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目的
!

探讨肝癌患者外周血
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淋巴细胞中高尔基体蛋白
-'

"

H=-'

$的异常表达及其对
<:$

'

<:1

'

<:$-

亚型

分化的影响%方法
!

选择该院
1%$F

年
F

月至
1%$)

年
1

月住院的肝癌患者
F%

例为研究对象!

F%

例健康志愿者作为对照%采集外

周血并分离
5Z0

I

<

淋巴细胞!采用实时荧光定量
=57

检测
5Z0

I

<

淋巴细胞中
H=-'

表达水平#另将分选的
1%

例健康者
5Z0

I

<

淋巴细胞分别转染
H=-'

小干扰
789

或过表达载体!实时荧光定量
=57

及蛋白质印迹法"

2>+?>@,AB"?

$检测
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<

淋巴细

胞中
H=-'

及核因子
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$表达水平!

[YRJ9

检测上清液中白细胞介素
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干扰素"

R68.

(

$&白细胞介素
$-

"

RY.$-

$的

分泌水平%结果
!

肝癌患者外周血
5Z0
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<

淋巴细胞中
H=-'C789

的表达与健康者相比明显上调!差异有统计学意义"
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%&%F

$%

H=-'

过表达组
86.

#

^

表达水平明显升高"
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$!

H=-'

干扰组
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表达水平明显降低"
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$%过表达
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导致
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淋巴细胞中
RY.0

&

RY.$-

水平明显升高!
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水平明显降低"
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$#沉默
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导致
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淋巴细胞
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$-

水平明显降低!
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水平明显升高"
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在肝癌患者的外周血
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淋巴细胞中过表达!而
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很有

可能通过激活
86.

#

^

参与炎症反应!导致患者体内
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失衡!促进肝癌的发生与发展%
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在我国#肝癌是一种高发性恶性肿瘤#近年来其发生率和

病死率呈现不断上升的趋势#严重威胁了人们的生命健康'

$

(

)

目前#对于肝癌的诊断和治疗效果不令人满意#因此#筛选新型

肿瘤特异性标志物作为检验及治疗的靶点成为了该肿瘤研究

领域的难点)高尔基体蛋白
-'

$

H=-'

&是近年来新发现的一种

肝癌诊断指标#大量研究表明#

H=-'

在肝癌患者血清中异常

表达#证实其可能在肝癌的发生*发展中起到重要作用'

1.'

(

)另

一方面#肿瘤免疫也是癌症研究方面的一个热点#研究证实肿

瘤患者辅助性
<

淋巴细胞$

<:

&的功能异常是导致肿瘤发生的

重要原因'

0

(

)截至目前#国内外尚无
H=-'

在肝癌患者
5Z0

I

<

淋巴细胞中的表达及其机制研究的相关报道)本研究通过

验证
H=-'

在肝癌患者外周血
5Z0

I

<

淋巴细胞中的表达及其

对
<:

亚型分化的影响#从肿瘤免疫角度来探讨
H=-'

在肝癌

中的相关作用)

A

!

资料与方法

A&A

!

一般资料
!

选取
1%$F

年
F

月至
1%$)

年
1

月在本院住院

的肝癌患者
F%

例为研究对象)所有患者均经病理确诊为肝

癌#

<84

临床分期均为
+!)

期#无淋巴结转移)所有患者

未进行任何抗肿瘤治疗#排除肝炎病毒重叠感染*自身免疫病#

以及其他重大器官$如心*肺等&功能异常)其中男
1-

例#女

1'

例#年龄
0-

!

-F

岁#中位年龄
F(

岁%

<84

临床分期
+

期
'$

例#

)

期
$(

例%乙型肝炎病毒$

V̂ W

&感染
')

例#丙型肝炎病

-))0

重庆医学
1%$-

年
$$

月第
0)

卷第
''

期



毒$

V5W

&感染
$0

例%

5:#B!.=L

M

:

肝功能分级
9

级
0-

例#

^

级

'

例%甲胎蛋白$

96=

&

#

0%%

"

M

"

Y'F

例#

'

0%%

"

M

"

Y$F

例%肿

瘤直径小于或等于
FKC'1

例#

%

FKC$/

例%肿瘤数目
$

个
0F

例#

1

个及以上
F

例%低分化或未分化
$$

例#中分化
'%

例#高

分化
(

例%有血管浸润
10

例#无血管浸润
1)

例)另选取体检

中心年龄及性别匹配的健康志愿者
F%

例为对照#男
1)

例#女

10

例#年龄
0)

!

-)

岁#中位年龄
F(

岁)两组一般资料比较差

异无统计学意义$

!

%

%&%F

&#具有可比性)

A&B

!

主要材料
!

H=-'

小干扰
789

$

H=-'+#789

&及过表达

$

H=-' Ǹ>@>O

3

@>++#",

&载体$上海吉玛制药技术有限公司&%

感受态大肠杆菌
ZVF

$

和人肝癌细胞
V>

3

H1

由本实验室保

存%限制性内切酶
^

M

B

)

*

[K"7

+

*

V#,!

*

*

<0Z89

连接酶

$

<DdD7D

公司&%胶回收试剂盒$

=@"C>

M

D

公司&%质粒提取试

剂盒$

<#D,

M

>,

公司&%引物及测序由奥科公司完成)人淋巴细

胞分离液$美国
H[

公司&%磁力架*

5Z0

I磁珠及试剂盒*

4J

分

离柱$德国
4#B?>,

Q

# #̂"?>K

公司&%

7=4R$)0%

培养基*

<7RS"B

试剂*胎牛血清及
Y#

3

"P>K?DC#,>'%%%

脂质体转染试剂$美国

<:>@C"6#+:>@JK#>,?#P#K

公司&%实时荧光定量
=57

试剂盒'宝

生物工程$大连&有限公司(%

H=-'

*核因子
#

^

$

86.

#

^

&*

H9=.

ZV

引物'生工生物工程$上海&股份有限公司(%人白细胞介素

0

$

RY.0

&*

(

干扰素$

R68.

(

&*

RY.$-

$南京奥青生物技术有限公

司&%

86.

#

^

及
H9=ZV

抗体$美国
9AKDC

公司&)

A&C

!

方法

A&C&A

!

5Z0

I

<

淋巴细胞的分选*鉴定*培养和转染
!

清晨空

腹采集患者和健康者外周血各
$%CY

#加入淋巴细胞分离液#

采用密度梯度离心法分离参与者外周血单一核细胞$

=̂ 45

&)

5Z0

I磁珠分选试剂盒按照说明书分选
=̂ 45

中的
5Z0

I

<

淋

巴细胞)每管细胞分选后采用流式细胞仪进行鉴定#其分选纯

度均大于
(FX

)根据后续实验的不同需求#所得
5Z0

I

<

淋巴

细胞或保存于
U/%]

#或进行后续培养)

根据文献提供的针对
H=-'+#789

序列
F\.H55 9H<

H59<599<59H9<.'\

#并经
Ŷ9J<

分析确定与其他已

知基因没有同源性后#按照
3

Jh=[7&@>?@"&,>"I

M

P

3

载体的

说明和要求设计合成了两条相应的
Z89

序列)将酶切鉴定

正确的克隆测序#测序正确的相应质粒命名为
3

+#H=-'

)

6BD

M

.H=-'

载体的构建
:LCD,

M3

-'.̂DCVR.P"@ED@!

!

F\.

5HHH9<559<H9<HHH5<<HHH9995HHH5H<5.

'\

#

:LCD,

M3

-'.[K"7R.@>N>@+>

!

F\.5HH99<<5<59H9H<

H<9<H9<<55H5<<<595.'\

)

将分选的部分健康人
5Z0

I

<

淋巴细胞加入含有
$%X

胎

牛血 清 的
7=4R$)0%

培 养 液#分 别 加 入
H=-'+#789

$

3

+#H=-'

&或过表达$

6BD

M

.H=-'

&载体#使用
Y#

3

"P>K?DC#,>

'%%%

按说明书流程进行转染)转染后细胞分为未转染组#

H=-'

干扰组及
H=-'

过表达组#在
D,?#.5Z1/

$

$

"

M

"

CY

&和

D,?#.5Z'

$

$

"

M

"

CY

&的刺激条件下#

'-]

*

FX5̀

1

条件培养

-1:

#收集细胞及上清液进行后续实验)

A&C&B

!

实时荧光定量
=57

检测
H=-'

*

86.

#

^C789

表达水

平
!

U/%]

保存的
5Z0

I

<

淋巴细胞加入
$CY<7RS"B

#按照

说明书指示提取总
789

#使用一步法实时荧光定量
=57

试剂

盒#逆转录合成
KZ89

后对目的基因进行扩增)

H=-'

!上游引

物
F\.59H5H5 <H9 <<< <H9 H9< H.'\

#下游引物
F\.

9<H9<55H<H<5<HH9H.'\

%

86.

#

^

!上游引物
F\.9<H

<H59<5HH599H<HH.'\

#下游引物
F\.59H99H<<H

9H<<<5HHH <9H.'\

%

H9=ZV

!上游引物
F\.99H <9<

H959959H55<599H9.'\

#下游引物
F\.5955955<<

5<<H9<H<59<59.'\

)

=57

反应条件!

(F]'%+

%

(F]F

+

#

)%]'%+

#

0%

个循环)

=57

产物的相对表达采用
1

.

$$

5<法

计算#以
H9=ZV

的表达量作为内参)

A&C&C

!

蛋白质印迹法$

2>+?>@,AB"?

&检测
86.

#

^

蛋白表达水

平
!

用
7R=9

裂解液裂解细胞后#进行
JZJ.=9H[

凝胶电泳

分离蛋白#将蛋白转至
=WZ6

膜#加入
FX

的脱脂牛奶封闭
$:

后#加入
86.

#

^

抗体
0]

孵育过夜#洗涤#加入辣根过氧化物

酶$

V7=

&标记的二抗孵育
$:

后加入化学发光物质进行

显影)

A&C&D

!

[YRJ9

检测
RY.0

*

R68.

(

及
RY.$-

水平
!

转染及未转

染的
5Z0

I

<

淋巴细胞培养
-1:

后#根据
[YRJ9

试剂盒说明

书步骤#测定上清液中
RY.0

*

R68.

(

*

RY.$-

的分泌水平)

A&D

!

统计学处理
!

采用
J=JJ$-&%

统计软件进行分析)计量

资料以
GG9

表示#采用
(

检验)以
!

#

%&%F

为差异有统计学

意义)

B

!

结
!!

果

B&A

!

H=-'C789

的表达水平
!

肝癌患者外周血
5Z0

I

<

淋

巴细胞中
H=-'C789

的表达较对照组升高#差异有统计学

意义$

!

#

%&%F

&)见图
$

)

图
$

!!

H=-'C789

的表达水平

B&B

!

H=-'C789

水平与肝癌患者的临床病理特征关系
!

将

肝癌患者
H=-'C789

水平分为低表达组$低于对照组
$&$

倍&和高表达组$不低于对照组
$&$

倍&)与
H=-'C789

低表

达相比#高表达患者表现较恶化的临床病理#包括
<84

临床

分期*

5:#B!.=L

M

:

肝功能分级*肿瘤直径和肿瘤分化程度$

!

#

%&%F

&%而和
V̂ W

"

V5W

感染*

96=

*肿瘤数目及血管浸润等无

明显关系$

!

%

%&%F

&)

图
1

!!

各组
5Z0

I

<

淋巴细胞中
H=-'C789

的表达水平

B&C

!

过表达与沉默
H=-'

对
5Z0

I

<

淋巴细胞
86.

#

^

表达水

平的影响
!

H=-'

过表达组
5Z0

I

<

淋巴细胞中
H=-'C789

水平较未转染组明显上升$

!

#

%&%F

&#而
H=-'

干扰组较未转

染组明显降低$

!

#

%&%F

&#证明转染成功#见图
1

)

H=-'

过表

/))0

重庆医学
1%$-

年
$$

月第
0)

卷第
''

期



达组
86.

#

^C789

及蛋白表达水平均明显升高$

!

#

%&%F

&#

H=-'

干扰组明显降低$

!

#

%&%F

&#见图
'

)

图
'

!!

各组
5Z0

I

<

淋巴细胞
86.

#

^C789

及

蛋白的表达水平

B&D

!

患者与健康人群外周血中的
RY.0

*

R68.

(

和
RY.$-

的水

平比较
!

与健康人群相比#肝癌患者外周血
RY.0

和
RY.$-

的水

平明显升高#

R68.

(

水平明显降低$

!

#

%&%F

&)见表
'

)

表
'

!!

患者与健康人群外周血中的
RY.0

'

R68.

(

和

!!!

RY.$-

的水平比较%

GG9

(

3M

)

CY

&

组别
& RY.0 RY.$- R68.

(

对照组
F% '%&/%G'1&-( -1&)FG$1&'' 0(&)(G$)&'/

肝癌组
F% )1&$(GF1&(' $01&F)G11&') 1'&0FG-&1$

B&E

!

过表达与沉默
H=-'

对
5Z0

I

<

淋巴细胞
RY.0

*

RY.$-

和

R68.

(

分泌的影响
!

与未转染组相比#

H=-'

过表达组中
RY.0

和
RY.$-

水平明显升高#

R68.

(

水平明显降低$

!

#

%&%F

&%而

H=-'

干扰组有效沉默
H=-'

后#其显示
RY.0

和
RY.$-

水平较

未转染组明显降低#

R68.

(

水平明显上升$

!

#

%&%F

&)见表
0

)

表
0

!!

过表达与沉默
H=-'

对
5Z0

I

<

淋巴细胞
RY.0

'

!!!

RY.$-

和
R68.

(

分泌的影响%

GG9

&

组别
RY.0

$

,

M

"

CY

&

RY.$-

$

3M

"

CY

&

R68.

(

$

,

M

"

CY

&

未转染组
1''&0$G$F&'$ /&$'G1&/( )F&$'G-&F)

H=-'

过表达组
1-%&1FG$-&/$

"

$0&/0G'&(%

"

0'&-/G'&/-

"

H=-'

干扰组
$(/&($G$%&(0

"

0&$(G$&$'

"

/F&'$G(&$F

"

!!

"

!

#

%&%F

#与未转染组比较

C

!

讨
!!

论

近年来#

H=-'

作为肝癌特异性标记物的研究成为了癌症

领域的一个热点)

H=-'

是由
dBD!,>

Q

等'

F

(在
1%%%

年发现并

首次报道的#

H=-'

是一个位于细胞内高尔基体上的
)

型跨膜

蛋白#研究显示在肝癌患者中
H=-'

水平与肝脏纤维化程度呈

正相关#并在患者发展成为原发性肝癌时达到高峰#证实其参

与肝癌的发生和发展)此后#大量研究证实#肝癌患者血清中

H=-'

水平明显升高并与肿瘤的发展密切相关'

).-

(

)本研究验

证了
H=-'

在肝癌患者外周血
5Z0

I

<

淋巴细胞中的表达#与

健康人相比#

H=-'

在肝癌患者外周血
5Z0

I

<

淋巴细胞中过

表达$

!

#

%&%F

&#揭示其可能通过影响免疫系统的功能参与肝

癌的发生与进展)

本研究结果表明#和
H=-'C789

低表达组相比#高表达

患者表现较恶化的临床病理#包括
<84

临床分期*

5:#B!.=L

M

:

肝功能分级*肿瘤直径和肿瘤分化程度$

!

#

%&%F

&等#从而为

临床医生在患者的诊断方面提供重要的参考#具有重要的临床

意义)

肿瘤免疫是肿瘤机制研究领域的重要组成部分)大量的

研究证实#免疫系统与肿瘤之间存在着错综复杂的关系)一方

面#目前的许多抗肿瘤疗法通过激活各种免疫细胞及其分泌的

相关因子对癌细胞进行杀伤%而另一方面#也有大量研究证实#

某些免疫细胞通过各种炎症通路参与癌症的发展与发生'

/.(

(

)

研究表明#某些慢性炎症可能导致体内大量活性氧的产生与累

积#从而导致胞内
Z89

的损伤及基因的突变#最终促进肿瘤

的发生)因此#如何有效地控制炎症可能会对肿瘤的发生及治

疗产生极为重要的作用)

86.

#

^

是炎症反应中最为重要的一

个转录因子#

86.

#

^

的启动可以激活其下游信号通路#分泌各

种炎性因子促进炎症的发生)在本研究中#在
5Z0

I

<

淋巴细

胞中过表达
H=-'

后#

86.

#

^

的表达也随之上调#而在沉默

5Z0

I

<

淋巴细胞中的
H=-'

可导致
86.

#

^

表达的下调#提示

H=-'

可能通过激活
86.

#

^

信号通路激活炎症反应#从而促进

癌症的发生和发展)

5Z0

I

<

淋巴细胞是一类
<:

#与其他类型淋巴细胞不同#

5Z0

I

<

淋巴细胞通过分泌各种细胞因子对机体的免疫功能进

行调节)

5Z0

I

<

淋巴细胞根据其功能及分泌细胞因子的种类

主要分为两个亚群#

<:$

及
<:1

)

<:$

主要调节机体细胞免

疫#其代表性分泌细胞因子包括
R68.

(

*

RY.1

等%而
<:1

主要调

节机体体液免疫#以
RY.0

*

RY.)

等作为其标志性分泌因子'

$%

(

)

而
<:$

通过分泌的
R68.

(

抑制
<:1

的分化#

<:1

则可通过分

泌
RY.0

抑制
<:$

的分化)大量研究证实#许多疾病的发生*发

展与
<:$

"

<:1

的比例失调密切相关'

$$.$1

(

)细胞免疫是机体免

疫系统参与肿瘤发生*进展及肿瘤免疫中最主要的部分#当

<:$

的数量及其分泌的相关因子在患者体内占有主导地位的

时候#患者的免疫系统处于抵抗状态#较为活跃#具有较强的抗

肿瘤能力#而一旦
<:$

"

<:1

比例失调#

<:1

数量占优时#患者

免疫系统处于易感状态#抗肿瘤能力较差'

$'

(

)除以上两种主

要的
5Z0

I

<

淋巴细胞亚群外#近年来新发现的
<:$-

在肿瘤

的发生与发展中也扮演着及其重要的角色)

<:$-

主要分泌

RY.$-

#在肿瘤微环境中#

RY.$-

可能通过促进肿瘤组织新生血

管的形成促进肿瘤的生长*迁移*侵袭与转移'

$0

(

#同时#

RY.$-

促进
<:$-

生成#抑制
<:$

的分化及
R68.

(

的分泌'

$F

(

)在本

研究中#与健康人群相比#肝癌患者外周血
RY.0

和
RY.$-

的水

平明显升高#而
R68.

(

水平明显降低$

!

#

%&%F

&%过表达
H=-'

组中
5Z0

I

<

淋巴细胞
RY.0

和
RY.$-

水平明显上升#

R68.

(

水

平明显降低$

!

#

%&%F

&%而沉默
H=-'

后#

RY.0

和
RY.$-

水平较

未转染组明显降低#而
R68.

(

水平明显上升$

!

#

%&%F

&#说明

H=-'

异常表达可能导致患者体内
<:$

"

<:1

"

<$-

失衡#从而

抑制机体抗肿瘤的相关免疫反应#促进肿瘤的发生及进展)

综上所述#

H=-'

在肝癌患者外周血
5Z0

I

<

淋巴细胞中

过表达#而
H=-'

很有可能通过激活
86.

#

^

参与炎症反应#导

致患者体内
<:$

"

<:1

"

<$-

失衡#促进肝癌的发生与生长)然

而#

H=-'

与
<:$

"

<:1

"

<$-

细胞失衡作用的机制并不清楚#将

在未来工作中做进一步研究)
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