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  摘 要:目的 探讨肾透明细胞癌患者婆罗双树样基因4(SALL4)、B细胞特异性莫洛尼氏白血病毒插入

位点1(Bmi-1)蛋白水平及其与上皮-间质转化(EMT)的关系。方法 选取2020年3月至2024年3月该院肿

瘤内科收治的手术治疗后的87例肾透明细胞癌患者作为研究对象。采用免疫组织化学法(简称免疫组化)检

测患者癌组织及癌旁组织中EMT标志物(E-钙黏蛋白、N-钙黏蛋白、波形蛋白)蛋白表达情况,并计算染色评

分。采用蛋白质免疫印迹法检测患者癌组织及癌旁组织中SALL4、Bmi-1蛋白及EMT标志物蛋白水平。依据

所有患者癌组织中SALL4、Bmi-1蛋白水平的均值,将患者分为高SALL4水平组(≥均值)与低SALL4水平组

(<均值)、高Bmi-1水平组(≥均值)与低Bmi-1水平组(<均值)。采用Pearson相关分析肾透明细胞癌患者癌

组织中E-钙黏蛋白、N-钙黏蛋白、波形蛋白与SALL4、Bmi-1蛋白水平的相关性。采用受试者工作特征(ROC)
曲线分析癌组织中SALL4、Bmi-4蛋白对肾透明细胞癌患者发生EMT的预测价值。比较不同SALL4、Bmi-4
水平患者E-钙黏蛋白、N-钙黏蛋白、波形蛋白水平的差异。结果 免疫组化检测结果显示,患者癌组织中E-钙

黏蛋白免疫组化染色评分、蛋白表达阳性率均低于癌旁组织(P<0.001),N-钙黏蛋白、波形蛋白免疫组化染色

评分及蛋白表达阳性率均高于癌旁组织(P<0.001)。蛋白质免疫印迹法检测结果显示,患者癌组织中E-钙黏

蛋白水平低于癌旁组织(P<0.001),N-钙黏蛋白、波形蛋白、SALL4蛋白、Bmi-1蛋白水平均高于癌旁组织

(P<0.001)。Pearson相关分析结果显示,肾透明细胞癌患者癌组织中SALL4、Bmi-1蛋白水平与E-钙黏蛋白

水平均呈负相关(r=-0.656、-0.654,P<0.001),与 N-钙黏蛋白、波形蛋白水平均呈正相关(r=0.636、
0.635、0.668、0.674,P<0.001)。高SALL4水平组癌组织中E-钙黏蛋白免疫组化染色评分及蛋白水平均低

于低SALL4水平组,N-钙黏蛋白、波形蛋白免疫组化染色评分及蛋白水平均高于低SALL4水平组,差异均有

统计学意义(P<0.05);高Bmi-1水平组癌组织中E-钙黏蛋白免疫组化染色评分及蛋白水平均低于低Bmi-1
水平组,N-钙黏蛋白、波形蛋白免疫组化染色评分及蛋白水平均高于低Bmi-1水平组,差异均有统计学意义

(P<0.05)。发生EMT组癌组织SALL4、Bmi-1蛋白水平均高于未发生EMT组,差异均有统计学意义(P<
0.05)。ROC曲线分析结果显示,癌组织中SALL4、Bmi-1蛋白联合预测肾透明细胞癌患者发生EMT的曲线

下面积(AUC)为0.849,大于二者单独预测的AUC(0.700、0.724),差异均有统计学意义(Z=3.121、3.014,
P<0.05)。结论 肾透明细胞癌患者癌组织中SALL4、Bmi-1蛋白水平均明显升高,且与EMT的发生均有

关,提示SALL4、Bmi-1蛋白可能是肾透明细胞癌进展的重要靶点。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

levels
 

of
 

sala-like
 

gene
 

4
 

(SALL4)
 

and
 

B
 

cell-specific
 

moloney
 

leu-
kemia

 

virus
 

insertion
 

site
 

1
 

(Bmi-1)
 

protein
 

in
 

patients
 

with
 

renal
 

clear
 

cell
 

carcinoma
 

and
 

their
 

relationship
 

with
 

epithelial-mesenchymal
 

transition
 

(EMT).Methods A
 

total
 

of
 

87
 

patients
 

with
 

renal
 

clear
 

cell
 

carcino-
ma

 

after
 

surgical
 

treatment
 

admitted
 

to
 

the
 

Department
 

of
 

Oncology
 

of
 

the
 

hospital
 

from
 

March
 

2020
 

to
 

March
 

2024
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

research
 

objects.The
 

protein
 

expression
 

of
 

EMT
 

markers
 

(E-cadherin,N-cad-
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herin,vimentin)
 

in
 

cancer
 

tissues
 

and
 

adjacent
 

tissues
 

of
 

patients
 

was
 

detected
 

by
 

immunohistochemistry
 

(re-
ferred

 

to
 

as
 

immunohistochemistry),and
 

the
 

staining
 

score
 

was
 

calculated.The
 

protein
 

levels
 

of
 

SALL4,Bmi-
1

 

and
 

EMT
 

markers
 

in
 

cancer
 

tissues
 

and
 

adjacent
 

tissues
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blotting.According
 

to
 

the
 

mean
 

value
 

of
 

SALL4
 

and
 

Bmi-1
 

protein
 

levels
 

in
 

cancer
 

tissues
 

of
 

all
 

patients,the
 

patients
 

were
 

divided
 

into
 

high
 

SALL4
 

level
 

group
 

(≥mean
 

value)
 

and
 

low
 

SALL4
 

level
 

group
 

(<mean
 

value),high
 

Bmi-1
 

level
 

group
 

(≥mean
 

value)
 

and
 

low
 

Bmi-1
 

level
 

group
 

(<mean
 

value).Pearson
 

correlation
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

corre-
lation

 

between
 

E-cadherin,N-cadherin,vimentin
 

and
 

SALL4,Bmi-1
 

protein
 

levels
 

in
 

cancer
 

tissues
 

of
 

patients
 

with
 

renal
 

clear
 

cell
 

carcinoma.Receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

predic-
tive

 

value
 

of
 

SALL4
 

and
 

Bmi-4
 

protein
 

in
 

cancer
 

tissues
 

for
 

EMT
 

in
 

patients
 

with
 

renal
 

clear
 

cell
 

carcinoma.
The

 

differences
 

of
 

E-cadherin,N-cadherin
 

and
 

vimentin
 

levels
 

in
 

patients
 

with
 

different
 

SALL4
 

and
 

Bmi-4
 

lev-
els

 

were
 

compared.Results The
 

results
 

of
 

immunohistochemical
 

detection
 

showed
 

that
 

the
 

immunohisto-
chemical

 

staining
 

score
 

and
 

positive
 

rate
 

of
 

protein
 

expression
 

of
 

E-cadherin
 

in
 

cancer
 

tissues
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

adjacent
 

tissues
 

(P<0.001),and
 

the
 

immunohistochemical
 

staining
 

score
 

and
 

positive
 

rate
 

of
 

protein
 

expression
 

of
 

N-cadherin
 

and
 

vimentin
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

adjacent
 

tissues
 

(P<0.001).The
 

results
 

of
 

Western
 

blotting
 

showed
 

that
 

the
 

level
 

of
 

E-cadherin
 

protein
 

in
 

cancer
 

tissues
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

adjacent
 

tissues
 

(P<0.001),and
 

the
 

levels
 

of
 

N-cadherin,vimentin,SALL4
 

protein
 

and
 

Bmi-1
 

protein
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

adjacent
 

tissues
 

(P<0.001).Pearson
 

correlation
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

protein
 

levels
 

of
 

SALL4
 

and
 

Bmi-1
 

in
 

renal
 

clear
 

cell
 

carcinoma
 

tissues
 

were
 

negatively
 

correlated
 

with
 

the
 

levels
 

of
 

E-cadherin
 

(r=-0.656,-0.654,P<0.001),and
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

levels
 

of
 

N-cadherin
 

protein
 

and
 

vimen-
tin

 

(r=0.636,0.635,0.668,0.674,P<0.001).The
 

immunohistochemical
 

staining
 

scores
 

and
 

levels
 

of
 

E-cad-
herin

 

in
 

cancer
 

tissues
 

of
 

high
 

SALL4
 

level
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

of
 

low
 

SALL4
 

level
 

group,and
 

the
 

immunohistochemical
 

staining
 

scores
 

and
 

protein
 

levels
 

of
 

N-cadherin
 

and
 

vimentin
 

in
 

cancer
 

tissues
 

of
 

high
 

SALL4
 

level
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

low
 

SALL4
 

level
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

immunohistochemical
 

staining
 

score
 

and
 

protein
 

level
 

of
 

cancer
 

tissue
 

protein
 

in
 

the
 

high
 

Bmi-1
 

level
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

low
 

Bmi-1
 

level
 

group,and
 

the
 

immunohistochemical
 

staining
 

score
 

and
 

protein
 

level
 

of
 

N-cadherin
 

and
 

vimentin
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

low
 

Bmi-1
 

level
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

protein
 

levels
 

of
 

SALL4
 

and
 

Bmi-1
 

from
 

cancer
 

tissue
 

in
 

the
 

EMT
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

non-EMT
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

results
 

of
 

ROC
 

curve
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

(AUC)
 

of
 

SALL4
 

and
 

Bmi-1
 

protein
 

combined
 

in
 

cancer
 

tissues
 

to
 

predict
 

EMT
 

in
 

patients
 

with
 

renal
 

clear
 

cell
 

carcinoma
 

was
 

0.849,which
 

was
 

greater
 

than
 

the
 

AUC
 

of
 

SALL4
 

and
 

Bmi-1
 

protein
 

predicted
 

alone
 

(0.700,0.724),and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(Z=3.121,3.014,P<0.05).Conclusion The
 

pro-
tein

 

levels
 

of
 

SALL4
 

and
 

Bmi-1
 

in
 

renal
 

clear
 

cell
 

carcinoma
 

tissues
 

are
 

significantly
 

increased,and
 

they
 

are
 

re-
lated

 

to
 

the
 

occurrence
 

of
 

EMT,suggesting
 

that
 

SALL4
 

and
 

Bmi-1
 

protein
 

may
 

be
 

important
 

targets
 

for
 

the
 

progression
 

of
 

renal
 

clear
 

cell
 

carcinoma.
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  肾透明细胞癌是最常见的肾细胞癌类型之一,手
术治疗后其复发率高于非肾透明细胞癌患者[1]。上

皮-间质转化(EMT)在多种恶性上皮性细胞瘤病情进

展中均起重要作用,可能会加速肿瘤形成[2-3]。在肺

癌、膀胱癌等上皮细胞恶性肿瘤中,EMT均已被证明

参与疾病进展及治疗后复发过程[4-6]。婆罗双树样基

因4(SALL4)作为一种转录因子,在调节肿瘤细胞增

殖、凋亡过程中具有重要生物学作用。既往有研究提

示,SALL4下调会诱导人白血病细胞大量凋亡、乳腺

癌细胞周期停滞,进而抑制肿瘤细胞生长[7-8]。与

SALL4类似,B细胞特异性莫洛尼氏白血病毒插入位

点1(Bmi-1)在宫颈癌、肺癌、乳腺癌等恶性肿瘤中均

有不同程度的表达上调,被认为与肿瘤浸润、转移均

存在明显相关性[9]。但目前临床尚缺乏关于SALL4、
Bmi-1在肾透明细胞癌中的表达特征及与EMT的相

关性研究。基于此,本研究旨在探讨肾透明细胞癌患

者SALL4、Bmi-1蛋白水平及其与EMT的关系,为
未来肾透明细胞癌患者的预后评估、疾病治疗提供新

的靶点。现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2020年3月至2024年3月本

院肿瘤内科收治的手术治疗后的87例肾透明细胞癌
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患者作为研究对象。纳入标准:(1)所有患者均经过

病理检查确诊为肾透明细胞癌;(2)既往无化疗或放

疗史,未接受过肾移植手术治疗[10]。排除标准:(1)不
符合手术治疗指征;(2)无法获取病理组织标本;(3)
合并其他原发性恶性肿瘤;(4)临床资料缺失或实验

室检查结果缺失。87例患者中男55例,女32例;年
龄30~61岁,平均(44.9±6.4)岁;有吸烟史40例;
合并高血压29例;合并糖尿病25例;根治性肾切除

术38例,肾部分切除术49例;T1期76例,T2期7
例,T3期4例。所有患者在手术后均保留病理组织

标本和癌旁组织标本待后续检测使用。所有研究对

象或其家属均知情同意并签署知情同意书。本研究

经本院医学伦理委员会审核批准(2020-KYL-036)。
1.2 方法

1.2.1 EMT标志物 采用免疫组织化学法(简称免

疫组化)检测肾透明细胞癌患者癌组织及癌旁组织中

EMT标志物(E-钙黏蛋白、N-钙黏蛋白、波形蛋白)蛋
白表达,并计算染色评分。所有患者组织标本均经过

固定、取材、脱水、石蜡包埋等过程处理得到组织蜡

块。将组织蜡块切片后常规进行脱蜡、水化、抗原修

复、滴加过氧化氢等步骤,室温下静置后采用磷酸盐

缓冲液冲洗。分别使用艾博抗(上海)贸易有限公司

的兔抗人E-钙黏蛋白抗体(货号:ab314063)、兔抗人

N-钙黏蛋白抗体(货号:
 

ab76011)、兔抗人波形蛋白

抗体(货号:ab92547)与组织标本在37
 

℃下孵育60
 

min,滴加小鼠抗兔二抗(货号:ab99757)并在室温下

孵育20
 

min。在处理后标本中滴加DAB显色液[艾
博抗(上海)贸易有限公司,货号:ab64238]染色,观察

各组织染色程度。组织标本均通过半定量计数法评

分[11]:(1)染色强度无染色计0分,低等强度染色计1
分,中等强度染色计2分,强染色计3分;(2)染色范

围:<5%
 

计0分,5%~<25%
 

计1分,25%~<
75%

 

计2分,≥75%计3分。组织染色强度评分与染

色范围评分之和为该标本的最终免疫组化染色评分,
总分为0~6分。根据最终免疫组化染色评分结果判

定蛋白表达阴性、阳性:总分≤2分为阴性,总分>2
分为阳性。其中癌组织E-钙黏蛋白免疫组化染色评

分低于癌旁组织评分中位数且N-钙黏蛋白、波形蛋白

免疫组化染色评分高于癌旁组织评分中位数时定义

为发生EMT,纳入发生EMT组,若不符合上述标准

定义为未发生EMT[12],纳入未发生EMT组。
1.2.2 蛋白质免疫印迹法检测E-钙黏蛋白、N-钙黏

蛋白、波形蛋白及SALL4、Bmi-1蛋白水平 采用

BCA蛋白检测试剂盒[艾博抗(上海)贸易有限公司,
货号:ab102536]定量检测癌组织及癌旁组织总蛋白

水平,通过 SDS-PAGE 凝胶电泳法将蛋白转移至

PVDF膜上并进行蛋白质免疫印迹分析。E-钙黏蛋

白、N-钙黏蛋白、波形蛋白抗体与1.2.1相一致;另选

择购 自 艾 博 抗(上 海)贸 易 有 限 公 司 的 小 鼠 抗 人

SALL4蛋白抗体(货号:ab57577)、兔抗人Bmi-1蛋

白抗体(货号:ab32158)。所有蛋白均以 GAPDH 作

为内参,以相对表达量评价各标志物蛋白水平。依据

所有患者癌组织中SALL4、Bmi-1蛋白水平的均值,
将患者分为高SALL4水平组(≥均值)与低SALL4
水平组(<均值)、高Bmi-1水平组(≥均值)与低Bmi-
1水平组(<均值)。
1.3 统计学处理 采用SPSS27.0统计软件进行数

据分析处理。计数资料以例数或百分率表示,组间比

较采用χ2 检验。符合正态分布的计量资料以x±s
表示,2组间比较采用独立样本t检验;不符合正态分

布的计量资料以 M(P25,P75)表示,2组间比较采用

Mann-Whitney
 

U 检验。采用Pearson相关分析肾透

明细胞癌患者癌组织中E-钙黏蛋白、N-钙黏蛋白、波
形蛋白水平与SALL4、Bmi-1蛋白水平的相关性。绘

制受 试 者 工 作 特 征 (ROC)曲 线 分 析 癌 组 织 中

SALL4、Bmi-1蛋白对肾透明细胞癌患者发生EMT
的预测价值。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 癌组织及癌旁组织中EMT标志物免疫组化检

测结果 免疫组化检测结果显示,患者癌组织中E-钙
黏蛋白染色评分、蛋白表达阳性率均低于癌旁组织

(P<0.001),N-钙黏蛋白、波形蛋白的染色评分及蛋

白表达阳性率均高于癌旁组织(P<0.001)。见表1。
2.2 癌组织及癌旁组织中SALL4、Bmi-1蛋白及

EMT标志物蛋白水平比较 蛋白质免疫印迹法检测

结果显示,患者癌组织中E-钙黏蛋白水平低于癌旁组

织(P<0.001),N-钙黏蛋白、波形蛋白、SALL4蛋白、
Bmi-1蛋白水平均高于癌旁组织(P<0.001)。见表2。

表1  癌组织及癌旁组织中EMT标志物免疫组化检测结果[M(P25,P75)或n(%)]

组织 n
染色评分(分)

E-钙黏蛋白 N-钙黏蛋白 波形蛋白

蛋白表达阳性

E-钙黏蛋白 N-钙黏蛋白 波形蛋白

癌旁组织 87
 

5(5,6) 0(0,1) 0(0,0)
 

85(97.70) 2(2.30) 2(2.30)

癌组织 87
 

2(1,2) 3(3,4) 4(3,5) 7(8.05) 76(87.36) 82(94.25)

Z/χ2 11.683 12.225 12.218 140.326 127.247 147.302

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
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表2  癌组织及癌旁组织中SALL4、Bmi-1蛋白及EMT标志物蛋白水平比较(x±s)

组织 n E-钙黏蛋白 N-钙黏蛋白 波形蛋白 SALL4蛋白 Bmi-1蛋白

癌旁组织 87
 

1.83±0.24 0.07±0.01 0.06±0.02 0.66±0.16 0.71±0.12
癌组织 87

 

0.54±0.16 1.24±0.17 1.30±0.22 1.82±0.20 1.74±0.22

t 41.995 -63.788 -51.689 -42.299 -38.984

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

2.3 肾透明细胞癌患者癌组织中SALL4、Bmi-1蛋

白水平与E-钙黏蛋白、N-钙黏蛋白和波形蛋白水平的

相关性 Pearson相关分析结果显示,肾透明细胞癌

患者癌组织中SALL4、Bmi-1蛋白水平与E-钙黏蛋白

水平均呈负相关,与N-钙黏蛋白、波形蛋白水平均呈

正相关(P<0.01)。见表3。
2.4 低SALL4水平组和高SALL4水平组癌组织

EMT标志物免疫组化染色评分及蛋白水平比较 以

癌组织中SALL4蛋白水平均值(1.82)作为最佳截断

值将肾透明细胞癌患者分为高SALL4水平组(50例)
和低SALL4水平组(37例)。高SALL4水平组癌组

织中E-钙黏蛋白免疫组化染色评分及蛋白水平均低

于低SALL4水平组,N-钙黏蛋白、波形蛋白免疫组化

染色评分及蛋白水平均高于低SALL4水平组,差异

均有统计学意义(P<0.05)。见表4。
2.5 低 Bmi-1水 平 组 和 高 Bmi-1水 平 组 癌 组 织

EMT标志物免疫组化染色评分及蛋白水平比较 以

癌组织中Bmi-1蛋白水平均值(1.74)作为最佳截断

值将肾透明细胞癌患者分为高Bmi-1水平组(45例)

和低Bmi-1水平组(42例)。高Bmi-1水平组癌组织

中E-钙黏蛋白免疫组化染色评分及蛋白水平均低于

低Bmi-1水平组,N-钙黏蛋白、波形蛋白免疫组化染

色评分及蛋白水平均高于低Bmi-1水平组,差异均有

统计学意义(P<0.05)。见表5。
2.6 发生EMT组和未发生EMT组SALL4、Bmi-1
蛋白水平比较 发生EMT组

 

55例,未发生EMT组
 

32。发生EMT组SALL4、Bmi-1蛋白水平均明显高

于未发生EMT组,差异均有统计学意义(P<0.05)。
见表6。

表3  肾透明细胞癌患者癌组织中SALL4、Bmi-1蛋白

   水平与E-钙黏蛋白、N-钙黏蛋白和波形蛋白

   水平的相关性

指标
SALL4蛋白

r P

Bmi-1蛋白

r P

E-钙黏蛋白 -0.656 <0.001 -0.654 <0.001

N-钙黏蛋白 0.636 <0.001 0.635 <0.001
波形蛋白 0.668 <0.001 0.674 <0.001

表4  低SALL4水平组和高SALL4水平组癌组织EMT标志物免疫组化染色评分及蛋白水平比较[M(P25,P75)或x±s]

组别 n
染色评分(分)

E-钙黏蛋白 N-钙黏蛋白 波形蛋白

蛋白水平

E-钙黏蛋白 N-钙黏蛋白 波形蛋白

低SALL4水平组 37
 

2(2,3) 3(2,3) 3(3,4) 0.67±0.12 1.10±0.12 1.09±0.13
高SALL4水平组 50

 

1(1,2) 4(3,5) 5(4,5) 0.43±0.10 1.35±0.11 1.46±0.13

Z/t 5.813 -7.499 -7.547 10.093 -9.647 -12.729

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

表5  低Bmi-1水平组和高Bmi-1水平组癌组织EMT标志物免疫组化染色评分及蛋白水平比较[M(P25,P75)或x±s]

组别 n
染色评分(分)

E-钙黏蛋白 N-钙黏蛋白 波形蛋白

蛋白水平

E-钙黏蛋白 N-钙黏蛋白 波形蛋白

低Bmi-1水平组 42
 

2(2,2) 3(2,3) 3(3,4) 0.65±0.13 1.12±0.14 1.13±0.18
高Bmi-1水平组 45

 

1(1,2) 4(4,5) 5(4,5) 0.43±0.10 1.35±0.11 1.45±0.14

Z/t 5.539 -6.581 -6.969 8.867 -8.538 -9.609

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

表6  发生EMT组和未发生EMT组SALL4、Bmi-1
   蛋白水平比较(x±s)

组别 n SALL4蛋白 Bmi-1蛋白

发生EMT组 55 1.98±0.19 1.89±0.21
未发生EMT组 32 1.56±0.20 1.51±0.18
t 12.362 10.257
P <0.001 <0.001

2.7 癌组织中SALL4、Bmi-1蛋白对肾透明细胞癌

患者发生EMT的预测价值 以肾透明细胞癌患者是

否发生EMT(是=1,否=0)作为状态变量,以癌组织

中SALL4、Bmi-1蛋白作为检验变量,绘制 ROC曲

线。结果显示,癌组织中SALL4、Bmi-1蛋白联合预

测肾 透 明 细 胞 癌 患 者 发 生 EMT 的 曲 线 下 面 积
(AUC)为0.849,大于二者单独预测的AUC(0.700、
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0.724),差异均有统计学意义(Z=3.121、3.014,P= 0.004、0.006)。见表7、图1。

表7  癌组织中SALL4、Bmi-1蛋白对肾透明细胞癌患者发生EMT的预测价值

指标 最佳截断值 AUC(95%CI) 灵敏度(%) 特异度(%) 约登指数 P
SALL4蛋白 1.76 0.700(0.568~0.832) 87.45 67.78 0.552 <0.05
Bmi-1蛋白 1.68 0.724(0.612~0.835) 85.58 70.11 0.557 <0.05
二者联合 - 0.849(0.759~0.938) 86.05 75.24 0.613 <0.05

  注:-表示无数据。

图1  癌组织中SALL4、Bmi-1蛋白预测肾透明细胞

癌患者发生EMT的ROC曲线

3 讨  论

  EMT表型变化会导致上皮细胞形态、增殖和侵

袭能力改变,与肿瘤的干细胞特性密切相关。既往有

研究提示,EMT在上皮细胞源性肿瘤的发生和转移

中发挥重要作用[13-14]。目前,临床主要通过检测E-钙
黏蛋白、N-钙黏蛋白和波形蛋白评估EMT的程度。
EMT会诱导细胞黏性丢失并抑制E-钙黏蛋白表达,
上调N-钙黏蛋白和波形蛋白水平,在多种上皮源性肿

瘤中,EMT是恶性转化和转移的重要途径之一,在乳

腺癌、前列腺癌、膀胱癌等多种恶性肿瘤中已被证

实[15-17]。
SALL4最初被认为是生殖细胞肿瘤的特异性标

志物,在肝癌、肺癌、胃癌等多种恶性肿瘤中均发现

SALL4水平变化,其与肿瘤发生、发展的相关性逐渐

受到人们关注[18-19]。有研究发现,SALL4水平与胃

癌患者淋巴结转移发生率密切相关[20]。体外研究也

发现,过表达SALL4会增强胃癌细胞的迁移能力,且
该过程可能通过上调N-钙黏蛋白表达及抑制E-钙黏

蛋白表达而实现,最终诱导胃癌细胞发生EMT并影

响胃癌进展[21]。尽管也有学者指出,SALL4在肾透

明细胞癌中与肿瘤进展及预后不良密切相关,但其表

达特征及与肾透明细胞癌EMT是否相关仍有待进一

步研究[22]。本研究发现,肾透明细胞癌患者癌组织中

SALL4蛋白水平明显升高,且SALL4蛋白水平与E-
钙黏蛋白水平呈负相关,与N-钙黏蛋白、波形蛋白水

平均呈正相关,提示SALL4可能与肾透明细胞癌的

EMT过程密切相关。进一步以SALL4蛋白水平高

低分组研究发现,高SALL4水平组癌组织中E-钙黏

蛋白免疫组化染色评分及蛋白水平均明显降低,N-钙
黏蛋白、波形蛋白免疫组化染色评分及蛋白水平均明

显升高。上述结果与乳腺癌中SALL4特征类似,均
说明SALL4是通过抑制E-钙黏蛋白表达等诱导肿瘤

细胞发生EMT,进而间接参与恶性肿瘤的复发或转

移。
Bmi-1是一种重要的原癌基因,其与C-myc基因

共同参与了非霍奇金淋巴瘤的形成,高表达Bmi-1的

肿瘤细胞存在干细胞特性,能够使肿瘤细胞不断变异

并导致病情加重[23]。Bmi-1还可以辅助癌细胞不断

实行自我更新,既往研究还提示,Bmi-1对于维持多种

组织中的干细胞至关重要,其在不同类型的肾肿瘤中

水平也存在一定差异。例如,在高度恶性的肾小细胞

癌中Bmi-1存在表达缺失,但在肾透明细胞癌中表达

特征尚不明确[24]。本研究中肾透明细胞癌患者癌组

织中Bmi-1蛋白水平明显升高,且Bmi-1蛋白水平与

E-钙黏蛋白水平呈负相关,与N-钙黏蛋白、波形蛋白

水平均呈正相关,提示Bmi-1蛋白可能影响肾透明细

胞癌的EMT过程。进一步分析发现,高Bmi-1水平

组癌组织中E-钙黏蛋白免疫组化染色评分及蛋白水

平均明显降低,N-钙黏蛋白、波形蛋白免疫组化染色

评分及蛋白水平均明显升高,与既往研究中提出Bmi-
1在高度恶性的肾小细胞癌中表达缺失的结论存在一

定差异,提示Bmi-1可能与肾细胞癌的病理类型密切

相关[25]。同时,本研究结果显示,SALL4、Bmi-1蛋白

预测肾透明细胞癌发生EMT的AUC均≥0.700,提
示上述指标确实与EMT的发生密切相关,且具有成

为预测EMT发生的潜力。
既往有研究表明,在肿瘤转移过程中癌细胞可通

过EMT获得迁移和侵袭能力,到达远处组织器官后

又可通过从间质状态逆转为上皮状态(MET)而重新

获得上皮细胞特性并实现定植和增殖[26-27]。WANG
等[28]指出,在唾液腺样囊性癌中Bmi-1过表达明显促

进细胞迁移、侵袭及EMT相关蛋白的表达,而敲低

Bmi-1则抑制EMT相关表型改变;XU等[29]则发现,
在结直肠癌中Bmi-1通过上调Snail和激活蛋白激酶

B/GSK-3通路促进EMT,增强高转移性结直肠癌细

胞的侵袭性,敲低Bmi-1则可逆转EMT表型并抑制

肝转移。与上述肿瘤研究结果类似,本研究也发现,
SALL4、Bmi-1与肾透明细胞癌发生EMT密切相关,
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可能对于肾透明细胞 MET过程也具有一定的调控作

用,即SALL4和Bmi-1可能通过调控EMT和 MET
转换影响肾透明细胞癌细胞的上皮或间质特性[30]。
基于上述推测,未来研究可在肾透明细胞癌细胞模型

和动物模型中通过敲低或过表达SALL4、Bmi-1观察

肿瘤细胞体内外的EMT/MET程度变化,以及对肿

瘤转移和预后的影响,为未来肾透明细胞癌的靶向治

疗提供更精准的理论依据。
综上所述,关于SALL4、Bmi-1在肾透明细胞癌

发生和发展中的具体机制仍有待于通过构建细胞模

型、动物模型在体外进行更深入的研究。本研究发

现,肾透明细胞癌患者癌组织中SALL4、Bmi-1蛋白

水平均明显升高,且与 EMT 的发生均有关,提示

SALL4、Bmi-1可 能 是 肾 透 明 细 胞 癌 进 展 的 重 要

靶点。
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