
肿瘤生物学 DOIDOIDOIDOI 10.1007/s13277-013-1300-310.1007/s13277-013-1300-310.1007/s13277-013-1300-310.1007/s13277-013-1300-3 ·论著·

中药槐耳前期工作：上皮----间质转化和肝细胞癌进展相关新型

标记物----星形细胞上调基因 1111（AEG-1AEG-1AEG-1AEG-1）在中国两地区的研究
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【摘要】星形细胞上调基因（AEG-1）涉及重要的生物过程，包括细胞侵袭、转移和肿瘤的

发生。然而其对于肝细胞癌的临床意义很大程度上还是未知的。本研究取 144 例来自北京和

黑龙江地区的肝细胞癌标本，通过免疫组化染色研究 AEG-1，波形蛋白，和 E-cadherin 的表

达。病理研究显示 AEG-1 在肿瘤细胞的表达水平与肿瘤的 TNM 分期（P = 0.001）和 Edmonson
分级（P＜0.0001）显著相关。此外，AEG-1 基因，波形蛋白，和 E-cadherin（上皮间质转化

（EMT）生物标志物）的表达水平之间有相关性。这些结果表明，AEG-1 基因可能是人类肝

癌组织中与上皮间质转化相关的标志物，同时在肝癌的进展中也发挥着重要的作用。此外，

AEG-1 基因是未来肝癌治疗的一个潜在靶点； 下一步我们将用中药槐耳清膏提取物进一步

研究其抑制肝癌的分子机制。
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【引言】肝癌是全世界癌症死亡的一个常见原因[ 1 ]。由于世界范围内环境污染加重和人口

老龄化，肝细胞癌发病率仍保持上升趋势[ 2 ]。来自中国和美国的报告表明，肝癌具有很高

的死亡率，这通常归因于癌症转移和诊断较晚[1-3]。然而，肝癌的机制还不是很清楚。上皮

间质转化（EMT）是肝癌进展的一个中心事件[ 4，5 ]。发生 EMT 的细胞具有穿透血管，通

过肝细胞癌循环系统的能力[ 4，5 ]。这也与早期肿瘤向浸润性癌的转化相关[ 4，5 ]。EMT
的标志是 E-cadherin 的降低和波形蛋白的表达增加[ 4，5 ]。

星形细胞上调基因 1（AEG-1）又名 MTDH 和 LYRIC，2002 年首次被克隆并认定为人类胎

儿星形胶质细胞中，人类免疫缺陷病毒 1 型（HIV- 1）和肿瘤坏死因子-α诱导的基因[ 6，7 ]。
人类 AEG-1 基因位于染色体 8q22，与正常对照相比，在多种肿瘤中发现其基因组的表达加

强[ 7–25 ]。它通过激活不同信号分子调节各种癌症的转化状态，这些信号分子包括 PI3K，
AP-1，和细胞外信号调节激酶等[ 7–25 ]。在 HeLa 细胞中，它也提高转录因子κB 与 DNA
结合和转录活性[ 9–11，24 ]。转录因子κB 调节各种分子的表达，如金属蛋白酶，趋化因

子，细胞粘附蛋白，这些物质会引发癌细胞的侵袭和转移[ 9–11，24 ]。沉默恶性细胞的 AEG-1
基因可显著阻碍其的增殖、迁移和侵袭，而上调 AEG-1 基因能抑制细胞凋亡并增加恶性细胞

的侵袭能力[ 7–26 ]。使用类似的方法，研究人员还发现，在肝细胞癌中 microRNA-375 可以

靶标 AEG-1 并抑制体内和体外肝癌细胞的生长[ 27 ]。
尽管 AEG-1 作为一种重要的癌基因与肝癌发生途径相关[ 22 ]，AEG-1 还参与波形蛋白和

E-cadherin 的表达调控[ 26–30 ]。这些结果表明，AEG-1 基因可能参与了肝癌细胞的 EMT。
在此，我们研究临床上 AEG-1 的过表达是否增强肝细胞癌 EMT 并进一步影响肝癌进展。

【材料和方法】

一、样本

本研究按照伦理准则进行，已被研究伦理委员会和作者所在大学科学委员会批准。石蜡

切片（4μM）由肝细胞癌癌组织与正常组织中采集的 158 份肝脏样本制成。详细的临床病

理资料从病人的病历中获得，所有患者均在作者的医院。患者年龄 47～78 岁，平均年龄为

55 岁。33 例的患者为女性，111 例为男性。临床病理特征的判断主要是参考 Zhu 等[28]的研

http://www.hrbmush.edu.cn/index.shtml
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究结果。

二、免疫组化

所有病例标本用 10%甲醛溶液固定并石蜡包埋。简单地说，具有代表性的石蜡块制成的

组织切片（4–5μm），要用先二甲苯脱蜡再通过分级酒精溶液水化。而内源性过氧化物酶

用 3%过氧化氢阻滞。波形蛋白、 Ecadherin 的抗原修复是在 0.01 M 柠檬酸盐缓冲液（pH =
6）中进行微波修复 20 分钟。此外，AEG-1 抗原修复是在 EDTA（pH＝8，ZLI-9066 and ZLI-9067，

中山金桥，中国）中进行微波修复。使用的主要抗体：兔多克隆抗 AGE-1（稀释 1:200；Abcam，

英国），抗 Ecadherin 单克隆抗体（稀释 1:2500；BD Biosciences 公司，圣迭戈，CA，USA），
和小鼠单克隆抗波形蛋白（1:100 稀释；圣克鲁斯生物技术，圣克鲁斯，CA，USA）。切片与

初级抗体在 4°C 隔夜孵育，结合的初级抗体应用免疫组织化学 PV-9000 通用型二步法检测。

反应产物用苏木精复染。

三、免疫反应的评价

组织免疫反应分别由两位病理学专家独立评估，这两位病理学家对临床数据和其他免疫

组化结果不知晓。对各个蛋白质的细胞膜和核染色分别进行评估[ 10–13 ]。AEG-1 基因，波

形蛋白，和 Ecadherin 主要表达于细胞膜。AEG-1 基因，波形蛋白，和 E-cadherin 染色强度

和分布在免疫反应得分的基础上进行评价[ 26–30 ]。
四、数据分析

统计分析采用 Windows 系统 SPSS 15.0（SPSS 公司，芝加哥，IL，USA）进行。蛋白质的表

达水平与临床病理参数的相关性采用 Spearman 相关和对这些数据的卡方检验分析。显著性

水平被定义为 P＜0.05。
表 1 基因的表达水平与肝细胞癌的主要临床特征之间的关系

例数 AEG-1 波形蛋白 E-cadherin
H L P值 H L P值 L H P值

年龄 0.2 0.8 0.9
≤52 22 22 0 18 4 20 2

＞52 67 62 5 55 12 63 4
性别 0.7 0.8 0.9
男 67 64 3 56 11 62 5
女 22 20 2 17 15 21 1

HBsAg 0.2 0.4 0.5
阳性 80 75 5 65 15 74 6
阴性 8 8 0 7 1 8 0

BCLC分期 0.2 0.6 0.4
B/C 80 75 5 65 15 74 6
0/A 7 7 0 6 1 7 0

Edmonson 分级 <0.0001 0.0003 <0.0001
I/II 47 46 1 44 3 41 6
III/I 42 38 4 29 13 42 0

TNM 分期 0.001 0.004 <0.0001
II/III 75 72 3 65 10 69 6
I 14 12 2 8 6 14 0

H：高表达；L：低表达

【结果】
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一、肝细胞癌的临床病理特点

这项研究有 144 例肝细胞癌患者（选自北京和黑龙江地区），年龄在 31～78 岁，平均手

术年龄为 52 岁。男性 111 例（77%），女性 33 例（23%）。在诊断时，这项研究中包括 89
例肝细胞癌。

二、肝细胞癌及配对正常组织中 AEG-1、波形蛋白和 E-cadherin 的表达

AEG-1 和波形蛋白主要在肝细胞癌组织细胞膜中检测到表达。从正常组织到癌组织免疫

活性的评价逐渐升高。在九例肿瘤组织和一例正常组织中观察到波形蛋白阳性表达。在 6
例肿瘤和 13 例正常组织中观察到 E-cadherin 阳性表达。在七例肿瘤和一例正常组织中观察

到 AEG-1 阳性表达。总体而言，在肝细胞癌和正常组织之间，波形蛋白、E-cadherin 和 AEG-1
的表达有显著差异（P＜0.05）。
三、肝细胞癌 AEG-1、波形蛋白和 E-cadherin 的表达

我们分析了波形蛋白、 E-cadherin 和 AEG-1 基因在 89 例肝细胞癌的表达水平。基因的

表达水平和患者的主要临床特征之间的详细关系见表 1。
四、E-cadherin、波形蛋白和 AEG-1 的表达之间的关系

我们采用 Spearman 等级相关分析了 E-cadherin 蛋白、波形蛋白和 AEG-1 之间的关系。

结果表明，AEG-1 基因、波形蛋白和 E-cadherin 的表达具有相关性（表 2，3，和 4）。
表 2 波形蛋白和 AEG-1 在肝细胞癌中表达之间的关系

AGE-1 P 值

H L
波形蛋白 H 72 1 ＜0.0001

L 12 4

H：高表达；L：低表达

表 3 波形蛋白和 E-钙粘蛋白肝细胞癌中的表达之间的关系

E-cadherin P 值

L H
波形蛋白 H 67 6 ＜0.0001

L 16 0

H：高表达；L：低表达

表 4E-cadherin 和 AEG-1 在肝细胞癌组织中表达的关系

E-cadherin P 值

L H
AEG-1 H 78 6 ＜0.0001

L 5 0

H：高表达；L：低表达

【讨论】

本研究用免疫组化法量化原发性肝细胞癌患者中 AEG-1、波形蛋白和 E-cadherin 异常表

达的上调水平。EMT 已被证实在肝细胞癌的转移过程发生[ 4，5 ]。本研究分析了这些分子

标志物的表达水平与临床病理特征的关系。此前没有北京和黑龙江地区关于肝细胞癌中

AEG-1 表达的报导。在这里，我们研究了其在人肝细胞癌中的表达水平以及表达水平与临床

病理特征的相关关系。在我们的研究中，肝细胞癌中 AEG-1 的表达高于正常肝组织。同样，

波形蛋白也在肝癌细胞膜过度表达。

肿瘤进展是原发性肝细胞癌患者预后的关键[ 1 ]。晚期患者比早期患者的死亡率高[ 2，
3 ]。以前的研究已经表明，EMT 与肝癌的转移是密切相关的[ 4 ]。根据我们的研究和其他研
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究人员的研究结果，AEG-1 路径可能参与了肝癌细胞的 EMT 过程，导致癌细胞转移[ 4，5，
26–30 ]。在一些癌细胞系，一种涉及 AEG-1–波形蛋白相互作用的机制已提出[26– 30 ]。
最近，波形蛋白也已经见于乳腺癌细胞系的报道，这是由于一种涉及激活 AEG-1 的机制 [ 23，

29 ]。总之，这些结果表明，AEG-1 结合于波形蛋白基因的上游，造成它的表达。波形蛋白

诱导 E-cadherin 的表达减少，使肿瘤细胞突破局部浸润的屏障并转移。另有研究也说明，

AEG-1 在人类肝癌细胞的癌变和起到了重要作用[22, 27, 28]。
总之，我们的研究结果表明，AEG-1 基因在肝细胞肝癌的过度表达，AEG-1 通路通过 EMT

在肿瘤的发生发展过程中起到重要作用。然而，我们的论文有一些局限，需要进一步的多中

心研究与合作（目前，此类研究不仅在上海，武汉，和西安进行）。在未来，我们还将在体

外测试这一途径并结合其他生物标志物来预测肝细胞癌患者转移风险 [ 31，32 ]。接下来，

我们还将使用中药（如槐耳颗粒）[ 33 ]来抑制肝癌转移和 EMT，可能是通过拮抗 AGE-1 路

径发挥作用。
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