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　　摘要：目的　探讨 ＭＲＰ１／ＣＤ９蛋白在人肝细胞癌（ＨＣＣ）中的表达及其与癌侵袭转移的关系。
方法　构建肝癌组织芯片。样本包括肝细胞癌及癌旁肝组织 １５２例，癌栓 ２２例，肝内转移癌 ４例，

肝外转移癌 １７例。正常对照肝组织 ５例。应用免疫组织化学（免疫组化）方法检测肝癌组织芯片中

样本 ＭＲＰ１／ＣＤ９蛋白的表达。结果　２７％（４１／１５２）肝细胞癌原发灶表达 ＭＲＰ１／ＣＤ９蛋白。伴癌栓

形成 ＨＣＣ中 ＭＲＰ１／ＣＤ９蛋白表达率低于无癌栓形成者（分别为 ２１．８２％和 ４０．４８％；Ｐ ＜０．０５）。

巨块型肝癌中 ＭＲＰ１／ＣＤ９蛋白表达率亦低于直径在 １０ｃｍ以下者（分别为 ５％和 ３４．８２％；Ｐ ＜

０．０１）。ＭＲＰ１／ＣＤ９蛋白表达尚与 ＨＣＣ病理分级及血清 ＡＦＰ水平有关：病理分级 ２级的阳性表达率

高于 ３～４级（分别为 ３９．０２％和 ２２．５２％；Ｐ ＝０．０４３），血清 ＡＦＰ≤２０μｇ／Ｌ者阳性表达率高于 ＞

２０μｇ／Ｌ者（分别为 ４１．９４％和 ２２．５０％；Ｐ ＝０．０２９）。结论　肝细胞癌 ＭＲＰ１／ＣＤ９蛋白表达水平

低下可能与癌组织侵袭转移有关。
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　 　 ＭＲＰ１／ＣＤ９基 因 定 位 于 人 １２号 染 色 体

（１２ｐ１３）。Ｂｏｕｃｈｅｉｘ等［１］报 道 克 隆 获 得 长 １．４ｋｂ

ＣＤ９ｃＤＮＡ片段，编码产物为一 ２２７个氨基酸的蛋

白质，分子质量为 ２４ｋＤ。该基因是跨膜 ４超家族

（ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ４ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ，ＴＭ４ＳＦ）成 员 之 一，

ＭＲＰ１／ＣＤ９蛋白表达与黑色素瘤［２］、肺腺癌［３］、乳

癌［４，５］等侵袭转移抑制相关。笔者应用组织芯片

（ｔｉｓｓｕｅｍｉｃｒｏａｒｒａｙ）技术研究 ＭＲＰ１／ＣＤ９蛋白在人肝

细胞癌（ＨＣＣ）中的表达规律，初步探讨 ＭＲＰ１／ＣＤ９

抑制肿瘤侵袭转移的分子机制。

１　资料与方法

１．１　标本及临床病理资料

全部标本（２００份）取自第二军医大学东方肝

胆外科医院 １９９７～２０００年手术切除组织，包括肝

细胞癌及癌旁肝组织（距癌组织 ３～１０ｃｍ，镜下无

癌）１５２例，癌栓 ２２例（１８例门静脉癌栓，３例胆

管癌栓，１例肝静脉癌栓），肝内癌灶 ４例，肝外癌

组织转移灶 １７例（腹腔 ７例，网膜 ４例，腹壁 ３例，

淋巴结 ３例）。肝海绵状血管瘤旁正常肝组织 ５

例。１５２例肝细胞癌中男 １４２例，女１０例，年龄１３

～７５（平均 ４７）岁。全部病例按 ＷＨＯ病理诊断标

准及肝细胞癌 ＥｄｍｏｎｄｓｏｎＳｔｅｉｎｅｒ分级经两名病理医

师独立诊断。

１．２　构建肝癌组织芯片

参照 Ｋｏｎｏｎｅｎ等［６］介 绍 的 方 法。主 要 技 术 流

程：选择所需病例的存档蜡块。对选出的所有蜡块

制作新鲜 ＨＥ切片，并进行形态学观察。选择具有

代表性区域（避开出血坏死及纤维化区），在相应

蜡块上标记取材部位。应用组织芯片构建仪器（美

国制造）穿取直径 ０．６ｍｍ，长约 ２～３ｍｍ组织准确

放入 ４．５ｃｍ×２．５ｃｍ×１．５ｃｍ空白蜡块中，间距０．３

ｍｍ。制备 ５μｍ厚连续石蜡切片。ＨＥ染色，以确定

组织芯片中的组织样本及形态学表现。

１．３　免疫组织化学（免疫组化）染色

采用 ＥｎＶｉｓｉｏｎ两步法。常规脱蜡水化，经含有

０．１％（ｖ／ｖ）ＴｒｉｔｏｎＸ－１００ＰＢＳ处理 １５ｍｉｎ，０．３％

Ｈ２Ｏ２３０ｍｉｎ，１ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ８．０ＥＤＴＡ修复 ３０ｍｉｎ，

１０％正常山羊血清处理 ３０ｍｉｎ。第一抗体（一抗）

应用 鼠 抗 人 ＭＲＰ１／ＣＤ９单 克 隆 抗 体 （３０３７１Ａ，

ＰｈａｒＭｉｎｇｅｎ，１∶４０），４℃过夜。第二抗体（二抗）应

用 ＥｎＶｉｓｉｏｎ＋ＴＭ 山 羊 抗 鼠 抗 体 （Ｋ４００１，ＤＡＫＯ），

３７℃孵育 １ｈ，ＤＡＢ显色，苏木素复染。以抗体稀释

液替代一抗作阴性对照。

１．４　免疫组化染色结果判断标准

细胞胞质出现淡黄色 ～棕黄色沉淀，即为阳性

细胞。强阳性（高表达）：细胞胞质出现棕黄色沉

淀，或阳性细胞数≥５０％；弱阳性（低表达）：细胞

胞质出现淡黄色沉淀，或阳性细胞数 ５％ ～５０％；

阴性：细胞胞质无阳性着色，或阳性细胞数 ＜５％。

１．５　统计学处理

两率的比较采用 χ２检验（四格表资料校正公

式）或计算 Ｆｉｓｈｅｒ确切概率，多个率的比较亦采用

χ２检验（２×ｋ表资料中的 ｒ×２计算公式）。

２　结　果

２．１　ＭＲＰ１／ＣＤ９表达

ＭＲＰ１／ＣＤ９蛋白在正常肝细胞及癌旁肝细胞的

胞质内呈弥漫性表达，而在癌细胞胞质内则呈片状

或弥漫表达（图 １，２）。部分小胆管上皮亦呈阳性

表达。５例正常肝组织中 ４例表达强阳性、１例弱

阳性。１５２例癌旁肝组织中 １４２例强阳性，９例弱

阳性，１例阴性。１５２例原发癌中 １７例强阳性，２４

例弱阳性，１１１例阴性。２２例癌栓中 ２例强阳性，

６例弱阳性，１４例阴性；其中原发癌及癌栓均阴性

１０例，均阳性 ４例，仅原发癌阳性 ４例，仅癌栓阳

性 ４例。１７例肝外转移癌中 １例强阳性，２例弱阳

性，１４例阴性；其中原发癌及转移癌均阴性 １２例，

仅原发癌阳性 ２例，仅转移癌阳性 ３例。４例肝内

卫星转移癌中 ３例弱阳性，１例阴性；其中原发癌

及肝内卫星转移癌均弱阳性 ２例，原发癌弱阳性肝

内卫星转移癌阴性 １例，原发癌阴性肝内卫星转移

癌弱阳性 １例。癌旁肝组织中 ＭＲＰ１／ＣＤ９蛋白表

达率显著高于原发癌、癌栓及肝外转移癌（分别为

９９．３５％，２６．９７％，３６．３６％和 １７．６５％；χ２分别

为 １６８．７７，８９．７５和 １１６．９９，均 Ｐ ＜０．０１）。癌

旁肝组织中 ＭＲＰ１／ＣＤ９蛋白强阳性表达率亦显著

高于原发癌、癌栓及肝外转移癌（分别为 ９３．４６％，

１１．１８％，９．０９％ 和 ５．８８％；χ２ 分别为 ２０３．７０，

９０．５５和８３．９６，均 Ｐ＜０．０１）。原发癌与癌栓及肝

外转移癌之间、癌栓与肝外转移癌之间 ＭＲＰ１／ＣＤ９

蛋白表达率差别均无显著意义（均 Ｐ＞０．０５）。

５０１
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　　肝细胞胞质出现棕黄色颗粒，ＭＲＰ１／ＣＤ９蛋白强阳性表

达（×２００）

图 １　癌旁肝组织 ＭＲＰ１／ＣＤ９蛋白的表达

　　肿瘤细胞胞质出现棕黄色颗粒，ＭＲＰ１／ＣＤ９蛋白强阳性

表达（×４００）

图 ２　肝细胞癌 ＭＲＰ１／ＣＤ９蛋白的表达

２．２　ＭＲＰ１／ＣＤ９蛋白表达与肝细胞癌临床病理特

征的关系

伴癌栓形成 ＨＣＣ中 ＭＲＰ１／ＣＤ９蛋白表达率低于

无癌栓形成者（Ｐ ＜０．０５）。巨块型肝癌中 ＭＲＰ１／

ＣＤ９蛋白表达率亦低于直径在 １０ｃｍ以下肝癌（Ｐ

＜０．０１）。另外，ＭＲＰ１／ＣＤ９蛋白表达分别与 ＨＣＣ

病理分级及血清 ＡＦＰ水平有关：病理分级 ２级阳性

率远高于 ３～４级者（Ｐ＜０．０５）；血清 ＡＦＰ≤２０μｇ／

Ｌ者 阳 性 率 远 高 于 ＞２０μｇ／Ｌ者 （Ｐ ＜０．０５）。

ＭＲＰ１／ＣＤ９表达率与肿瘤包膜、分型、肝内卫星灶形

成及肝外转移等因素无关（Ｐ＞０．０５）（附表）。

附表　 １５２例 ＨＣＣ中 ＭＲＰ１／ＣＤ９蛋白的表达及其与临床病理特征的关系

分析指标 例数
ＭＲＰ１／ＣＤ９蛋白的表达

阳性例数 阴性例数 阳性率（％）
χ２值 Ｐ值

病理分级

　２ ４１ １６ ２５ ３９．０２ ０．０４３

　３～４ １１１ ２５ ８６ ２２．５２

肿瘤直径（ｃｍ）

　≤１０

　＞１０

１１２

４０

３９

２

７３

３８

３４．８２

５．００
１１．８４ ＜０．０１

癌栓

　有

　无

１１０

４２

２４

１７

８６

２５

２１．８２

４０．４８
４．４７ ＜０．０５

ＡＦＰ（μｇ／Ｌ）

　≤２０

　＞２０

３１

１２０

１３

２７

１８

９３

４１．９４

２２．５０
０．０２９

　　　　注：１例 ＡＦＰ不详

３　讨　论

ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ４ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ（ＴＭ４ＳＦ），又称 ｔｅｔ
ｒａｓｐａｎｓｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｆａｍｉｌｙ（ＴＳＴＦ），在结构上属于细
胞膜糖蛋白的特殊家族。已有十多个家族成员被

鉴定，如 ＭＲＰ１／ＣＤ９，ＣＤ３７，ＣＤ５３，ＣＤ６３／ＭＥ４９１，

ＣＤ８１／ＴＡＰＡ１，ＣＤ８２／ＫＡＩ１，ＣＤ１５１／ＰＥＴＡ３，ＣＯ

０２９及 Ｓｍ２３均为该家族成员。它们结构上的共同

点在于均有 ４个高度保守的跨膜区及数目不等的

糖基化位点［７］。ＴＭ４ＳＦ在白细胞及许多哺乳动物
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组织中均有不同程度的表达，其确切功能至今尚不

清楚。已有许多研究表明，该家族对细胞增生、运

动及黏附有重要影响。

据报道，ＭＲＰ１／ＣＤ９和 ＣＤ８２／ＫＡＩ１蛋白表达
于正常前列腺上皮、食管上皮、肺泡细胞及胃肠道

黏膜上皮细胞的胞膜，亦可表达于不同类型细胞的

胞质［８，９］。本研究显示，ＭＲＰ１／ＣＤ９和 ＣＤ８２／ＫＡＩ１
蛋白在肝细胞内的表达定位相似［１０］：ＭＲＰ１／ＣＤ９
蛋白在正常肝细胞、癌旁肝细胞胞质呈强阳性，而

在肝细胞癌、癌栓及其转移癌主要呈弱阳性表达或

不表达。

ＭＲＰ１／ＣＤ９蛋白表达与肿瘤侵袭转移抑制有
关。如以 ＭＲＰ１／ＣＤ９转染黑色素瘤细胞可抑制其
生长 转 移［２］。ＭＲＰ１／ＣＤ９蛋 白 低 表 达 与 人 肺 腺
癌［３］及乳癌［４，５］侵袭转移有关；ＭＲＰ１／ＣＤ９低表达
或不表达肿瘤患者无病生存率及总体生存率低，术

后早期复发率高。本研究显示，ＭＲＰ１／ＣＤ９蛋白表
达分别与癌栓形成及病理分级有关。伴癌栓形成

的 ＨＣＣ中 ＭＲＰ１／ＣＤ９蛋白表达率低于无癌栓形成
者（分别为 ２１．８２％和 ４０．４８％）；病理分级 ２级
ＨＣＣ中 ＭＲＰ１／ＣＤ９蛋白表达率高于 ３～４级 ＨＣＣ。
但 ＭＲＰ１／ＣＤ９蛋白表达与肝内卫星灶形成及肝外
转移等无关。目前研究表明，ＴＭ４ＳＦ中部分成员对
细胞增生、运动及黏附有重要影响，但其确切机制

迄今未明。有研究表明，该家族可能通过整合素的

介导发挥作用。Ｈｉｒａｎｏ等［１１］发现，ＭＲＰ１／ＣＤ９对人
滋养层样绒毛膜癌细胞系 ＢｅＷｏ体外侵袭具有抑制
作用，该作用部分由整合素亚单位 α５和 β１介导
完成，而与整合素亚单位 α３作用无关。Ｐａｒｋ等［１２］

发现，ＭＲＰ１／ＣＤ９对子宫内膜癌细胞系体外侵袭特
性的抑制作用部分由整合素亚单位 α６和 β１介导
完成，同样与整 合 素 亚 单 位 α３作 用 无 关。Ｓｅｒｒｕ
等［１３］研究表明，在众多 ＴＭ４ＳＦ分子中，可能仅有
ＣＤ８１和 ＣＤ１５１与整合素有直接作用（前者与整合
素 α４β１直 接 作 用，后 者 则 与 整 合 素 α３β１或

α６β１直接作用），其他 ＴＭ４ＳＦ分子（包括 ＭＲＰ１／
ＣＤ９，ＣＤ３７，ＣＤ５３，ＣＤ６３／ＭＥ４９１，ＣＤ８２／ＫＡＩ１和
ＣＯ－０２９等）则可能通过与 ＣＤ８１或 ＣＤ１５１相互作
用而间接影响整合素信号传导途径。

此外，Ｏｎｏ等［１４］应用转染技术将 ＭＲＰ１／ＣＤ９或
ＣＤ８２／ＫＡＩ１ｃＤＮＡ导入中国仓鼠卵巢突变细胞系
ｌｄｌＤ，经过一定潜伏期后，仅有表达 ＭＲＰ１／ＣＤ９或
ＣＤ８２／ＫＡＩ１的细胞运动能力下降并出现大量凋
亡，同时 ＣＤ８２／ＫＡＩ１发生高度 Ｎ－甲基化，ＭＲＰ１／

ＣＤ９Ｎ－甲基化程度相对较弱。提示 ＭＲＰ１／ＣＤ９
和 ＣＤ８２／ＫＡＩ１抑制肿瘤恶性潜能的作用可能部分
系通过诱导肿瘤细胞运动抑制和凋亡而实现的；

ＭＲＰ１／ＣＤ９和 ＣＤ８２／ＫＡＩ１适度的甲基化可能增强
这一诱导作用。

本研究表明：在肝细胞癌转移的早期，即局部

侵袭阶段，ＭＲＰ１／ＣＤ９蛋白表达可能发生了一过性
下调，从而丧失了抑制作用。
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