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　　［摘要］　目的　研究酪氨酸蛋白激酶受体ＥｐｈＢ４在肝癌组织中的表达及临床意义，并分析ＥｐｈＢ４对肝癌细胞增殖的影响。

方法　采用逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）和免疫组化技术分析ＥｐｈＢ４在６０例肝癌组织与相应癌旁组织中的表达差异，分析

ＥｐｈＢ４在肝癌组织中的表达水平与肝癌患者临床病理学之间的相关性，进行单因素生存分析，ＭＴＳ实验分析ＥｐｈＢ４对肝癌细胞

系ＳＫＨｅｐ１活力的影响。结果　ＲＴＰＣＲ检测结果显示ＥｐｈＢ４在肝癌组织中 ｍＲＮＡ表达水平（１．３９±０．８０）。明显高于癌旁

组织（０．５６±０．３３），差异有统计学意义（犘＜０．０１）；免疫组化分析发现ＥｐｈＢ４在肝癌组织和癌旁组织中的阳性率分别为８１．７％和

２３．３％；ＥｐｈＢ４在肝癌组织中的表达与ＡＦＰ水平、肿瘤大小、ＴＮＭ分期相关（犘＜０．０５）；ＥｐｈＢ４蛋白表达阳性和阴性的肝癌患者

３年生存率分别为２２．５％和５４．５％，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；过表达ＥｐｈＢ４显著提高肝癌细胞增殖能力（犘＜０．０５）。

结论　ＥｐｈＢ４在肝癌组织中表达显著上调，与肝癌进展和预后相关；并且ＥｐｈＢ４能促进肝癌细胞增殖，其可作为肝癌进展的标志

物之一。
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　　肝癌是最常见的恶性肿瘤之一，致死率居恶性肿瘤的第二

位，大多数病例发生于亚洲和非洲［１２］。肝癌恶性程度高，转移

率高，预后差，５年生存率不到１０％
［３］。其预后差的主要原因

是不能早期发现、早期诊断和早期治疗。因此寻找新的肿瘤标

志物，提高肝癌的早期诊断率，对改善预后具有重要的意义。

ＥｐｈＢ４属于Ｅｐｈｒｉｎ酪氨酸蛋白激酶受体家族，Ｅｐｈｒｉｎ受体构

成了最大的受体酪氨酸激酶亚家族，并分成了２个亚群，ＥｐｈＡ

和ＥｐｈＢ
［４５］。近年来，多项研究证实了ＥｐｈＢ在多种人类恶性

肿瘤中的临床意义，尤其是ＥｐｈＢ４被证实在子宫内膜癌、乳腺

癌、食管癌、结直肠癌组织中是高表达的，并且具有重要的临床

意义［６１１］。本研究旨在检测ＥｐｈＢ４在肝癌组织与癌旁组织间

的表达差异，并分析ＥｐｈＢ４在肝癌组织中表达的临床意义和

其对肿瘤生长的影响。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择本院肝胆外科２０１０年６月至２０１２年６

月手术切除标本，肝癌组织和癌旁组织各６０例。术后经病理

科组织病理学诊断为肝癌，术前未经任何放化疗及免疫学治

疗。术中取肝癌组织及癌旁组织（距肿瘤边缘大于３ｃｍ），立

即冻存于液氮中。所有标本的获取均得到患者本人及家属同

意。肝癌患者的临床病理资料：年龄３２～６９岁，平均（５２±８）

岁；男３９例，女２１例；有肝硬化３５例，无肝硬化２５例；有门脉

癌栓２３例，无门脉癌栓３７例；有淋巴结转移２０例，无淋巴结

转移４０例；ＨＢｓＡｇ阳性４１例，阴性１９例；肿瘤 ＴＮＭ 分期

Ⅰ～Ⅱ期３０例，Ⅲ～Ⅳ期３０例。

１．２　方法

１．２．１　细胞株和试剂　ＳＫＨｅｐ１细胞系购于ＡＴＣＣ（Ａｍｅｒｉ

ｃａｎＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ）。ＥｐｈＢ４质粒购于ＡＤＤＧＥＮＥ公

司，质粒转染试剂购买自罗氏公司。ＴＲＩＺＯＬ和逆转录试剂盒

购于ＴＩＧＥＮ公司，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ购于Ｒｏｃｈｅ公司。

ＥｐｈＢ４抗体购于Ｂｉｏｗｏｒｄ公司，ＤＡＢ试剂盒购于北京中衫金
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桥公司。ＭＴＳ试剂购于Ｐｒｏｍｅｇａ公司。

１．２．２　逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）　ＴＲＩＺＯＬ裂解组织

并提取组织总ＲＮＡ，按照逆转录试剂盒操作说明合成ｃＮＤＡ，

ＰＣＲ扩增目的基因ＥｐｈＢ４和内参基因βａｃｔｉｎ。ＥｐｈＢ４上游引

物：５′ＣＣＴＴＣＣＴＧＣＧＧＣＴＡＡＡＣＧＡＣ３′，下游引物：５′

ＧＴＴＧＡＣＴＡＧＧＡＴＧＴＴＧＣＧＡＧ３′；βａｃｔｉｎ上游引物：５′

ＣＴＣＴＴＣＣＡＧＣＣＴ ＴＣＣＴＴＣＣＴ３′，下游引物：５′ＡＧＣ

ＡＣＴＧＴＧＴＴＧＧＣＧＴＡＣＡＧ３′。每个样本重复３次。以

２－△△ＣＴ计算目的基因的相对表达水平。

１．２．３　免疫组化　组织经石蜡包埋并制作成５μｍ厚切片，

常规脱蜡水化，微波抗原修复，３％的过氧化氢消除内源性过氧

化物酶活性；山羊血清室温孵育２０ｍｉｎ，ＥｐｈＢ４抗体（１∶１００）

稀释后滴加于切片上，湿盒４℃过夜；第２天以山羊抗兔二抗

３７℃孵育３０ｍｉｎ；ＤＡＢ显色液室温孵育１０ｍｉｎ，苏木精复染，

脱水，封片。阳性表达为细胞质有棕黄色颗粒沉积，光镜下随

机在每张切片中选择１０个高倍视野，每个视野计数１００个细

胞，并对细胞染色强度联合阳性细胞百分比进行评分［１２］。评

分细则如下：０分，阴性；１分，弱阳性；２分，中度阳性；３分，强

阳性；阳性细胞百分比分级如下：≤５％为０分，６％～２５％为１

分，２６％～５０％为２分，５１％～７５％为３分，＞７５％为４分。染

色强度和阳性细胞百分比评分相乘大于或等于１分则认为

ＥｐｈＢ４蛋白表达阳性。

１．２．４　细胞培养及转染　ＳＫＨｅｐ１细胞培养于１０％ ＦＢＳ，

１％ｐ／ｓ的ＤＭＥＭ培养基中，在含５％ ＣＯ２、３７℃孵箱中常规

培养。质粒转染严格按照试剂说明书操作。用无抗生素培养

基给细胞换液后分别将２μｇＶｅｃｔｏｒ和ＥｐｈＢ４质粒加入到含

有２００μＬｏｐｔｉＭＥＭ培养基的ＥＰ管中，混匀后在ＥＰ管中加

入６μＬ转染试剂（质粒与转染试剂的比例为１∶３），混匀；室

温放置１５ｍＬ。均匀滴加质粒于６孔板中，放置于孵箱中。

１．２．５　ＭＴＳ实验　细胞转染质粒２４ｈ后，用胰酶消化，培养基

中和后细胞计数，取６０００个细胞接种于９６ｗｅｌｌｐｌａｔｅ。分别在

转染后３、４、５、６ｄ滴加２０μＬＭＴＳ试剂，５％ＣＯ２、３７℃孵箱中

静置１～４ｈ，４９０ｎｍ读取样品吸光值。每个样品重复３次。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计分析，比较

ＥｐｈＢ４ｍＲＮＡ表达差异采用狋检验分析，ＥｐｈＢ４蛋白表达与

临床资料之间的相关性采用χ
２ 检验，ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒＬｏｇＲａｎｋ

检验进行单因素生存分析，组间两两比较采用两因素方差分析

检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　肝癌组织和癌旁组织中ＥｐｈＢ４ｍＲＮＡ水平表达差异　

ＲＴＰＣＲ检测发现６０例肝癌组织中ＥｐｈＢ４ｍＲＮＡ相对表达

值为１．３９±０．８０，癌旁组织中 ＥｐｈＢ４ｍＲＮＡ相对表达值为

０．５６±０．３３，差异具有统计学意义（犘＜０．０１）。见图１。

　　：犘＜０．０１。

图１　　ＲＴＰＣＲ检测ＥｐｈＢ４ｍＲＮＡ在肝癌组织和

癌旁组织中的差异

２．２　ＥｐｈＢ４蛋白在肝癌组织中的表达　通过免疫组化进一步

检测发现ＥｐｈＢ４在肝癌组织中的阳性表达率为８１．７％（４９／

６０），在癌旁组织中的阳性表达率为２３．３％（１４／６０）。ＥｐｈＢ４

在肝癌组织中的表达水平显著高于癌旁组织。见图２。

　　Ａ：肝癌组织；Ｂ：癌旁组织。

图２　　ＥｐｈＢ４蛋白在肝癌组织和癌旁组织

中的表达（ＳＰ×１００）

２．３　ＥｐｈＢ４蛋白表达与肝癌患者临床病理特征间的关系　

ＥｐｈＢ４蛋白在肝癌患者中的表达与ＡＦＰ水平、肿瘤大小、肿瘤

ＴＮＭ分期有关（犘＜０．０５），与患者年龄、性别、有无肝硬化、有

无门脉癌栓、有无淋巴转移、乙肝表面抗原（ＨＢｓＡｇ）阴阳性无

关（犘＞０．０５）。见表１。

表１　　ＥｐｈＢ４表达与肝癌患者临床病理因素间的关系（狀）

项目 狀
ＥｐｈＢ４蛋白表达情况

阳性 阴性

年龄（岁）

　≥５０ ４３ ３６ ７

　＜５０ １７ １３ ４

性别

　男 ３９ ３１ ８

　女 ２１ １８ ３

ＡＦＰ（μｇ／ｍＬ）

　≥４００ ４１ ３７ ４

　＜４００ １９ １２ ７

肿瘤大小（ｃｍ）

　≥５ ４２ ３９ ３

　＜５ １８ １０ ８

肝硬化

　有 ３５ ３０ ５

　无 ２５ １９ ６

门脉癌栓

　有 ２３ １６ ７

　无 ３７ ３３ ４

淋巴转移

　有 ２０ １４ ６

　无 ４０ ３５ ５

ＨＢｓＡｇ

　有 ４１ ３２ ９

　无 １９ １７ ２

ＴＮＭ分期

　Ⅰ～Ⅱ ３０ ２９ １

　Ⅲ～Ⅳ ３０ ２０ １０

２．４　ＥｐｈＢ４蛋白表达与肝癌患者预后的关系　根据对６０例

患者的３年随访结果和ＥｐｈＢ４蛋白在肝癌组织中的表达进行

ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ单因素生存分析，结果显示ＥｐｈＢ４蛋白表达阳

性组肝癌患者的３年生存率为２２．５％，ＥｐｈＢ４蛋白表达阴性

组肝癌患者的３年生存率为５４．５％，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。见图３。
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图３　　不同组ＥｐｈＢ４蛋白表达生存率曲线

２．５　 ＥｐｈＢ４对肝癌细胞增殖的影响　为进一步研究ＥｐｈＢ４

对肝癌细胞增殖的影响，首先在ＳＫＨｅｐ１细胞中转染了Ｖｅｃ

ｔｏｒ和ＥｐｈＢ４过表达质粒，ＲＴＰＣＲ显示 ＥｐｈＢ４过表达有效

（图４Ａ）。分别对转染后３、４、５、６ｄ的细胞进行 ＭＴＳ实验，如

图４Ｂ所示，ＥｐｈＢ４显著提高ＳＫＨｅｐ１细胞的增殖能力（犘＜

０．０５）。

　　Ａ：ＲＴＰＣＲ检测ＥｐｈＢ４的过表达水平；Ｂ：ＭＴＳ实验分析ＥｐｈＢ４

对ＳＫＨｅｐ１增殖的影响；：犘＜０．０５。

图４　　ＥｐｈＢ４对肝癌细胞增殖的影响

３　讨　　论

　　近年来，越来越多的研究显示Ｅｐｈ信号通路在癌细胞的

生长、分化、聚集、迁移和凋亡过程中具有重要的作用，Ｅｐｈ受

体在多种恶性肿瘤中是高表达的，包括前列腺癌、结肠癌、乳腺

癌、卵巢癌等［１３］。最近，Ｅｐｈ受体在肝癌发生、发展中的作用

也逐渐引起了研究人员的关注。据报道，ＥｐｈＡ１在肝癌细胞

中表达较高，ＥｐｈＡ１沉默能显著抑制肝癌细胞增殖、迁移和侵

袭［１４］。ＥｐｈＡ２在肝癌组织中的表达水平也较高，并且能通过

Ｒａｃ１／Ａｋｔ／ＮＦκＢ信号通路促进肝癌细胞存活
［１５１６］。更有研

究显示，ＥｐｈＡ４参与了肝癌细胞上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓ

ｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）过程，进一步通过β１整合素通路影

响了肝癌细胞的侵袭和黏附［１７］。也有报道发现ＥｐｈＢ１的多

态性与人们对肝癌的易感性有关［１８］。ＥｐｈＢ４属于Ｅｐｈ受体家

族，在多种肿瘤细胞和组织中表达水平较高，如子宫癌、膀胱

癌、前列腺癌、乳腺癌、结肠癌等［１３］，并且与肿瘤细胞的形态、

黏附、迁移、侵袭等密切相关［１９］。在本研究中，也发现ＥｐｈＢ４

在肝癌组织中的表达水平明显高于癌旁组织。这提示着

ＥｐｈＢ４可能与肝癌的进展有关并具有重要的临床意义。

ＥｐｈＢ亚族中，ＥｐｈＢ４高表达的临床意义引起了最广泛地

关注。研究显示，ＥｐｈＢ４的表达与乳房头颈鳞状细胞癌的临床

分期、吸烟史和预后差有关［２０２１］。根据组织病理学和远期生

活质量评分，ＥｐｈＢ４的高表达与恶性胶质瘤的无进展存活期有

关［２２］。在子宫颈癌中，ＥｐｈＢ４的高表达与临床分期、淋巴结转

移、肿瘤大小和不良预后有关［２３］。本研究也发现，肝癌组织中

ＥｐｈＢ４蛋白的高表达与 ＡＦＰ水平、肿瘤大小、临床分期有关。

揭示着ＥｐｈＢ４可能促进肿瘤生长和进展。对本研究的肝癌患

者术后随访发现，肝癌组织中ＥｐｈＢ４高表达的患者术后生存

期明显低于ＥｐｈＢ４低表达的患者，ＥｐｈＢ４蛋白表达阳性组肝

癌患者的３年生存率为２２．５％，ＥｐｈＢ４蛋白表达阴性组肝癌

患者的３年生存率为５４．５％，提示ＥｐｈＢ４蛋白表达水平与肝

癌患者良好预后呈负相关。这些结果揭示在肝癌中，ＥｐｈＢ４可

能是一种促癌作用因子。ＥｐｈＢ４促进肿瘤进展的机制是多方

面的，包括抑制凋亡信号通路和直接作用于相关的肿瘤细胞生

长信号通路，如ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ＭＭＰ、ＪＡＫ／Ｓｔａｔ１信号通路等
［１３］。

本研究进一步发现ＥｐｈＢ４能增强肝癌细胞活力，这为深入解

析ＥｐｈＢ４参与肿瘤的发生、发展机制研究奠定了基础。

综上所述，本研究发现ＥｐｈＢ４在肝癌组织中高表达并且

与临床ＴＮＭ分期预后不良有关，这为评估肝癌患者预后和发

展新的生物学治疗靶点提供了科学的依据。
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降，但是通气治疗可造成呼吸机相关肺炎、声门的狭窄、支气管

发育不良、呼吸机导致的肺损伤等问题，影响临床疗效［１２］。鼻

塞式持续气道通气减少了创伤性，提高了治疗效果从而改善肺

泡的气体交换，保持了气道的完成性，克服了气管插管，降低了

感染的发生率和气道防御机制破坏，增加了新生患儿的舒适

度［１３］。本研究结果显示，治疗后两组的以上各项指标均有明

显的改善。常频机械通气通气阻力与鼻塞式持续气道正压通

气相比较小，因此气体交换快，气管插管后下呼吸道通气导管

直接与外界相连［１４］，气体导管容易出现烦躁导致的过度通气，

对新生患儿的刺激较大［１５］。观察组呼吸机相关肺炎、肺出血

发生率低于对照组，究其原因主要是由于常频机械通气过程中

下呼吸道与外界相通，因此增加了病原体到达肺部的概率，同

时，在治疗过程中反复的吸痰也可造成病原体的侵入，肺部的

感染导致呼吸道被破坏，防御功能下降明显。

综上所述，两种治疗方式均减少呼吸道出现相关肺炎的发

生，可有效地治疗新生儿的呼吸衰竭，短期疗效鼻塞式持续气

道正压通气优于常频机械通气。不过临床中值得注意的是若

患儿生命体征仍然未稳定，出现上机后症状没有明显改善，需

要及时气管插管后给予呼吸机的通气，以免耽误病情。
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