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ＨＰＳＥ２在胃腺癌组织中的表达及对胃癌细胞侵袭迁移的影响
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　　［摘要］　目的　探讨ＨＰＳＥ２在胃癌组织中的表达及其对胃癌生存预后及胃癌细胞侵袭迁移的影
响。方法　将胃腺癌组织芯片进行ＨＰＳＥ２的免疫组化染色，检测其在癌及癌旁组织中的表达，分析其
表达水平与胃癌临床特征、生存预后及预后影响因素的关系。构建ＨＰＳＥ２过表达载体，转染胃癌细胞建
立ＨＰＳＥ２过表达细胞，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测ＨＰＳＥ２过表达对胃腺癌细胞迁移和侵袭的影响。结果　ＨＰＳＥ２
在胃腺癌组织的平均病理评分为４．５６，癌旁组织为７．１８，ＨＰＳＥ２在胃腺癌组织中的表达显著低于癌旁
组织（Ｐ＜０．０５）。ＨＰＳＥ２的表达水平与肿瘤大小、淋巴结转移及临床分期相关，并且ＨＰＳＥ２蛋白高表达
患者的中位生存时间和累积生存率均显著高于低表达患者（Ｐ＜０．０５）。Ｃｏｘ比例风险模型结果显示，临
床分期、肿瘤大小和ＨＰＳＥ２蛋白表达是影响胃腺癌患者预后的风险因素（Ｐ＜０．０５）。胃癌细胞过表达
ＨＰＳＥ２可明显抑制胃癌细胞的侵袭和迁移。结论　ＨＰＳＥ２蛋白在胃腺癌组织低表达，与肿瘤大小、临
床分期及患者的生存预后相关，ＨＰＳＥ２过表达可明显抑制胃癌细胞的侵袭迁移能力。
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　　胃癌是全球常见的肿瘤，也是我国发病率较高的
肿瘤之一，五年生存率较低［１］。东亚属于高发区，日

本、韩国因为对胃癌的早期筛查十分重视，虽然仍处在

较高的发病水平，但患者的五年生存率以及预后情况

均明显高于世界平均水平［２］。作为胃癌发病的大国，

我国目前对胃癌的防控治疗虽取得了较大的进步，但

仍然不容乐观。虽然胃癌的诊断和治疗已有长足的进

展，但胃癌每年的发病率与死亡率仍然居高不下，归根

结底与胃癌的早期侵袭转移密切相关，导致很多胃癌

患者在明确诊断时已经出现远处转移而失去治疗机

会。因此，探索参与胃癌侵袭转移的关键分子及机制

具有重要的临床意义。

　　乙酰肝素酶２（Ｈｅｐａｒａｎａｓｅ２，ＨＰＳＥ２）是乙酰肝素
酶（Ｈｅｐａｒａｎａｓｅ，ＨＰＳＥ）目前发现的唯一同源基因。
ＨＰＳＥ是一种极其重要的内源性糖苷内切酶，能够特
异性剪切细胞外基质中的重要成分硫酸乙酰肝素蛋白

多糖的侧链硫酸乙酰肝素（Ｈｅｐａｒａｎｓｕｌｆａｔｅ，ＨＳ）［３］。
而ＨＳ的酶促降解可破坏细胞外基质的结构，从而促
进肿瘤细胞生长、血管生成和侵袭转移，与肿瘤的发生

发展密切相关［４－５］。研究表明，在多种肿瘤中，过表达

ＨＰＳＥ可以明显促进肿瘤的生长和侵袭，而抑制 ＨＰＳＥ
表达或使用肝素酶活性抑制剂可显著抑制肿瘤的生长

及侵袭转移能力［６－７］。ＨＰＳＥ２由ＭｃＫｅｎｚｉｅ团队于２０００
年首次克隆出［８］。完整的ＨＰＳＥ２基因全长２３５３ｂｐ，由
５９２个编码氨基酸组成。在ＨＰＳＥ和ＨＰＳＥ２的编码区
域中，它们的总一致性为４０％，序列相似度为５９％，其
中对ＨＰＳＥ酶活性极其重要的残基 Ｇｌｕ２２５和 Ｇｌｕ３４３
仍然存在于 ＨＰＳＥ２中。由于 ＨＰＳＥ２的特异性剪接，
除了全长的肝素酶２（ＨＰＳＥ２ｃ）以外，还有４８０个氨基
酸的 ＨＰＳＥ２ａ和 ５３４个氨基酸的 ＨＰＳＥ２ｂ［８］。与
ＨＰＳＥ不同的是，由于 ＨＰＳＥ２并不经历蛋白水解过
程，ＨＰＳＥ２并没有 ＨＰＳＥ的酶活性，不能特异性地剪
切ＨＳ。但ＨＰＳＥ２却仍然保留了结合ＨＳ的能力，并且
相比ＨＰＳＥ有着更高的亲和力，能竞争性结合 ＨＳ，从
而抑制 ＨＰＳＥ的活性［９］。ＨＰＳＥ２在很多组织中均有
表达，尤其是在大脑、乳腺、前列腺、小肠、睾丸、子宫和

膀胱中的表达较高。与之相反，在正常人体中 ＨＰＳＥ
几乎不表达，仅少量存在于造血细胞和胎盘中［１０－１１］。

二者表达的位置明显不同表明，至少在正常组织中，

ＨＰＳＥ２和ＨＰＳＥ有着不同的功能。有研究报道，ＨＰＳＥ２
过表达可导致赖氨酰氧化酶（Ｌｙｓｙｌｏｘｉｄａｓｅ，Ｌｏｘ）表达
显著增加［３］。另外，在头颈癌中ＨＰＳＥ２高表达使得分
化抑制因子１（Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ１，Ｉｄ１）表达减
少，抑制新生血管的生成［１２－１３］。虽然已有部分研究发

现 ＨＰＳＥ２可能抑制其他多种肿瘤的侵袭转移，但
ＨＰＳＥ２在胃癌中的表达及其作用仍不清楚。因此，本
研究拟通过检测ＨＰＳＥ２在胃癌组织表达，分析其表达
水平与胃癌临床特征及其预后的关系，进一步体外生

物学验证ＨＰＳＥ２过表达对胃癌细胞侵袭和迁移能力
的影响。

１　材料与方法

１．１　临床资料
　　胃癌组织芯片购买自上海芯超生物，共１８８例，为
２００６年７月至２０１０年６月均经病理诊断为胃癌并接
受手术治疗的患者，由上海芯超生物伦理委员会审批

并出具相关证明。选取其中１３５例胃腺癌患者，包含
１３５点胃癌组织，１２７点癌旁组织。术后随访至患者因
胃癌死亡，或截至 ２０１６年 ６月 ６日。时长 ０～１０８个
月，随访过程中，失访２例，随访率９８．５２％。
１．２　细胞培养及慢病毒感染
　　胃腺癌细胞ＳＧＣ７９０１以及ＭＫＮ２８均为新桥医院
消化内科实验室保存，采用 ＤＭＥＭ高糖培养基（１０％
胎牛血清）于 ３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养。过表达
ＨＰＳＥ２的慢病毒及其对照由上海吉凯公司构建，ＬＶ
ＨＰＳＥ２慢病毒感染ＳＧＣ７９０１以及ＭＫＮ２８并用嘌呤霉
素筛选得到稳转株（ＬＶＨＰＳＥ２组），转染其阴性对照
的作为对照组（ＬＶＮＣ组）。
１．３　试剂与仪器
　　高糖ＤＭＥＭ培养液及胎牛血清购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ
公司，８μｍＴｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，Ｍａｔｒｉｇｅｌ
基质胶标准品购自 Ｂｉｏｃｏａｔ公司，ａｎｔｉＨＰＳＥ２购自
Ａｂｃａｍ公司。
１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　以蛋白裂解液提取细胞总蛋白，ＢＣＡ法检测蛋白
浓度，使用 ５％的浓缩胶和 １０％的分离胶 ＳＤＳＰＡＧＥ
电泳，每孔的上样量为３０μｇ总蛋白。浓缩胶６０Ｖ电
泳３０ｍｉｎ，分离胶 １２０Ｖ电泳 ９０ｍｉｎ，常规湿转法
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１００Ｖ转膜７０ｍｉｎ，５％脱脂奶粉封闭２ｈ，免疫抗体反
应（稀释比例，一抗ＨＰＳＥ２１∶１０００，ＧＡＰＤＨ１∶１０００；
二抗：山羊抗兔１∶１００００）。ＥＣＬ化学发光，凝胶成像
系统显影。

１．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验
　　细胞迁移能力检测：在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的下室加入
含１０％胎牛血清的培养基，上室加入无血清培养基
（约含细胞１×１０５／孔），培养２４ｈ后，用ＰＢＳ清洗３遍，
４％多聚甲醛固定２０ｍｉｎ，再用ＰＢＳ清洗３遍，０．１％结
晶紫染色１５ｍｉｎ，棉签轻轻刮掉小室上室内的细胞，在
显微镜下随机选取３个高倍视野并计数细胞。每组重
复３次。
　　细胞侵袭能力检测：将无血清培养基预冷，按１∶８
稀释基质胶，加入小室，３７℃放置３０ｍｉｎ，呈凝胶状态
备用，其余步骤同迁移实验。

１．６　免疫组化
　　先将组织芯片在６０℃烤箱烘烤６０ｍｉｎ，随后加入
３％过氧化氢阻断液室温放置１５ｍｉｎ。将组织芯片置
于柠檬酸钠抗原修复液中修复，足量山羊封闭血清，

３７℃封闭４５ｍｉｎ。滴加一抗（１∶２００配比稀释获得），
４℃过夜。置于室温３０ｍｉｎ，ＰＢＳ溶液洗涤３次每次
５ｍｉｎ。滴加足量兔用二抗，３７℃孵育 ６０ｍｉｎ。弃二
抗，ＰＢＳ洗３次每次１５ｍｉｎ。ＤＡＢ显色，苏木精复染，
６０℃烘箱烘干脱水，二甲苯透明，中性树胶进行封片。
阴性对照采用 ＰＢＳ代替一抗，阳性对照采用 ＨＰＳＥ２
在结直肠腺体中的阳性染色。

　　采用半定量法判定结果：染色强度：按无染色、浅
黄色、黄色、黄褐色分别赋予０、１、２、３分；阳性细胞百
分比：按＜５％、５％～２５％、＞２５％～５０％、＞５０％～７５％、
＞７５％分别赋予０、１、２、３、４分。将二者得分相乘判定
结果，０～６分为阴性（－），＞６分为阳性（＋）。每个病理
切片均由病理科２位医师盲法完成观察，并提供相应
的病理评分。

１．７　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２０．０统计软件，两组间比较采用ｔ检验
或非参数秩和检验，生存分析用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法和Ｌｏｇ
ｒａｎｋ检验，采用Ｃｏｘ比例风险模型分析影响患者预后
的风险因素。

２　结果

２．１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＰＳＥ２蛋白变化
　　ＬＶＨＰＳＥ２慢病毒感染ＳＧＣ７９０１以及ＭＫＮ２８并用
嘌呤霉素筛选，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现，ＬＶＨＰＳＥ２

组蛋白表达水平（２．７５±０．０９，１．６１±０．０２）明显高于
ＬＶＮＣ组（Ｐ＜０．０５，图１），表明慢病毒感染有效，靶向
ＨＰＳＥ２的ＬＶＨＰＳＥ２能显著提高ＨＰＳＥ２的表达。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　１：ＳＧＣ７９０１ＮＣ；２：ＳＧＣ７９０１
ＨＰＳＥ２；３：ＭＫＮ２８ＮＣ；４：ＭＫＮ２８ＨＰＳＥ２；Ｂ：半定量分析
结果　ａ：Ｐ＜０．０５，与ＬＶＮＣ组比较

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测慢病毒感染后ＨＰＳＥ２在蛋白
水平的变化

２．２　胃腺癌及癌旁组织中的ＨＰＳＥ２蛋白表达
　　ＨＰＳＥ２蛋白位于细胞质中，且阳性表达主要在癌
旁组织，明显高于癌组织。在癌组织的平均病理评分

为４．５６，显著低于癌旁组织（ｔ＝１３．７７，Ｐ＜０．０５，图２）。

胃癌组织 癌旁组织

图２　ＨＰＳＥ２在胃癌组织及癌旁组织中的表达　（×２００）

２．３　ＨＰＳＥ２在胃癌组织中表达与临床病理特征的关系
　　不同性别、不同 Ｔ分期、不同 Ｍ分期的 ＨＰＳＥ２
蛋白阳性表达率差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），不同
临床分期、不同年龄、不同大小和不同 Ｎ分期的
ＨＰＳＥ２蛋白阳性表达率差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５，表１）。
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表１　ＨＰＳＥ２在胃腺癌中的表达与临床特征的关系 （例）

ＨＰＳＥ２蛋白
临床病理参数 ｎ χ２ Ｐ

低表达 高表达

性别 ０．５３０ ０．４６７

　男性 １０１ ５７ ４４

　女性 ３３ ２１ １２

年龄／岁 １０．５８５ ０．００１

　＜６５ ６２ ２７ ３５

　≥６５ ７３ ５２ ２１

肿瘤大小 ６．９４６ ０．００８

　＜５ｃｍ ５４ ２４ ３０

　≥５ｃｍ ７７ ５２ ２５

Ｔ分期 １．５９７ ０．２０６

　Ｔ１－Ｔ２ ２６ １２ １４

　Ｔ３－Ｔ４ ９５ ５７ ３８

Ｎ分期 ５．７１３ ０．０１７

　Ｎ１－Ｎ２ ５８ ２７ ３１

　Ｎ３－Ｎ４ ７６ ５１ ２５

Ｍ分期 ０．５０７ ０．４７６

　Ｍ０ １２８ ７４ ５４

　Ｍ１ ７ ５ ２

临床分期 ３．９５６ ０．０４７

　Ⅰ－Ⅱ ５４ ２６ ２８

　Ⅲ－Ⅳ ７３ ４８ ２５

２．４　ＨＰＳＥ２蛋白表达与胃癌患者预后的关系
　　１３５例患者术后随访０～１０８个月，中位随访时间
３６个月。ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析结果显示，ＨＰＳＥ２蛋
白低表达组患者中位生存时间 ２３个月，累积生存率
４６．８％，ＨＰＳＥ２蛋白高表达组患者中位生存时间７２个
月，累积生存率５０．０％，Ｌｏｇｒａｎｋ检验差异有统计学意
义（χ２＝１５．１１，Ｐ＜０．０５，图３）
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图３　ＨＰＳＥ２蛋白表达量与胃癌患者生存的关系

２．５　Ｃｏｘ比例风险模型分析影响胃癌患者预后的因素
　　结果显示，临床分期、肿瘤大小和 ＨＰＳＥ２蛋白表
达是影响胃癌患者预后的风险因素（ＨＲ＝３．５３４，
１．９１９，１．８１８，Ｐ＜０．０５，表２）。

表２　胃腺癌患者预后影响因素的Ｃｏｘ比例风险模型分析

单因素回归分析 多因素回归分析
临床病理参数 ｎ

ＨＲ ９５％ＣＩ Ｐ ＨＲ ９５％ＣＩ Ｐ
性别

　男性 １０１
　女性 ３３ ０．９２８ ０．５６７～１．５１９ ０．７６７
年龄／岁
　＜６５ ６２
　≥６５ ７３ １．０３３ １．０１２～１．０５５ ０．００２ １．０１９ ０．９９６～１．０４３ ０．１１０
临床分期

　ⅠⅡ ５４
　ⅢⅣ ７３ ２．７４８ １．６９８～４．４４９ ０．０００ ３．５３４ １．１８７～１０．５１８ ０．０２３
Ｔ分期
　Ｔ１Ｔ２ ２６
　Ｔ３Ｔ４ ９５ ２．９２０ １．４５１～５．８７４ ０．００３ １．５２６ ０．７１０～３．２８１ ０．２７９
Ｎ分期
Ｎ１Ｎ２ ５８
Ｎ３Ｎ４ ７６ １．９０８ １．２２２～２．９８０ ０．００５ ０．４１０ ０．１５１～１．１１０ ０．０７９
Ｍ分期
　Ｍ０ １２８
　Ｍ１ ７ ３．７４８ １．７０２～８．２５３ ０．００１
肿瘤大小

　＜５ｃｍ ５４
　≥５ｃｍ ７７ ２．９８８ １．８５４～４．８１３ ０．０００ １．９１９ １．０７５～３．４２７ ０．０２７
ＨＰＳＥ２
　低表达 ７９
　高表达 ５６ ２．３０４ １．４６５～３．６２５ ０．０００ １．８１８ １．０９８～３．０１０ ０．０２０
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２．６　ＨＰＳＥ２对胃癌细胞迁移和侵袭力的影响
　　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果显示，高表达 ＨＰＳＥ２的
ＳＧＣ７９０１、ＭＫＮ２８细胞，其迁移细胞数（８０．３３±１２．０１，
８０．３３±８．０２）与对照组（１２６．６７±５．０３，１７０．３３±１４．３６）
相比均显著减少（ｔ＝６．１６１，９．４７５，Ｐ＜０．０５，图４）。高

表达ＨＰＳＥ２的ＳＧＣ７９０１、ＭＫＮ２８细胞，其侵袭细胞数
（５５．６７±１０．０７，３７．６７±３．５１）与对照组（９９．６７±５．６９，
１１５．３３±１４．７４）相比也显著减少（ｔ＝６．５９２，８．８７７，Ｐ＜
０．０５，图５）。
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Ａ：各组胃癌细胞的迁移能力（结晶紫×２００）；Ｂ：胃癌细胞的迁移细胞数　ａ：Ｐ＜０．０５，与ＬＶＮＣ组比较

图４　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测胃癌细胞的迁移能力
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图５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测胃癌细胞侵袭能力
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３　讨论

　　我国的胃癌早期诊断率不高，且发病有年轻化趋
势。目前主流的治疗方案以手术切除为主，辅以放化

疗，复发率较高，并且患者生存质量较差。基因靶向治

疗为胃癌的治疗提供新的方向。ＨＰＳＥ与胃癌的发展
有密切的关系，且与肿瘤耐药相关。而 ＨＰＳＥ２作为
ＨＰＳＥ的同源基因，目前在胃癌中的作用及机制不清。
在结直肠癌中，ＨＰＳＥ２与 ＨＰＳＥ的蛋白表达呈负相
关，ＨＰＳＥ２表达越高，ＨＰＳＥ的表达随之降低，肿瘤的
恶性程度也越低，提示ＨＰＳＥ２可能通过抑制 ＨＰＳＥ的
酶活性从而抑制肿瘤的进展。另外在膀胱癌中，

ＨＰＳＥ２过表达可导致 Ｌｏｘ表达显著增加。这是一种
与胶原沉积和组织纤维化密切相关的酶，可以抑制肿

瘤血管生成［３］。而在头颈癌中 ＨＰＳＥ２高表达者，其
Ｉｄ１表达明显减少，这是一种促血管生成转录因
子［１２］。值得注意的是，在膀胱癌及头颈癌中，ＨＰＳＥ２
过表达并没有抑制ＨＰＳＥ的酶活性，提示ＨＰＳＥ２在膀
胱和头颈部具有与 ＨＰＳＥ无关的机制，说明了 ＨＰＳＥ２
与ＨＰＳＥ之间可能存在多种调控机制。
　　本研究结果显示，ＨＰＳＥ２在胃癌组织中呈低表
达，在癌旁组织中呈高表达，并且表达水平与胃癌的淋

巴结转移及临床分期密切相关，高表达ＨＰＳＥ２的肿瘤
转移及临床分期均明显优于低表达患者。进一步通过

ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析发现，ＨＰＳＥ２蛋白高表达患者
的中位生存时间以及累积生存率均高于 ＨＰＳＥ２低表
达患者，表明ＨＰＳＥ２蛋白表达水平与胃癌患者生存率
有一定的关系。同时，Ｃｏｘ比例风险模型分析结果显
示，ＨＰＳＥ２蛋白水平是影响胃癌患者生存预后的重要
风险因素之一。以上结果初步提示，ＨＰＳＥ２在胃癌及
癌旁组织中的表达存在明显差异，ＨＰＳＥ２的表达水平
与胃癌的侵袭转移及预后密切相关，提示ＨＰＳＥ２可能
在胃癌侵袭转移调控中发挥重要作用。

　　本研究进一步在胃癌细胞过表达 ＨＰＳＥ２建立稳
定表达细胞，通过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验发现，ＨＰＳＥ２过表达
可明显抑制胃癌细胞的体外侵袭和迁移能力，提示

ＨＰＳＥ２确实参与了胃癌细胞侵袭和迁移的调控，但其
机制仍不十分清楚。在肿瘤细胞迁移侵袭过程中，细

胞外基质中的胶原蛋白、层粘连蛋白、纤维结合蛋白和

ＨＳ的降解是其中重要的始动因素。因此，包括基质金
属蛋白酶、丝氨酸蛋白酶以及糖苷内切酶在内的多种

基质降解酶的作用就显得非常重要。而既往研究显

示，ＨＰＳＥ２可能通过抑制 ＨＰＳＥ的活性而抑制肿瘤的

侵袭转移［１４］，那么，ＨＰＳＥ２是否可通过抑制包括
ＨＰＳＥ在内的其他基质降解酶的作用而参与胃癌侵袭
转移的调控，尚需进一步研究证明。同时，亦有研究发

现，ＨＰＳＥ２可以调节特定的肿瘤抑制基因，这些基因
与肿瘤侵袭转移、细胞凋亡、内质网应激等作用密切相

关［１４－１６］。因此，在我们的后续研究中，将重点关注

ＨＰＳＥ２通过直接作用抑制其他相关活性酶的作用以
及ＨＰＳＥ２在调控其他相关基因表达中的作用及机制，
以期阐明ＨＰＳＥ２抑制胃癌侵袭转移的作用机制。
　　综上所述，本研究显示，ＨＰＳＥ２蛋白在胃癌组织
中低表达，与肿瘤大小、淋巴结转移及临床分期及生存

预后密切相关。ＨＰＳＥ２过表达可明显抑制胃癌细胞
的体外侵袭和迁移能力。深入阐明 ＨＰＳＥ２在胃癌侵
袭转移中的作用及机制，将为胃癌侵袭转移的早期诊

治提供新的理论依据。
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