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#摘要$

!

目的
!

探讨蛋白酶激活受体
1

"

U;=1

%在肝细胞癌组织及其门静脉癌栓"

Uc66

%中的表达水平其及临床价值'

方法
!

采用免疫荧光染色&

=6.U8=

及
P>+B>9,JA"B

等技术手段分别检测
1$

例肝细胞癌患者组织&癌旁正常组织和门静脉癌栓

中
U;=1

的表达水平'结果
!

U;=1

在肝细胞癌组织&癌旁正常组织及其门静脉癌栓组织中均有不同程度的表达!其中肝细胞癌

与癌旁正常组织的表达差异有统计学意义"

!

$

%&%2

%!肝细胞癌与门静脉癌栓的表达差异无统计学意义"

!

%

%&%2

%'结论
!

U;=1

在
588

及其
Uc66

中具有较高的表达$

U;=1

的表达与肝细胞癌的发生及转移密切相关'
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肝细胞癌$

C>

@

FB"E>AALAF9EF9E#,"DF

&在我国是常见的恶性

肿瘤之一#其病死率已占我国恶性肿瘤病死率的第
1

位#据估

计全球每年新增病例超过
$%%

万'

$

(

#部分患者可因早期发现)

早期诊断)早期治疗而获得长期生存#但大部分患者确诊时已

处于中晚期#治疗效果差#预后不理想*且肝细胞癌的转移侵

袭能力高#门静脉癌栓$

@

"9BFAN>#,BLD"9BC9"DJL+

&的发生是

影响肝细胞癌患者预后的重要因素之一*目前肝细胞癌患者

的总
2

年生存率仍低于
2&%[

'

1

(

*因此研究和阐明肝细胞癌

发生及转移侵袭机制#探索有效的治疗阻断靶点具有重要的意

义*蛋白酶激活受体$

U;=+

&属于与
7

蛋白相耦联蛋白*

U;=1

在消化道肿瘤中表达显著升高#与多种消化系肿瘤细胞

的侵袭和转移密切相关#并在一定程度上参与了肿瘤的增殖)

黏附)基质降解和血管形成的调节等'

'

(

*本研究通过免疫荧光

染色)

=6.U8=

和
P>+B>9,JA""B

等手段检测人肝细胞癌组织)

癌旁正常组织及门静脉癌栓中
U;=1

的表达情况#初步探索了

U;=1

在肝细胞癌中有较高的表达#并且与肿瘤组织的生长与

侵袭能力有着重要的相关性*现报道如下*
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材料与方法

?&?

!

材料
!

标本取自本院普外科)肿瘤科
1%%(

!

1%$'

年肝细

胞癌手术后保存的组织石蜡标本#取其中带有门静脉癌栓的标

本
1$

例#设为肝细胞癌组织组#同一标本距离肿瘤边缘
2ED

以外的肝组织为癌旁正常组织组#标本中的癌栓设为门静脉癌

栓组*全部患者通过病史)体征症状)胸部平片检查)

86

等进

一步明确诊断#术后经病理明确为肝细胞癌*根据
$(/-

年国

际抗癌联盟$

:O88

&的肝细胞癌
6aW

分期方案#

1$

例
*

期
'

例#

#

期
$2

例#

$

期
1

例#

)

期
$

例%细胞分型均为肝细胞癌
'

#

其中男
$)

例#女
2

例#平均年龄$

2(&)S'&$

&岁#所有患者术前

均未进行任何抗肿瘤治疗*羊多抗
U;=1

$

8.$-

&!

+E./1%2

购

自
RF,BF89LZ

公司%

XO68

标记抗体)链霉菌抗生物素蛋白
.

过

氧化物酶$

RU

&#购于北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司%

=6.U8=

试剂盒$

6FdF9F

公司&购于广州瑞真生物技术有限

公司*

?&@

!

方法

?&@&?

!

标本处理方法
!

1$

例肝细胞癌术后标本采用
$%[

甲

醛固定后经石蜡包埋#常规切片后染色观察*

?&@&@

!

免疫荧光染色
!

切片常规脱蜡至水化#

U\R

液洗%枸橼

酸盐缓冲液进行热抗原修复
$1D#,

%

%&2[5

1

]

1

.

甲醇封闭内

源性过氧化酶
$%D#,

#

U\R

液清洗
1

遍%

2[

!

$%[

正常山羊血

清封闭%滴加
$i2%U;=1

羊多抗#

0<

冰箱过夜#

U\R

液清洗

1

遍%滴加
XO68

标记二抗工作液#

0<

冰箱过夜#

U\R

液清洗
1

遍%

C">EC+B

染核#

U\R

液清洗
$

遍%防荧光淬灭封片剂封片*

?&@&A

!

P>+B>9,JA"B

!

以含蛋白酶抑制剂的裂解液分别提取

肝癌组织)门静脉癌栓及癌旁正常组织的总蛋白#

\9F!G"9!

法

蛋白定量%

(%D;

恒流十二烷基硫酸钠$

R4R

&电泳%

(%c

恒压

转膜
$1%D#,

#将蛋白转至硝酸纤维素膜%丽春红染色#根据

aF9d>9

条带位置和目的蛋白大小剪膜%含
2[

脱脂奶粉和
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6\R6

封闭液常温封闭膜
$C

%

0<

孵育
$

抗过夜%

6\R6

洗膜

$%D#,'

次#常温孵育
1

抗
$C

%

6\R6

洗膜
$%D#,'

次#

T83

法发光%图像扫描)分析*

?&@&G

!

=6.U8=

!

用
69#Z"A

试剂提取肝细胞癌组织)门静脉

癌栓及癌旁正常组织的总
=W;

并逆转录合成
E4W;

*应用

]D#

I

F1&%

设计
U;=1

基因引物序列
XU

!

2h.;7; ;78866

;66776;;7766.'h

#

=U

!

2h.;;8;68;67;8;776

8767;6.'h

#

U8=

片段长度为
2/1J

@

#

%

.FEB#,

基因引物序列

XU

!

2h.676667;7;88668;;8;888.'h

#

=U

!

2h.;78

;867676677876;8;7.'h

#

U8=

扩增目的片段长度为

20%J

@

#以上引物均由英潍捷基公司广州合成部合成*提取总

=W;

#并检测
=W;

的含量和纯度$

A1)%

"

A1/%

为
$&/

!

1&%

&*

取
$

(

I

细胞总
=W;

用
U8=

仪$

;

@@

A#>!\#"+

K

+B>D+

&进行相应

基因的扩增*反应体系!

6F

Q

酶
$&12:

#

$%_U8=\LGG>9

$含

a

I

离子&

2

(

3

#

!W6Ua#?BL9>

$各
1&2DD"A

&

0

(

3

#

E4W;1&2

,

I

#引物
$

$

1%

(

D"A

&

$

(

3

#引物
1

$

1%

(

D"A

&

$

(

3

#灭菌双蒸水

补足至
$%

(

3

*

U8=

循环参数为!

(0<02+

#

2$<

$

U;=1

&"

2/

<

$

%

.FEB#,

&

02+

#

-1 < )%+

#

''

个扩增循环%

1[

琼脂糖电泳

U8=

扩增产物#在紫外光下观察
4W;

条带#用紫外分析仪拍

照#数据处理*

?&A

!

统计学处理
!

采用
RURR$(&%

软件进行数据处理#计量

资料数据均以
,S7

表示#采用成组
2

检验#以
!

$

%&%2

为差异

有统计学意义*

@

!

结
!!

果

@&?

!

免疫荧光染色法检测
U;=1

表达
!

癌旁组织中和门静脉

癌栓组织中绿色荧光染色明显较强$图
$;

)

\

&%免疫荧光染色

检测发现
U;=1

在癌旁正常组织中绿色荧光表弱$图
$8

&*肝

细胞癌组织中阳性染色细胞百分比为
($&1'S-&21

#门静脉癌

栓组织中阳性染色细胞百分比为
('&0'S/&02

#癌旁组织中阳

性染色细胞百分比为
2$&-'S/&0$

*分别作成组
2

检验后发

现#肝细胞癌组织与癌旁正常组织之间)门静脉癌栓组织与癌

旁正常组织之间差异均有统计学意义$

!

$

%&%2

&#肝细胞癌组

织与门静脉癌栓组织间差异无统计学意义$

!

%

%&%2

&*

!!

;

!肝细胞癌组织中表达较强%

\

!门静脉癌栓组织中表达增强%

8

!癌旁正常组织表达减弱*

图
$

!!

U;=1

在肝细胞癌"门静脉癌栓及癌旁正常组织中的表达%免疫荧光染色
_1%%

(

@&@

!

P>+B>9,\A"B

检测不同组别组织
U;=1

的表达
!

结果显

示肝细胞癌)癌旁正常)门静脉癌栓
'

种组织均有
U;=1

表达#

其中肝细胞癌组织与门静脉癌栓组织表达明显高于癌旁正常

肝组织#见图
1

*

!!

6

$

及
6

1

分别为样本
$

号及
1

号的门静脉肝细胞癌组织%

U$

及

U1

分别为样本
$

号及
1

号的癌栓组织%

W$

及
W1

分别为样本
$

号及
1

号的癌旁组织*

图
1

!!

U;=

及
%

.FEB#,

分别在肝细胞癌"门静脉癌栓

及癌旁正常组织中的蛋白表达

@&A

!

=6.U8=

在不同组织的表达
!

由于
U;=1

蛋白表达水平

在不同组织中存在一定的差异#假设
U;=1

基因在不同组织中

的表达也存在一定的差异*由此本研究设计了
U;=1

基因序

列特异引物#

%

.FEB#,

基因为内参进行
=6.U8=

验证*结果表

明#在各组织中#

U;=1

均有表达#但肝细胞癌组织及门静脉癌

栓组织与癌旁正常组织的
U;=1D=W;

表达存在差异#这与

细胞表面相应蛋白水平是相一致的#见图
'

*

!!

6

$

及
6

1

分别为样本
$

号及
1

号的门静脉肝细胞癌组织%

U$

及
U1

分别为样本
$

号及
1

号的癌栓组织%

W$

及
W1

分别为样本
$

号及
1

号

的癌旁正常组织*

图
'

!!

U;=

及
%

.FEB#,

分别在肝细胞癌"门静脉癌栓

及癌旁正常组织中的
D=W;

表达

A

!

讨
!!

论

$((0

年#研究者发现了一种与凝血酶受体晶体结构和活

化机制相似的蛋白
U;=1

#

U;=1

是一种属于
7

蛋白酶耦联蛋

白激活酶受体超家族成员的细胞膜表面受体*人源
U;=1

基

因结构域与小鼠编码的
U;=1

基因结构类似#人源
U;=1

蛋白

属于跨膜蛋白#由开放阅读框编码的
'(-

个氨基酸组成#与小

鼠编码的
U;=1

蛋白同源性达
/2&%[

#

U;=1

跨膜蛋白主要由

胞外蛋白$

W

末端&)跨膜区域$

-

个跨膜螺旋结构&及胞内结构
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$细胞内袢及
8

末端&组成#人源
U;=1

与小鼠编码的
U;=1

都含有
-

个跨膜螺旋结构*

U;=1

蛋白
W

端丝氨酸酶解位点

和细胞外伴在蛋白活化过程中起着重要作用#

8

端在一定程度

上介导信号转导作用*凝血因子
+

F

)

,

F

)膜型丝氨酸蛋白酶
.

$

)人气道胰蛋白酶样蛋白酶等皆可激活
U;=1

#常用的人工

U;=1

激活剂为
R3O7̂ c

#但
R3O7̂ c.W51

不能裂解受体
W

末端#可以直接与细胞外袢区域直接激活
U;=1

'

0

(

#能够在体

内外重复相应配体的作用#目前已被广泛应用于各个领域*

U;=1

广泛分布于消化系统的各种组织结构#有大量研究表

明#

U;=1

的上调表达可促进消化道肿瘤细胞转移和浸润#对

肿瘤细胞增殖和血管形成以及基质降解等生理生化过程具有

重要的调节作用*研究表明#除消化系肿瘤外#在如乳腺癌)肺

癌等恶性肿瘤中#

U;=1

的表达也有所增加#在对食管癌等肿

瘤的研究显示肿瘤的淋巴转移程度)浸润深度)静脉远处转移

等与
U;=1

表达呈高度正相关'

2.-

(

*有学者在人肝细胞癌细胞

系
5>

@

71

上发现
U;=1

激动剂在不同浓度$

$

!

2%

(

D"A

"

3

&均

可刺激肝细胞癌细胞增殖#并呈计量依赖性'

/

(

*同时#有学者

在对原发性肝细胞癌组织和癌旁正常组织进行分析后#发现

U;=1

在原发性肝细胞癌组织中的表达显著高于癌旁正常组

织'

(

(

*

本研究表明#

U;=1

蛋白在肝细胞癌组织和门静脉癌栓组

织中表达量及强度均显著高于癌旁正常组织#在蛋白表达水平

上#肝细胞癌组织及门静脉癌栓组织中
U;=.1

的表达要高于

癌旁门静脉组织#从分子水平上验证了肝细胞癌组织及门静脉

癌栓组织中
U;=1

表达量要高于癌旁正常组织#提示肝细胞癌

的生长与侵袭能力可能受到
U;=1

的影响*在
=W;

水平上#

肝细胞癌组织及门静脉癌栓组织中
=W;

表达相对值均高于

癌旁组织#在肝细胞癌组织及癌栓组织中通过
=W;

调控

U;=1

表达增高#与以往一致'

/

#

$%

(

#提示肿瘤的发生及转移机

制与
U;=1

有着密切的联系*因而#本研究分别对比分析肝细

胞癌组织与癌旁正常组织)门静脉癌栓组织与癌旁正常组织这

一不同角度表明
U;=.1

的过表达对肝细胞癌发生和进展具有

促进作用#但此过程的具体分子机制目前推测其可能有!$

$

&

U;=1

受激活后促进磷酸肌醇水解及细胞内
8F

1Y自由移动#

激活蛋氨酸受体激活酶#从而促进
@

01

"

@

00a;Û

通路的活

动#从而达到促进肿瘤组织生长的目的'

$$

(

*$

1

&

U;=1

经激活

后胞内
8F

1Y动员增加#进而使得表皮生长因子被激活#随后激

活
9F+

依赖的
T=̂ $

"

1

通路#从而激活经典
9F+

依赖的
T=̂ $

"

1

通路#从而引起
4W;

复制)细胞增殖效应'

$1

(

*$

'

&

U;=1

激

活后诱导
VL,

激活区域凝结蛋白
$

的蛋白修饰作用#促进细胞

骨架的重新分布#从而减少机体自身的免疫应答#有利于肿瘤

细胞的迁徙移动'

$'

(

*$

0

&组织因子激活凝血因子
-

结合后形

成的复合物在作为激动剂激活
U;=1

的同时#亦可以特异性上

调
O3./

的表达#从而促进肿瘤组织血管生成#同时改变患者局

部凝血功能#形成局部肿瘤微环境#使得肿瘤组织生长侵袭效

果增强'

2

#

$0

(

*$

2

&有学者亦发现
840-

$

Y

&肝细胞癌可通过自

分泌组织蛋白
R

激活
U;=1

通路#从而促进自身的生长#而

840-

则在肿瘤干细胞中优先表达'

$2

(

*

U;=1

的高表达是否

标志着肿瘤的恶性程度更高)侵袭能力更强#仍需作进一步的

深入研究*综上所述#

U;=1

不仅有望作为新一代临床筛选的

肿瘤学标志物#更因其定位明确有望成为肝细胞癌靶向治疗的

新靶点*
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