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RBM4在食管癌组织中的表达及临床意义
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[摘 要]目的：探讨 RBM4在食管癌组织中的表达及临床意义。方法：采用 RT-qPCR及Western blot

法检测癌与癌旁组织、正常食管上皮细胞及食管细胞中 RBM4的 mRNA和蛋白表达水平；采用免疫组织

化学染色法检测并比较食管癌组织和癌旁正常组织中 RBM4阳性表达率，分析 RBM4阳性表达与患者临

床病理特征的相关性。结果：与正常食管上皮细胞株 Het-1A相比，5种食管癌细胞中 RBM4 的 mRNA及

蛋白水平均明显较低。RBM4在癌旁组织、癌组织中的阳性率分别为 72.6%（77/106）、36.8%（39/106）。

RBM4表达与肿瘤大小、分化程度、T分期相关（P＜0.05），且与 RBM4阴性组患者相比，RBM4 阳性组

患者的 OS及 DFS均显著较好。Cox生存分析表明，RBM4阴性表达是影响食管癌患者 OS及 DFS 的独立

性危险因素。结论：RBM4在食管癌组织中表达明显减弱，且其表达与食管癌患者淋巴结转移、临床分期、

肿瘤大小负相关。可作为判断患者预后的可靠指标。
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食管癌是消化系统常见的恶性肿瘤之一，

在我国发病率和死亡率均居高不下。尽管近

年来在手术、放疗、化疗等治疗手段上取得

了一定进展，但食管癌患者的 5年生存率仍

然较低，预后不佳[1]。因此，深入研究食管

癌的发生发展机制，寻找新的分子标志物和

治疗靶点具有重要的临床意义。RNA结合基

序蛋白 4（RNA-binding motif protein 4, RB

M4）是一种多功能的 RNA结合蛋白，在转

录后调控中发挥重要作用[2]。RBM4通过调

节选择性剪接、mRNA稳定性和翻译等过程，

参与细胞分化、凋亡、应激反应等多种生物

学过程。近年来研究发现，RBM4在多种恶

性肿瘤中表达异常，并与肿瘤的发生发展密

切相关。在肺癌、乳腺癌、结直肠癌等肿瘤

中，RBM4表达下调与肿瘤进展和不良预后

相关，提示其可能具有抑癌基因的功能[3]。

然而，目前关于 RBM4在食管癌中的表达情

况及其临床意义的研究较少。RBM4是否参

与食管癌的发生发展过程，其表达水平与食

管癌患者的临床病理特征和预后是否存在相

关性，这些问题尚不明确。因此，本研究旨

在检测 RBM4在食管癌组织中的表达情况，

分析其与临床病理参数的关系，探讨 RBM4

表达对食管癌患者预后的影响，为食管癌的

诊断、治疗和预后评估提供新的分子标志物。

一、方法

（一）一般资料
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选取 2019年 1月-2023年 1月东台市人

民医院收治的 106例食管癌患者作为研究对

象，术中收集其癌组织与癌旁组织（距癌组

织>2cm），生理盐水清净后于-80 ℃保存备

用。纳入标准：①患者均符合《食管癌规范

化诊治指南》中食管癌的诊断标准；②首次

确诊食管癌；③均接受手术治疗，经术后病

理学检查确诊为食管癌；④手术治疗前未经

历放、化疗等相关治疗；⑤后期治疗配合度

高且愿意接受随访。排除标准：①合并食管

狭窄等良性食管病变；②合并其他部位癌变；

③合并有严重心、肝、肾等重要器官病变；

④伴有感染性疾病、血液系统疾病、免疫系

统疾病、精神障碍者。

（二） RT-qPCR检测

Trizol试剂盒、逆转录试剂盒均购自美国

赛默飞公司，操作均严格按照试剂盒说明书

进行。采用 RT-qPCR检测细胞及组织中 RB

M4 mRNA表达水平。提取样品总 RNA后，

使用逆转录试剂盒制备 cDNA；以 cDNA为

模板进行 PCR反应，检测样品 RBM4 mRN

A表达水平。以 GAPDH为内参，反应体系 2

0 μ L：SYBR Green Master Mix 10 μL，

上下游引物各 0.4 μL，cDNA5 μL，ROX R

eference Dye 15 μL。检测程序：95 ℃预变

性 1 min，45℃ 30 s，60℃ 60 s，72℃ 30

s，循环 40次。以 2-ΔΔCt法计算组织中 RBM4

相对表达量。

（三）免疫组化染色

通过免疫组化法定性检测组织中 RBM4

蛋白表达情况：将术中获取的癌组织与癌旁

组织制成 5 μm的石蜡切片，然后进行脱蜡、

复水、抗原修复、封闭，然后 4 ℃条件下加

入 RBM4抗体（1:500稀释）孵育过夜。然

后加入二抗，反应 0.5 h，PBS冲洗干净，滴

加 DAB染色，苏木精复染，脱水透明、封片

观察。以出现棕色颗粒为阳性表达。

（四） Westem blot检测

向组织中加入裂解液后进行裂解，通过

BCA蛋白定量方法测定蛋白液浓度，总蛋白

通过聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，随后将目的

蛋白转膜到硝酸纤维素膜上，用 5％脱脂牛

奶封闭 1 h，封闭完成后加入相应蛋白一抗

4℃孵育过夜，第 2天洗膜后加入相应二抗室

温孵育 1 h，最后通过 0dyssey仪器扫描，条

带灰度值定量，使用 Image J软件分析。

（五） 统计学分析

采用 SPSS 25.0 软件进行统计分析，计

数资料以 n（%）表示，采用χ2检验；采用 K

aplan-Meier生存曲线分析癌组织RBM4表达

与食管癌生存的关系；采用 Cox回归分析影

响食管癌预后的危险因素。通过门诊和电话

随访，随访时间截止至 2023年 11月 30日。

OS（Overall survival）定义为从术后第１天

开始到最后一次随访或任何原因造成死亡的

时间。DFS（Disease-free survival）是指从随

机化开始至疾病复发或由于疾病进展导致患

者死亡的时间。所有患者均随访成功，无失

访患者。检验水准α=0.05。

二、结果

（一）RBM4在食管上皮细胞及食管癌

细胞中表达
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RT-qPCR及Western blot检测显示，与

正常食管上皮细胞株 Het-1A相比，食管癌细

胞 KYSEl40、KYSE510、TE1、KYSE520、

KYSE410中 RBM4的 mRNA及蛋白水平均

明显较低。见图 1。

图 1 RBM4 在食管上皮细胞及食管癌细胞中表达

注：A：RT-qPCR 检测正常食管上皮细胞与食管癌细胞中 RBM4 mRNA 水平；B：Western blot 检测正常

食管上皮细胞与食管癌细胞中 RBM4 蛋白水平

（二）RBM4表达与食管癌患者临床病

理参数的关系

免疫组化染色显示，RBM4主要定位于

细胞核。RBM4在癌旁癌旁组织、食管癌组

织中的阳性率分别为 72.6%（77/106）、36.

8%（39/106），食管癌组织中 RBM4蛋白阳

性表达率显著低于癌旁组织，差异有统计学

意义（χ2=13.924，P＜0.001）。单因素分析

显示，RBM4表达与患者年龄、性别、肿瘤

部位、淋巴结转移和临床分期无明显相关性

（P＞0.05），但与肿瘤大小、分化程度、T

分期相关（P＜0.05）。

（三） RBM4表达对患者预后的影响

Kaplan-Meier生存分析和 log-rank 检验

表明，与 RBM4阴性组患者相比，RBM4阳

性组患者的 OS（HR=，P＜0.05）及 DFS（H

R=5.475，P=0.019）均显著较好。

图 3 RBM4 表达对患者预后的影响

（四）影响食管癌患者预后的 Cox生存

分析

多因素 Cox生存分析表明，T分期（HR

=1.446，P＜0.001）、淋巴结转移（HR=2.57
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0，P=0.002）、临床分期（HR=2.247，P＜0.

001）、RBM4阴性（HR=1.482，P=0.040）

均是影响食管癌患者OS的独立性危险因素；

T分期（HR=1.764，P＜0.001）、淋巴结转

移（HR=2.360，P＜0.001）、临床分期（HR

=2.883，P＜0.001）、RBM4阴性（HR=1.68

2，P=0.026）也是影响食管癌患者 DFS的独

立性危险因素。

三、讨论

本研究发现 RBM4在食管癌细胞系中的

表达水平显著低于正常食管上皮细胞，这一

结果在组织水平得到了验证。免疫组化结果

显示，食管癌组织中 RBM4的阳性表达率仅

为 36.8%，明显低于癌旁组织的 72.6%。这种

表达差异提示 RBM4可能在食管癌的发生发

展过程中发挥抑癌基因的作用。这与既往在

其他肿瘤中的研究结果一致，如在肺癌、乳

腺癌等恶性肿瘤中，RBM4表达下调被认为

是肿瘤进展的重要分子事件之一[4,5]。其次，

本研究发现 RBM4表达与食管癌的恶性生物

学行为密切相关。RBM4低表达与肿瘤体积

增大、分化程度降低以及 T分期进展相关，

这些病理特征均反映了肿瘤的侵袭性增强。

值得注意的是，虽然 RBM4表达与淋巴结转

移无明显相关性，但其与原发肿瘤的局部进

展密切相关，提示 RBM4可能主要通过调控

肿瘤细胞的增殖和分化来影响食管癌的进展，

而对肿瘤的远处转移能力影响相对较小。

生存分析结果进一步证实了 RBM4在食

管癌预后评估中的重要价值。RBM4阳性表

达的患者无论是总生存期还是无病生存期均

显著优于 RBM4阴性患者。更重要的是，多

因素 Cox回归分析表明，RBM4阴性表达是

影响食管癌患者OS和DFS的独立危险因素，

其预后价值独立于 T分期、淋巴结转移和临

床分期等传统预后指标。这一发现提示

RBM4可作为食管癌患者预后评估的新型分

子标志物，有助于识别高危患者并制定个体

化治疗策略。RBM4发挥抑癌作用的分子机

制可能涉及多个方面[6]。作为RNA结合蛋白，

RBM4可通过调节下游靶基因的选择性剪接

来影响肿瘤相关基因的表达。已有研究表明

[7]，RBM4可促进促凋亡基因的表达，抑制

抗凋亡基因的剪接变体形成，从而诱导肿瘤

细胞凋亡。此外，RBM4还可能通过调节细

胞周期相关基因的表达来抑制肿瘤细胞增殖

[8]。在食管癌中，RBM4表达下调可能导致

这些抑癌机制的失活，从而促进肿瘤的发生

发展。

综上所述，本研究首次证实 RBM4在食

管癌中表达下调，且与肿瘤的恶性生物学行

为和不良预后相关。RBM4可作为食管癌预

后评估的独立分子标志物，为食管癌的精准

诊疗提供新的理论依据。
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Expression and Clinical Significance of RBM4 in Esophageal Cancer Tissues
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Objective: To investigate the expression and clinical significance of RBM4 in esophageal

cancer tissues. Methods: RT-qPCR and Western blot were used to detect the mRNA and protein

expression levels of RBM4 in cancer and adjacent tissues, normal esophageal epithelial cells, and

esophageal cancer cells. Immunohistochemical staining was used to detect and compare the positive

expression rate of RBM4 in esophageal cancer tissues and adjacent normal tissues, and to analyze

the correlation between RBM4 positive expression and clinicopathological characteristics of

patients. Results: Compared with normal esophageal epithelial cell line Het-1A, the mRNA and

protein levels of RBM4 in five esophageal cancer cell lines were significantly lower. The positive

rates of RBM4 in adjacent tissues and cancer tissues were 72.6% (77/106) and 36.8% (39/106),

respectively. RBM4 expression was correlated with tumor size, differentiation degree, and T stage
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(P<0.05). Compared with patients in the RBM4-negative group, patients in the RBM4-positive

group had significantly better OS and DFS. Cox survival analysis showed that negative RBM4

expression was an independent risk factor affecting OS and DFS in esophageal cancer patients.

Conclusion: RBM4 expression is significantly reduced in esophageal cancer tissues, and its

expression is negatively correlated with lymph node metastasis, clinical stage, and tumor size in

esophageal cancer patients. It can serve as a reliable indicator for judging patient prognosis.

Key words: Esophageal cancer; RNA-binding motif protein 4; Prognosis; Clinical

characteristics


