
险性增加3.53 倍(OR 19.42) 与其相似 使用NSAID

会使Hp 感染相关危险性增加3.55倍(OR 18.06). 本文结

果亦表明 Hp和消炎痛有相互作用 消炎痛的应用使

接种 Hp后的胃黏膜炎症较对照组明显加重 增加了

胃黏膜对Hp的敏感性增加 使胃溃疡发生的危险性

二者有协同和相加的作用 根除Hp感染可有效地防止

消化性溃疡的发生.但Hp相关性溃疡是否就是NSAID相

关性溃疡 是NSAID加重Hp相关性溃疡 或者溃疡

仅由 NSAID 引起 还需要进一步的研究[12].
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摘要

目的: 探讨乙酰肝素酶(HPA)mRNA在肝细胞性肝癌(HCC)中

的表达及其意义.

方法: 收集33例HCC标本 应用逆转录聚合酶链反应(RT-

PCR)技术检测HCC癌及癌旁肝组织中HPA mRNA的表达

并与HCC临床病理学指标进行统计学分析.

结果: 33例HCC中有16例癌组织HPA mRNA表达阳性 阳

性率为48.5 % 显著高于癌周肝组织和对照肝组织(P <0.01).

HCC癌组织HPA mRNA表达与肿瘤大小 包膜形成 AFP

水平 HBsAg状态及肝硬化无关 而与肿瘤转移复发有关.

高转移复发倾向组癌组织HPA表达阳性率(71.4 %  10/14)

显著高于低转移复发倾向组(31.6 %  6/19)(P <0.05). 术后随

访转移复发者HPA表达阳性率(78.6 % 11/14)显著高于无转

移复发者(21.4 % 3/14)(P <0.01). 此外 HPA mRNA表达

多见于分化较差(P <0.05) TNM分期较晚(P <0.05)的患者.

结论: HCC有较高的HPA mRNA表达率 HPA阳性者术

后转移复发的可能性较大 可作为HCC转移活性的可靠标

志之一.

陈晓鹏, 刘颖斌, 时开网, 彭淑牖, 彭承宏, 史留斌, 沈宏伟. 原发性肝癌乙酰肝

素酶mRNA的表达及其意义. 世界华人消化杂志  2003;11(11):1797-1799

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1797.asp

0   引言

近20 a来 原发性肝细胞性肝癌(hepatocellular carcinoma

HCC)手术切除率虽有所提高 但总的治疗效果仍不够

理想 其主要原因为术后转移复发 [1, 2] 且缺乏有效的监

测指标和防治措施. 另一方面 在过去十几年中 有

关肿瘤包括HCC转移的研究大多集中在底物为结构蛋

白(包括胶原蛋白 层粘蛋白与玻璃体结合素等)的一些

蛋白酶上(如基质金属蛋白酶 胶原蛋白酶和丝氨酸蛋

白酶等)[3, 4] 而对以肿瘤转移屏障(细胞外基质和基底

膜)的另一种重要成分即硫酸乙酰肝素蛋白多糖(heparan

sulfate proteoglycan HSPG) [5]为底物的乙酰肝素酶

(heparanase HPA)的研究则相对较少[4]. 我们应用逆转录

聚合酶链反应(RT-PCR)技术检测33例HCC标本中HPA

的mRNA基因表达 并结合患者的临床病理和随访资

料 以探讨HPA mRNA表达的意义.
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1   材料和方法

1.1 材料  33 例新鲜冷冻的HCC标本 包括癌和癌旁

肝组织 为2000-08/2001-04 浙江大学医学院附属第

二医院外科手术切除并经病理证实. 另取9例肝脏良性

肿瘤瘤周肝组织作正常对照. HCC组中 男28例 女

5例; 年龄 29-73岁 平均49.2 岁. 其中肿瘤最大径小

于或等于5 cm者 8例 大于5 cm者 25例; 肿瘤包膜完

整14例 不完整19例; AFP阳性21例 阴性12例;  HBsAg

阳性24例 阴性9例; 合并明显肝硬化18例 无肝硬

化15例; 肿瘤Edmondson 级 13例 级20

例; TNM 期 18 例 期 15 例. 根据手术

记录 术后病理报告等 将有癌栓和(或)肝内播散即卫

星癌灶和(或)淋巴结转移的14例HCC患者定为高转移

复发倾向组. 反之 无癌栓 肝内卫星癌灶和(或)淋巴

结转移的19例HCC患者为低转移复发倾向组.全组有

28例术后6-16 mo内获得随访 占84.8 % (28/33). 随

访有 无转移复发者各14例. 肝脏良性肿瘤9例中 男

4例 女5例; 年龄 32-65 岁 平均41.2 岁; 其中肝海

绵状血管瘤8例 肝局灶性结节性增生1例. Trizol总RNA

分离试剂盒为Gibco公司产品 AMV和TagTM DNA 聚

合酶均为TaKaRa产品. dNTP购自上海生工生物工程公

司. 采用 β-actin 作为内参照 其引物由上海博亚生物
公司合成 上游为5 -TTCCAGCCTTCCTTCCTGG-3

下游为5 -ATTGCTCCTCCTGAGCGCAA-3 扩增

片段长度为224 bp. HPA 引物参照文献[6]设计 由上

海生物工程公司合成 上游为5 -TTCGATCCCAAGA

AGGAATCAAC-3 下游为5 -GATTCAGTTACATG

GCATCACTAC-3 其扩增片段长度为585 bp. 所有

引物均按要求将其浓度稀释为10 pmol/L.

1.2 方法  Trizol 一步法提取组织总RNA 甲醛变性胶

电泳鉴定及紫外分光光度仪测定 A值后 逆转录合成

cDNA. 取2 µL cDNA按50 µL反应体系行PCR扩增. HPA
扩增条件为94 预变性4 min 后转入94 变性30 s

57 退火 45 s 72 延伸 1 min 共 35 个周期 然

后再72 延伸5 min. 取 10 µL产物于12 g/L的琼脂糖
凝胶电泳 溴化乙锭紫外灯下观察拍照.

         统计学处理  结果采用χ2检验或四格表确切概率法
分析 P <0.05 为有统计学意义.

2   结果

2.1 HPA mRNA在肝癌组织中的表达  经RT-PCR扩增

后电泳观察发现33例HCC癌组织中有16例于585 bp

处可见阳性条带 图1 余17例阴性 HCC癌组织HPA

mRNA表达阳性率为48.5 %; 而癌周肝组织仅1例HPA

表达呈阳性. 9例对照肝组织全部阴性. 经统计学处理二

者 P值均小于0.01 差异有显著意义.

2.2 HPA mRNA表达与肝癌临床病理特征的关系  结果

发现 肿瘤最大径小于或等于5 cm 组和大于5 cm 组

分别有3例和13例 包膜完整组和不完整组分别有5

例和11例 AFP及HBsAg阳性和阴性组均分别有12例

和4例 伴或不伴肝硬化组各有8例HPA mRNA表达阳性.

HPA mRNA表达在对应各组间差异无显著意义(P  >0.05).

Edmondson 级组和 级组分别有3例和13例

HPA mRNA表达阳性 差异有显著意义(P <0.05); TNM

期组有6例 期组10例阳性 差异亦有

显著意义(P <0.05).

图1 肝素酶mRNA在HCC癌及癌周肝组织中的表达. 图示: Marker:
DL2 000, 自上而下分别为2 000 1 000 750 500 250和100 bp的
6个条带; T5 和 T8 分别为第5和8号癌组织标本, 于 585 bp处均有条
带出现, HPA表达为阳性, 其中T8条带最亮; N5和N8为相应癌周肝组
织标本, HPA表达均阴性.

2.3 HPA mRNA表达与转移复发的关系  高转移复发倾

向组14例中有10例(71.4 %)HPA mRNA表达阳性 低

转移复发倾向组19例中仅6例(31.6 %)阳性 二者有

显著性差异(P <0.05). 经 28例随访 14例有明确转移

复发的患者中11例(78.6 %)HPA mRNA阳性 另外14

例未发现转移复发的患者中仅有3例(21.4 %)HPA 表

达 差异亦有显著意义(P <0.01)表 1.

表1  HPA mRNA表达与肝细胞癌转移复发的关系

项目  n HPA阳性(n)      HPA阴性(n)              P值

转移复发倾向

高 14 10   4 0.023

低 19   6 13

随访结果

有转移复发 14 11   3 0.003

无转移复发 14   3 11

3   讨论

1999 年前后 哺乳类动物包括人HPA[6-12]基因已得以

成功克隆和鉴定 现认为该基因编码3.7 kb的人 cDNA

跨度达50 kb以上 含有14个外显子和13个内含子 位

于染色体4q22[13]. 在正常状态下 HPA主要分布在胎

盘 血小板及部分免疫细胞内 在胚胎形成 创伤愈合

和炎症过程中发挥重要的生理作用.

       在肿瘤状态下 很多癌及其基质细胞亦可获得产

生或分泌HPA的能力. 转移的恶性肿瘤细胞普遍表达

HPA 恶性黑色素瘤 结肠癌和肝癌等具高转移潜能的

肿瘤细胞表达水平较高 而低或无转移潜力的肿瘤细胞

无或仅有少量表达[6, 7]. 最近 日本学者El-Assal et al [14]

报告了他们关于HPA 在HCC 中的表达研究 发现有

Marker         N5                 T5                    N8                  T8
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47 %的HCC癌组织HPA mRNA表达阳性. 我们用RT-

PCR方法检测33例HCC标本HPA mRNA的表达情况

结果发现有16例癌组织中HPA mRNA表达阳性 占总

数的48.5 % 与El-Assal et al研究的结果相似. 此外

我们还同步检测了癌周和对照肝组织中HPA mRNA的

表达情况 结果表明近半数HCC癌组织具有合成或分

泌HPA的功能 而癌周和对照肝组织则不产生HPA.

        HPA的主要病理作用是促进肿瘤细胞转移和血管

生成. HPA通过水解断裂糖苷键而降解HSPG[15] 与其

他蛋白水解酶协同破坏 降解细胞外基质和基底膜屏

障 促进肿瘤细胞侵袭和转移[6, 15]; HPA还可激活纤溶

酶原 活化金属基质蛋白酶(MMPs) 促进碱性成纤维

细胞生长因子(bFGF)和血管内皮细胞生长因子(VEGF)的

释放[16] 以发挥其促细胞转移和血管生成作用. 研究证

明癌组织产生的HPA与肿瘤侵袭转移 血管生成等因

素密切相关[4, 6, 7, 17-22]. HPA表达活性升高的肿瘤转移复

发的可能性及肿瘤微血管密度均增加.El-Assal et al [14]将

HPA mRNA表达与HCC患者临床和病理指标进行分

析 发现HPA 表达与肿瘤的大小 分期 分级 丙

型肝炎病毒(HCV)感染 微血管形成 术后转移及预

后有关 而与其他临床病理因素无关.

        本研究发现HPA表达与肝癌的病理分级 TNM分

期和转移复发有关 均与El-Assal et al [14]的结论相似.

HPA阳性多见于肿瘤分化程度较低 病理分期较晚的

患者. 高转移复发倾向组癌组织HPA表达阳性率(71.4 %

10/14)显著高于低转移复发倾向组(31.6 %  6/19) 初

步表明HPA与肝癌侵袭转移的关系. 术后随访转移复发

者HPA表达阳性率(78.6 % 11/14)显著高于无转移复

发者(21.4 % 3/14) 进一步提示HPA表达阳性患者有

较高的肿瘤侵袭性和术后复发倾向 检测HPA可为临

床预测HCC术后转移复发提供有价值的指标.

        与 El-Assal et al [14]的研究不同的是 本研究未发

现HPA表达与肿瘤大小和包膜完整度有关 可能是由

于本组5 cm以下病例较少(仅8例)的缘故. 此外 本研

究亦未发现HPA表达与病毒感染(HBsAg 状态) AFP和

肝硬化等因素有关 可能是由于感染的病毒类型不同

El-Assal研究的HCC患者以丙型肝炎病毒(HCV)感染为

主 而我国HCC的发生大多与乙型肝炎病毒(HBV)感

染 肝硬化有关 少有HCV感染.
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