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TFPI一2在肝癌和正常肝组织中表达的差异 

周金敬 ，徐 勇 ，涂植光 1 

(1．重庆医科大学检验系临床检验诊断学实验室， 庆 400016；2．深圳市人民医院龙华分院，广东 518020) 

【摘 要】目的：探讨肝癌组织和癌旁正常肝组织中组织因子途径抑制物2(Tissuefactorpathwayinhibitor-2，TFPI一2)基因及蛋白 

表达情况。方法：应用原位杂交和免疫组织化学技术检测30例肝癌患者的癌组织和癌旁正常肝组织中TFPI一2的基因和蛋白 

表达。结果：正常肝组织中TFPI一2mRNA的表达显著高于肝癌组织(P<0．05)，TFPI一2指数分别为 88．23±1．43和30．66±2．47； 

正常肝组织中TFPI一2蛋白的表达显著高于肝癌组织(P<0．05)，TFPI一2指数分别为 46．60±1．80和 22．54±1．22。结论：肝癌组 

织和正常肝组织中TFPI一2mRNA和蛋白表达均存在明显差异 ，为进一步探讨 TFPI一2表达与肝癌的发展、侵袭转移的关系提供 

了理论依据。 
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Difference in expression of TFPI-2 mRNA and protein between hepatOceIIuIar 

carcinoma and nOrmaI hepatic tissue 

ZHOU n ing，et 

(Department ofMedical Laboratory，Key Laboratory ofLaboratory Medical Diagnostics，ChongqingMedical 

University) 

【Abstract】Objective：To investigate the expression oftissue factor pathway inhibitor一2(TFP1—2)in hepatocellular carcinoma and tumor- 

adjacent normal tissue．Methods：The expression of TFPI-2 mRNA and protein were determined respectively by in situ hybridizati0n(ISH) 

and immunohistochemical staining(IHC)in 30 cases of hepatic cancer tissue and tumor—adjacent normal tissues．Results：The expression 

of TFPI一2 mRNA WaS obviously higher in normal tissues than in carcinoma(P<O．05)．with the indices of 88．23±1．43 and 30．66±2．47 

respectively．The expressionofTFPI-2proteininnormaltissueswashigherthanthatincarcinoma(P<0．05)，withtheindicesof46．60-4-1．80 

and 22．54±1．22 respectively．Conclusion：The difference in the expression of TFPI-2 is detected between hepatocellular carcinoma and 

norm al hepatic tissue，which provides a theoretical basis for further study on the relation between TFPI一2 and the progression，invasion， 

and metastasis of liver cancer． 
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人组织因子途径抑制物 2(Human tissue factor 

pathway inhibitor一2。TFPI一2)，是一种 Kunitz型蛋 白 

酶抑制剂l1]，可抑制降解细胞外基质的多种蛋白酶。 

TFPI一2基因分布广泛，在人类肝、。肾、心、骨骼肌等 

正常组织中有着高度表达 ，而在一些肿瘤组织 中表 

达降低。近年来研究显示，TFPI一2的表达在抑制肿 

瘤侵袭转移中发挥着重要作用。目前国内尚未见到 

有关 TFPI一2在肝癌中的研究报道。本研究 以初步 

研究结果为依据[2I 3】，利用原位杂交和免疫组化技术 
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检测 TFPI一2在肝癌组织和正常肝组织中 mRNA和 

蛋 白表达 的差异来探讨 TFPI一2在肝癌 的发展 、侵 

袭转移 中的作用 。 

1 材料与方法 

1．1 标本收集 

组织标本取 自深圳市人民医院肝胆外科 2006年 11月 

～ 2008年3月经手术切除的新鲜肝细胞肝癌组织及瘤旁的 

正常组织。标本取出后立即以4％的多聚甲醛溶液固定，常规 

石蜡包埋，制作厚度为6 m的切片备用。 

1．2 主要试剂 

人TFPI一2原位杂交检测试剂盒购自武汉博士德生物工 

程有限公司；二步法免疫组化检测试剂及浓缩型 DAB试剂 
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1 4 7 3
一

盒 均 购 自北 京 中杉金 桥 生 物 技 术 有 限 公 司 ；抗 人 T F P I 一 2 单

克 隆 抗 体 购 自美 国 R & D 公 司 。 针 对 人 T F P I 一 2 靶 基 因 的

m R N A 序 歹U为 ：① 5
’

一 A C G A C A G G T A c A c G c A c A G c T G C c G

C C A G I T C C T G 一 3
’

； (函 5
’

一 T A c A c c T G G G A G G c T T c c G A c G A

T G C T I
'

G C T G G A G 一 3
’

；③ 5
’

一 T A T 兀 t11A A T c c A A G A T A c A G A

A C C T G T G A T G C rI rr r 一 3
’

。

1 ． 3 方 法

1 ． 3 ． 1 原 位杂 交 人 T F P I 一 2 原 位杂 交 检测 试 剂盒 采用 针 对

T F P I 一 2 的寡核 苷 酸 探 针 ， 经 地 高辛标 记 。 原 位杂 交 所 用 试 剂

均 经 0 ． 1 ％ 的 D E P C 处 理 。 石 蜡组 织 切 片经 常规脱蜡 至 水 ， 按

T F P I 一 2 原 位 杂 交 检 测 试 剂 盒 说 明进 行 实 验 操 作 ：3 ％ H ：O ： 灭

活 ， 胃蛋 白酶 消 化 ， l ％ 多 聚 甲醛 后 固 定 ， 预 杂 交 ， 杂 交 ， 封 闭

液 、 生 物 素 化 鼠抗 地 高 辛 、 S A B C 作 用 ， D A B 避 光 显 色 ， 苏 木

素复染 ， 中性 树胶 封 片 。 以 P B S 代替 杂交 液 作为 阴性 对 照 。

1 ． 3 ． 2 免疫组 化 组 织 切 片经 脱蜡 至 水 ， 按 二 步法 免疫 组 化

检 测 试 剂 说 明进 行 实验 操 作 ：3 ％ H ：O ： 阻 断 内源 性 过 氧 化 物

酶 ；加 T F P l — 2 单克 隆抗 体 ， 4
~

C 过 夜 ；加 山 羊 抗 小 鼠 I g G 抗 体

一 H R P 多聚体 ， 3 7
~

C 处 理 3 0 m i n ；加新 鲜 配 置 的 D A B 显 色液 ，

避 光 显 色 ；苏木 素复染 ， 中性 树胶 封 片 。 以 P B S 代替 一 抗 作 为

阴性 对 照 。

1 ． 3 -3 结 果 判 定 实 验 设 有 阳性 对 照 和 阴性 对 照 ， 以 已 知 阳

性 表 达 的胎盘 组 织 作 为 阳性 对 照 。 T F P I 一 2 m R N A 阳性 表 达定

位 于 细胞 胞 浆 中 ， 以胞 浆 出现 棕 黄色颗 粒 为 阳性 细胞 。 每 张

切 片 随机 选 取 5 个 高倍 视 野 ( X 4 0 0 ) ， 计 数 1 0 0 个 细胞 ， 计 算

阳性 细胞 所 占百 分 比为 T F P l 一 2 标 记 指数 。 免疫 组 化结 果 判

定 同上 。

1 ． 4 统 计 学方 法

实验 数据 以 ；± s 表示 ， 采用 统计学 软件 S P S S l l ． 5 进 行 t

图 l T F P I 一 2 m R N A 在 正 常肝 组 织

中的表达 ( 免 疫 组 化 x 4 0 0 )

图 3 T F P I 一 2 蛋 自在 正 常肝 组

织 中的表达 ( 免 疫组 化 x 4 0 0 )

检验 分 析 ， 以 P ≤ 0 ． 0 5 为差 异 有 统计 学 意义 。

2 结 果

2 ． 1 正 常 肝 组 织 和 肝 癌 组 织 中 T F P I 一 2 m R N A 的 表

达

T F P I 一 2 原 位 杂 交 结 果 见 图 l 、 2 。 T F P I 一 2 m R N A

表 达 主 要 分 布 在 肝 细 胞 胞 浆 中 ， 为 粗 细 不 一 的 棕 黄

色 颗 粒 。 在 血 管 内皮 细 胞 ， 尤 其 肝 汇 管 区 也 有 着 丰

富 的 表 达 。 正 常 肝 组 织 中 T F P I 一 2 m R N A 的 表 达 水 平

显 著 高 于 肝 癌 组 织 ，
T F P I 一 2 指 数 分 别 为 8 8 ． 2 3 + 1 ． 4 3

和 3 0 ． 6 6 ~ 2 ． 4 7
， 差 别 有 统 计 学 意 义 (P < 0 ． 0 5 ) 。

2 ． 2 正 常肝 组 织 和 肝 癌 组 织 中 T F P I 一 2 蛋 白 的 表 达

T F P I 一 2 免 疫 组 化 结 果 见 图 3 、 4 。 T F P I 一 2 蛋 白为

分 泌 性 蛋 白 ， 在 细 胞 外 基 质 ， 血 管 周 围 有 着 高 丰 度

的 表 达 。 部 分 分 布 在 肝 细 胞 胞 浆 中 ， 为 粗 细 不 一 的

棕 黄 色 颗 粒 。 正 常 肝 组 织 中 T F P I 一 2 蛋 白 的 表 达 水

平 显 著 高 于 肝 癌 组 织 ， T F P I 一 2 指 数 分 别 为 4 6 ． 6 0 ~

1 ． 8 0 和 2 2 ． 5 4 ~ 1 ． 2 2
， 差 别 有 统 计 学 意 义 (P < 0 ． 0 5 ) 。

3 讨 论

肝 癌 是 我 国 最 常 见 的 恶 性 肿 瘤 之 一

， 有 着 高 度

的 肝 内侵 袭 性 和 转 移 性 。 目前 肝 癌 治 疗 的 研 究 重

点 ， 已 经 从 单 纯 研 究 手 术 治 疗 、 化 疗 、 放 疗 手 段 以 及

图 2 T F P I 一 2 m R N A 在 肝 癌组 织

中的表达 ( 免疫 组 化 x 4 0 0 )

图 4 T F P I - 2 蛋 自在肝 癌组 织 中

的表 达 ( 免疫 组 化 x 4 0 0 )
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寻找抗肿瘤药物，转移到了如何在手术和放／化疗 

后，抑制残存肿瘤细胞的再增殖和侵袭转移。肿瘤 

细胞合成分泌的纤溶酶、基质金属蛋白酶(Matrix 

metalloproteinase，MMPS)、胰蛋 白酶等多种蛋白酶 

对细胞外基质(Extracelluar matrix，ECM)中的胶原 

蛋白、蛋白多糖、层粘连蛋白、纤维结合素等成分具 

有强大的降解能力，在实现肿瘤细胞侵袭转移中起 

着关键作用[31。 

TFPI一2基因位于人类 7号染色体 q22[4]。属于 

Kunitz结构超家族的成员。TFPI一2是一种广谱丝氨 

酸蛋白酶抑制剂。体外可强烈抑制包括纤溶酶、胰 

蛋白酶 、基质金属蛋白酶 1(Matrix metalloproteinase 

- 1，MMP一1)和 3(Matrix metaUoproteinase一3，MMP- 

3)在内的多种蛋白酶活性 ，在纤溶、伤口愈合及血 

管生成等一系列生理病理过程中发挥着重要作用 ， 

尤其在防止 ECM降解与肿瘤细胞的侵袭转移中起 

着重要作用[51。在一些恶性肿瘤中，TFPI一2的表达明 

显降低，甚至丢失，而将带有 TFPI一2基因的表达载 

体转染人恶性肿瘤细胞可 明显抑制肿瘤细胞 的侵 

袭转移性。Konduri等[61的研究表明，TFPI一2能明显 

抑制黑色素瘤细胞、肺癌细胞 、神经胶质瘤细胞等 

的侵袭能力：国内也有研究发现 rFPI一2在胰腺癌、 

卵巢癌等的侵袭转移 中有明显 的抑制作用l 7I 8]。 

TFPI一2不仅通过抑制多种蛋 白酶的活性来维持 

ECM稳定 ，还通过调节肿瘤细胞的增殖与凋亡[91，进 

而抑制肿瘤的侵袭生长；TFPI一2能明显抑制肿瘤血 

管内皮生长因子的产生，抑制肿瘤的血管生成_】叫，从 

而降低了恶性肿瘤的侵袭转移潜能。TFPI一2可能 

在肿瘤侵袭发展的多个环节中起负调控作用。 

在本实验中，我们采用原位杂交和免疫组化技 

术检测肝癌组织和癌旁正常肝组织中TFPI2mRNA 

及其相应蛋 白的表达 ，结果显示 正常肝组织中 

TFPI一2有着高丰度的转录水平和蛋白表达，而在肝 

癌组织中的表达显著减少，提示 TFPI一2表达的减 

少和丢失可能是导致肝癌具高度侵袭性和转移性 

的原因，其具体机制有待进一步研究。在后续实验 

中，我们会将 TFPI一2转染入肝癌细胞 HepG2中进 
一

步研究 TFPI一2的表达对肝癌细胞侵袭转移的作 

用及其机制，为寻找新的肝癌治疗方法提供思路。 
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