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Akt在肝细胞癌中的表达及其临床意义 
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【摘 要】目的：探讨蛋白激酶B(Protein kinase B，PKB，Akt)在肝细胞肝癌(Hepatocellular carcinoma，HCC)组织及癌旁肝组织 

(Livertissue iust ar0undthetamor，LAT)中的表达变化，并分析其与 HCC临床分级之间的关系。方法：采用逆转录聚合酶链反 

应(Reverse transcription—polymerase chain reaction，RT—PCR)、免疫印迹(Western blot)以及免疫组织化学染色方法检测 HCC组 

织标本中癌及癌旁Akt的表达变化，并分析Akt的表达与HCC临床分级之间的关系。结果：Akt在HCC癌组织中的表达高于 

癌旁组织 ，Akt在癌组织中表达的阳性强度与临床分级呈正相关，癌组织中过表达的Akt在细胞核的定位明显增强。结论：Akt 

的过表达在 HCC的发生、发展中具有重要作用。 
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【Abstract]Objective：To investigate the expression of Akt proteins in hepatocellular carcinoma(HCC)and it'S relation with clinical 

grading．Methods：Firstly，themRNAlevels ofAktinHCC andlivertissuejust aroundthetumor(LAT)weredetectedby semi-quantitative 

reverse transcription and the polymerase chain reaction(RT—PCR)．Then，analyzing the expression of Akt proteins in HCC and by 

Western blot and immunohistochemical methods．Finally，the relation between Akt proteins level and HCC clinical grading was analyzed． 

Results：The expression of Akt in HCC are much higher than LAT．and there is a positive correlation between Akt proteins level and HCC 

clinical grading．Furthermore，Akt is highly concentrated in the nucleus of HCC．Conclusion：The over-expression of Akt may play all 

important role in the occurrence and development of HCC． 
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肝细胞肝癌(Hepatocellular carcinoma，HCC)的发生是一 

个多步骤、多因素的长期过程，其中多基因的改变包括癌基 

因的激活和抑癌基 因的失活。蛋白激酶 B(Protein kinase， 

PKB／Akt)具有丝／苏氨酸蛋白激酶活性，Akt自身被磷酸化而 

激活后，通过磷酸化胞内多种底物蛋白质 ，调节它们的活性， 

参与调控细胞内多种信号途径 ，在促进细胞存活及增殖、阻 

止细胞凋亡、调节糖代谢和蛋白合成等过程中起着十分关键 

的作用IlJ。PI3K／Akt通路是介导细胞存活与否的一条经典通 

路 ，体内许多肿瘤发生均与该通路异常激活密切相关，有研 

究表明在 胃癌、卵巢癌 、胰腺癌和乳房癌存在 Akt的过度表 

达。本研究检测了 HCC组织和癌旁组织中Akt的表达差异 

其与临床分级之间的关系。 
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1 材料和方法 

1．1 标本及试 剂 

收集泸州医学院附属医院手术切除HCC标本及癌旁组 

织(石蜡包埋)26例。Trizol Reagent为INVITRIOGEN公司产 

品；DEPC为赛百盛公司产品；琼脂糖为 Promega产品；溴化 

乙锭(EB)为 Ameresco产品；RT—PCR反应试剂盒为TAKARA 

公司产品；氯仿、异丙醇、溴酚蓝为上海生工公司产品；Akt和 

GAPDH单克隆抗体为 CST公司产品；持久性化学发光底物 

检测试剂盒购 自Pierce公司。 

1．2 方法 

1．2．1 RT—PCR检测 HCC组织中Akt基因表达 按照 TRI— 

ZOL试剂盒说明进行总 RNA抽提。根据 鼠白血病病毒 

(Murine leukemia virus，MLV)反转录酶的操作说明进行 cD— 

NA合成，合成产物采用 Taq酶进行扩增，用 1．5％的琼脂糖 

凝胶分离RT—PCR产物。采用凝胶图像分析系统对电泳条带 

扫描分析，计算目的基因mRNA的相对表达量并作比较分 
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析。Akt上游引物为 5’一GGAGGAcAATGAcTAcGGc一3’。下 

游弓I物为 5’一TCATCTTGGTCAGGTGGTGT一3’，GAPDH上游 

引物为 5’一AGAACATCATCCCTGCCTCAC TG一3’，下游引物 

为 5’一CATGTGGGCCATGAGGTCCACCAC一3’。 RT—PCR 条 

件：50％预变性 30 rain，94qE变性 2 rain，55℃退火 30 s，72℃ 

延伸 3O s，扩增 30循环，最后 72℃补平 7 min。取 10 l扩增 

产物在 1％琼脂糖凝胶在紫外分析仪下观察结果 ，用 

Bio—Rad Doc Gel 2000凝胶成像分析系统进行拍照。 

1．2．2 Western blot检 测 HCC组 织 中 Akt蛋 白表 达 

SDS—PAGE电泳分离蛋 白后 ，采用半干式电转移将蛋白分子 

转移到 PVDF膜 ，电转移结束后将 PVDF膜用洗膜缓冲液 

TBST洗涤 3次(5 min／次 )，封阻缓冲液(5％BSA)在室温下 

密闭轻摇动封阻 1 h，洗膜缓冲液洗涤 3次(5 min／次 )后 ，将 

PVDF膜分别与 I抗稀释液(Akt单克隆抗体或 GAPDH单克 

隆抗体 ，I抗与封阻缓冲液之比为 1：1 ooo)室温下轻摇动孵 

育 2 h，洗膜缓冲液洗涤 3次(5 min／次)，将 PVDF膜分别与 

Ⅱ抗稀释液(Ⅱ抗与封阻缓冲液之比为 1：2 000)于室温下轻 

摇动孵育 1 h，洗膜缓冲液洗涤 3次(5 min／次)。在弱光下加 

入化学发光底物(0．125 ml／cm )摇动 5 min后，取出夹在透明 

的塑料袋中，排除膜与塑料间的气泡 ，然后在暗室中将其正 

面向上紧贴 x光片在暗匣中曝光 20 s，用 自动洗片机冲洗 x 

光片，即得到 Akt、GAPDH的免疫印迹图谱。 

1_2_3 免疫组化检测 Akt蛋白质表达 石蜡切片 65℃烘烤， 

脱蜡。3％H O 灭活内源性过氧化物酶，微波修复抗原。10％ 

山羊血清封闭，Akt单克隆抗体(1：100)4~C过夜孵育。PBS冲 

洗，生物素标记羊抗鼠IgG置于室温下 30 min。辣根过氧化 

酶标记链霉卵白素室温下孵育 30min，冲洗后 DAB显色，苏 

木精染细胞核，封固。Akt蛋 白阳性表达呈棕黄或棕褐色颗 

粒。光学显微镜观察。样本染色评分参照 Formwitz评分方法。 

每张玻片随机观察 5个 40 X 10倍视野 ，无 阳性 细胞者计 

0分 ，阳性细胞 <25％者 1分 ，阳性细胞 25％ ～50％者 2分 ， 

阳性细胞 50％～75％者 3分，阳性细胞 >75％者 4分。显色情 

况评分：无色 0分，淡黄色 1分 ，棕黄色 2分，棕褐色 3分。以 

上 2项得分的乘积即该样本的染色得分，根据上述得分评价 

样本染色情况：0分为阴性(一)，1～4分弱阳性(+)，5～8分 

阳性(++)，9～12分强阳性(+++)，对每张切片中肝癌组织和 

癌旁肝组织分别进行评分。 

1．3 统计学分析 

用 SAS9．0统计软件对资料进行分析 ，采用相对数指标 

对数据进行描述 ，采用符号秩和检验 、Spearman等级相关进 

行统计推断 ，检验水准均采用双侧 0．05。 

2 结 果 

2．1 HCC标本 中 Akt的 mRNA水平 

随机选取的 3例 HCC标本的半定量 RT—PCR结果，结 

果表明其中 2例 Akt的 mRNA水平在癌组织中明显高于癌 

旁组织(见图 1)。 

2．2 HCC中Akt蛋白表达水平的检测 

随机选取 3例 HCC标本检测癌及癌旁组织的Akt蛋白 

水平 ，Western blotting结果(图 2)表明癌组织中 Akt的蛋 白 

水平高于对应的癌旁组织。 

对 26例标本进行免疫组织化学染色分析 ，结果见表 1。 

肝细胞癌及癌旁 肝组织 中 Akt表达 的弱 阳性率分别 为 

26．9％、57．7％，阳性率分别为423％、23．1％，强阳性率分另U为 

26．9％、3．8％，其中肝细胞癌的阳性强度高于对应癌旁肝组织 

的标本总数为 21例 ，采用符号秩和检验对 Akt在肝细胞癌 

及癌旁肝组织中的表达程度进行差异性检验，结果显示 ：Akt 

在癌旁组织中的表达程度比在肝细胞癌中的表达程度更强 

(S=120，p<0．000 1)。免疫组化显示在 HCC组织中高表达的 

Akt在细胞核中有明显的聚集趋势，而Akt在癌旁组织主要 

是定位于胞浆中(图 3)。 

2．3 HCC中Akt表达水平与临床分级间的相关性 

对上述 26例标本进行 Akt免疫组织化学染色水平与临 

床分级间的相关分析，结果见表 2。采用 Spearman秩相关进 

行分析，得 ： =0．988 7，P<O．05，可见 Akt表达水平与临床分级 

间呈正相关，即Akt表达水平越高其所对应的临床分级越高。 

表 1 肝癌组织及癌旁肝组织 Akt表达情况 
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