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ＰＴＥＮ和 ｍＴＯＲ信号转导通路在胆管癌发展中
作用的研究

刘民锋，罗剑，余险峰，唐启彬，陈勇军，邹声泉

（华中科技大学同济医学院附属同济医院 普通外科，湖北 武汉 ４３００３０）

　　摘要：目的　 研究 ＰＩ３Ｋ／ＰＴＥＮ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号转导通路中 ｍＴＯＲ和 ＰＴＥＮ蛋白在胆管癌中的表
达及其在胆管癌发生、发展中的作用。方法　用免疫组织化学方法和 ＲＴＰＣＲ法，检测胆管癌中
ｍＴＯＲ和 ＰＴＥＮ的表达。结果　与正常组织相比，免疫组化法和 ＲＴＰＣＲ两种方法结果均显示，胆管癌
中的 ｍＴＯＲ表达明显增加，而 ＰＴＥＮ的表达明显下降；两者呈负相关（ｒ＝－０．８６２，Ｐ＜０．０１）。结论
　ＰＩ３Ｋ／ＰＴＥＮ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号转导通路中重要的调节位点和节点 ＰＴＥＮ在胆管癌中的表达明显降
低，而 ｍＴＯＲ的表达明显增高。提示该信号转导通路在介导胆管癌的发生、发展的过程中起重要作用。
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　　 ＰＩ３Ｋ／ＰＴＥＮ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ作为介导肿瘤细胞凋

亡、增生、分化、代谢的重要的信号转导有着非常特

殊的地位，其在多种恶性肿瘤中起着关键的调控作
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用。在这条转导通路中，ＰＴＥＮ和 ｍＴＯＲ的调控占着
非常特殊的地位。ｍＴＯＲ（ｍａｍｍａｌｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ）
作为一种被新发现的蛋白激酶，是通过 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
的磷酸化而被活化的，继而通过介导下游重要的信

号 Ｓ６Ｋ１和 ４ＥＢＰ１来影响细胞周期，调节细胞的凋
亡［１］。ＰＴＥＮ则作为一种抑癌基因产物，其在许多的
肿瘤中的突变率很高，也是 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ＰＴＥＮ信号转
导通路的重要调节因素。本试验试图找到 ｍＴＯＲ和
ＰＴＥＮ两 者 的 关 系 及 信 号 转 导 通 路 ＰＩ３Ｋ／ＰＴＥＮ／
ＡＫＴ／ｍＴＯＲ在胆管癌的发生中的意义。
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１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　标本及一般资料　３６例胆管癌及癌旁组
织为 １９９７—２００３年 本 院 病 理 科 的 存 档 组 织 标
本。男 １０例，女 ２６例；年龄 ３４～７６（平均为 ５２）
岁。其中腺癌 ３２例，鳞癌 ４例，高分化癌（ＩＩＩ～ＩＶ
期）６例，低分化癌（Ｉ～ＩＩ期）３０例，所有标本石
蜡包埋，４μｍ厚连续切片。
１．１．２　试剂　小鼠抗人 ＰＴＥＮ单克隆抗体及 ＳＰ
试剂盒均为 Ｓａｎｔａ公 司 产 品，武 汉 博 士 德 公 司 代
理；ＤＡＢ购自北京中山生物技术有限公司，ｍＴＯＲ
兔多克隆抗体为 Ａｂｃａｍ公司产品，晶美公司代理。
１．２　实验方法
１．２．１　病理组织学检查　用常规苏木精伊红染
色，高倍镜下观察

１．２．２　免疫组织化学检测及结果判断　采用 ＳＰ
法染色，４μｍ厚石蜡切片，６０℃过夜，脱蜡至水；
３％Ｈ２Ｏ２封闭 ３０ｍｉｎ，微波修复，加入抗原修复液
封闭，加入一抗 ４℃过夜，二抗室温孵育 ３０ｍｉｎ，三
抗室温孵育 ２０ｍｉｎ，充分冲洗，ＤＡＢ／Ｈ２Ｏ２显色，苏
木精伊红复染，烘干封片。用磷酸盐缓冲液 ＰＢＳ
代替一抗作阴性对照，以慢性扁桃体炎组织作阳

性对照。结果判断：凡细胞质，细胞膜呈现明显棕

黄色颗粒或黄色颗粒的细胞为阳性细胞，随机选

择 ５个高倍镜视野，计数 ５００个细胞，计算阳性细
胞百分率，＜１０％为（－），１０％ ～５０％为（＋），
≥５０％为（＋＋）。
１．２．３　多聚酶链反应的引物的设计与合成　引
物合成 由 上 海 赛 百 盛 基 因 技 术 有 限 公 司 完 成。

ｍＴＯＲ正义为 ５′ＣＴＧＧＧＡＣＴＣＡＡＡＴＧＴＧＴＧＣＡＧ
ＴＴＣ３′反 义 为 ５′ＧＡＡ ＣＡＡ ＴＡＧ ＧＧＴＧＡＡ ＴＧＡ
ＴＣＣＧＧＧ３′；ＰＴＥＮ正义为 ５′ＣＡＧＡＡＡＧＡＣＴＴＧ
ＡＡＧＧＣＧＴＡＴ３′反义为 ５′ＣＧＴＣＧＴＧＴＧＧＧＴＣＣＴ
ＧＡＧＴＧＡ３′。内参照 β肌动蛋白 正义为 ５′ＡＧＣ

ＡＧＡＧＡＡ ＴＧＧ ＡＡＡ ＧＴＣＡＡＡ３′；反 义 为 ５′ＡＴＧ
ＣＴＧＣＴＴＡＣＡＴＧＴＣＴＣＧＡＴ３′。

按文献［２］中的方法，提取石蜡包埋组织中的

ＲＮＡ。用 逆 转 录 （ＲＴ）ＰＣＲ 检 测。 反 应 条 件：
ｍＴＯＲ，９５℃预变性 ５ｍｉｎ，９４℃变性 ８０ｓ，５６℃退
火 ６０ｓ，７２℃延伸 ９０ｓ，５０个循环；ＰＴＥＮ，９５℃预
变性 ５ｍｉｎ，９４℃变性 ８０ｓ，５８℃退火 ６０ｓ，７５℃延
伸 ９０ｓ，５０个循环。ＰＣＲ产物均经 １％琼脂糖凝
胶电泳分离，紫外灯观察拍照。

１．３　统计分析
运用相关性分析确定 ｒ值检验并行 χ２检验，

用 ＳＰＳＳ１１．５软件完成检测。

２　结　果

２．１　ｍＴＯＲ和 ＰＴＥＮ的免疫组化结果
ＰＴＥＮ蛋白定位于细胞浆，也可见在胞核中表

达，阳性细胞弥漫分布；ｍＴＯＲ主要在胞浆表达（图
１—４）。胆管癌组织中 ＰＴＥＮ蛋白表达的阳性率为
４７．２％ （１７／３６），明 显 低 于 癌 旁 组 织 的 ８６．１％
（３１／３６），两者差异有显著性（Ｐ ＜０．０１）；ｍＴＯＲ
在胆管 癌 组 织 中 表 达 的 阳 性 率 为 ８３．３％ （３０／
３６），明显高于癌旁组织中的 ４１．７％（１５／３６）。
结果显示：胆管癌组织中 ｍＴＯＲ的表达比癌旁组织
显著增加，ＰＴＥＮ表达显著减少，相关性检验 ｒ＝
－０．８６２，呈明显负相关。
２．２　ｍＴＯＲ和 ＰＴＥＮ的 ＲＴＰＣＲ实验结果

ｍＴＯＲ在胆管癌组织中明显较癌旁组织中增
加，灰 度 分 析 （Ｂａｎｄｓｃａｎ３．０）胆 管 癌 组 织 中 的
ｍＴＯＲ的表达是癌旁组织中的 １．５２倍，差异显著
（Ｐ ＜０．０１）（图 ５）。

ＰＴＥＮ在胆管癌组织中的表达增加明显下降，
灰度值（Ｂａｎｄｓｃａｎ３．０）分析显示其表达与癌旁组织
比 较 为 ０．７８。 差 异 有 显 著 性 （Ｐ ＜０．０１）
（图６）。

图 １　 胆 管 癌 组 织 ｍＴＯＲ

染色结果（×４００）

图 ２　 胆 管 癌 组 织 ＰＴＥＮ

染色结果（×４００）

图 ３　 正常胆管组织 ｍＴＯＲ
染色结果（×４００）

图 ４　正常胆管组织 ＰＴＥＮ

染色结果（×４００）

５７２
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Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；１：正常组织；２：胆管癌组织

图 ５　ｍＴＯＲＲＴＰＣＲ结果图

Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；１：正常组织；２：胆管癌组织

图 ６　 ＰＴＥＮＲＴＰＣＲ结果图

３　讨　论

ＰＩ３Ｋ信号转导通路在人类的多种肿瘤中有
明显的异常表达。最近的研究表明，在依赖 ＰＩ３Ｋ
信号转 导 通 路 的 肿 瘤 的 生 成 过 程 中，蛋 白 激 酶

ｍＴＯＲ起到了重要和关键的作用。
ＰＩ３Ｋ信号转导是依靠 ＰＩ３Ｋ的产物完成级

联放大效应的。ＰＩ３，４二磷酸激醇和 ＰＩ３，４，５三
磷酸激醇作为第二信使，同时也是 ＰＩ３Ｋ激酶下
游作用点，作用与丝氨酸 ／苏氨酸位置，所以也被
称为蛋白激酶 Ｂ（ＰＫＢ）。ＡＫＴ被 ＰＤＫ１激酶激活
而磷酸化是 ＰＩ３Ｋ激酶活化的必要条件。此过程
被 ＰＴＥＮ的磷酸化所调节。ＰＴＥＮ在 ＰＩ３Ｋ的 Ｄ３
位点上脱磷酸化，使之失活。ＰＴＥＮ的这一作用是
其作为抑癌功能的重要方式。自 ＰＴＥＮ基因被发
现至今的研究表明，作为一种肿瘤抑制基因，ＰＴＥＮ
在多种肿瘤中的高频率的杂合性丢失，使之成为

可与 ｐ５３相媲美的重要功能分子。体内外实验表
明在缺少 ＰＴＥＮ时将对细胞的生存产生决定性的
影响。ＰＴＥＮ－／－的小鼠受到凋亡刺激时，会受损
伤；而 ＰＴＥＮ＋／－的小鼠则会通过 ＦＡＳ介导的凋亡
出现淋巴结增生反应。ＰＴＥＮ的肿瘤抑制功能主要

依赖其脂质磷酸酶活性，它可通过特异性地促使

ＰＩＰ３的脱磷酸化，使之转化为 ＰＩＰ２，使 ＰＩＰ３不能
激活下游的 ＡＫＴ，从而起到抑制 ＡＫＴ活性的作用。
活化的 ＡＫＴ是重要的存活因子，能磷酸化 ＢＡＤ，参
与抗凋亡过程；ＡＫＴ还通过磷酸化抑制ｃａｐａｓｅ９的
活性抑制凋亡［１］。

ＡＫＴ下游的一个重要靶点是 ｍＴＯＲ。ｍＴＯＲ也
属于 ＰＩＫＫＳ家族，是一个约有 ２５００个氨基酸的大
分子蛋白。ＡＫＴ磷酸化 ｍＴＯＲ激活其下游的 ４Ｅ
ＢＰ１，消除 ｅＩＦ４Ｅ和 ４ＥＢＰ１之间的相互作用，结
束对翻译起始的抑制作用；ｍＴＯＲ的磷酸化还活化
了 Ｐ７０Ｓ６Ｋ，增加了 ｃｙｃｌｉｎＤ１，ＣＤＫ４，ＣＤＣ２５Ａ和 Ｒｂ
磷酸化的表达，介导细胞 Ｇ１期的进展［３－４］。

在 ＰＩ３Ｋ／ＰＴＥＮ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ这条信号转导通路
中，ＰＴＥＮ通过抑制 ＰＩＰ３的活化，使肿瘤细胞的生
长受到抑制，而 ｍＴＯＲ的活化可促使进程的发展。
此外，近来的研究表明，已经证实由 ＰＴＥＮ介导的
细胞直径、组织大小和增生是通过 ｍＴＯＲ途径的调
控完 成 的［５－６］。ｍＴＯＲ的 特 异 性 抑 制 剂 ｒａｐａｍｙｃｉｎ
体内外实验均显示其能明显使肿瘤细胞停滞于 Ｇ１
期并发现其可使肿瘤细胞的体积缩小，发挥了抑

制肿瘤的作用［３，７］。

本实验结果显示，胆管癌组织中 ＰＴＥＮ较癌旁
的胆管组织降低，而 ｍＴＯＲ的表达较癌旁组织升
高，并且两者呈负性相关，说明了 ＰＴＥＮ的失活性，
ｍＴＯＲ的低表达可能在胆管癌的生长增殖中有一
定的作用，并且关系密切。由此推测，ｍＴＯＲ的特
异性的抑制剂及其类似物在胆管癌的治疗中可能

起积极作用，本研究为这种治疗作用提供了一定

的分子生物学依据。
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