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Abstract:Objective　Toinvesti gateclinicalsi gnificanceof phosphataseandtensinhomolo gdeletedonchromo 2
someten ( PTEN ) proteinex ppressionandcorrelationbetweentheex pressionofPTENand phosphorylationof

proteinkinaseB ( PKB/AKT ) inhumanhe patocellularcarcinoma ( HCC) . Methods 　Theex pressionof

PTENand phospho2AKTweredetectedb ySPimmunohistochemicaltechni queandWesternblottin gin35cas 2
esofHCC,15casesoflivercirrhosisand8casesofnormaltissues. Results　The positiveex pressionofPTEN

inHCC (62.9% , 0.085 ±0.021 ) weresi gnificantlylowerthanthoseinlivercirrhosisandnormaltissues ( P

< 0.01 ) .Theex pressionlevelofPTENwasrelatedtothedifferentiationde greeofHCCandthestatusof

metastasis ( P < 0.05 ) .Westernblottin grevealedasi gnificantinversecorrelationbetweenPTENand phos2
pho2AKT ( r = -0.818 , P < 0.01 ) . Conclusion　Theseresultsdemonstratethatdown 2regulationofPTEN,

whichma ynotbeabletoeffectivel yinhibittheh yper2phosphorylationofPKB/AKT,willbeanim portant

stepintumor genesisand progressionofhe patocellularcarcinoma.
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摘 　要 :目的 　研究抑癌基因 PTEN 在肝细胞癌 ( HCC)中的表达及其与蛋白激酶 B (PKB/AKT)磷酸化的

相关性。方法　采用免疫组织化学 S2P染色法 ,Western印迹杂交法检测 35 例肝细胞癌 ,15 例肝硬变 ,8 例

正常肝组织中 PTEN 的表达 ,并分析肝癌组织中 PTEN 表达与 AKT 磷酸化水平的关系。结果 　肝癌组织

中 PTEN 蛋白的阳性表达 (62.9% , 0.085 ±0.021 )明显低于肝硬变和正常肝组织 ( P < 0.01 ) ;同时低分化、

有肿瘤转移的肝癌其 PTEN 表达强度明显低于高分化、无转移的肝癌 ( P < 0.05 ) ;相关性分析表明 :肝癌组

织中 PTEN 蛋白表达和 AKT 磷酸化水平呈明显负相关 ( r = -0.818 , P < 0.01 ) 。结论 　由于 PTEN 蛋白

表达下调或缺失 ,而导致 AKT 磷酸化水平的明显增高 ,在肝癌的发生、发展中起着重要的作用。
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0 　引言

PTEN/MMAC1/TEP1 基因 (简称 :PTEN ) 位

于人类第 10 号染色体 (10q23) 上 ,是继 p53 后又一

重要的抑癌基因 , 目前已在许多人类恶性肿瘤和遗

传性肿瘤易感综合症中发现存在 PTEN 基因缺失

或突变[1,2] 。PTEN 蛋白具有双重特异性磷酸酶活

性 ,可依赖其脂质磷酸酶作用拮抗 PI23K/AKT 信

号通路的活化而发挥抑癌作用[3] 。本文采用免疫

组织化学 (SP)法、Western 印迹杂交法对肝细胞癌、

肝硬变及正常组织中 PTEN 蛋白表达进行定位和

定量分析 ,并研究其表达水平与蛋白激酶 B (AKT )

磷酸化水平的相关性 ,从而探讨其在肝癌发生、发展

中的意义。

1 　资料与方法

1.1 　临床资料

35 例肝细胞癌组织为同济医院普外科 2002～

2003 年手术切除标本。其中男性 29 例 ,女性 6 例 ,

平均年龄44.5 岁 (16～68 岁) ;肝癌病理分化程度
( Edmondson 分级) :I～ II 级为高分化肝癌 (11 例) ,

III～ IV 级为低分化肝癌 (24 例) ;肿瘤直径 <5cm

者 8 例 , ≥5cm 者 27 例 ,平均直径11.2 cm, 均为单

中心肝癌 ;伴有肿瘤转移者 (包括肝内转移 ,肝外转

移和门静脉癌栓形成) 15 例 ,无转移者 20 例 ,术前

检查甲胎蛋白 (AFP )阴性者 ( <20n g/ml ) 9 例 ,阳性

者 26 例 ,所有病例术前均未行放化疗。标本取材后
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立即 -80 ℃保存 ,部分用于提取总蛋白 ,余均采用中

性福尔马林固定 ,石蜡包埋 ,4μm 厚连续切片。另

选同济医院病理科存档标本 15 例肝硬变及 5 例正

常肝组织为对照。所有切片均行常规苏木精2伊红

染色 ,病理医师阅片诊断。

1.2 　方法

1.2.1 　试剂

兔抗 PTEN (野生型 2372403 氨基酸域) 多克隆

抗体、兔抗磷酸化 AKT 多克隆抗体 ( Ser2473) 分别

购自 SantaCruz 及 CST 公司 ;二抗 HRP 标记羊抗

兔 IgG、化学发光 ( ECL) 底物购自 SantaCruz 公司 ;

SP 试剂盒购自北京中山公司。

1.2.2 　蛋白提取与 Western 印迹杂交

组织块经冰 PBS 洗 2 次 ,剪碎 ,置入匀浆器 ,加

入裂解液[4] ,冰上匀浆 10min, 离心取上清 ,采用

Braford 法测定蛋白质浓度 ,电泳前加 2 ×SDS 缓冲

液 ,100 ℃水浴 10min,60 μg 蛋白进行 12%SDS 2聚
丙烯酰胺凝胶电泳 ,蛋白分离后 ,电泳转至硝酸纤维

素膜 ,4 ℃封闭过夜 ,一抗 (兔抗 PTEN1 ∶200 兔抗

P2AKT1 ∶1000 )室温 4h, 二抗室温 2h, 采用增强化

学发光法 ( ECL)显影 ,暗室压片。

1.2.3 　免疫组织化学 SP 染色

切片脱蜡水化后 ,微波抗原修复 ,常规 SP 法染

色 (兔抗 PTEN1 ∶100) ,以正常肝细胞为内部对照 ,

PBS 代替一抗做阴性对照。

1.2.4 　结果判定

Western 印迹杂交 :胶片结果经英国 UVP 公司

GDS8000 型凝胶成像分析系统分析处理数据 ,计算

灰度值。免疫组织化学 :以肝细胞胞浆中呈棕黄色

着色为阳性细胞 ,在光镜 (267 ×)下选取 5 个视野计

数阳性细胞 ,阳性细胞数 <30% 记为阴性病例 ,阳性

细胞数 ≥30% 为阳性病例 ;并采用 HPIAS21000 型

图文分析系统测量平均光度。

1.2.5 　统计学分析

采用 SASforWindows6.22 软件进行χ2 检验、

t 检验和 Pearson’s 相关检验。

2 　结果

2.1 　PTEN 蛋白在肝细胞癌、肝硬变、正常肝组织

中的表达

PTEN 蛋白表达位于肝细胞胞浆 ,未见胞核着

色 ,35 例肝癌组织中 PTEN 表达的平均光度为

0.085 ±0.021 ,其中 22 例 (62.9% ) 为阳性表达 ,13

例为阴性表达。肝癌中 PTEN 阳性表达明显低于

肝硬化 ( 93.3% , 0.116 ±0.013 ) 及正常肝组织

(100%, 0.125 ±0.012 )( P < 0.01 ) 。PTEN 蛋白阳

性细胞在肝癌中多呈小片状或散在分布 ,而在肝硬

变、正常肝组织中呈大片状或簇状分布 ,见图 1～4。

2.2 　PTEN 蛋白表达强度与肝细胞癌病理学参数

的关系

Western 结果显示 :肝癌组织中 ,PTEN 蛋白表

达强度与 AFP 水平及肿瘤大小无关 ,但在低分化、

存在转移的癌组织中 PTEN 表达强度明显低于高

分化、无转移的肝癌组织 ,见表 1。

表 1 　PTEN表达与肝癌病理学参数的关系

　病理指标 n 表达强度 P

肿瘤直径

　<5 cm

　≥5cm

8

27

35.86 ±15.22

33.45 ±17.32
>0 .05

分化程度 3

　高分化
　低分化

11

24

41.89 ±13.40

30.67 ±15.97
<0 .05

AFP 水平

　阴性
　阳性

9

26

33.17 ±14.34

33.40 ±17.32
>0 .05

肿瘤转移 3

　无
　有

20

15

42.72 ±14.41

20.41 ±11.46
<0 .01

　　注 : 3 两组比较有显著差异

2.3 　肝癌组织中 PTEN 表达强度与 AKT 磷酸化

水平的相关性

Western 结果显示 :肝癌组织中 ,磷酸化 AKT

水平为25.81 ±11.84 (0～56.096 ) ;并且相关性分析

显示 :肝癌组织中 PTEN 蛋白表达和 AKT 磷酸化

水平呈明显负相关 ( r = -0.818 , n =35, P <

0.001 ) ,PTEN 蛋白表达愈低 ,AKT 磷酸化水平愈

高 ,反之亦然 , 见图 5、6。

图 5 　Western印迹杂交 :PTEN、磷酸化 AKT

( p2AKT)在肝癌中的表达

图 6 　PTEN表达与 AKT磷酸化水平

( p2AKT)的相关性
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3 　讨论

PTEN 是目前发现的唯一编码蛋白具有磷酸酶

活性的抑癌基因。PTEN 蛋白含 403 个氨基酸 ,其

磷酸酶活性域位于氨基末端。与 PTPs (proteint y2
rosine phosphatase )成员不同的是 ,PTEN 不仅能使

磷酸酪氨酸 ,磷酸丝/ 苏氨酸去磷酸 ,而且可使磷酸

肌醇 3,4,5 三磷酸 ( PIP 3)的 3 位脱磷酸。文献报道

PTEN 的突变、失活可导致细胞内多个信号通路活

化状态的改变 ,而与恶性肿瘤的多种生物学行为相

关[3,4] 。

Yao和 Kawamura 等[5,6] 均报道肝癌组织中存

在 PTEN 基因突变。本研究的结果显示在肝细胞

癌组织中 PTEN 的蛋白表达水平明显低于肝硬变

及正常肝组织。这进一步证实了 PTEN 的失活是

肝癌常见的分子事件 ,可能参与了肝癌的发生、发

展。同 时 本 研 究 中 PTEN 蛋 白 表 达 阴 性 率

(38.5% ) 较 Kawamura 报道的 DNA 突变率 (28% )

为高。而 Whang 等[7] 在无 PTEN 基因编码区突变

的前列腺癌中发现有 50% 的病例 PTEN 蛋白表达

下调 ,这说明 PTEN 在肝癌中的失活不仅涉及基因

水平的改变 ,并且与转录及转录后调节等机制相关 ,

这一结论也与 Rahman 等的报道一致[8] 。

我们进一步用 Western 印迹杂交法对肝癌中的

PTEN 蛋白表达进行定量分析发现 ,PTEN 的表达

强度与肝癌大小及 AFP 水平无关 ,PTEN 的低表达

更多出现在低分化 ,存在转移的肝癌组织中 ,这说明

PTEN 的低表达在一定程度上反映了肝癌的侵袭转

移能力 ,有一定的临床病理意义 ,但能否作为独立的

预后指标 ,尚需进一步的研究。

PI23K 信号通路可介导多种胞外刺激 ,而 PKB/

AKT 是其关键的下游信号传导分子。AKT 活化后

可磷酸化其多个下游底物如 Bad,Forkhead 家簇转

录因子 ( FKH2TFs) 、NF2κB、mdm2 等而抑制细胞凋

亡 ,刺激细胞增殖。因此 ,PI 23K/AKT 通路的异常

活化被认为对于恶性肿瘤细胞的逃避凋亡 ,异常增

殖以及肿瘤血管新生等机制具有重要的意义[9] 。

体外研究表明 ,PTEN 可通过使 PIP3 的 D3 位脱磷

酸而拮抗 PI23K 的磷酸化作用 ,从而减少 PIP3 的

聚集 ,降低 AKT 的磷酸化水平 ,并引起细胞周期停

滞和/ 或凋亡等反应[4] 。目前关于肝细胞癌组织中

PTEN 表达与 AKT 磷酸化状态两者关系的报道尚

少 ,本研究通过对 PTEN 蛋白表达水平与 AKT 磷

酸化水平进行相关性分析发现 ,两者呈明显的负相

关 ( r = -0.818 ) ,PTEN 的低表达往往伴随着 AKT

的高磷酸化状态 ,这表明由于 PTEN 蛋白水平的下

调 ,导致其不能有效抑制 PI23K/AKT 途径的异常

活化 ,从而使肝癌细胞得以逃避凋亡 ,异常增殖 ,这

一机制在肝癌的发生、发展中具有重要的意义。我

们认为 PTEN/AKT 可作为候选靶基因 , 为肝癌的

基因治疗提供新的方向。

(本文图 1～4 见封 3)
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