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粒状头样 2 和表皮生长因子受体蛋白在食管鳞癌中的表达及预后判断
价值
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摘要：目的  探讨粒状头样 2(grainyhead-like 2，GRHL2) 和表皮生长因子受体 (epidermal growth factor receptor，EGFR) 在食

管鳞癌中的表达及对预后判断的意义。方法  收集解放军总医院及解放军总医院海南分院根治性切除的食管鳞癌标本 63 例，

应用免疫组化 EnVision 法检测癌及癌旁正常组织 GRHL2 和 EGFR 蛋白的表达。结果  GRHL2 和 EGFR 在食管鳞癌中阳性

表达明显高于癌旁正常组织 (P 均＜ 0.05)。GRHL2 高表达与肿瘤大小、分化程度、淋巴结转移、分期显著相关 (P 均＜ 0.05)，

EGFR 高表达仅与分化程度和分期显著相关 (P ＜ 0.05)。Spearman 相关分析表明 GRHL2 与 EGFR 呈负相关 (r=-0.359，

P=0.004)。Kaplan-Meier 生存曲线分析表明 GRHL2 低表达者的总体生存时间为 (32.902±1.017) 个月，明显短于高表达

者的 (54.015±2.208) 个月 (P=0.000)。GRHL2 低表达者的无疾病进展时间为 (18.447±1.101) 个月，明显短于高表达者的

(38.976±1.747) 个月 (P=0.000)。相反，EGFR 高表达者的 OS 为 (36.522±1.931) 个月，明显短于低表达者的 (48.168±3.331)

个月 (P ＜ 0.05)，EGFR 高表达者的 DFS 为 (22.190±1.564) 个月，明显短于低表达者的 (31.810±2.487) 个月 (P ＜ 0.05)。

COX 回归分析显示 GRHL2、淋巴结转移和肿瘤分期是影响食管鳞癌患者术后预后的独立危险因素。结论  GRHL2 和 EGFR

在组织中异常表达可能参与食管鳞癌的发生发展，联合检测 GRHL2 和 EGFR 有助于判断食管鳞癌患者的预后。
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Abstract: Objective  To investigate the expressions of grainyhead-like2 (GRHL2) and epidermal growth factor receptor (EGFR) in 
esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) and their prognostic significance. Methods  EnVision immunohistochemical method 
was used to detect the expressions of GRHL2 and EGFR in ESCC and adjacent normal squamous epithelium in 63 patients who 
received radical resection of esophageal cancer in Chinese PLA General Hospital and Hainan Branch Hospital. Results  GRHL2 and 
EGFR expressed significantly higher in ESCC than in adjacent normal tissues (P ＜ 0.05, respectively). The expression of GRHL2 
was significantly correlated with tumor size, differentiation, lymph node metastasis and tumor staging (P ＜ 0.05, respectively). The 
expression of EGFR was correlated with differentiation degree and tumor staging (P ＜ 0.05, respectively). Spearman correlation 
analysis showed a negative correlation between GRHL2 and EGFR (r=-0.359, P=0.004). Kaplan-Meier survival curve analysis 
showed that disease free survival (DFS) and overall survival (OS) in patients with GRHL2 low expression were shorter than those 
with GRHL2 high expression (DFS: 18.447±1.101 vs 38.976±1.7 months; OS: 32.902±1.017 vs 54.015±2.208 months; P= 
0.000, respectively). On the contrary, DFS and OS in patients with EGFR high expression were shorter than those with EGFR low 
expression (DFS: 22.190±1.564 vs 31.810±2.487 months; OS: 36.522±1.931 vs. 48.168±3.331 months; P ＜ 0.05, respectively). 
COX regression analysis showed that GRHL2, lymph node metastasis and tumor staging were independent prognostic factors 
for postoperative ESCC. Conclusion  The abnormal expression of GRHL2 and EGFR may be involved in the occurrence and 
development of ESCC. Combined detection of GRHL2 and EGFR may help to determine the prognosis of patients with ESCC.
Keywords: esophageal neoplasm; grainyhead-like2; epidermal growth factor receptor; immunohistochemistry

  食管癌是世界第 8 大常见恶性肿瘤，5 年生 存率为 15% ~ 25%[1-2]。研究证实表皮生长因子受

体 (epidermal growth factor receptor，EGFR) 在 多 种

肿瘤组织中高表达，在食管癌中的表达率为 70%

左右，参与细胞增殖、侵袭与转移。目前食管癌

靶向治疗中，尼妥珠单抗联合放化疗有效率约为
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50%[3]。新近的研究表明，粒状头样 2(grainyhead-

like 2，GRHL2) 作为转录因子参与上皮分化调控、

肺癌上皮发育及肿瘤的发生发展。GRHL2 在多种

肿瘤中高表达，但胃癌和乳腺癌中 GRHL2 能够抑

制肿瘤的发生发展 [4-8]。目前其在食管癌中未见报

道。本研究采用免疫组化 EnVision 法检测食管鳞

癌组织中 GRHL2 和 EGFR 的表达，探讨其与临床

病理特征的关系，并分析它们之间的相关性及预

后预测价值。

资料和方法

1 临床资料　收集 2011 年 5 月 - 2013 年 6 月解

放军总医院和解放军总医院海南分院胸外科手术

切除的 63 例食管鳞癌患者的病例资料及术后病理

样本。本组年龄 43 ~ 75 岁，中位年龄 58.0 岁 ；男

性 35 例，女性 28 例 ；高分化 29 例，中分化 23 例，

低分化 11 例 ；Ⅰ期 7 例，Ⅱ期 19 例，Ⅲ期 37 例 ；

上段 4 例，中段 23 例，下段 36 例。所有患者均

经病理诊断为鳞状细胞癌。所有患者临床和随访

资 料 齐 全， 包 括 总 体 生 存 时 间 (overall survival，

OS) 和疾病无进展时间 (disease free survival，DFS)。

随访时间从手术开始，2016 年 7 月 31 日截止。所

有患者术前未行任何抗癌治疗。

2 免疫组化方法　石蜡包埋的食管鳞状细胞癌组

织连续切片，分别采用苏木素 - 伊红 (HE) 法进

行常规染色，EnVision 法进行免疫组织化学染色。

EnVision 法主要步骤 ：1) 切片常规脱蜡和脱水后高

压抗原修复 ；2) 阻断内源性过氧化物酶后分别滴加

兔抗人 GRHL2 和抗 EGFR 多克隆抗体，室温下孵

育；3) 滴加二抗 30 min DAB 显微镜下显色；4) 复染、

蓝化、脱水封片。分别用已知 GRHL2 和 EGFR 阳

性的组织切片作为阳性对照，PBS 染色为阴性对照。

3 结 果 判 定 标 准　GRHL2 和 EGFR 分 别 在 肿 瘤

细胞胞质和细胞膜出现黄色或棕褐色颗粒则为阳

性表达。采用半定量法判定，对阳性细胞数和阳

性细胞比例分别计数。判定方法 ：随机观察 10 个

高倍 (400×) 视野阳性细胞，每视野计数 200 个细

胞，阳性细胞比例＜ 5% 为 0 分，5% ~ 25% 为 1

分，26% ~ 50% 为 2 分，＞ 50% 为 3 分。染色强

度 ：无着色为 0 分，淡黄色为 1 分，深黄色为 2 分，

棕褐色为 3 分。高表达 ：两者计分相乘结果≥ 4 分 ；

低表达 ：＜ 4 分 [9]。

4 统计学方法　采用 SPSS15.0 软件对数据进行统

计分析。免疫组化评分比较采用 t 检验，计数资料

比较采用 χ2 检验，相关性分析运用 Spearman 等

级相关检验。采用 Kaplan-Meier 法绘制生存曲线，

Log-rank 法及 Cox 比例风险回归模型进行单因素

和多因素分析。P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

结　果

1 GRHL2 和 EGFR 在癌及癌旁正常组织的表达

　GRHL2 主要表达于肿瘤细胞胞质，阳性率为

38.1%(24/63)，癌旁组织阳性表达率为 14.3%(9/63)，

两 者 IHC 评 分 差 异 有 统 计 学 意 义 (t=5.800，P ＜

0.05，图 1A)。EGFR 主要表达于 ESCC 的细胞膜，

阳性表达率为 71.4%(45/63)，癌旁正常组织阳性表

达率为 33.3%(21/63)，两者 IHC 评分差异有统计学

意义 (t=10.084，P ＜ 0.05，图 1B)。

图 1　GRHL2(A)和EGFR(B)在食管鳞癌组织中的阳性表达 (sp×
  400)
Fig. 1　Immunohistochemical analysis of GRHL2 (A) and EGFR (B) 

expressions in ESCC tissue

2 GRHL2 和 EGFR 的表达与临床病理特征的关系

　将 GRHL2 和 EGFR 蛋白的表达分为高表达和低

表达两组，GRHL2 表达与肿瘤大小、分化程度、淋

巴结转移、分期有关 (P 均＜ 0.05)，而与性别、年龄、

分段、脉管侵犯无关。EGFR 表达与分化程度与分

期有关 (P 均＜ 0.05)，与其他病理特征无关。见表 1。

3 GRHL2 和 EGFR 在癌组织中表达的相关性分

析　GRHL2 和 EGFR 在 食 管 癌 组 织 中 均 高 表 达

者 10 例， 均 低 表 达 者 8 例。Spearman 相 关 分 析

表明 GRHL2 和 EGFR 的表达呈负相关 (r=-0.359，

P=0.004)。

4 GRHL2 和 EGFR 对食管鳞癌术后的预后预测分

析　Kaplan-Meier 分析发现 GRHL2 低表达组 DFS

显著短于高表达组 (χ2=43.414，P=0.000，图 2A)。

GRHL2 低表达组 OS 显著短于高表达组，差异有

统计学意义 (χ2=29.890，P=0.000，图 2B)。EGFR

高表达组 DFS 和 OS 均短于 EGFR 低表达组 (P 均＜

0.001。见表 2，图 2C、2D)。Cox 回归分析显示 GRHL2、

淋巴结转移和肿瘤分期是影响食管鳞癌患者术后

预后的独立危险因素 ( 表 3)。
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图 2　GRHL2和EGFR 不同表达水平的食管癌患者生存曲线
Fig. 2　Survival curve of ESCC patients with different expression levels of GRHL2 or EGFR

表 1　GRHL2 和 EGFR 的表达与食管癌患者临床特征的关系
Tab. 1　Expression of GRHL2 and EGFR and their relationship with clinicopathological factors in ESCC (n, %)

Characteristics
GRHL2 EGFR 

High (n=22) Low (n=41) P High (n=43) Low (n=20) P

Gender

　Male (n=35) 12(19.0) 23(36.5) 0.906 21(33.3) 14(22.2) 0.116

　Female (n=28) 10(15.9) 18(28.6) 22(34.9) 6(9.5)

Age (yrs)

　＜ 60 (n=33) 13(20.6) 20(31.7) 0.435 21(33.3) 12(19.0) 0.409

　≥ 60 (n=30) 9(14.3) 21(33.3) 22(34.9) 8(12.7)

Tumor diameter (cm)

　＜ 5 (n=32) 7(11.1) 25(39.7) 0.027 21(33.3) 11(17.5) 0.649

　≥ 5 (n=31) 15(23.8) 16(25.4) 22(34.9) 9(14.3)

Tumor location

　Upper+middle (n=27) 9(14.3) 18(28.6) 0.819 15(23.8) 12(19.0) 0.061

　Low (n=36) 13(20.6) 23(36.5) 28(44.4) 8(12.7)

Differentiation grade

　Well (n=29) 14(22.2) 15(23.8) 0.040 16(25.4) 13(20.6) 0.039

　Moderate+poor (n=34) 8(12.7) 26(41.3) 27(42.9) 7(11.1)

Venous invasion

　Yes (n=28) 11(17.5) 17(27.0) 0.516 16(25.4) 12(19.0) 0.090

　No (n=35) 11(17.5) 24(38.1) 27(42.9) 8(12.7)

Lymphatic metastasis

　Yes (n=30) 5(7.9) 25(39.7) 0.004 23(36.5) 7(11.1) 0.171

　No (n=33) 17(27.0) 16(25.4) 20(31.7) 13(20.6)

TNM Stage

　Ⅰ + Ⅱ (n=26) 13(20.6) 13(20.6) 0.035 13(20.6) 13(20.6) 0.009

　Ⅲ (n=37) 9(14.3) 28(44.4) 30(47.6) 7(11.1)
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表 2　63 例食管鳞癌患者单因素分析
Tab. 2　Univariate analysis of survival time in 63 ESCC 

patients (-x±s)

Characteristics
DFS OS

-x±s P -x±s P

GRHL2 0.000 0.000

　Low (n=41) 18.447±1.101 32.902±1.617

　High (n=22) 38.976±1.747 54.015±2.208

EGFR 0.001 0.002

　Low (n=20) 31.810±2.487 48.168±3.331

　High (n=43) 22.190±1.564 36.522±1.931

Gender 0.609 0.086

　Male (n=35) 25.753±2.365 41.987±2.635

　Female (n=28) 25.153±1.701 37.011±2.139

Age (yrs) 0.583 0.058

　＜ 60 (n=33) 26.809±1.756 42.409±2.779

　≥ 60 (n=30) 26.083±2.401 37.199±2.083

Tumor diameter (cm) 0.239 0.823

　＜ 5 (n=32) 22.083±2.108 38.156±2.718

　≥ 5 (n=31) 28.122±1.783 41.526±2.276

Tumor location 0.448 0.212

　Upper+middle (n=27) 25.813±2.814 41.435±3.041

　Low (n=36) 24.782±1.472 38.399±2.093

Differentiation grade 0.002 0.000

　Well (n=29) 30.141±2.649 47.733±2.594

　Moderate+poor (n=34) 21.870±1.508 32.998±1.754

Venous invasion 0.367 0.338

　Yes (n=28) 24.406±1.480 38.771±2.139

　No (n=35) 26.247±2.737 40.884±2.961

Lymphatic metastasis 0.002 0.046

　Yes (n=30) 19.392±1.882 35.100±2.589

　No (n=33) 30.655±1.874 44.220±2.233

TNM Stage 0.002 0.000

　Ⅰ + Ⅱ (n=26) 31.194±2.641 49.382±2.373

　Ⅲ (n=37) 21.642±1.545 33.020±1.855

ESCC: esophageal squamous cell carcinoma

讨　论

  目前研究发现 GRHL2 在肿瘤中起着重要作用。

GRHL2 在肝细胞癌、结直肠癌，口腔鳞癌中高表

达 [4-6]，胃癌和乳腺癌中的 GRHL2 则能够抑制肿

瘤的发生发展 [7-8]，可见 GRHL2 在肿瘤的发展中

具有双向性，既可以促进肿瘤发生，亦可抑制肿

瘤生长。本研究通过免疫组化检测发现，GRHL2

在食管癌组织较癌旁组织表达高，其表达与食管

癌的肿瘤大小、分化程度、淋巴结转移、分期有

关。单因素生存分析显示 GRHL2 低表达组的 DFS

和 OS 较高表达组明显降低，说明 GRHL2 在食管

癌中可能起着抑制肿瘤生长作用，然而具体机制

仍需进一步研究。

  Jia 等 [10] 指出 EGFR 的表达水平不能预测患者

对尼妥珠单抗的客观反应率。Wang 等 [11] 却发现

了相反的结论，EGFR 高表达的患者服用盐酸埃克

替尼后，客观反应率明显高于 EGFR 中低表达者。

这表明 EGFR 作为预测指标还值得进一步商榷和

探讨。本研究显示 EGFR 高表达组的 DFS 和 OS 亦

较低表达组明显缩短，这与既往研究结论一致 [9]。

但 Zhang 等 [12] 检测新疆地区不同民族食管鳞癌患

者 EGFR mRNA 的水平，发现其在 mRNA 层面不

能指导预后。前期研究显示 EGFR 高表达与多种

因素表达相关，如分化程度、肿瘤分期、浸润深

度 [9,13-14]。但是本研究仅发现 EGFR 与分化程度与

肿瘤分期有关，与浸润深度无关，这可能与标本的

选择有关，下一步仍需要更多的样本验证这一结论。

  本研究中 Spearman 相关性分析显示 GRHL2

和 EGFR 存在弱负相关关系 (r=-0.359)。GRHL2 可

以通过 TGF-β 信号通路抑制乳腺癌、胃癌细胞内

上皮间质转化的发生 [7-8,15]。GRHL 家族如 GRHL3

可以直接激活 PTEN 基因的表达，进而抑制 PI3K/

AKT/mTOR 通路，影响鳞状细胞癌的发生发展 [16]。

EGFR 作为 PI3K 上游靶蛋白，可以激活下游靶点

促进癌细胞增殖。本研究只半定量检测了食管癌组

织中靶蛋白的表达，GRHL2 作用于鳞状细胞癌机制

与其他亚家族成员是否一致，仍需进一步研究。

  综 上 所 述，GRHL2 和 EGFR 在 食 管 鳞 癌 组

织中异常表达可能参与食管鳞癌的发生发展，联

合检测 GRHL2 和 EGFR 有助于评估 ESCC 患者

的预后，同时也为 ESCC 靶向和个体化治疗提供

新思路。

表 3　食管鳞癌患者术后影响预后的多因素分析
Tab. 3　Multivariate analysis of prognostic factors of ESCC after radical resection

Characteristics
DFS OS

HR 95% CI P HR 95% CI P

GRHL2 (low vs high) 0.100 0.037-0.272 0.000 0.209 0.088-0.498 0.000

EGFR (low vs high) 1.088 0.465-2.548 0.845 1.032 0.461-2.306 0.940

Differentiation grade (well vs moderate+poor) 2.461 0.514-11.785 0.260 1.342 0.286-6.300 0.709

Lymphatic metastasis (yes vs no) 0.273 0.133-0.562 0.000 0.468 0.241-0.909 0.025

Stage ( Ⅰ + Ⅱ vs Ⅲ ) 5.424 1.026-28.669 0.047 5.972 1.152-30.948 0.033
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