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结肠癌组织中蛋白酶活化受体１的表达及意义

汪宏梅

（江苏省泰兴市人民医院检验科，江苏泰兴２２５４００）

　　摘　要：目的　探讨结肠癌组织中蛋白酶活化受体１（ＰＡＲ１）ｍＲＮＡ的表达情况及其临床意义。方法　实时荧光定量ＰＣＲ

（ＲＴＰＣＲ）检测３３例结肠癌患者癌组织及其相应癌旁组织中ＰＡＲ１ｍＲＮＡ的表达情况，分析ＰＡＲ１ｍＲＮＡ与结肠癌分化程

度、病理分期以及转移等指标的相关性。结果　结肠癌组织中ＰＡＲ１ｍＲＮＡ的表达明显增高，比邻近癌旁组织平均高４．９９倍；

二者ΔＣｔ比较，狋＝９．１５，犘＜０．０１。同时低分化的结肠癌患者组ＰＡＲ１ｍＲＮＡ表达量明显高于中、高分化患者组，犘＜０．０１；有转

移患者组的ＰＡＲ１ｍＲＮＡ表达量明显高于无转移患者组，犘＜０．０１；而在结肠癌临床Ⅰ～Ⅱ期与Ⅲ～Ⅳ期患者组之间，ＰＡＲ１

ｍＲＮＡ表达量差异无统计学意义，犘＞０．０５。结论　ＰＡＲ１ｍＲＮＡ在结肠癌中高表达，且与结肠癌的分化及是否转移有关。
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　　研究表明，对于临床上多数肿瘤患者，其肿瘤微环境中有

大量的凝血酶存在，并伴随着不同程度的凝血功能亢进，过量

富集的凝血酶可参与肿瘤细胞的增殖、侵袭、转移、血管形成以

及组织重构［１３］。研究发现，蛋白酶活化受体家族成员（ＰＡＲｓ）

可作为受体参与介导凝血酶的这种肿瘤生物学行为方面的功

能。目前已发现ＰＡＲｓ共有４种亚型，分别命名为ＰＡＲ１～４，

其中ＰＡＲ１是第１个被发现的该家族中的成员。ＰＡＲ１主要

参与肿瘤微环境中凝血酶介导的肿瘤细胞对内皮细胞以及细

胞外基质的黏附，参与促进肿瘤生长、转移以及血管形成［４７］，

但是关于ＰＡＲ１在结肠癌组织中的表达情况以及功能机制的

研究报道较少。本研究运用实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）技

术检测 ＰＡＲ１ｍＲＮＡ 在结肠癌组织中的表达情况，分析

ＰＡＲ１与肿瘤分化程度、临床分期和是否转移等病理特征的

相关性并探讨其临床意义。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本院结肠癌住院患者共３３例，其中男２１例，

女１２例，中位年龄６３岁，均经病理确证为腺癌，其中低分化腺

癌１０例，中、高分化腺癌２３例；临床分期，Ⅰ～Ⅱ期１８例，

Ⅲ～Ⅳ期１５例；有转移患者８例，无远距离转移患者２５例。

所有病例均进行外科手术，结肠癌组织和癌旁组织（距肿瘤边

缘距离大于５ｃｍ）各取材 ５０～１００ｍｇ，加入１ｍＬＴｒｉｚｏｌ，

－８０℃保存备用。

１．２　总ＲＮＡ提取与ｃＤＮＡ合成　标本经匀浆器匀浆，静置

１０ｍｉｎ，加２００μＬ氯仿混匀，离心取上清，异丙醇沉淀，７５％乙

醇洗涤，ＲＮＡ纯度与浓度经紫外核酸测定仪检测，２６０／２８０范

围在１．８～２．０之间。按美国Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司逆转录试剂盒说

明书进行ｃＤＮＡ合成。

１．３　ＲＴＰＣＲ检测　ＰＣＲ反应在美国 ＡＢＩ公司７５００型荧光

定量ＰＣＲ仪上进行，仪器配套软件分析扩增曲线、熔解曲线以

及循环阈值（Ｃｔ）。反应体系和条件按大连宝生物公司（Ｔａｋａ

ｒａ）提供试剂操作说明进行。ＰＡＲ１上游引物为５′ＧＣＣＴＧＣ

ＴＴＣＡＧＴＣＴＧＴＧＣＧ３′，下游引物为５′ＣＡＡＴＣＡＣＴＧ

ＣＣＧＧＡＡＡＡＧＴＡ３′，产物长度４７３ｂｐ。内参βａｃｔｉｎ上游

引物为５′ＣＡＣＧＡＡＡＣＴＡＣＣＴＴＣＡＡＣＴＣＣ３′；下游引物

为５′ＣＡＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧＡＴＣ３′，产物长度２６２

ｂｐ。引物由上海生工生物公司合成。

１．４　统计学处理　ＰＡＲ１ｍＲＮＡ的相对量按公式２
－ΔΔＣｔ计

算，ΔＣｔ＝Ｃｔ（ＰＡＲ１基因）－Ｃｔ（内参βａｃｔｉｎ基因），ΔΔＣｔ＝

ΔＣｔ（肿瘤组织）－ΔＣｔ（癌旁组织）。运用ＳＰＳＳ１５．０软件进行

统计分析，ΔＣｔ值以狓±狊表示，组间比较采用狋检验，犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＰＡＲ１扩增产物验证分析　熔解曲线结果显示ＰＡＲ１

扩增产物为单一峰，无引物二聚体和非特异性条带产生，见图

·０２３３· 国际检验医学杂志２０１３年１２月第３４卷第２４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２４



１（见《国际检验医学杂志》网站“论文附件”），表明设计的引物

特异性好，设计符合要求，可用ＲＴＲＣＲ法进行检测。

２．２　ＰＡＲ１与βａｃｔｉｎ扩增效率比较　将ＰＡＲ１和内参照β

ａｃｔｉｎ的ｃＤＮＡ经１∶２、１∶４、１∶８、１∶１６倍比稀释，分别ＲＴ

ＰＣＲ得各自Ｃｔ值，以稀释倍数的对数值为横坐标，各稀释度

的ΔＣｔ值为纵坐标，线性回归分析显示，不同稀释倍数标本的

ΔＣｔ值之间呈线性关系，得回归方程：犢＝０．０３３２犡＋１０．６４４，

直线方程斜率为０．０３３２，其绝对值小于０．１，提示ＰＡＲ１与β

ａｃｔｉｎ扩增效率相似，符合２ΔΔＣｔ方法的应用条件。

２．３　结肠癌组织中ＰＡＲ１ｍＲＮＡ的表达　ＲＴＰＣＲ检测结

果显示，ＰＡＲ１ｍＲＮＡ在结肠癌组织及相应的癌旁组织中均

有表达，但在癌组织中的表达明显增高，比癌旁组织平均高

４．９９倍，二者ΔＣｔ差异有统计学意义（狋＝９．１５，犘＜０．０１），见

表１。结肠癌组织中ＰＡＲ１ｍＲＮＡ含量与病理特征的关系见

表２，低分化的结肠癌患者组ＰＡＲ１ｍＲＮＡ表达量明显高于

中、高分化组，犘＜０．０１；有转移患者组的ＰＡＲ１ｍＲＮＡ表达

量显著高于无转移患者组，犘＜０．０１；而结肠癌临床Ⅰ～Ⅱ期

与Ⅲ～Ⅳ期患者组之间的ＰＡＲ１ｍＲＮＡ表达无显著差异，

犘＞０．０５。

表１　　结肠癌组织与相应癌旁组织中ＰＡＲ１表达

组别 狀 Ｃｔ（ＰＡＲ１） Ｃｔ（βａｃｔｉｎ） ΔＣｔ －ΔΔＣｔ ２ΔΔＣｔ

癌旁组织 ３３ ２６．４４±０．８９ １３．３５±０．８１ １３．０９±１．００ ０．００±１．００ １．００（０．５０～２．００）

结肠癌组织 ３３ ２３．８９±１．１３ １３．１２±０．６７ １０．７７±１．０６ ２．３２±１．０６ ４．９９（２．３９～１０．４１）

　　：狋＝９．１５，犘＜０．０１，与癌旁组织比较。

表２　　ＰＡＲ１ｍＲＮＡ含量与结肠癌组织病理特征的相关性

临床参数 狀 ΔＣｔ 狋 犘

分化程度 中、高分化 ２３ １１．１４±０．６３ ５．３５ ＜０．０１

低分化 １０ ９．７２±０．８５

临床分期 Ⅰ～Ⅱ期 １８ １０．８５±０．８１ ０．７６ ０．４５３

Ⅲ～Ⅳ期 １５ １０．６２±０．９３

转移情况 无 ２５ １１．０２±０．５７ ４．８０ ＜０．０１

有 ８ ９．８１±０．７７

３　讨　　论

ＰＡＲ１曾被命名为凝血酶受体１，该基因位于染色体

５ｑ１３，包含２个外显子，其蛋白由４２５个氨基酸组成，具有Ｇ蛋

白偶联膜受体结构特点和ＰＡＲｓ家族共性。正常生理状态下，

ＰＡＲ１主要在包括平滑肌细胞、成纤维细胞、内皮细胞、血小

板等细胞中表达，具有调节血管内皮活性、血栓形成、免疫系统

功能以及参与炎症反应等的中发挥较为重要的作用。然而，已

有研究表明，ＰＡＲ１在多种恶性肿瘤组织及肿瘤细胞中高表

达，一方面，凝血酶可通过ＰＡＲ１激活肿瘤细胞，增强其对内

皮细胞、血小板以及纤维连接蛋白、ｖＷＦ因子等的黏附；另一

方面，ＰＡＲ１作为凝血酶的受体直接或间接的参与凝血酶介

导的肿瘤细胞增殖、侵袭、转移以及血管生成等一系列恶性生

物学行为［７１０］。因此，国外学者现在多将ＰＡＲ１看作为一个

潜在的癌基因。

目前，国内外学者仅是在细胞水平研究发现ＰＡＲ１可通

过多种途径参与促进肿瘤细胞的恶性进展［１１１２］，在临床肿瘤

组织中的表达情况及临床价值的探讨鲜有报道。本研究应用

ＲＴＰＣＲ技术检测了ＰＡＲ１ｍＲＮＡ在结肠癌组织中的表达情

况，结果显示ＰＡＲ１ｍＲＮＡ在结肠癌组织及癌旁组织中均有

所表达，但在结肠癌组织中的表达明显增高，平均高出癌旁组

织４．９９倍，二者 ΔＣｔ比较，犘＜０．０１。另外，结肠癌组织中

ＰＡＲ１ｍＲＮＡ含量与临床病理特征的相关性显示，低分化的

结肠癌患者组ＰＡＲ１ｍＲＮＡ表达量明显高于中、高分化组，

犘＜０．０１；有转移患者组的ＰＡＲ１ｍＲＮＡ表达量明显高于无

转移患者组，犘＜０．０１；而临床Ⅰ～Ⅱ期与Ⅲ～Ⅳ期患者组间

的ＰＡＲ１ｍＲＮＡ表达无显著性差异，犘＞０．０５。本研究结果

显示，ＰＡＲ１在结肠癌中高表达；且与结肠癌分化的程度和是

否转移密切相关，提示ＰＡＲ１在结肠癌发生、发展中可能发挥

较为重要的作用。

ＰＡＲ１在凝血酶参与介导的恶性肿瘤细胞增殖、黏附、侵

袭、转移以及血管生成等生物学行为中起着十分重要作用，是

参与调节肿瘤细胞复杂生物学行为的重要信号分子。然而新

近的研究表明，除凝血酶以外，仍然存在其他物质通过ＰＡＲ１

对肿瘤的侵袭、转移起作用［１３１５］。因此，ＰＡＲ１详细作用机制

远未被阐明。相信随着研究的深入，ＰＡＲ１有望成为新的肿

瘤诊断标志物以及肿瘤生物治疗的干预靶点。
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ＴＧ３′。将玻璃基片醛基化修饰，通过点样仪将ＤＮＡ探针点

到醛基基片上，然后用芯片活化液固定８ｈ，使醛基修饰载玻片

上醛基的活性增强，提高基因探针的固定效率。固定后ＤＮＡ

探针将与醛基玻片共价结合，形成阵列。提取病例组及健康对

照组血液基因组 ＤＮＡ，用 ＭＴＨＦＲ基因特异引物对其含有

ＭＴＨＦＲ基因所在基因片段进行扩增，并将变性后的ＤＮＡ扩

增产物与基因芯片上探针进行特异性杂交，采用Ｂｉｏｔｉｎ标记的

碱性磷酸酶显色反应，得到结直肠癌患者的 ＭＴＨＦＲ基因位

点Ｃ６７７Ｔ的基因型，进而分析其与结直肠癌的相关性。

１．４　统计学处理　采用χ
２ 检验对获得的数据进行分析，结果

用ＳＰＳＳ１０．０软件进行相关分析，犘＜０．０５具有统计学意义。

２　结　　果

通过扫描芯片，得到样品ＤＮＡ的扩增产物与每个基因位

点的野生型和突变型探针杂交形成的杂交图像，图１为ＣＴ杂

合子，图２为ＣＣ纯合子，图３为ＴＴ纯合子（图１～３见《国际

检验医学杂志》网站“论文附件”）。７８例结直肠癌患者中

ＭＴＨＦＲ基因的Ｃ６７７Ｔ位点ＣＣ、ＣＴ、ＴＴ基因型分别为３０、

４２、６例，所占比例分别为３８．５％、５３．８％、７．７％，４０例健康对

照组中 ＭＴＨＦＲ基因的Ｃ６７７Ｔ位点ＣＣ、ＣＴ、ＴＴ基因型分别

为１４、２５、１例，所占比例分别为３５．０％、６２．５％、２．５％。从上

述数据统计分析可知χ
２＝０．０５２８，犘＞０．０５，结直肠癌患者的

ＭＴＨＦＲ基因位点Ｃ６７７Ｔ的突变与其致病性无明显相关。

３　讨　　论

亚甲基四氢叶酸还原酶是叶酸代谢途径中的关键酶，它不

可逆地催化５，１０亚甲基四氢叶酸还原为５亚甲基四氢叶酸，

在此过程中产生５腺苷甲硫氨酸这种甲基代谢过程中的通用

供体。这对于同型半胱氨酸甲基化生成甲硫氨酸和ｄＵＭＰ甲

基化为ｄＴＭＰ是十分必要的。ＭＴＨＦＲ基因为一多态性基

因，其基因有多种突变类型，不同的基因突变类型 ＭＴＨＦＲ表

现出各种不同的酶活性和热稳定性。最常见的突变类型是

Ｃ６７７Ｔ点突变，即６７７位核苷酸Ｃ→Ｔ点突变
［４］。此突变具有

遍布世界的相对高频率，在不同种族和人群中发生频率存在较

大差别，欧洲人等位基因频率是２４％～４０％，日本人是２６％～

３７％，非洲美洲人约１１％
［５］。

已有多个报道指出，ＭＴＨＦＲ基因多态性与肿瘤易感性有

关，包括胃癌、乳腺癌、肺癌等［６］，但是关于亚甲基四氢叶酸还

原酶基因多态性与结直肠癌易感性之间的关系所做的研究还

少，并且结论不一。本次研究中发现，在重庆籍汉族人群中，

ＭＴＨＦＲ基因多态性在结直肠癌病例和健康人之间的分布有

无明显差异，犘＞０．０５。该结论与Ｓａｍｅｅｒ等
［７］的结果一致，而

与Ｙｉｎ等
［８］的结论有所不同，这种情况也许与 ＭＴＨＦＲ多态

性在人种之间的分布有所差异有关。

本研究成功构建了检测 ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ位点的基因芯

片，检测方法简单易行，并初步评价了 ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ多态性

与结直肠癌易感性的关系。但本研究的样本量偏少，尚需进行

大规模的流行病学和临床研究、综合分析，才能更好地探讨基

因型与表型的内在联系，找出结直肠癌发生发展的分子遗传学

机制，从而指导临床的预防和治疗。
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ｇｉｅ，２０１１，３４（８／９）：４２２４２６．

［７］ＳａｍｅｅｒＡＳ，ＳｈａｈＺＡ，ＮｉｓｓａｒＳ，ｅｔａｌ．Ｒｉｓｋｏｆｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒａｓ

ｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｅｔｈｙｌｅｎｅｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ（ＭＴＨＦＲ）

Ｃ６７７ＴｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｉｎｔｈｅＫａｓｈｍｉｒｉｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＧｅｎｅｔＭｏｌ

Ｒｅｓ，２０１１，１０（２）：１２００１２１０．

［８］ ＹｉｎＧ，ＭｉｎｇＨ，ＺｈｅｎｇＸ，ｅｔａｌ．Ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅｒｅｄｕｃ

ｔａｓｅＣ６７７Ｔｇｅｎｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍａｎｄｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｒｉｓｋ：Ａｃａｓｅ

ｃｏｎｔｒｏｌｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＯｎｃｏｌＬｅｔｔ，２０１２，４（２）：３６５３６９．

（收稿日期：２０１３０７３０）

（上接第３３２１页）

　　 ａｌ．Ｔａｒｇｅｔｉｎｇｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ１ｗｉｔｈｃｅｌｌｐｅｎｅｔｒａｔｉｎｇ

ｐｅｐｄｕｃｉｎｓｉｎｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＡｍＪＰａｔｈｏｌ，２０１１，１７９（１）：５１３

５２３．

［１１］ＢｏｒｅｎｓｚｔａｊｎＫ，ＢｉｊｌｓｍａＭＦ，ＲｅｉｔｓｍａＰＨ，ｅｔａｌ．Ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ

Ｘａｉｎｈｉｂｉｔｓｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎｖｉａｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ１

ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＴｈｒｏｍｂＲｅｓ，２００９，１２４（２）：２１９２２５．

［１２］ＤａｒｍｏｕｌＤ，ＧｒａｔｉｏＶ，ＤｅｖａｕｄＨ，ｅｔａｌ．Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ

ａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ１ｐｒｏｍｏｔｅｓｈｕｍａｎｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａ

ｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．

ＭｏｌＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００４，２（９）：５１４５２２．

［１３］ＫｉｍＳＪ，ＳｈｉｎＪＹ，ＬｅｅＫＤ，ｅｔａｌ．Ｇａｌｅｃｔｉｎ３ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓｃｅｌｌｍｏｔｉｌｉｔｙ

ｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｂｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ１

（ＰＡＲ１）ａｎｄｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１（ＭＭＰ１）［Ｊ］．ＰＬｏＳ

Ｏｎｅ，２０１１，６（９）：ｅ２５１０３．

［１４］ＺｈｕＬ，ＷａｎｇＸ，ＷｕＪ，ｅｔａｌ．Ｃｏｏｐｅｒａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅ

ｃｅｐｔｏｒ１ａｎｄｉｎｔｅｇｒｉｎανβ５ｉｎｔｈｒｏｍｂｉｎｍｅｄｉａｔｅｄｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌ

ｉｎｖａｓｉｏｎ［Ｊ］．ＯｎｃｏｌＲｅｐ，２０１２，２８（２）：５５３５６０．

［１５］ＣｏｈｅｎＩ，ＭａｏｚＭ，Ｔｕｒｍ Ｈ，ｅｔａｌ．Ｅｔｋ／Ｂｍｘｒｅｇｕｌａｔｅｓｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ

ａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ１（ＰＡＲ１）ｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｉｎｖａｓｉｏｎ：ｓｉｇｎａｌｉｎｇ

ｐａｒｔｎｅｒｓ，ｈｉｅｒａｒｃｈｙａｎｄｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，

２０１０，５（６）：ｅ１１１３５．

（收稿日期：２０１３０８０３）
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