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ＥｐｈＡ２与 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ在胰腺癌中的表达及其
意义
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　　摘要：目的　探讨 ＥｐｈＡ２和 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ在胰腺癌组织及细胞中的表达及其临床意义。方法　采
用免疫组织化学 ＳＰ方法，检测 ５６例胰腺癌及 ２３例癌旁非肿瘤胰腺组织中 ＥｐｈＡ２和 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表
达，并分析其与临床病理因素的关系。采用 ＲＴＰＣＲ方法检测 ＥｐｈＡ２在胰腺癌细胞株 ＢＸＰＣ３，ＰＣ３
及 ＰＡＮＣ１中的表达。结果　胰腺癌组织中 ＥｐｈＡ２阳性和 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ阴性的表达率分别为 ６６．０７％
和 ５７．１４％，均显著高于癌旁非肿瘤胰腺组织（Ｐ ＜０．０５）；ＥｐｈＡ２表达与胰腺癌分化程度、ＴＮＭ分
期和淋巴结转移有关，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达与胰腺癌 ＴＮＭ分期和淋巴结有关。在胰腺癌组织中，ＥｐｈＡ２与
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达呈负相关；ＥｐｈＡ２在胰腺癌高侵袭力细胞株 ＢＸＰＣ３和 ＰＡＮＣ１呈高表达，在低侵袭
力细胞 ＰＣ３呈低表达。结论　ＥｐｈＡ２与 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达和／或功能异常可能共同参与胰腺癌的发
生发展与转移；联合检测两种蛋白对于胰腺癌转移潜能的判断具有一定的参考价值。
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　 　 受 体 酪 氨 酸 激 酶 （ｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｓ，

ＲＴＫｓ）在肿瘤细胞生长、繁殖、转移中的作用近来

成为研究热点。其中 ＥｐｈＡ２受体是已发现 １４种

Ｅｐｈ受体中的一员，其基因位于被认为是肿瘤“热

点”的染色体 １ｐ３６．１［１］。ＥｐｈＡ２受体在许多肿瘤

中有高表达和高活性，包括乳腺癌［２］、大肠癌［３］、

前列腺癌［４］及非小细胞肺癌［５］；这些肿瘤细胞的

生长、转化、转移与之有密切关系。在肿瘤组织中

ＥｐｈＡ２受体的表达水平与被测肿瘤的恶性程度之

间似乎存在正相关。在上皮细胞，ＥｐｈＡ２与 Ｅｃａｄ

ｈｅｒｉｎ共同定位于细胞连接处。已有研究［６］表明，

ＥｐｈＡ２在细胞中的亚定位依赖于 Ｅｃａｄｈｒｉｅｎ调节。

Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ是一种钙依赖性的具有细胞黏附特性的

转膜糖蛋白，是重要的肿瘤转移抑制基因，其低表

达和功能障碍与人体多种恶性肿瘤的侵袭转移有

关［７］。本研究采用免疫组化技术探讨 ＥｐｈＡ２和 Ｅ

ｃａｄｈｅｒｉｎ在胰腺癌组织中的表达、其与临床病理特

征的关系以及两种蛋白表达的相关性；检测 ＥｐｈＡ２

在不同侵袭力胰腺癌细胞株 ＲＮＡ的表达水平，旨

在进一步说明其表达的高低与胰腺癌侵袭力的关

系。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　一般资料　采用河南省肿瘤医院病理科

２００２～２００３年胰腺癌根治术后存档蜡块 ５６例，经

组织病理学证实为导管腺癌。所有病例术前均未

行放疗化疗。２３例癌旁非肿瘤胰腺组织作为对照

组。男 ３６例，女 ２５例；年龄 ３５～７２（平均 ５６．０５）

岁。高分化癌 １３例，中分化癌 ２３例，低分化癌 ２０

例。临床病理分期按照国际抗癌联盟（ＵＩＣＣ）联

合制定的 ＴＮＭ 分期方案进行，其中 Ｉ期 ８例，ＩＩ期

１６例，ＩＩＩ期 ２２例，ＩＶ期 １０例。

１．１．２　试剂与细胞　ＥｐｈＡ２受体和 Ｅｃａｄ兔抗人

多克隆抗体购自武汉博士德公司；ＳＰ免疫组化试

剂盒购于北京中山生物技术公司；胰腺癌细胞株

ＢＸＰＣ３购于上海生物化学研究所；Ｐａｎｃ１与 ＰＣ３

购于北京协和医科大学；ＤＭＥＭ、胎牛血清 ０．２５％

胰蛋白酶购于美国 ＧＩＢＣＯ公司。

１．２　方法

１．２．１　胰腺癌组织的免疫组化　每一腊块标本

连续切片 ２张，厚 ４μｍ。切片脱蜡，水化后行免疫

组化染色，严格按照说明书操作。抗体工作浓度为

１∶１００，后用二氨基联苯氨（ＤＡＢ）染色，苏木素复

染。以磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）代替一抗设为阴性对

照，已知阳性标本作为阳性对照。阳性标本显色

后，立即全部终止反应。

１．２．２　细胞培养　胰腺癌细胞 ＢＸＰＣ３和 Ｐａｎｃ１

及 ＰＣ３接种于含 １０％胎牛血清、ＤＭＥＭ培养液中，

在 ３７℃，９５％湿度及 ５％ＣＯ２的培养箱中培养，每

４８ｈ胰酶消化传代 １次，取对数期的细胞用于实

验。

１．２．３　逆转录 －多聚酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测胰

腺癌细胞的 ＥｐｈＡ２ｍＲＮＡ表达　用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂抽提

总 ＲＮＡ，步骤按说明手册进行。用逆转录酶和 ｏｌｉｇｏ

（ｄＴ）按 ３７℃ ６０ｍｉｎ，９５℃ ５ｍｉｎ条件进行 ｃＤＮＡ的

合成。ＳＳＴＲ２ｍＲＮＡ的检测：取 １μＬ逆转录产物进

行 ＰＣＲ扩 增，反 应 条 件 为：９５℃ 变 性 ５ｍｉｎ，９５℃

４５ｓ，５６℃ ４５ｓ，７２℃ ４５ｓ，３２个 循 环，７２℃ 延 伸

１ｍｉｎ。反应体系以 βａｃｔｉｎ作为内参照，ＰＣＲ产物用

含溴化乙定的 １５％琼脂糖凝胶分析。ＥｐｈＡ２的引

物序列：上游引物 ５′ＧＣＡＡＣＡＴＣＣＴＣＧＴＣＡＡＣＡ

ＧＣ３′；下游引物 ５′ＴＧＧ ＣＴＴＴＣＡ ＴＣＡ ＣＣＴＣＧＴ

ＧＧ３（２６０ｂｐ），βａｃｔｉｎ上游引物 ５′ＧＴＧＣＧＴＧＡＣ

ＡＴＴＡＡＧＧＡＧ３′，下游引物 ５′ＣＴＡＡＧＴＣＡＴＡＧＴ

ＣＣＧＣＣＴ３′（５２０ｂｐ）。

１．２．４　结果判断　每张切片在 ４００倍光学显微

镜下连续找 ５个视野，每个视野计数 １００个上皮细

胞。ＥｐｈＡ２染色阳性信号为细胞膜或细胞浆染成

棕黄色。根据显色强度和阳性细胞数决定阳、阴

性。阳性：细胞棕黄色且阳性细胞数 ＞４０％。阴

性：细胞无棕色染色或阳性细胞数 ＜４０％。Ｅｃａｄ

表达分为阳性表达和阴性表达：超过 ９０％的肿瘤

细胞呈现胞膜均质性着色视视为阳性表达；阳性细

胞 ＜９０％、无阳性细胞和胞浆着色均视为阴性表

达。

１．３　统计学处理

结果 以 ＳＰＳＳ１１．５软 件 进 行 χ２检 验 以 及

Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析。显著性水准 α＜０．０５。

５１９
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２　结　果

２．１　ＥｐｈＡ２和 Ｅｃａｄ的表达

ＥｐｈＡ２在胰腺癌组织中的表达率为 ６６．０７％

（３７／５６），在癌旁非肿瘤胰腺组织中的表达率为

１７．３９％ （４／２３）；两 者 差 异 有 显 著 性 （Ｐ ＜

０．０５）。Ｅｃａｄ在 胰 腺 癌 组 织 中 阴 性 表 达 率 为

５７．１４％（３２／５６），癌旁非肿瘤胰腺组织中均呈阳

性表达，阴性表达率为 ０％；两者差异有显著性

（Ｐ ＜０．０５）。

２．２　ＥｐｈＡ２和 Ｅｃａｄ的表达与胰腺癌临床病理

因素的关系

低分化组的 ＥｐｈＡ２表达率远高于高、中分化

组（Ｐ ＜０．０５）。ＥｐｈＡ２高表达率随着 ＴＮＭ分期

而增高（Ｐ ＜０．０５）；Ｉ，ＩＩ期远低于 ＩＩＩ，ＩＶ期（Ｐ

＜０．０５）。有淋巴结转移组 ＥｐｈＡ２高表达率远高

于无淋巴结转移组（Ｐ ＜０．０５）。Ｅｃａｄ阴性表

达率在低分化组和高中分化组之间差异无显著性

（Ｐ ＞０．０５）。Ｅｃａｄ阴性表达率随着 ＴＮＭ 分期

而增高；ＩＩＩ，ＩＶ期远高于 Ｉ，ＩＩ期（Ｐ ＜０．０５）；有

淋巴结转移组 Ｅｃａｄ阴性表达率远高于无淋巴结

转移组（Ｐ ＜０．０５）（表 １）。

表 １　ＥｐｈＡ２，Ｅｃａｄ的表达与胰腺癌临床病理因素的关系

病理因素 例数
ＥｐｈＡ２

阳性表达（％） Ｐ值

Ｅｃａｄ

阴性表达（％） Ｐ值

分化程度

　高、中分化

　低分化

３６

２０

１９（５２．７８）

１８（９０．００）
＜０．０５

２０（５５．５６）

１２（６０．００）
＞０．０５

ＴＮＭ分期

　Ｉ＋ＩＩ期

　ＩＩＩ＋ＩＶ期

２４

３２

１２（５０．００）

２５（８７．５０）
＜０．０５

９（３７．５０）

２３（７１．９０）
＜０．０５

淋巴结转移

　有

　无

３２

２４

２３（７１．８８）

１４（５８．３３）
＜０．０５

２１（６５．６３）

１１（４５．８３）
＜０．０５

２．３　ＥｐｈＡ２和 Ｅｃａｄ表达的相关性

ＥｐｈＡ２阳性表达同时 Ｅｃａｄ阳性表达的 ７例，

ＥｐｈＡ２阳性表达而 Ｅｃａｄ阴性表达的 ３０例，ＥｐｈＡ２

阴性表达而 Ｅｃａｄ阳性表达的 １９例，ＥｐｈＡ２阴性表

达同时 Ｅｃａｄ阴性表达的 ２例。ＥｐｈＡ２和 Ｅｃａｄ表

达呈负 相关 （χ２ ＝３１．１１１，ｒ＝ －０．７４５，Ｐ ＜

０．０５）（表 ２）。

表 ２　ＥｐｈＡ２，Ｅｃａｄ表达的相关性（ｎ）

ＥｐｈＡ２
Ｅｃａｄ

（＋） （－）

（＋） ７ ３０

（－） ３０ ２

　　注：χ２＝３１．１１１，ｒ＝－０．７４５，Ｐ＜０．０５

２．４　 ＥｐｈＡ２ＲＮＡ 在 细 胞 株 ＢＸＰＣ３，Ｐａｎｃ１和

ＰＣ３的表达

在高侵袭力细胞 ＢＸＰＣ３和 Ｐａｎｃ１表达较高，

而在低侵袭力细胞 ＰＣ３表达较低（附图）。

图 １　Ｅｐｈａ２在胰腺癌细胞ＢＸＰＣ３，Ｐａｎｃ１和ＰＣ３中的表达

３　讨　论

本实验研究了 ＥｐｈＡ２分别在胰腺癌组织、细

胞中的表达，结果显示 ＥｐｈＡ２与胰腺癌的发展、转

移有关。ＲＴＫｓ（ｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｓ）在控制细胞

形状、繁殖、分化和运动中信号传导具有重要作

用。ＥｐｈＡ２是 ＲＴＫｓ中 Ｅｐｈ家族中的一员，在成年

人上皮细胞含量较多的组织如肺、皮肤、肠道与卵

巢中有高表达［２］。与其他受体酪氨酸激酶不同的

是，ＥｐｈＡ２并不需要其配体的激活而可以单独发

挥作用［２，３］。虽然有报道［２，４］显示 ＥｐｈＡ２在胃癌、

食管癌、结肠癌以及前列腺癌中有高表达，但在肿

瘤组织中的 ＥｐｈＡ２以及其他 Ｅｐｈ成员的作用还没

有完全界定。本研究结果显示，在胰腺癌组织中，

ＥｐｈＡ２的高表达与胰腺癌分期、转移有关，在相对

侵袭力较高的细胞株 ＢＸＰＣ３和 Ｐａｎｃ１中表达较
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高，而在侵袭力较弱的 ＰＣ３中表达较低。Ｚｅｌｉｎｓｋｉ

等［２］报道，将 ＥｐｈＡ２转染至乳腺癌细胞，显示可

提高此细胞的转移能力。Ｄｕｘｂｕｒｙ［８］等 利 用 ＲＮＡｉ

技术阻断 ＥｐｈＡ２的表达可以明显抑制胰腺癌细胞

的增殖与侵袭转移。Ｋｉｎｃｈ等［９］利用 ＥｐｈＡ２的单

克隆抗体可抑制乳腺癌的转移。还有报道认为活

化的 ＥｐｈＡ２可以抑制整合素的功能［１０］，从而参与

调节多种与肿瘤细胞黏附、转移有关的细胞内传

导途径。因此，笔者认为 ＥｐｈＡ２在胰腺癌组织中

的异常表达与其高转移特性有关，但其详细机制

有待阐明。

本研究还检测了 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ在胰腺癌组织中

的表达情况，结果显示 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的低表达与胰腺

癌的分化、分期及淋巴结转移有关。Ｅｃａｄ介导的

黏附系统是肿瘤侵袭转移的抑制性因素［１１］。多

种机制可导致肿瘤细胞 Ｅｃａｄ表达下调或其黏附

系统功能障碍，使肿瘤细胞的同型细胞间黏附力

降低，从而容易脱落形 成转移［１２］。但 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ

在胰腺癌中的表达以及与癌侵袭转移关系的研究

目前结论尚不一致。有报道［６］显示，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ可

调节 ＥｐｈＡ２的功能。本研究证明 ＥｐｈＡ２与 Ｅｃａｄ

ｈｅｒｉｎ在胰腺癌组织中呈负相关。提示在胰腺癌细

胞中由于 Ｅｃａｄｈｒｉｎ的下调，影响了受体的酪氨酸

磷酸化，从而使信号转导发生异常。Ｅｃａｄｈｒｉｎ的

异常表达，是使肿瘤细胞失去黏附、易发生转移、

侵袭的机制之一［６，１１］，可能系通过影响 ＥｐｈＡ２的

功能而发挥作用［６］。故认为，临床上联合检测胰

腺癌组织中 ＥｐｈＡ２与 Ｅｃａｄｈｒｉｎ的表达可能成为判

断胰腺癌恶性程度的新指标，且 ＥｐｈＡ２可望成为

临床治疗胰腺癌新的靶点。
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