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　　摘　要：目的　探讨Ｅｚｒｉｎ、ＣＤ４４蛋白在肝癌组织中的表达与癌细胞转移的关系。方法　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测７３例肝

癌组织和２３例肝硬化组织的Ｅｚｒｉｎ、ＣＤ４４蛋白表达情况。结果　Ｅｚｒｉｎ、ＣＤ４４蛋白在有转移肝癌组织中的表达水平明显高于无

转移肝癌组织和肝硬化组织（犘＜０．０１）；Ｅｚｒｉｎ蛋白、ＣＤ４４蛋白在肝癌组织中的表达与Ｅｄｍｏｎｄｓｏｎ分级不相关（犘＞０．０５）。结论

　Ｅｚｒｉｎ、ＣＤ４４蛋白在肝癌组织中的表达与肝癌细胞的转移相关。
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　　肝癌是常见的一种消化道肿瘤，肝癌细胞转移是造成患者

死亡的主要原因之一。研究与肿瘤细胞转移相关基因蛋白表

达变化有重要的现实意义。Ｅｚｒｉｎ与ＣＤ４４蛋白在肿瘤细胞转

移中的作用是一研究热点［１２］。作者采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定

Ｅｚｒｉｎ与ＣＤ４４蛋白在肝癌组织中的表达，探讨其表达与肝癌

细胞浸润、转移的关系，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集重庆医科大学附属第一医院、重庆市肿

瘤医院近１年内手术样本。７３例肝癌患者年龄２８～７３岁，其

中，男６７例，女６例，均为原发性肝癌。样本取自癌组织边缘

组织。术中见有肝内或肝周围淋巴结转移并经病理检查证实

为转移性肝癌；肿瘤边界清晰，无明显侵袭现象为无转移肝癌

者。７３例患者，其中３９例有转移，３４例无转移。２３例肝硬化

样本采自肝癌组织边缘５ｃｍ外质地坚硬组织。按Ｅｄｍｏｎｄｓｏｎ

法进行分级，根据肿瘤形态和分化程度分为Ⅰ～Ⅳ级，其中Ⅰ

级６例，均无转移；Ⅱ级２６例，１２例有转移，１４例无转移；Ⅲ级

３４例，２０例有转移，１４例无转移；Ⅳ级７例，均有转移。以上

样本均经病理检查核实。

１．２　主要试剂与仪器　兔抗人Ｅｚｒｉｎ抗体、鼠抗人ＣＤ４４蛋白

抗体、兔抗人βａｃｔｉｎ蛋白抗体（美国Ｓａｎｔａｃｒｕｚ公司），电泳试

剂盒（武汉博士德公司），发光试剂盒（武汉博士德公司），蛋白

提取液（武汉博士德公司），图像分析系统（美国ＢＩＤＲＡＤ公司

ＣｈｅｍｉＤＯＣＸＲＳ）。

１．３　肝癌组织蛋白提取液　取液氮中保存的组织放入研钵，

滤纸吸干液体，加入液氮，碾磨至粉末，按１ｍｇ组织粉末／

１５μＬ蛋白提取液加入提取液，充分裂解后，１２０００ｒ／ｍｉｎ，离心

１０ｍｉｎ，取上清液。用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定提取液中蛋白含量，调

节蛋白含量为３ｍｇ／μＬ。

１．４　Ｅｚｒｉｎ、ＣＤ４４、βａｃｔｉｎ蛋白表达测定　取上述组织液经

１００ｇ／ＬＳＤＳＰＡＧＥ电泳后电转于ＰＶＤＳ膜，５０ｇ／Ｌ脱脂奶粉

的ＴＢＳＴ溶液封闭，经一抗及二抗孵育后，化学发光法显色，图

像分析系统拍摄并用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件将特异条带灰度数字

化，一式３份。计算 Ｅｚｒｉｎ、ＣＤ４４蛋白表达水平的相对值

（Ｅｚｒｉｎ、ＣＤ４４蛋白表达系数），Ｅｚｒｉｎ、ＣＤ４４蛋白表达系数＝

Ｅｚｒｉｎ、ＣＤ４４蛋白积分光密度／βａｃｔｉｎ蛋白积分光密度。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件进行分析处理，

组间蛋白表达用狋检验，蛋白表达相关性用Ｓｐｅａｒｍａｎ分析，实

验结果采用狓±狊表示，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｅｚｒｉｎ、ＣＤ４４蛋白在有转移、无转移肝癌和肝硬化组织中

的表达　如表１所示，Ｅｚｒｉｎ、ＣＤ４４蛋白在有转移的肝癌组织

中的表达量明显高于无转移肝癌组织及肝硬化组织中的表达，

差异有统计学意义（犘＜０．０１）；无转移肝癌组织与肝硬化组织

中的Ｅｚｒｉｎ、ＣＤ４４蛋白表达比较，差异无统计学意义（犘＞

０．０５）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测有转移肝癌组织、无转移肝癌组织

和肝硬化组织中Ｅｚｒｉｎ、ＣＤ４４蛋白表达的部分结果，见图１。

２．２　Ｅｚｒｉｎ、ＣＤ４４蛋白表达与Ｅｄｍｏｎｄｓｏｎ法分级的关系　如

表２所示。Ⅰ级肝癌组织的Ｅｚｒｉｎ、ＣＤ４４蛋白表达与Ⅱ级、Ⅲ
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级未转移肝癌组织的表达比较，差异无统计学意义（犘＞

０．０５）；Ⅳ级肝癌组织的Ｅｚｒｉｎ、ＣＤ４４蛋白表达与Ⅱ级、Ⅲ级有

转移肝癌组织的表达比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

表１　　Ｅｚｒｉｎ、ＣＤ４４蛋白表达系数（狓±狊）

组别 狀 Ｅｚｒｉｎ ＣＤ４４

有转移肝癌 ３９ １．１９±０．２０＃ １．９７±０．２５＃

无转移肝癌 ３４ ０．３１±０．１３＋ ０．６８±０．１７＋

肝硬化 ２３ ０．２６±０．１１ ０．６１±０．２０

　　：犘＜０．０１，与无转移肝癌组比较；＃：犘＜０．０１，与肝硬化组比

较；＋：犘＞０．０１，与肝硬化组比较。

　　１：转移肝癌组织；２：无转移肝癌组织；３：肝硬化组织。

图１　　Ｅｚｒｉｎ、ＣＤ４４蛋白表达情况

表２　　Ｅｚｒｉｎ、ＣＤ４４蛋白表达与Ｅｄｍｏｎｄｓｏｎ法分级的关系（狓±狊）

蛋白
Ⅰ级

无转移 有转移

Ⅱ级

无转移 有转移

Ⅲ级

无转移

Ⅳ级

有转移

Ｅｚｒｉｎ ０．３２±０．０８＃ １．０８±０．１５ ０．３０±０．１２ １．１５±０．２１ ０．３３±０．１１ １．２２±０．２０

ＣＤ４４ ０．６８±０．１６＃ ２．０６±０．２６ ０．７０±０．１９ １．８９±０．２５ ０．６９±０．１７ １．９７±０．２７

　　＃：犘＞０．０５，与Ⅱ级、Ⅲ级未转移肝癌组织比较；：犘＞０．０５，与Ⅱ级、Ⅲ级有转移肝癌组织比较。

２．３　Ｅｚｒｉｎ、ＣＤ４４蛋白在肝癌组织中表达量的相关性分析　

以低于蛋白表达系数均数３个标准差者为低表达，在此数值以

上者为高表达。７３例肝癌组织中Ｅｚｒｉｎ与ＣＤ４４蛋白表达同

是高表达３１例，同为低表达２９例，高低表达不同１３例。

Ｓｐｅａｒｍａｎ分析结果显示，在肝癌组织中，Ｅｚｒｉｎ、ＣＤ４４蛋白表达

量之间有显著的相关性（狉＝０．８３２２，犘＜０．０５）。

３　讨　　论

Ｅｚｒｉｎ为膜细胞骨架连接蛋白，相对分子质量为８１×１０３，

属于ＥＲＭ家族成员之一。其主要定位于细胞膜内侧，通过其

Ｃ端、Ｎ端氨基酸残基形成的结构域分别同细胞骨架肌动蛋白

和胞膜发生作用［３］。在生理水平下，Ｅｚｒｉｎ蛋白在细胞中有休

眠和激活两种状态，当该蛋白 Ｎ端与Ｃ端分子间的相互作用

形成头尾相连的折叠状态时为失活状态；而当Ｃ端的苏氨酸

磷酸化或 Ｎ 端与磷脂酰肌醇二磷酸盐的结合时呈活化状

态［４］。Ｅｚｒｉｎ蛋白的过表达不仅影响肿瘤转移的某个环节，而

且可能参与肿瘤转移的多个环节，如从原发灶脱落、侵入周边

组织、侵入脉管系统、穿过基膜、选择性地在靶器官增殖形成转

移灶等。对此，国内外均有报道证实，Ｙｕ等
［５］采用基因芯片技

术研究骨肉瘤及横纹肌肉瘤中发现Ｅｚｒｉｎ蛋白的过表达与肿

瘤侵袭、转移相关。Ｓｈｅｎ等
［６］发现Ｅｚｒｉｎ蛋白可作为骨髓瘤转

移的有效指标；Ｚｈａｎｇ等
［７］发现Ｅｚｒｉｎ蛋白的过表达与肝癌细

胞的增殖、侵袭和迁移呈正相关，下调Ｅｚｒｉｎ蛋白的表达抑制

高转移潜能细胞系的侵袭能力。

细胞表面分子ＣＤ４４蛋白与肿瘤转移之间的密切关系，已

经为国内外大量实验所证实［８１０］。ＣＤ４４分子可以介导肿瘤细

胞迁移、侵袭，并且是跨细胞信号转导的重要环节。

有研究者发现，Ｅｚｒｉｎ蛋白与ＣＤ４４、Ｍｅｔ产物（肝细胞生长

因子受体）这些膜受体蛋白分子在调节肿瘤侵袭与转移中具有

复杂的相互作用，它们可形成复合体调节肿瘤侵袭与转移。

Ｂｏｎｉｌｈａ等
［１１］发现 ＣＤ４４分子过表达可激活 Ｅｚｒｉｎ蛋白的功

能，从而可导致肿瘤细胞系转移能力的增强。Ｃｈａｉ等
［１２］用免

疫组织化学方法研究食管鳞状细胞癌发现，有淋巴转移的瘤细

胞中Ｅｚｒｉｎ、ＣＤ４４ｖ６的阳性表达率显著高于无淋巴转移的瘤细

胞，ＣＤ４４ｖ６阳性表达的瘤细胞中 Ｅｚｒｉｎ的表达显著高于

ＣＤ４４ｖ６阴性表达瘤细胞。表明Ｅｚｒｉｎ、ＣＤ４４ｖ６在瘤细胞中的

高表达与肿瘤的侵袭、转移有关。而有关Ｅｚｒｉｎ、ＣＤ４４蛋白相

互作用促进肝癌转移的研究鲜见报道。本研究结果显示在转

移性肝癌组织中Ｅｚｒｉｎ与ＣＤ４４蛋白的表达显著高于无转移肝

癌组织，该两蛋白表达与病理分级无关，两蛋白在肝癌组织中

的表达量相关。表明Ｅｚｒｉｎ、ＣＤ４４蛋白在肝癌组织中的高表达

与肝癌细胞的侵袭、转移有关，该两蛋白对促进肝癌细胞转移

有协同作用。

总之，肝癌组织中Ｅｚｒｉｎ、ＣＤ４４蛋白的高表达在肝癌细胞

的侵袭、转移中起重要作用，联合检测Ｅｚｒｉｎ和ＣＤ４４蛋白表达

对更深入地了解肿瘤侵袭和转移的机制以及为临床观察肿瘤

患者预后、转移提供可能的参考指标，同时也有可能为肿瘤分

子靶向治疗和开发新药物找到另一个突破点［１３１４］。
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Ⅲ、Ⅳ期的大肠癌患者５年生存率明显低于Ⅰ、Ⅱ患者
［１５］，

Ｈｐａ和ＶＥＧＦＣ在Ⅲ、Ⅳ期大肠癌患者的阳性表达率明显高

于ＴＮＭ Ⅰ、Ⅱ期；在生存期小于５年大肠癌中的阳性表达率

明显高于大于等于５年组（犘＜０．０１）。提示 Ｈｐａ和 ＶＥＧＦＣ

高表达的大肠癌患者肿瘤细胞侵袭和转移的能力越强，预后

越差。
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［１１］ＢｏｎｉｌｈａＶＬ，ＲａｙｂｏｒｎＭＥ，ＳａｏｔｏｍｅＩ，ｅｔａｌ．Ｍｉｃｒｏｖｉｌｌｉｄｅ

ｆｅｃｔｓｉｎｒｅｔｉｎａｓｏｆＥｚｒｉｎｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅ［Ｊ］．ＥｘｐＥｙｅＲｅｓ，

２００６，８２（４）：７２０７２９．

［１２］ＣｈａｉＬＸ，ＳｕｎＫＬ，ＧｕｏＬＰ，ｅｔａｌ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｚｒｉｎａｎｄ

ＣＤ４ｖ６ｉｎｈｕｍａｎｅｓｏｐｈａｇｅａｌｓｑｕａｒｎｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａａｎｄ

ｉｔｓｃｌｉｎｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ［Ｊ］．ＺｈｏｎｇｈｕａＺｈｏｎｇｌｉｕＺａｚｉ，２００７，

２９（９）：６８５６８８．

［１３］ＬｉｕＡＭ，ＸｕＭＺ，ＣｈｅｎＪ，ｅｔａｌ．ＴａｒｇｅｔｉｎｇＹＡＰａｎｄＨｉｐｐｏ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＥｘｐｅｒｔＯｐｉｎｉｏｎｏｎ

ＴｈｅｒａｐｅｕｔｉｃＴａｒｇｅｔｓ，２０１０，１４（８）：８５５８６８．

［１４］ＭｉＺ，ＧｕｏＨ，ＭａｒｋｏｖｉｃＪ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｏｓ

ｔｅｏｐｏｎｔｉｎｂｉｎｄｉｎｇｋｉｎｅｔｉｃｓｉｎ ＭＤＡＭＢ２３１ｂｒｅａｓｔａｎｄ

ＳＫＨｅｐ１ｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＣａｎｃｅｒＳｃｉＴｈｅｒ，２００９，１

（１）：４７５１．

（收稿日期：２０１２０３２７　修回日期：２０１２０５２８）

６６１３ 重庆医学２０１２年１０月第４１卷第３０期




