或食管鳞癌合并腺

癌；合并其他恶性肿瘤或有恶性肿瘤个人史；合并心、肝、

肾等脏器功能不全；临床病理信息不完整。对127例食管

癌根治手术患者进行随访，随访终点为患者死亡时间或

最后随访时间（2022年12月）。本研究获石河子大学第

一附属医院伦理委员会批准（伦理批号：2018-023-01）。

食管鳞状细胞癌组织样本 127例，病理诊断年龄

23~76岁，其中男性78例、女性49例；食管癌旁正常组

织样本共82例，年龄23~74岁，其中男性54例、女性28

例（表1）。对食管癌旁正常组织和和食管鳞癌组织样本

进行HE染色，在两位病理专家独立阅片后，将其分为正

常食管组织、食管高分化鳞癌、食管中分化鳞癌及食管

低分化鳞癌。 

1.2  免疫组织化学染色

ESCC样本及配对正常组织样本制备组织芯片，将

包埋好的组织芯片蜡块连续切片，石蜡切片经二甲苯脱

蜡后，梯度乙醇进行脱水，切片加枸橼酸缓液进行微波

抗 原 修 复 ；切 片 加 Nanog 抗 体（Cell Signaling 

Technology，1∶600）、MMP-2抗体（Proteintech，1∶250）、

MMP-9抗体（Santa Cruz，1∶100），4 ℃孵育过夜；加二抗

孵育后用DAB显色，苏木素复染。检测122例（127例

中5例脱片或无法判读）食管鳞癌组织和79例（82例中

3例脱片或无法判读）癌旁正常组织中Nanog蛋白表达

情况，99例（127例中28例脱片或无法判读）食管鳞癌组

织和 73例（82例中 9例脱片）癌旁正常组织中MMP-2

的蛋白表达状况，及119例（127例中8例脱片或无法判

读）食管鳞癌组织和81例（82例中1例脱片）癌旁正常组

织中MMP-9的蛋白表达状况。免疫组化染色结果由两

位病理学专家阅片，结果判定根据阳性细胞比例及染色

程度进行评分。

1.3  生物信息学分析

在 GEO（http：//www.ncbi. nlm.nih.gov/geo/）数据

库中筛选胚胎干性相关实验数据，排除敲低或过表达基

因等实验干扰数据集后选择GSE13834数据集进行分

表1　127例食管癌患者的临床病理特征
Tab. 1　　Clinical and pathological characteristics of 127 
esophageal cancer patients

Clinicopathological parameters

Age (year)

   <60

   ≥60

Gender

   Male

   Female

Differentiation

   High

   Medium

   Low

T stage

   T1

   T2

   T3-T4

Lymph node metastasis

   +

   －

n

73

54

78

49

40

72

15

16

52

40

84

43

Percentage (%)

57.48

42.52

61.42

38.58

31.5

56.69

11.81

12.6

40.94

46.46

66.14

33.86
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析。利用GEO2R在线分析工具分析GSE13834数据集

中 具 有 差 异 的 mRNA；利 用 DAVID（https：//david.

ncifcrf.gov/）网站分析差异表达的mRNA主要富集的通

路。TIMER网站（https：//cistrome.shinyapps.io/timer/）

分析TβR1和MMP-2及MMP-9的相关性。

1.4  细胞培养及转染

食管癌细胞株TE-1细胞购自上海复祥生物科技有

限公司。将对数生长期的TE-1细胞按照1.5×105/孔接

种于六孔板（含有10%胎牛血清的RPMI1640），细胞融

合达到60%~70%时加入siRNA与Lip2000的混合物到

无血清培养基，孵育6 h后更换为完全培养基，48 h后进

行后续实验操作。siRNA由上海吉玛公司合成，Nanog

的靶序列如下：正向5'-GGAGGUCCUAUUUCUCUA

A-3'和反向5'-UUAGAGAAAUAGGACCUCC-3'。

1.5  划痕实验

将细胞以 2×105/孔的密度接种于六孔板，培养至

90%融合。用200 µL无菌移液管尖端垂直在单层细胞

上划一条线，在无血清培养基中培养。在0、12、24、48 h

时拍照，使用 Image J测量划痕面积并计算迁移率，迁移

率计算公式为：（0 h划痕面积-12、24、48 h划痕面积）/0 h

划痕面积×100%。

1.6  Western blotting实验

将转染48 h后的细胞提取蛋白后，用10%的SDS-

PAGE 凝胶分离蛋白质，然后转移到 PVDF 膜上，用

5%BSA 封闭，并与所指示的一抗孵育，包括 Nanog、

TβR1、p-Smad2/3、MMP-2、MMP-9及β-actin，然后在室

温下与二抗孵育2 h。TBST洗膜5 min共6次后加入显

影液进行曝光显影。

1.7  qRT-PCR实验

使用RNA提取试剂盒提取总RNA，利用反转录试

剂盒（Thermo Fisher Scientific）和荧光定量PCR试剂盒

（康为）分别进行反转录和定量分析，通过2–ΔΔCt法计算

目的基因mRNA相对表达量。使用引物均由上海生工

公司合成，引物序列：Nanog上游：5'-AATGGTGTGAC 

GCAGGGATG-3'，下游：5'-TGCACCAGGTCTGAGT 

GTTC-3'；TGFβR1 上游：5'-CCTCGAGATAGGCCGT 

TTGT-3'，下游：5'-GCAATGGTAAACCAGTAGTTGG 

A-3'。Smad-2上游5'TGGGGACTGAGTACACCAAA-

3'，下游5'-ACTGTGAAGATCAGGCCAGC-3'；MMP-2

上游5'-TGCTGAAGGACACACTAAAGAAGATG-3'，

下 游 5'-GCTTGCGAGGGAAGAAGTTGTAG-3'；

MMP-9 上 游 5'-CGAACTTTGACAGCGACAAGAA 

G-3'，下游 5'-CGGCACTGAGGAATGATCTAAGC-3'；

βactin 上 游 5'-AACCGCGAGAAGATGACCCAG-3'，

下游5'-GGATAGCACAGCCTGGATAGCAA-3'。

1.8  统计学方法

临床样本量根据成组设计两样本率比较公式 n=

［（zα+zβ）
2×2πc（1－πc）］/（π1－π2）

2计算，根据预实验得出

Nanog食管鳞癌样本量阳性率π1=65%，Nanog食管鳞

癌癌旁组织样本量阳性率π2=5%，设α=0.05，β=0.10，计

算得出最小样本量为11例/组，本实验在最小样本量的

基础上随机收集所得。

使用统计学软件SPSS26.0进行数据分析。食管鳞

癌及癌旁正常组织中的蛋白表达水平及其与食管癌患

者临床病理参数的关系采用 χ2分析；使用Spearman秩

相关分析Nanog和MMP-2/MMP-9蛋白在在食管鳞癌

中表达的相关性；采用Kaplan-Meier分析比较Nanog和

MMP-2/MMP-9蛋白低表达和高表达患者之间总体生

存的差异；两组间比较采用 t检验。以P<0.05为差异具

有统计学意义。

2  结果

2.1  Nanog、MMP-2/MMP-9蛋白在食管鳞癌组织中表

达上调

免疫组化结果显示，Nanog、MMP-2及MMP-9蛋

白表达均主要定位于细胞浆中，其在食管鳞癌组织中的

表达均明显高于癌旁正常组织（图1，表2，P<0.01）。

2.2  Nanog、MMP-2/MMP-9蛋白表达与食管鳞癌患者

临床病理参数的关系

食管鳞癌样本组织中Nanog、MMP-2/MMP-9蛋白

表达与肿瘤浸润深度密切相关（χ2=23.9，P<0.01；χ2=

6.029，P<0.05；χ2=11.89，P<0.05），有淋巴结转移的样本

中 MMP-2/MMP-9 蛋白表达高于无淋巴结转移样本

（χ2=10，08，P<0.01；χ2=5.731，P<0.05），而Nanog蛋白表

达在有淋巴结转移和无淋巴结转移的样本中差异没有

统计学意义（P>0.05）。食管鳞癌组织中Nanog、MMP-2/

MMP-9蛋白表达与年龄、性别和肿瘤分化程度相关性

不显著（P>0.05，表3）。

2.3  Nanog、MMP-2和MMP-9蛋白表达水平与食管鳞

癌患者预后的关系

Kaplan-Meier生存分析显示，在食管鳞癌患者组织

样本中Nanog、MMP-2及MMP-9低表达组的术后中位

生存时间分别为40、30、32月，Nanog、MMP-2及MMP-9

蛋白高表达组患者的术后中位生存时间均为 19 月。

Nanog、MMP-2及MMP-9蛋白高表达组患者生存时间

短于低表达患者（P<0.001，P=0.004，P=0.017，图2）。

2.4  Nanog和 MMP-2/MMP-9蛋白表达在食管鳞癌中

呈正相关

相关分析结果显示，Nanog、MMP-2/MMP-9蛋白

在食管鳞癌中表达均上调且呈正相关（r=0.205，P=0.045；

r=0.307，P<0.001，表4）。
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2.5  Nanog 可能通过 TGF-β 信号通路影响 MMP-2/

MMP-9蛋白的表达

生物信息学分析显示，Nanog等干性相关基因主要

富集在TGF-β信号通路；TIMER网站的相关性分析显

示，食管癌中TβR1与MMP-2/9呈正相关（图3）。Nanog

与TβR1、p-Smad2/3蛋白的表达水平呈正相关（r=0.318，

P=0.001；r=0.301，P=0.002），且 MMP-2/MMP-9 与

TβR1、p-Smad2/3蛋白的表达水平也呈正相关（r=0.448，

P<0.001，r=0.303，P=0.004；r=0.202，P=0.045，r=0.239，

P=0.015，表5）［13］。

2.6  体外细胞学实验分析探讨Nanog对食管鳞癌细胞

迁移能力的影响

qRT-PCR和Western blot检测结果显示，si-Nanog

组 Nanog的 mRNA及蛋白表达水平明显低于对照组

（P<0.05，图 4A、B）。划痕实验结果显示，与对照组相

比，敲低 Nanog 后食管鳞癌细胞的迁移率明显降低

（P<0.05，图4C）。

2.7  Nanog通过TGF-β信号通路促进食管鳞癌细胞的

侵袭转移

qRT-PCR 和 Western blotting 结果显示，与对照

组相比，敲低 Nanog 后 TGF-β信号通路及侵袭迁移

相关分子的mRNA水平及蛋白水平均明显下降（图5，

P<0.05）。

A B C D

E F H

I J K L

G

图1　食管鳞癌组织及癌旁正常组织中Nanog、MMP-2及MMP-9蛋白免疫组化染色结果
Fig. 1　Immunohistochemical staining of Nanog, MMP-2, and MMP-9 proteins in esophageal squamous cell carcinoma tissues and 
adjacent normal tissues. A: Negative expression of Nanog in adjacent normal tissues. B: Weak positive expression (1+ ) of Nanog in 
esophageal squamous cell carcinoma tissues. C: Moderate positive expression (2+) of Nanog in esophageal squamous cell carcinoma 
tissues. D: Strong positive expression (3+) of Nanog in esophageal squamous cell carcinoma tissues. E: Negative expression of MMP-2 
in adjacent normal tissues. F: Weak positive expression (1+ ) of MMP-2 in esophageal squamous cell carcinoma tissues. G: Moderate 
positive expression (2+ ) of MMP-2 in esophageal squamous cell carcinoma tissues. H: Strong positive expression (3+ ) of MMP-2 in 
esophageal squamous cell carcinoma tissues. I: Negative expression (- ) of MMP-9 in adjacent normal tissues. J: Weak positive 
expression (1+) of MMP-9 in esophageal squamous cell carcinoma tissues. K: Moderate positive expression (2+) of MMP-9 in esophageal 
squamous cell carcinoma tissues. L: Strong positive expression (3+) of MMP-9 in esophageal squamous cell carcinoma tissues.

表2　食管鳞癌及癌旁组织中Nanog、MMP-2及MMP-9蛋白的表达情况
Tab.2　　Expression of Nanog, MMP-2 and MMP-9 protein in esophageal squamous cell carcinoma and adjacent tissues

Protein

Nanog

MMP-2

MMP-9

Tissue samples

ESCC tissue

paraneoplastic tissue

ESCC tissue

paraneoplastic tissue

ESCC tissue

paraneoplastic tissue

n

122

79

99

73

119

81

High expression

79

4

58

10

60

3

Low expression

43

75

41

63

59

78

χ2

70.475

35.415

46.605

P

<0.01

<0.01

<0.01
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3  讨论

食管癌是我国高发的胃肠道恶性肿瘤之一，其发病

率和死亡率高于全球平均水平［14］。多数食管癌患者出

现症状时已是中晚期，易发生转移导致生存预后不佳。

因此，探究食管癌侵袭转移机制，寻找新的治疗及评估

预后标志物是改善患者预后、提高生存率的重要手段。

有研究表明肿瘤侵袭转移的发生是由于肿瘤干细

胞的存在［15］，而Nanog是一种参与胚胎干细胞自我更新

表3　Nanog、MMP-2、MMP-9蛋白表达与食管鳞癌患者临床病理参数
Tab.3　Clinical-pathological parameters of patients with esophageal squamous cell carcinoma having high or low Nanog, MMP-2 and 
MMP-9 protein expressions

Clinicopathological 
parameters

Gender

   Male

   Female

Age (year)

   <60

   ≥60

T stage

   T1

   T2

   T3-T4

Lymph node metastasis

   +

  －

Differentiation

   High

   Medium

   Low

Nanog

n

76

46

70

52

15

50

57

80

42

36

71

15

High 
expression

50

29

45

34

2

31

46

55

24

19

47

13

Low 
expression

26

17

25

18

13

19

11

25

18

17

24

2

χ2

0.095

0.016

23.90

1.626

5.483

P

0.758

0.900

<0.01

0.202

0.064

MMP-2

n

57

42

60

39

8

45

46

66

33

31

59

9

High 
expression

31

27

40

18

2

31

25

46

12

18

34

6

Low 
expression

26

15

20

21

6

14

21

20

21

13

25

3

χ2

0.977

4.099

6.029

10.08

0.268

P

0.41

0.060

0.049

0.020

0.875

MMP-9

n

69

50

72

47

14

50

55

79

40

13

67

39

High 
expression

35

25

37

23

1

28

31

46

14

6

38

16

Low 
expression

34

25

35

24

13

22

24

33

26

7

29

23

χ2

0.006

0.068

11.89

5.731

2.534

P

1.000

0.852

0.003

0.020

0.282
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图2　Nanog、MMP-2及MMP-9蛋白表达水平与食管鳞癌患者术后生存时间关系的生存曲线
Fig.2　Postoperative survival curves of esophageal squamous cell carcinoma patients with low and high Nanog, MMP-2 and 
MMP-9 protein expressions. A: Survival curves of patients with high and low Nanog expressions (P<0.001). B: Survival 
curves of patients with high and low MMP-2 protein expression (P=0.004). C: Survival curves of patients with high and low 
MMP-9 protein expressions (P=0.017).

表4　食管癌中Nanog蛋白表达与侵袭迁移相关蛋白表达的相关性
Tab.4　Correlation between expressions of Nanog and invasion- and migration-related proteins in esophageal cancer

Nanog

High expression

Low expression

MMP-2

n

66

30

High expression

43

13

Low expression

23

17

r

0.205

P

0.045

MMP-9

n

74

40

High expression

46

12

Low expression

28

28

r

0.307

P

0.001
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的转录因子［16］，参与维持肿瘤干细胞的干性特征，同时，

它还可作为致癌基因，Nanog异常表达与多种癌症进展

有关。本实验免疫组化结果显示，Nanog蛋白在食管鳞

癌组织中高表达，且Nanog高表达的食管鳞癌患者浸润

深度高于低表达患者，进一步Kaplan-Meier法分析显示

Nanog高表达组患者术后生存时间短于低表达组。这

说明Nanog蛋白在食管鳞癌组织中高表达，其蛋白表达

是影响食管鳞癌浸润及影响患者术后生存的重要因素。

此外，有研究发现在上皮源性恶性肿瘤舌鳞状细胞癌和

尿路上皮癌中Nanog蛋白在癌组织中均呈高表达，且其

蛋白高表达与患者不良预后密切相关［17， 18］。有研究表

明，Nanog在食管鳞癌组织中高表达，其蛋白表达除与

浸润深度相关外还与肿瘤分化程度、淋巴结转移相

关［19］。这与本研究结果一致。

MMPs是生长性肿瘤发生侵袭转移常见的病理因

素之一［20］，有研究表明在口腔鳞状细胞癌中抑制Nanog

基因会降低MMP-2/9蛋白的表达从而减弱口腔鳞状细

胞癌的侵袭迁移能力［21］，MMP家族蛋白酶在生理和病

理环境中对细胞外基质（ECM）的降解和重塑起着至关

重要的作用［22］，这些蛋白在炎症、肿瘤发生和血管生成

中发挥着充分作用［23］。本实验结果表明，MMP-2/9蛋白

在食管鳞癌中高表达且与浸润深度、淋巴结转移密切相

关，生存分析提示MMP-2/9是影响食管鳞癌患者术后

生存的重要因素。已有研究表明，MMP-2/9在包括膀胱

癌、乳腺癌、食管癌及头颈癌等多种肿瘤中表达均上调［24］。

本研究 Spearman 秩相关分析显示，Nanog 与

MMP-2/9蛋白表达呈正相关。我们通过GEO数据库筛

选干性分子并对差异基因进行通路富集分析发现，

Nanog等干性分子主要富集在TGF-β等信号通路；同时

在线网站 TIMER分析发现 TβR1与 MMP-2/9呈正相

关，提示Nanog可能通过TGF-β信号通路影响MMP-2/

MMP-9的表达。本课题组前期在同一批食管鳞癌芯片

组织中的研究表明，TβR1、p-Smad2/3蛋白在食管鳞癌

中高表达且TGF-β/Smad信号通路与食管鳞癌的发生

发展及预后密切相关［13］。因此，进一步分析 Nanog、

MMP-2/9蛋白与TβR1、p-Smad2/3蛋白表达的相关性，

结果显示 Nanog 与 MMP-2/9 蛋白表达均与 TGF-β/

Smad信号通路蛋白表达成正相关，这与本研究生信结

果一致。此外，体外实验结果表明敲低Nanog后TGF-β
信号通路关键分子以及MMP-2、MMP-9的表达均降低

0

A
CB

图3　生物信息学分析
Fig. 3　Bioinformatics analysis. A: KEGG pathway enrichment analysis of differentially expressed genes in the gene 
chip dataset GSE13834. B: Scatter plot showing the correlation between TβR1 and MMP-2 expression in esophageal 
cancer. C: Scatter plot showing the correlation between TβR1 and MMP-9 expression in esophageal cancer.

表5　食管癌中Nanog、MMP-2及MMP-9蛋白表达与TGFβ信号通路相关蛋白表达的相关性
Tab.5　Correlation of Nanog, MMP-2 and MMP-9 protein expressions with expressions of TGF-β signaling pathway proteins in 
ESCC

Protein

Nanog

MMP-2

MMP-9

High expression

Low expression

High expression

Low expression

High expression

Low expression

     n       High expression

68

32

56

47

53

50

TβR1

50

13

47

18

39

26

Low expression

18

19

9

29

14

24

r

0.318

0.448

0.202

P

0.001

<0.001

0.045

   n     High expression

68

35

52

55

54

51

p-Smad2/3

50

15

40

27

40

27

Low expression

18

20

12

28

14

24

r

0.301

0.303

0.239

P

0.002

0.004

0.015
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且食管鳞癌细胞的迁移率降低，由此得出结论：Nanog

通过TGF-β/Smad信号通路影响食管癌的侵袭转移。

有研究发现在食管癌中敲低Nanog后MMP-9 mRNA

水平降低［8］；在前列腺癌中沉默Nanog会降低TGF-β1

的表达，并降低Smad2的磷酸化［25］；另有研究表明TGF-

β1 通过 NF-κB 依赖性途径增强神经元施万细胞中

MMP-9的表达［26］。这些研究为本文观点提供了有利的

证据。

综上所述，本研究通过免疫组织化学染色发现食管

癌组织中Nanog、MMP-2、MMP-9蛋白均高表达且呈正

相关，它们与食管癌浸润深度、淋巴结转移及不良预后

密切相关；体外实验表明Nanog通过TGF-β信号通路

调控MMP-2、MMP-9的表达从而影响食管癌的侵袭迁

移。这为进一步研究Nanog影响食管鳞癌浸润转移的

分子机制奠定了基础，并有望为食管鳞癌的治疗及预后

提供新的参考和方向。
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图5　敲低Nanog后TGF-β信号通路及侵袭迁移相关分子表达
Fig. 5　Expression of TGF- β signaling pathway and invasion- and migration-related molecules after Nanog 
knockdown. A: qRT-PCR of TβR1, Smad2, MMP-2, and MMP-9 mRNA levels after Nanog knockdown. B: 
Western blotting of TβR1, p-Smad2/3, MMP-2, and MMP-9 protein levels after Nanog knockdown. *P˂0.05, 
**P˂0.01, ***P<0.001 vs NC group.
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图4　Nanog基因敲低对食管鳞癌细胞体外迁移的影响
Fig.4　Effect of Nanog knockdown on migration of esophageal squamous cell carcinoma cells. 
A: qRT-PCR of Nanog mRNA expression levels after Nanog knockdown (P<0.05). B: Western 
blotting of Nanog protein expression after Nanog knockdown. C: Scratch assay for assessing 
changes in migration ability of TE-1 cells after Nanog knockdown. *P˂0.05, **P˂0.01 vs NC 
group.
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