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Smo 蛋白在肝癌和肝硬化中的表达及临床意义
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（第二军医大学东方肝胆外科医院 肝外科 上海 200438）

摘要 目的：研究 Smoothened（SMO）在肝癌和肝硬化中的表达及临床意义。方法：选取组织标本后，运用石蜡包埋，切片后，HE 染

色，构建组织芯片，免疫组织化学和原位杂交方法检测 Smo 蛋白在肝癌和肝硬化中的表达。结果：Smo 蛋白在肝癌细胞浆、良性

肝肿瘤组织细胞浆、肝硬化组织中强染色，在正常组织中无染色。并且在典型肝硬化中强染色，在中度肝硬化中弱阳性。结论：Smo
蛋白表达与肝癌的发生有关，Smo 基因的高表达可能激活某种机制而参与诱导肝癌的发生。可能是通过异常激活 Sonic hedgchog
信号通路，从而诱导肝癌的发生与发展。
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ABSTRACT Objective: To study the expression of Smoothened ( SMO ) in hepatocellular carcinoma and liver cirrhosis and its
clinical significance. Methods: The selected tissue specimens were embedded with paraffin, and HE stained after sectioned. Constructed
tissue microarrays. Use immunohistochemistry and in situ hybridization method to detect the Smo protein expression in hepatocellular
carcinoma and liver cirrhosis. Results: Smo protein had strong staining in cytosol of hepatocellular carcinoma, benign liver tumor tissue
and liver cirrhosis tissue, but no staining in the normal tissue. And it had a strong staining in typical liver cirrhosis, and is weak positive in
moderate liver cirrhosis. Conclusion: The expression of Smo protein is related to the occurrence of hepatocellular carcinoma. The higher
expression level of Smo gene may activate a mechanism involved in the induction of hepatocellular carcinoma. It induces the occurrence
and development of hepatocellular carcinoma probably by abnormally activating the Sonic hedgchog signaling pathway.
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在全球范围内，肝细胞癌(hepatocellular carcinoma，HCC，

以下简称肝癌)的发病率在恶性肿瘤中居第五位 [1-3]，肝癌年死

亡率占恶性肿瘤死亡率的第三位，而在我国情况更为严重，肝

癌年死亡率在恶性肿瘤死亡率中居第二位，在肝癌高发区已经

跃升至第一位[5-10]。Hedgehog 和凋亡信号通路都参与了 HCC 的

发生发展过程。Smo 蛋白是 Sonic hedgehog 信号通路中的信息

转换器[11-15]，它能够把细胞外的 Shh 信号转换成细胞内的 Gli1
信号，从而启动细胞核内基因的转录，对 Sonic hedgehog 信号

通路具有激活作用[16]。本课题在组织学上研究 Smo 基因在肝癌

发生发展过程中的作用及其可能的作用机理。为进一步明确肝

癌发生发展过程中分子作用机理，以及寻找肝癌生物治疗新的

作用靶点提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 病例标本 第一部分研究中选取 85 例外科医院手术切除

并具有完整临床记录及病理资料的肝癌病理标本和 25 例正常

肝组织对照作为研究对象。所有病理标本均来自上海东方肝胆

外科医院，85 例肝癌病理标本中，男性 72 例，女性 13 例，年龄

36-70 岁，平均 53.2 岁；临床病理分期为：Ⅰ期 21 例，Ⅱ期 30
例，Ⅲ期 25 例，Ⅳ期 9 例。所有肝癌病理术前均未接受过任何

化疗与放疗。
1.1.2 主要试剂 兔抗人 Smo 浓缩型多克隆抗体 0.1ml 购自

Santa Cruiz Biotechnology， 免 疫 化 学 PV-9000 试 剂 盒 购 自

Takara 公司，辣根酶标记羊抗兔 IgG 多聚体购自 Promega 公

司，敏感性加强型原位杂交检测试剂盒购自武汉博士德生物工

程公司 DAB 显色试剂盒购自福州迈新生物技术有限公司，苏

木精、曙红、中性树胶、多聚甲醛、二甲苯购自 Sigma 公司。
1.2 方法

1.2.1 组织标本石蜡包埋切片 将 Bouin 液（70 份苦味酸饱和水

溶液 +25 份 4%甲醛 +5 份冰醋酸）固定的组织按顺序脱水：脱

水步骤应从低到高以一定的浓度梯度来进行，一般组织从 30%
乙醇开始，经过 50%、70%、80%、95%、100%至完全脱水，一般

各级乙醇中放置 45min 到 1h，再按顺序进行包理，透蜡须在恒

温箱中进行，恒温箱的温度调节至高于石蜡熔点 3 度，使经过

透明的组织块依次用石蜡与二甲苯的等量混合液、纯石蜡处
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图 2 肝癌、良性肝肿瘤组织、肝硬化和远癌正常组织 HE 染色图（A 为

肝癌血浆中强染色，B 为良性肝肿瘤组织细胞浆中强染色，C 为在肝硬

化中强染色，D 为在远癌正常组织细胞浆中无染色）

Fig.2 Hepatocellular carcinoma, benign liver tumor tissue, liver cirrhosis

and cancer normal tissue HE colored graph ( A hepatoma plasma moderate

staining, B for benign liver tumor tissue cytosol moderate staining, C

staining in cirrhosis of the liver in D is far from cancer, in normal tissue in

the cytoplasm without staining)

图 1 A 为第一部分肝癌组织芯片图，B 为第二部分肝硬化组织芯片

图，组织芯片成功率均为 100%

Fig. 1 A for the first part of hepatocellular carcinoma tissue microarray

graph, B second liver cirrhosis tissue chip, organization chip success rate is

100%

理。纯石蜡应处理 2～3 次，透蜡的时间依材料性质而定，一般

每次需 15～30min。石蜡溶点为 55℃，包埋组织切片厚度为

6um。
1.2.2 HE 染色及观察 先二甲苯 I、二甲苯 II 脱蜡，15min/ 级，

按以下顺序复水 100%乙醇×2→95%乙醇×2→90%乙醇→80
%乙醇→70%乙醇→蒸馏水，5min／级。苏木精染色 30s→分离

液几秒，自己把握→自来水冲洗，但应注意不能用水直接冲在

玻片上，以免冲走切（显微镜下观察效果）→伊红（着色即可）

10 秒钟→蒸馏水浸洗几下，迅速脱水→70% 乙醇 1 分钟→80%
乙醇 2 分钟→95%乙醇 2 分钟×2→100%乙醇 2 分钟×2→二

甲苯 15 分钟×2→37℃培养箱烘干 1-2 天封片。显微镜下观

察。
1.2.3 组织芯片构建 在构建组织芯片之前，应该预先计划检测

多少样本，然后相应地进行设计。本实验中一个载玻片上放置

100 个样本。挑选出具有随访资料的不同发展阶段的肿瘤组织

蜡块，根据 HE 切片对石蜡标本中有代表性的点进行标记，包

括典型的肿瘤和相应的正常组织，以构建肿瘤组织芯片。取

97.5 克莱卡石蜡 +2.5 克蜂蜡（2.5%）混合，制成长 36mm* 宽

26mm* 高 17mm 的空白蜡块，在该蜡块 20mm×16mm 范围内

设计 10×10 点组织陈列。组织四周预留 0.5cm-0.7cm 空间，用

组织仪打孔制成 TMA 蜡块。在组织芯片制作机上用细针对受

体蜡块打孔，孔径以 1-1.5mm 比较适宜。同样在供体蜡块上标

记的相应部位打孔采集组织芯。孔径同样为 1-1.5mm。将组织

芯转移到受体模块的孔中，每个组织芯之间的间距以 0.2mm
为佳。为了防止在打点、切片、染色或免疫组化过程中出现漏

点，滑片及掉片现象，每个样本可以上样 1-2 个点。将构建好的

TMA 芯片蜡块放在相宜的塑料盒子内，并严密固定防止移位。
放入 55℃温箱中约 10 分钟，在蜡将要完全溶解前，取出室温

下冷却，使受体模块的蜡与新插入的小圆柱状组织溶为一体，

取下蜡块，于 4℃冰箱中保存备用。本组将 100 例肝组织标本，

每例标本选取 1 个典型病灶，构建成 1 个具有 100 个组织位点

的组织芯片。
1.2.4 免疫组织化学 细胞常规条件下，洁净盖玻片置于六孔

板，常规传代细胞进行爬片，在 6h 后甲醇 -20℃固定 20min 后，

然后用 S-P 试剂盒染色。简要步骤为：爬片继蒸溜水浸泡后，置

3%H202，37℃，30min：蒸溜水洗涤，0.01M PBS 浸泡；1%Triton
X-100 PBS 处理 10 min，1%BSA 封闭 1h：稀释好的一抗 (抗
Glil，c-myc，hTERT)，4℃过夜；0.01 M PBS 洗涤，5min，3 次；加

稀释好的生物素化二抗，37℃孵育 40min；0.01 M PBS 洗涤后，

加酶标链霉亲和素 37℃孵育 20min：DAB 显色，苏木素稍微复

染，中性树胶封片。
1.2.5 原位杂交 应用 primex primer 5 探针设计软件对 Smo
mRNA(Genebank ID：AH007453 序列进行探针序列设计，通过

BLAST 分析，确定 22 bp Smo mRNA 探针序列。由上海生工公

司按上述 Smo mRNA 探针序列合成 Smo mRNA 探针，并测

序，于双侧使用地高辛标记。按照原位杂交步骤进行原位杂交

试验。
1.3 结果判定

用双盲法对染色结果进行评估，按照肿瘤细胞胞膜上及胞

浆内或胞核上出现黄色或棕黄褐色颗粒；染色强度判断标准：

无色阴性(-)，淡黄色弱阳性(±)，黄色阳性(+)，棕黄褐色(++)。
1.4 统计学分析

统计学处理 Smo 蛋白表达强度比较采用 K-W 秩和检验，

如 P<0.05，则近一步采用近似正态检验法进行组间比较，并按

组间比较次数调整 P 的水准，以 P<0.05 为差异具有显著性。

2 结果

2.1 构建了组织位点的组织芯片图

组织芯片制备结果组织芯片蜡块构建后，常规切片，HE 染

色，显微镜阅片发现 100 个点组织均取材正确，与原组织片诊

断吻合，组织芯片取材成功率为 100%。

2.2 Smo 蛋白在肝癌、肝硬化、良性肝肿瘤组织中的表达及其

临床意义

肝癌和肝硬化、正常组织经石蜡包埋切片后，HE 染色，图

2 实验结果表明在肝癌、肝硬化、良性肝肿瘤组织中强染色，在

远癌正常组织中无染色。
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图 3 SMO 蛋白在肝硬化组织中的表达（DAB×200）（A 为典型肝硬化组织，Smo 蛋白阳性表达；B 为中度肝硬化组织，Smo 蛋白弱阳性表达；C 为

正常组织，Smo 蛋白阴性表达）

Fig. 3 SMO protein in cirrhosis of the liver tissues ( DAB×200 ) ( A typical cirrhosis tissues, the expression of Smo protein; B for moderate liver

cirrhosis, weakly positive expression of Smo protein; C for normal tissue, protein Smo negative expression )

2.3 Smo 蛋白在不同肝硬化期的免疫组织化学图

Smo 蛋白在肝硬化不同时期的免疫组织化学 （DAB×
200），在典型肝硬化时期 Smo 蛋白呈强阳性，在中度肝硬化时

期 Smo 蛋白呈弱阳性，而在正常肝脏组织中呈阴性。随着肝硬

化程度的下降 Smo 蛋白的表达也下降。肝硬化程度高，Smo 蛋

白高，肝硬化程度低，Smo 蛋白低。（见图 3 所示，A 为典型肝硬

化组织，B 为中度肝硬化组织，C 为正常肝组织）。

3 讨 论

Hedgehog 信号通路之一的 sonic hedgehog(SHH)信号转导

通路，在没有 Shh 配体信号的刺激下，Ptch 与 Smo 结合而抑制

Smo 的活性及在细胞表面的定位，该信号通路处于失活状态；

当细胞间质中存在 Shh 配体，Shh 跨膜蛋白与另一跨膜蛋白受

体 Ptch 结合，解除了 Ptch 对 Smo 的抑制，Smo 进入胞浆中，引

发细胞内 Gli 以蛋白复合体形式(Cos2-Fused-Su-Gli)被转导，激

活 Gli 以全长的形态进入细胞核内，启动多种靶基因的转录。
Smo 蛋白是 Sonic hedgehog 信号通路中的信息转换器，它

能够把细胞外的 Shh 信号转换成细胞内的 Gli1 信号，从而启

动细胞核内基因的转录，对 Sonichedgehog 信号通路具有激活

作用。目前已有研究证实 Smo 的功能获得性突变可以诱发人

类基底细胞癌的发生，在家族性和散发性基底细胞癌中 Smo
的突变率为 20％。同样，肝癌的发生是否也与 Smo 基因的功能

获得性突变有关，以及肝癌发生过程中 Sonic hedgehog 信号通

路异常激活是否存在 Smo 基因高表达所致的配体非依赖性激

活方式，目前尚不清楚。
本课题中构建了肝癌和肝硬化组织芯片图，分析了肝癌和

肝硬化不同时期 HE 和免疫组织化学图，实验结果表明：肝癌

和肝硬化组织中 Smo 蛋白呈阳性，而在肝硬化的不同分期中，

典型肝硬化组织中呈强阳性，在中度肝硬化组织中呈弱阳性，

在正常组织中呈阴性。Smo 蛋白的表达与肝硬化程度呈正相关

性。肝硬化程度高，Smo 蛋白表达强，肝硬化程度低，Smo 蛋白

表达弱，无肝硬化和肝癌，则没有 Smo 蛋白的表达。Smo 蛋白

的表达可能参与了调控 Sonic hedgehog 信号通路。为进一步明

确肝癌发生发展过程中分子作用机理，以及寻找肝癌生物治疗

新的作用靶点提供理论依据。
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