
　　肝细胞癌(hepatocellular carcinoma)具有较高

的发病率与死亡率，是世界范围内最为常见的恶

性肿瘤之一［1］。研究证明，转移和复发是导致
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　　［摘要］　背景与目的：内质网分子伴侣29(endoplasmic reticulum molecular chaperons 29，ERp29)

是一种内质网应激蛋白，其高表达与肿瘤转移相关。本研究旨在探讨ERp29在小鼠腹水型肝癌高、低淋巴道

转移株中的表达及与肝癌淋巴道转移的关系。方法：构建小鼠腹水型肝癌细胞株(高转移株Hca-F、低转移株

Hca-P)淋巴道转移动物模型，通过免疫组织化学、蛋白质印迹法(Western blot)和流式细胞仪等方法检测

ERp29在Hca-F、Hca-P细胞株中的表达情况。结果：免疫组织化学检测结果显示，ERp29在Hca-F、Hca-P中

均呈阳性表达，定位于细胞质，部分细胞核也有表达。Western blot检测结果显示，ERp29在Hca-F、Hca-P

中的表达吸光度值分别为0.97±0.03和1.17±0.03，ERp29在Hca-F细胞株中的表达(吸光度值)明显低于

Hca-P，差异有统计学意义(P＜0.01)。流式细胞仪检测结果显示，ERp29在Hca-F细胞株中的相对荧光强度值

(375.27±47.33)显著低于Hca-P(623.91±46.80)，差异有统计学意义(P＜0.01)。结论：ERp29在小鼠腹水型

肝癌细胞株Hca-F和Hca-P均有表达，且在Hca-F中表达较低，而在Hca-P中表达较高。ERp29可能与肝癌淋巴道

转移密切相关。
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　　［Abstract］ Background and purpose: ERp29 belongs to endoplasmic reticulum stress proteins and might play 
roles in neoplasm metastasis. This study aimed to investigate the expression of ERp29 in Hca-F and Hca-P cells and to 
elucidate its role in lymphatic metastasis. Methods: Immunohistochemistry, Western blot and flow cytometry analysis 
were used to detect the expression of ERp29 in Hca-F and Hca-P. Results: The results of immunohistochemistry 
suggested that ERp29 protein was located at cytoplasm of hepatic cells and some were also detected in the nucleus. The 
results of western blot suggested that ERp29 had positive expression in Hca-F and Hca-P cells. Its expression in Hca-F 
cells was apparently lower than that in Hca-P cells. And there was statically different between Hca-F and Hca-P cells 
(P<0.01). The relative fluorescence intensity of ERp29 protein was significantly lower in Hca-F cells (375.27±47.33) 
than that in Hca-F cells (623.91±46.80) by flow cytometry (P<0.01). Conclusion: The different expression of ERp29 
may be related to the potential ability of tumor lymphatic metastasis in Hca-F and Hca-P cells.
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肝癌患者预后不良的主要原因［2］。对于许多原

发性肿瘤而言，肿瘤细胞转移至局部淋巴结被认

为是肿瘤转移的早期信号，淋巴道转移是大多数

恶性肿瘤早期转移的共同阶段，但其分子基础和

机制尚不清楚。
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　　内质网分子伴侣29(endoplasmic reticulum 

molecular chaperons 29，ERp29)是一种相对分

子质量为29×103的蛋白质，广泛表达于各种组

织。近年来，ERp29在肿瘤发生、发展及转移

中的作用得到研究者广泛重视，可能成为许多

肿瘤新的治疗靶点。

　　本研究采用免疫组织化学、蛋白质印迹法

(Western blot)和流式细胞仪检测ERp29在小鼠腹

水型肝癌高淋巴道转移株(Hca-F)和低淋巴道转

移株(Hca-P)中的表达，探讨ERp29在肝癌淋巴

道转移过程中的作用，为深入了解肿瘤淋巴道

转移的机制提供依据。

1　材料和方法

1.1　实验材料

1.1.1　细胞株和实验动物

　　小鼠肝癌高、低淋巴道转移细胞株Hca-F、

Hca-P由大连医科大学病理教研室建立并保存。实

验动物为近交系615小鼠，雄性，4~6周龄，体

质量18~22 g，由大连医科大学病理教研室繁育

并提供［辽实动质字(2000)028号］。

1.1.2　试剂和器材

　　RPMI-1640培养液、胎牛血清购自美国

Gibco公司，ERp29多克隆抗体购自英国Abcam
公司，β-actin多克隆抗体购自中国北京博奥森

生物技术有限公司，FITC标记山羊抗兔IgG、辣

根酶标记山羊抗兔IgG、免疫组化通用型SP试剂

盒购自中国北京中杉金桥生物有限公司。

1.2　实验方法

1.2.1　细胞培养

　　将冻存的Hca-F和Hca-P细胞株复苏，用

PBS洗涤，离心(8 000×g)，弃上清液，重悬细

胞，按每只2×106个细胞(0.2 mL)分别接种到2
只615小鼠腹腔内，7 d后无菌条件下抽取腹水 

0.2 mL，再次分别接种于2只615小鼠腹腔，5 d
后无菌条件下抽取非血性腹水。以磷酸盐缓冲

液(PBS，pH为7.4)洗涤1次，将细胞置于含10%

新生牛血清、80 U/mL庆大霉素、pH为7.2的

RPMI-1640培养液中，于37 ℃、CO2体积分数为

5%、饱和湿度的条件下培养，以增加细胞数量

并去除小鼠腹腔巨噬细胞。

1.2.2　免疫组织化学检测

　　将培养的Hca-F和Hca-P细胞用PBS洗涤，

离心后重悬为1×106个/mL的细胞悬液，涂片，

丙酮固定，3%H2O2室温温育15 min，用正常非免

疫山羊血清下室温封闭后，加入ERp29多克隆抗体

(1∶500)，4 ℃温育18 h，滴加生物素标记的山羊

抗兔二抗，37 ℃下温育30 min，滴加辣根酶标记

的链霉卵白素工作液，在37 ℃下温育30 min，DAB
显色，苏木素复染，自来水冲洗返蓝，经梯度乙

醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封片，镜下观察

ERp29在Hca-F和Hca-P细胞中的表达情况。

1.2.3　Western blot法检测ERp29的表达情况

　　超声破碎法裂解细胞，4 ℃离心30 min取

上清液。Bradford比色法测定蛋白质浓度。

以12%SDS-PAGE电泳分离后，蛋白质电转移

至PVDF膜，用5%TBS/BSA于室温封闭3 h，

ERp29多克隆抗体(1∶2 500)、β-actin多克隆

抗体(1∶500)与PVDF膜杂交温育，常规免疫染

色，DAB显色。实验重复3次。用目的条带与内

参(β-actin)条带吸光度值(A)的比值进行比较。

1.2.4　流式细胞仪检测ERp29的表达情况

　　用1 mL含0.2%Triton X-100和5%血清的

PBS重悬Hca-F和Hca-P细胞，PBS洗涤，离心

(8 000×g)并重悬为1×106个/mL的细胞悬液，加

入ERp29多克隆抗体(1∶500)1 μL，37 ℃作用

1 h。PBS洗涤，加入FITC标记的二抗各1 μL，

同时以PBS代替一抗作为阴性对照。流式细胞

仪进行检测，每管计数10 000个细胞。ERp29
蛋白在各细胞中的表达以相对荧光强度(relative 
fluorescence intensity，RFI)表示，RFI=该样品的

几何均数×均值。

1.3　统计学处理

　　采用SPSS 12.0软件统计包对各组数据进行

统计分析。数据以x±s表示。组间均数比较采用t
检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　免疫组织化学检测结果

　　将切片在显微镜下观察，结果ERp29在
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Hca-F和Hca-P中均有表达，主要表达于细胞

质，部分细胞核也有表达(图1)。

(DAB, ×400) 

图 1　ERp29蛋白在Hca-F和Hca-P细胞中的表达

Fig. 1    Expression of ERp29 protein in Hca-F and Hca-P cells 

 A: Hca-F cells; B: Hca-P cells.

2.2　Western blot检测结果

　　β-actin条带作为上样量的参照，在相对分

子质量为29×103处Hca-F和Hca-P细胞中均出现

单一蛋白质条带。ERp29蛋白与β-actin在Hca-F
和Hca-P细胞中的A值之比分别为0.97±0.03和

1.17±0.03，ERp29蛋白在Hca-F细胞中的表达

明显低于Hca-P，差异有统计学意义(P<0.01， 

图2，表1)。

图 2　Western blot分析ERp29蛋白在Hca-F和Hca-P细胞中的

表达

Fig. 2    Expression of ERp29 protein in Hca-F and Hca-P cells by 

Western blot

表 1　ERp29蛋白在Hca-F和Hca-P细胞中表达的比较

Tab. 1 Expression of ERp29 in Hca-F and Hca-P cells
Group A RFI

Hca-F 0.97±0.03 375.2±47.33
Hca-P   1.17±0.03*   623.9±46.80*

 *:Compared with Hca-F group, P<0.01.

2.3　流式细胞仪结果

　　ERp29在Hca-F和Hca-P中的RFI均值分别

为375.27±47.33和623.91±46.80，ERp29蛋白在

Hca-F细胞中的表达明显低于其在Hca-P细胞

中的表达，差异有统计学意义(P<0.01，表1， 

图3)。

图 3　流式细胞仪分析ERp29蛋白在Hca-F和Hca-P细胞中表达

Fig. 3    Expression of ERp29 protein in Hca-F and Hca-P cells by flow cytometry 

3　讨　　论

　　Hca-F和Hca-P是从小鼠腹水型肝癌细胞H22

中筛选出的特异性向淋巴道转移的细胞系，2者

具有高度的同源性，但淋巴道转移明显不同。

HCa-F细胞接种于615小鼠腋中线皮下淋巴结转

移率高于70%，HCa-P细胞的淋巴结转移率则低

于30%，具体的机制不详［3-4］。

　　课题组前期采用荧光差异双向凝胶电泳和

质谱技术筛选出小鼠腹水型肝癌淋巴道转移相
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关的蛋白，发现ERp29蛋白在Hca-P中表达显著

升高，是Hca-F表达量的2.63倍［5］。本实验采用

免疫组织化学、Western blot及流式细胞仪检测

ERp29蛋白在Hca-F和Hca-P中的表达，结果显

示，ERp29蛋白在Hca-P中表达高于Hca-F，这

与课题组前期的研究结果一致，提示ERp29蛋

白可能与小鼠腹水型肝癌淋巴道转移相关。

　　大量实验表明，ERp29基因在肿瘤中具有抑

癌基因的作用。Shnyder等［6］的研究发现，与

低转移癌细胞MCF-7相比，ERp29在人乳腺高

转移癌细胞MDA-MB-43中表达下降；Bambang 
等［7］的研究结果显示，与非癌组织相比，乳腺

癌组织的ERp29表达下降，并与乳腺癌侵袭性

特征相关。桑旭等［8］通过免疫组织化学的方法

检测ERp29在胃癌及癌旁组织中的表达，发现

胃癌组织中ERp29表达下降，并且ERp29的表

达与肿瘤分期及淋巴结转移呈负相关。唐卫文 

等［9］研究结果发现，食管癌旁组织ERp29呈高

表达，食管癌组织ERp29的表达明显下降，而

食管癌组织ERp29的表达亦与肿瘤分期及淋巴

结转移呈负相关。

　　然而，ERp29在肿瘤发生、发展与转移中

的作用及机制还不明确。ERp29是一种内质

网应激蛋白，其功能研究主要定位于参与内

质网蛋白质折叠和分泌蛋白的输出的分子伴 

侣［10］。结合本实验结果我们推测：肿瘤组织

内由于血管供应不良等原因，存在低糖、低氧

及酸中毒等应激的内环境，造成蛋白质折叠

错误增加，引起内质网应激反应，代偿性地

导致BiP/GRP78、ERp29表达升高，ERp29与

BiP/GRP78形成复合物相互作用激活膜蛋白，

用以纠正错误的蛋白质折叠，抑制小鼠腹水型

肝癌的淋巴道转移。诱导ERp29的表达可能是

肿瘤细胞在不利条件下生存的一种防御机制。

但是，目前对ERp29的表达调控未深入研究，

ERp29究竟是如何参与肝癌发生、发展及淋巴

道转移，以及其在其它肿瘤中的作用等问题，

尚需进一步探讨。
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