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　　摘　要：目的　比较分析 Ｗｎｔ１０ｂ分别在肝细胞肝癌（简称肝癌）及对应癌旁组织中的表达水平，探讨 Ｗｎｔ１０ｂ与肝癌及其临

床病理参数的相关性。方法　采用实时定量ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术分别检测３３例肝癌及其对应癌旁组织中 Ｗｎｔ１０ｂｍＲＮＡ

及蛋白的表达。结果　Ｗｎｔ１０ｂｍＲＮＡ及蛋白在肝癌组织中表达量明显高于对应的癌旁组织（犘＜０．０５）。结论　Ｗｎｔ１０ｂ在肝癌

组织中表达上调，结合 Ｗｎｔ信号传导途径的功能，提示 Ｗｎｔ１０ｂ异常活化可能参与了肝癌的始动和发展过程。
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　　肝细胞肝癌（以下简称肝癌）是我国最常见的恶性肿瘤之

一，具有高发病率和高病死率的特点，近年来其发病率呈增高

趋势。Ｗｎｔ通路由多种癌基因和抑癌基因编码的蛋白质组

成，是一种与调节胚胎发育以及肿瘤发生发展相关的蛋白信号

传导通路［１］。Ｗｎｔ通路与肿瘤相关的研究已成为当前的研究

热点。Ｗｎｔ信号通路中与βｃａｔｅｎｉｎ聚集密切相关的信号通路

称为经典 Ｗｎｔ信号通路，除此以外的 Ｗｎｔ信号通路称为非经

典 Ｗｎｔ信号通路。Ｗｎｔ１０ｂ是 Ｗｎｔ家族成员之一，由２．２ｋｂ

的ｍＲＮＡ编码的３８９个氨基酸构成，相对分子质量为４３×

１０３。研究证实 Ｗｎｔ１０ｂ通过经典途径在肿瘤发生发展中发挥

作用，并且在体外肝癌细胞株的研究中发现 Ｗｎｔ１０ｂ高表

达［２］。本研究采用荧光定量ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术分别检

测３３例肝癌组织及其对应癌旁组织中 Ｗｎｔ１０ｂｍＲＮＡ及蛋白

的表达，初步探讨 Ｗｎｔ１０ｂ在肝癌中的表达规律及其与临床病

理参数之间的相关性。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　组织标本　收集２０１２年６月至２０１３年５月桂林医学

院附属医院原发性肝细胞肝癌手术标本３３对，按照Ｃ１、Ｎ１、

Ｃ２、Ｎ２……Ｃ３２、Ｎ３２、Ｃ３３、Ｎ３３编号，Ｃ代表癌组织，Ｎ代表癌

旁组织。所有入组患者术前均未经放化疗及其他抗癌治疗。

１．１．２　试剂　ＲＮＡｉｓｏ试剂、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔＷｉｔｈ

ｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ试剂盒、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲ试剂盒均购自大连

Ｔａｋａｒａ公司，ＢＣＡ蛋白定量试剂盒购自北京博奥森生物科技

有限公司，鼠抗人单克隆抗体及羊抗鼠ＩｇＧ 购自美国 Ａｖｉｖａ

ＳｙｓｔｅｍｓＢｉｏｌｏｇｙ公司，βａｃｔｉｎ鼠抗人单克隆抗体购自美国

ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。引物均由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。Ｗｎｔ１０ｂ正

向引物：５′ＴＴＧＡＴＡＣＣＣＡＣＡＡＣＣＧＣＡＡＴ３′；Ｗｎｔ１０ｂ反

向引物：５′ＧＴＧＣＴＣＧＣＴＣＡＣＡＧＡＡＧＴＣＡＧＧ３′，βａｃｔｉｎ

正向引物：５′ＧＧＣＡＴＣＣＴＣＡＣＣＣＴＧＡＡＧＴ３′，βａｃｔｉｎ反

向引物：５′ＧＧＧＡＴＡＧＣＡＣＡＧＣＣＴＧＧＡＴ３′，

１．１．３　仪器　ＡＢＩ７５００ＦＡＳＴ 荧光定量 ＰＣＲ 扩增仪，美国

ＡＢＩ公司；紫外分光光度计，美国 ＡＢＩ公司；电泳转膜仪，北京

六一仪器公司。

１．２　方法

１．２．１　分离肿瘤及癌旁组织　手术标本切除后立即取材，避

开肿瘤坏死与出血部位，无菌条件下取肿瘤组织及癌旁组织

（用工具尺测量距瘤块外缘３ｃｍ 以上）各２块，标本大小约１

ｃｍ×１ｃｍ×１ｃｍ，一块置于甲醛固定液中固定，制做组织切片

并进行苏木素伊红（ＨＥ）染色，邀２名病理学专家对切片进行

病理学鉴定，另一块在组织离体后２０ｍｉｎ内置于液氮中速冻，

然后储存于－８０℃冰箱，用于ＲＮＡ和蛋白提取。

１．２．２　总ＲＮＡ和蛋白的提取　取冻存的组织标本，每例组

织标本称取１００ｍｇ加入１ｍＬＲＮＡｉｓｏ，在冰浴中进行匀浆处
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理，直至匀浆液呈颗粒无透明状，向匀浆裂解液中加入０．２ｍＬ

的氯仿，盖紧离心管盖，用手猛烈振荡１５ｓ，待乳液充分乳化，

无分相现象后，室温静置５ｍｉｎ，然后１２０００ｒ／ｍｉｎ４℃离心１５

ｍｉｎ，取出分相清楚的离心管，转移上清液至新的离心管中，加

入等体积的异丙醇，充分混匀，室温静置１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ

４℃离心１０ｍｉｎ，有沉淀析出，弃上清液，７５％乙醇洗涤沉淀后

小心弃去乙醇，室温干燥沉淀５ｍｉｎ，加入０．０４ｍＬ焦碳酸二

乙酯（ＤＥＰＣ）水溶解沉淀。采用１．２％琼脂糖凝胶电泳检测总

ＲＮＡ的均一性和完整性，用紫外分光光度计测定总 ＲＮＡ的

纯度和含量，Ａ２６０／Ａ２８０在１．８～２．０之间时，读取 ＲＮＡ

浓度。

１．２．３　ｃＤＮＡ合成　按ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔＷｉｔｈｇＤ

ＮＡＥｒａｓｅｒ试剂盒说明书分两步进行ｃＤＮＡ合成，第一步：取

总ＲＮＡ３．０μＬ，ＯｌｉｇｏｄＴＰｒｉｍｅｒ１．０μＬ，ｄＮＴＰｍｉｘｔｕｒｅ１．０

μＬ，ＲＮａｓｅｆｒｅｅｄＨ２Ｏ４．５μＬ，反应条件为４２℃２ｍｉｎ；第二

步：向第一步反应管中加５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＢｕｆｆｅｒ４．０μＬ，ＲＮａｓｅ

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ０．５μＬ，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴａｓｅ１．０μＬ，ＲＮａｓｅＦｒｅｅ

ｄＨ２Ｏ４．５μＬ，反应条件为３７℃１５ｍｉｎ，８５℃５ｓ。反应产物

放于－２０℃冰箱保存。

１．２．４　荧光定量ＰＣＲ　采用ＳＹＢＲ法，使用 ＡＢＩ７５００Ｆａｓｔ

ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲＳｙｓｔｅｍ进行ＰＣＲ扩增和结果分析，反应体系：

２×ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ１０．０μＬ，上、下游引物各０．８

μＬ，５０×ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅⅡ０．４μＬ，ｃＤＮＡ模板２μＬ，加去

ＲＮａｓｅ水至２０μＬ。两步法ＰＣＲ扩增：９５℃３０ｓ；９５℃３ｓ，６０

℃３０ｓ，４０个循环。每个样品均作复管反应，重复３次，以

ＤＥＰＣ处理水作为阴性对照。所有样品均在相同反应条件下

进行 Ｗｎｔ１０ｂｍＲＮＡ检测。采用２△△ＣＴ法对扩增产物定量计

算，△ＣＴ＝ＣＴＷｎｔ１０ｂ－ＣＴβａｃｔｉｎ，△△ＣＴ＝△ＣＴ癌 －△ＣＴ癌旁 ＝

（ＣＴｗｎｔ１０ｂ－ＣＴβａｃｔｉｎ）癌－（ＣＴＷｎｔ１０ｂ－ＣＴβａｃｔｉｎ）癌旁。Ｃ代表Ｃｙ

ｃｌｅ（扩增循环数），Ｔ代表ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｓ（扩增域值），ＣＴ值的含义

是：每个反应管内的荧光信号到达设定的域值时所经历的循

环数。

１．２．５　ＰＣＲ产物测序　在ＣＥＱ８０００测序仪上进行ＰＣＲ产物

测序，以鉴定ＰＣＲ产物特异性。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｗｎｔ１０ｂ蛋白的表达　分别提取肝

癌和癌旁组织的总蛋白，经１２％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺

凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）分离后，转移电泳产物至硝酸纤维素膜

上，于５％脱脂奶粉中室温封闭１．５ｈ。加一抗（鼠抗人

Ｗｎｔ１０ｂ单克隆抗体，１∶１５００稀释），置于４℃冰箱反应过夜。

ＴＢＳＴ洗涤３遍，每次１０ｍｉｎ，加二抗（羊抗鼠ＩｇＧ抗体，１∶

１０００稀释），室温培育２ｈ，暗室发光。以鼠抗人βａｃｔｉｎ单克

隆抗体（１∶１５００稀释）作为内参照，Ｗｎｔ１０ｂ蛋白的相对表达

量以 Ｗｎｔ１０ｂ／βａｃｔｉｎ灰度值比表示。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件对数据进行统计学处

理，癌组织与癌旁组织比较采用配对狋检验，Ｗｎｔ１０ｂｍＲＮＡ

表达与临床病理参数间的比较采用两样本狋检验，检验水准为

α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＨＥ染色鉴定组织病理特征　共收集标本３３对，通过

ＨＥ染色，病理鉴定所有组织标本病理特征，高分化肝癌７对，

中分化肝癌１７对，低分化肝癌９对，见图１。

　　Ａ：癌旁组织；Ｂ：高分化肝癌组织；Ｃ：中分化肝癌组织；Ｄ：低分化肝癌组织。

图１　　癌及癌旁组织病理学图片（ＨＥ×２００）

２．２　组织总ＲＮＡ提取及实时定量ＰＣＲ　采用Ｔｒｉｚｏｌ法提取

组织总ＲＮＡ，取产物５μＬ上样量于１．２％琼脂糖凝胶电泳，电

泳结果可见１８Ｓ和２８Ｓ两条清晰条带，提示总ＲＮＡ高质量提

取成功。将 ＲＮＡ反转录后进行荧光定量ＰＣＲ 检测，通过荧

光定量ＰＣＲ扩增曲线，产物到达平台期，对融解曲线分析，可

以看到单一的峰型，说明扩增产物有较高的特异性。ＰＣＲ 产

物比较采用ＣＴ法定量，根据２ΔΔＣｔ值反映出 Ｗｎｔ１０ｂ在不同样

本的表达水平，见图２。

２．３　Ｗｎｔ１０ｂｍＲＮＡ在肝癌及癌旁组织中的表达差异　将每

个样品的２△△ＣＴ值作为观察值，反映 Ｗｎｔ１０ｂｍＲＮＡ在３３对

肝癌组织标本中的表达量，对 Ｗｎｔ１０ｂｍＲＮＡ在肝癌和癌旁组

织中的２△△ＣＴ进行配对狋检验，结果显示：Ｗｎｔ１０ｂｍＲＮＡ在肝

癌组织中的表达量显著高于癌旁组织，差异有统计学意义

（犘＜０．０５），见表２。

图２　　Ｗｎｔ１０ｂｍＲＮＡ在肝癌及癌旁组织中的表达

２．４　Ｗｎｔ１０ｂ蛋白在肝癌及癌旁组织中的表达差异　Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ结果显示：肝癌组织中 Ｗｎｔ１０ｂ蛋白表达水平明显高于癌

旁组织，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表２。Ｗｎｔ１０ｂ和β

ａｃｔｉｎ灰度值见图３。

２．５　肝癌组织中 Ｗｎｔ１０ｂｍＲＮＡ的表达与临床病理参数的关
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系　肝癌组织中 Ｗｎｔ１０ｂｍＲＮＡ的表达与患者的年龄、性别、

组织分化程度及临床分期无关（犘＞０．０５），见表３。

表２　　癌组织和癌旁组织中 Ｗｎｔ１０ｂｍＲＮＡ和

　　　　　蛋白的表达（狓±狊）

组别 狀 ｍＲＮＡ２△△ＣＴ值 蛋白质

癌组织 ３３ ９．４４４１±７．６７８７ａ ０．２４３９±０．０８２６ａ

癌旁组织 ３３ ５．３５４７±５．７９０５ ０．１９０３±０．０９３６

　　ａ：犘＜０．０１，与癌旁组织比较。

　　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｗｎｔ１０ｂ蛋白表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析图。

图３　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｗｎｔ１０ｂ在肝癌及癌旁

组织中蛋白的表达

表３　　组织中 Ｗｎｔ１０ｂ的表达与临床病理参数的比较（狓±狊）

项目 狀 Ｗｎｔ１０ｂｍＲＮＡ２△△ＣＴ值 犘

性别 ０．６７０３

　男 ２２ ９．０３２５±７．７３４８

　女 １１ １０．２６７２±７．８６９３

年龄 ０．９４６５

　＜６０岁 ２０ ９．５１８１±８．５６５６

　≥６０岁 １３ ９．３３０１±６．４０６４

分化程度

　高 ７ ８．９６６８±８．５４４２ ０．９７３０（Ｐ１）

　中 １７ ９．０９４１±８．１７６６ ０．６６８５（Ｐ２）

　低 ９ １０．４７６３±６．７６２３ ０．６９８６（Ｐ３）

临床分期

　Ⅱ １０ ８．３７８９±５．８６６２ ０．５６７９（Ｐ４）

　Ⅲ １５ １０．２８１７±８．１８１０ ０．７２０７（Ｐ５）

　Ⅳ ８ ９．０３９８±８．７４１３ ０．８５７２（Ｐ６）

　　Ｐ１：高分化组和中分化组比较；Ｐ２：中分化组和低分化组比较；Ｐ３

高分化组和低分化组比较；Ｐ４：Ⅱ期和Ⅲ期比较；Ｐ５：Ⅲ期和Ⅳ期比较；

Ｐ６：Ⅱ期和Ⅳ期比较。

３　讨　　论

Ｗｎｔ经典信号通路在调节组织器官的生成、增殖和分化，

以及维持机体稳态中起重要作用［３］。经典 Ｗｎｔ信号通路的构

成和激活机制的研究已相对完善，人们认识到经典 Ｗｎｔ信号

通路并不仅是一条单纯的线性信号传导通路，而是一条多基因

参与，拥有多个作用位点的相对开放的信号途径，参与该途径

的蛋白及其作用机制相对复杂。Ｗｎｔ蛋白是 Ｗｎｔ基因编码的

分泌性蛋白，属于经典途径的有：Ｗｎｔ１、Ｗｎｔ２、Ｗｎｔ３、Ｗｎｔ３ａ、

Ｗｎｔ８ａ、Ｗｎｔ８ｂ、Ｗｎｔ１０ａ、Ｗｎｔ１０ｂ
［２］。之前的研究表明 Ｗｎｔ经

典信号通路参与了消化系统肿瘤和女性生殖系统肿瘤的形成。

研究证实，Ｗｎｔ２在食管细胞癌中通过激活经典信号通路，促进

食管癌细胞的生长［４］；据报道，Ｗｎｔ１
［５］、Ｗｎｔ２

［６］在胃癌组织中

异常表达。赵玉洁等［７］研究发现 Ｗｎｔ３ａ在正常宫颈组织、宫

颈上皮内瘤变组织及宫颈鳞癌组织中的表达逐渐升高，可能参

与了宫颈鳞状上皮的恶性转化过程，促进宫颈上皮内瘤变向宫

颈鳞癌转化。另研究发现，Ｗｎｔ１０ａ高表达时，肾癌细胞株的β

连环蛋白（βｃａｔｅｎｉｎ）聚集、细胞周期素Ｄ１（ｃｙｃｌｉｎＤ１）与禽类髓

细胞病毒致癌基因同系物（ｃｍｙｃ）表达增加
［８］，而当 Ｗｎｔ１０ｂ

的表达被抑制后，细胞内的βｃａｔｅｎｉｎ聚集减少，ｃｙｃｌｉｎＤ１与ｃ

ｍｙｃ表达下降，同时也导致细胞增殖、迁移、侵袭力等下降
［９］。

研究表明，Ｗｎｔ经典信号通路各蛋白表达水平的改变及相

关基因的突变参与了原发性肝癌的发生发展［１０１２］。３０％～

７０％的肝癌中发现 Ｗｎｔ经典通路关键因子βｃａｔｅｎｉｎ在胞内聚

集［１３］。Ｗｅｉ等
［１４］发现 Ｗｎｔ１在肝癌组织及其细胞系中表达增

高，Ｗｎｔ１蛋白抗体能够降低肝癌细胞系 Ｈｕｈ７和 Ｈｅｐ４０的增

生及生存能力，诱导肿瘤细胞凋亡，抑制经典 Ｗｎｔ信号通路，

而对正常肝细胞生长无影响。同样有研究认为 Ｗｎｔ１可以作

为一个重要指标预测肝癌术后复发［１５］。Ｙｏｓｈｉｋａｗａ等
［１６］发现

７／１０的肝癌和１／２的结肠癌细胞株表达大量的 Ｗｎｔ１０ｂｍＲ

ＮＡ。Ｙｕｚｕｇｕｌｌｕ等
［２］研究发现在高分化和低分化的１１种肝癌

细胞系中 Ｗｎｔ３和 Ｗｎｔ１０ｂ均表达上调。因此，Ｗｎｔ１０ｂ的异常

表达参与了肝癌的发生，可能扮演着一个重要角色。本文从临

床肝癌组织着手，运用荧光定量ＰＣＲ技术和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技

术，对肝癌组织中 Ｗｎｔ１０ｂ基因转录和蛋白水平进行相对准确

的定量检测和分析，敏感性和特异性较高。通过分析肝癌组织

和癌旁组织中 Ｗｎｔ１０ｂ基因和蛋白的表达变化规律，以研究

Ｗｎｔ１０ｂ在肝癌发生发展中的作用。

研究结果示，Ｗｎｔ１０ｂｍＲＮＡ及蛋白在肝癌组织中表达水

平高于癌旁组织，研究结果与 Ｙｕｚｕｇｕｌｌｕ等
［２］的一致，由结果

可见 Ｗｎｔ１０ｂ基因和蛋白表达趋势呈现出一致性，作者分析

Ｗｎｔ１０ｂ表达的上调可能是在基因转录水平，而 Ｗｎｔ１０ｂ在肝

癌组织的异常高表达提示，Ｗｎｔ１０ｂ可能在肝癌的发生发展过

程中发挥着癌基因样的作用，在正常肝细胞向癌细胞转化过程

中起着正向促进作用，而非抑制作用。而 Ｗｎｔ１０ｂｍＲＮＡ和蛋

白的表达与患者的性别、年龄、肿瘤分化程度及临床分期无关，

作者分析可能存在以下４方面原因：（１）样本含量小、存在样本

选择偏倚和信息偏倚；（２）以及ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果

出现假阳性；（３）人体组织中基因和蛋白表达的个体差异比较

大；（４）肝癌的发生发展是一系列基因和蛋白的参与，存在着多

种信息传导通路异常传导的病理过程，Ｗｎｔ１０ｂ对于肝癌不是

一个绝对独立的因素，只是整个肝癌信号网络中的一个点。根

据 Ｗｎｔ信号通路的传导机制，Ｗｎｔ１０ｂ在整个 Ｗｎｔ信号通路

传导过程中的启动阶段发挥重要作用，从 Ｗｎｔ１０ｂ的异常表达

到一系列靶基因的激活则可能受多种因子和信号通路的调节，

而非简单的线性传导。作者认为，进一步研究 Ｗｎｔ１０ｂ下游靶
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基因的作用机制，探明 Ｗｎｔ１０ｂ介导的整条 Ｗｎｔ信号通路中的

各个环节以及寻找通路中抑制肿瘤细胞增殖的关键靶点十分

重要。故本课题下一阶段将进行 Ｗｎｔ１０ｂ在肝癌中下游靶基

因的作用机制的研究，以及利用构建慢病毒载体和基因干扰技

术探讨 Ｗｎｔ１０ｂ基因沉默后对肝癌细胞株的影响。
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