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透明质酸介导的细胞游走受体在胆管癌侵袭和转移中的作用 
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【摘 要】目的：探讨透明质酸介导的细胞游走受体(Receptor for hyaluronan—mediated motility，RHAMM)在胆管癌侵袭和转移 

中的作用。方法：收集临床上行胆管癌手术的患者的组织标本及正常胆管组织标本，根据分化程度将胆管腺癌组织标本分为高、 

中、低分化 3组；按 TNM分期标准将所有组织标本分为对照组、胆管癌组以及胆管癌伴转移组。免疫组织化学(sP)法测定 

RHAMM平均光密度值。RT—PCR及Western blot法检测RHAMM mRNA和蛋白的表达水平。结果：免疫组织化学检测在不同分 

化程度的胆管腺癌中RHAMM均有不同程度的表达( 0．05)；RHAMM在胆管癌伴转移组阳性率最高，在对照组表达阳性率最 

低。RT-PCR和 Weste1TI blot检测 RHAMM mRNA和蛋 白表达水平在对照组和胆管癌组差异无统计学意义(尸>0．05)。在胆管癌 

伴转移组明显高于对照组和胆管癌组，差异有统计学意义(P<0．05)。结论：RHAMM的表达程度与胆管腺癌的分化程度无关，但 

在胆管癌伴转移组中的高表达可能与胆管癌的侵袭相关，并最终促进了胆管癌的转移。 
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The role of RHAMM in the invasion and metastasis of cholangiocarcinoma 

CHEN Bo，LAI Xing，LUO YU-Zheng，LIA0 Wang-yan g，LIU Chang-an 

(Department ofGeneral Surgery，the Ninth People’s Hospital ofChongqing) 

【Abstract]Objective：To discuss the role of RHAMM(receptor for hyaluronan-mediated motility)in invasion and metastasis of 

cholangiocarcinoma．Methods：Clinical specimens of normal bile duct and cholangiocarcinoma in patients were collected．The speci- 

mens of bile duct adenocarcinoma were divided into high，medium and poorly differentiated groups according to the degree of differ- 

entiation．All the tissue specimens were divided into three groups according to the TNM staging system．The expressions of RHAMM 

mRNA and protein level were assayed by RT—PCR and Western blot．Results：There were different expression levels in different his— 

tological types of cholangiocarcinoma assayed by immunohistochemistry(P>0．05)．Cholangiocarcinoma group and ch0langioearcin0ma 

with metastasis group had positive expression of RHAMM with brown staining in the cytoplasm or membrane．The expression level of 

RHAMM was the lowest in the control group(0．033±0．003)，while increased in the ch01angiocacinoma group(0．162±0．013)，and 

there was no significant difference between the two groups(P>0．05)．The cholangiocarcinoma with metastasis group hold significantly 

higher expression than the other two groups，and the difference had statistical significance(P<0．05)．Conclusion：There is no rela— 

tion between the degree of differentiation and the expression levels of RHAMM．However，its high expression in the cholangiocarcino— 

ma with metastasis group may be associated with the invasion of cholangiocarcinoma，and promote the metastasis of cholangiocarcino— 

ma ultimately． 
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胆管癌(cholangiocarcin0ma)是一种来源于肝内或肝外 

胆管上皮的肿瘤，其发病率仅次于肝癌。其发展隐蔽，临房 症 

状及体征出现晚，恶性程度高。神经侵犯和周围纤维组织侵 

犯是胆管癌转移的重要特点，也是该病难以根治和术后复发 

率高的首要原因l1． 。在诸多影响癌侵袭及转移的因素中，普 

遍存在于细胞外基质(Extracellular matrixc，ECM)中的透明 
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质酸(Haluronic acid，HA)与癌细胞表面伪部受体的相互作 

用 ．与肿瘤的侵袭及转移密切相关。透明质酸介导的细胞游 

走受体(Receptor for hyaluronan—mediated motility，RHAMM) 

是一种可溶性的HA结合蛋白，是继CD44之后发现的重要 

HA受体的一种。它的基因位于人染色体 5q33．2-qter和小鼠 

第 11号染色体，包含 l8个外显子，编码 85 000蛋 白质 。本 

实验通过收集临床上行胆管癌手术的患者的组织标本及正 

常胆管组织标本 ，观察各组标本中 RHAMM的表达情况 ，探 

讨 RHAMM在胆管癌发生、侵袭和转移中的作用。 
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1 材料与方法 

1．1 一般资料 

收集 2003年 1月～2010年 1月在重庆医科大学附属第 

二医院和重庆市第九人民医院手术治疗的，经临床诊断、病 

理证实的 54例原发性胆管癌新鲜组织标本和 15例肝外伤 

病人新鲜胆管组织标本。胆管癌病人中男 16例，女38例，年 

龄52～66岁，平均58岁。胆管腺癌51例，占94％，其中高分 

化腺癌23例，中分化腺癌 16例，低分化腺癌 12例。根据国 

际抗癌协会(UICC)提出的TNM分期标准：0～II期，无淋巴 

结及远位转移；Ⅲ IV期，侵及邻近组织或伴淋巴结转移，或 

伴远位转移。将胆管癌和肝外伤标本分为3个组：对照组正 

常胆管组织标本 l5例(取自肝外伤患者)；胆管癌组TNM分 

期0～Ⅱ期胆管癌组织标本35例：胆管癌伴转移组TNM分期 

Ⅲ～Ⅳ期胆管癌组织标本 19例。54例病人行胆管癌切除术 

4l例，姑息性手术 l3例。 

1．2 主要试剂 

兔抗人RHAMM抗体、sP免疫组织化学染色试剂盒、总 

RNA提取试剂盒，胶回收试剂盒，RT—PCR提取试剂盒购自 

美国Promega公司。对胆管癌组织的RNA蛋白提取和免疫 

组织化学方法按说明书进行。 

1．3 免疫组织化学 

每例标本均在离体 60 min内切取。组织放人 10％中性 

甲醛中固定 24～48 h，常规脱水 、透明、石蜡包埋、5 Ixm厚切 

片，用于组织病理学及免疫组织化学染色(sP法)。结果判 

定：光学显微镜下观察，RHAMM染色阳性细胞为胞核内棕 

色或棕褐色颗粒。在 400倍光镜下，用HPIAS一1000型医学 

彩色图像分析系统测量光密度值，每组各取 10张片，每张切 

片取 2个视野。分别测量，然后计算光密度值的均值作为此 

组代表值。 

1．4 胆管癌组织 RHAMM mRNA及蛋白检测 

逆转录一聚合酶链式反应(RT—PCR)~tJ定各组胆管癌组 

织 RHAMM mRNA表达水平。PCR引物：RHAMM上游引物 

5’一GCAAAAGGAGGAACAAGCTGAA一3’，下游弓f物 5’一TC— 

CTG1f]rGC1-1 AG1TGGrI，I1CTG一3’，扩增产物为 240 bp：内参 

照 B—actin上游引物 5’一CATFGTGATGGACTCCGGAG一3’， 

下游引物 5’一ATAGTGATGAccTGGccGTc一3’，扩增产物为 

487 bp；蛋白免疫印记法(Western blot)~lJ定各组的RHAMM 

蛋白表达水平。50／A蛋白样本在 10％聚丙烯酰胺凝胶内电 

泳分离，经转膜器移至 PVDF(Gelman，USA)滤膜 ，滤膜用含 

5％脱Jl~L(Gibco，USA)的PBS液封闭后，在室温下与兔抗人 

RHAMM抗体和辣根过氧化物酶的猪抗兔 IgG(Dako，Den— 

mark)孵育。每次孵育后，均用含0．02％Tween 20的PBS洗脱 

3次，将化学荧光增强液 ECL(Amersham，UK)标记结合的信 

号并将其感光到Kodak XAY胶片。 

1．5 统计学分析 

平均光密度值数据以 j=s表示，用方差分析比较：RHAMM 

在各组之间的表达情况和与胆管癌病理分型的关系用多个 

样本两两比较的秩和检验 ，P<0．05为差异有统计学意义 ，统 

计学软件采用 SPSS17．0。 

2 结 果 

2．1 不同分化程度胆管腺癌中RHAMM的表达情况 

免疫组织化学分析在不同分化程度的胆管腺癌中 

RHAMM均有不同程度的表达，RHAMM阳性率与腺癌组织 

分化程度无关(尸>o．05)(表 1)。其中，中分化腺癌阳性率最 

高，低分化腺癌阳性率最低，但3组之间差异无统计学意义 

( ，0．05)。 

表 1 RHAMM与胆管癌病理分型的关系 

注： ，与中分化腺癌比较 P=O．302>0．05，与低分化腺癌 比较 P=-0．506 

>O．05；#，与低分化腺癌比较 P=-0．365>0．05 

2．2 RHAMM与胆管癌转移的关系 

用图像分析软件计算平均光密度(Average optical density． 

AOD)得出结果，RHAMM蛋白表达水平在胆管癌伴转移组 

阳性率最高，对照组最低，而胆管癌组的蛋白表达居于前 2 

组之间(表 2、3)；RT—PCR和Western blot检测结果：用内参 

照对待测物灰度值进行标准校正。RHAMM蛋白表达水平在 

胆管癌伴转移组明显高于对照组和胆管癌组，差异有统计学 

意义(P<0．05)。在对照组和胆管癌组差异无统计学意义(P> 

0．05)(图 1-3) 

表 2 RHAMM在各组之间的表达情况 

注：对照组，正常胆管组织；胆管癌组，TNM分期0～I1期；胆管癌伴 

转移组 ，TNM分期Ⅲ一Ⅳ期。 ，P=0．004<0．05，与对照组和胆管癌组比 

较 ；#，P=-0．423>0．05，与对照组比较 

表 3 免疫组织化学染色图像分析平均光密度值 (i 4-s，n=lO) 

组别 RHAMM 

对照组 

胆管癌组 

胆管癌伴转移组 

O．O5±O．O2 

0．17士0．04 

0．33±0．O6 

注： ，P<0．05，分别与对照组和胆管癌组比较 

3 讨 论 

在众多影响癌细胞侵袭和转移的因素中。ECM中的 HA 

与癌细胞表面相应受体的相互作用已引起广泛关注。Tudey 




