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摘要

肝素酶(hpa)是裂解硫酸乙酰肝素蛋白多糖的惟一酶类

能破坏细胞外基质及基底膜 并参与肿瘤血管生成 与肿

瘤的侵袭转移密切相关. hpa也由此逐渐成为引人注目的抗

肿瘤治疗新靶点 其抑制剂的研制可望为抗肿瘤治疗开辟

新的途径. 本文综述了hpa的结构与功能 对肿瘤转移的

促进作用与机制 以及hpa抑制剂作为抗肿瘤新药的最新

研究进展.

陈陵, 杨仕明, 房殿春, 王东旭. 肝素酶: 抗肿瘤转移的新靶点. 世界华人消化

杂志  2004;12(2):439-442

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/439.asp

0   引言

许多恶性肿瘤早期并无症状 但在发生转移后 病情

将迅速进展 预后很差. 而肿瘤的转移要求必须同时破

坏构成细胞外基质(extracellular matrix ECM)的两种主

要成分: 结构蛋白和蛋白多糖. 在过去的10多年中 研

究兴趣大多集中在以结构蛋白为底物的基质金属蛋白

酶 (matrix metalloproteinases MMPs)上 但后来发现

MMPs 至少有17种[1] 所有MMPs 合起来几乎能够降

解所有的细胞外基质的结构蛋白成分 对其中一个酶

的抑制会有代偿的途径进行弥补 这样以结构蛋白为

底物的蛋白酶的抑制剂就很难在抗肿瘤转移中发挥很

好的作用. 而近年来发现的肝素酶(heparanase hpa)是

惟一能裂解ECM内蛋白多糖主要成分硫酸乙酰肝素蛋

白多糖(heparan sulfate proteoglycans HSPG)的内源性糖

苷内切酶. 抑制hpa后可明显减少肿瘤细胞的扩散与转

移 [2-4] 故hpa作为抗肿瘤治疗新靶点具有很好的应用

前景.

1   hpa的结构与功能

hpa 基因位于染色体4q22 基因全长50 kb 内含 14

个外显子和 13 个内含子 转录两种mRNA 一种为

5 kb大小的hpa-1a型 另一种为1.7 kb大小的hpa-1b

型[5]. 在免疫系统 如脾及外周血白细胞内 hpa基因

主要转录前者; 而在胎盘 血小板及W138/VA13细胞

系 则主要转录后者[6]. 两种mRNA亚型均含有相同的

开放读码框架 编码含有543个氨基酸(aa) 的 hpa蛋白

前体 Mr  61 192.

        hpa蛋白前体共有6个糖基化位点 经糖基化后形

成65 kD的前hpa. 其上有 2个疏水区和1个亲水区. 其

亲水性最强点位于 端第160 aa附近 使这一区域易

于暴露 便于被蛋白酶在N端Glu157-Lys158处水解.

被切除的 端157 aa 经加工后 形成74 aa (Gln36-

Glu109) 组成的8 kD片段 此片段再与被切除的C端

386 aa (Lys158-Ile543)组成的 50 kD的片段通过非共价

连接 组成异二聚体 即成熟的hpa [4, 6-8].

       在正常情况下 hpa分布于胸腺 脾脏 淋巴结

骨髓 血小板 中性粒细胞 T 淋巴细胞 B 淋巴细

胞等免疫组织及胎盘中 此外 胎肝中也有分布. 以外

周白细胞表达水平最高 其次为胎盘. 除胎盘外的非免

疫组织中未见或极少表达[4, 6, 9-12]. 其生理功能有: (1)帮助

胚泡附着于子宫内膜 促进胎盘的发育和功能形成过

程. (2)在组织损伤或炎症时 hpa可降解基底膜HSPG

帮助免疫细胞渗出到无血管区 加快创面愈合 帮助组

织修复[12].

        晚近 McKenzie et al [11]克隆了一种新的人类cDNA

即 hpa-2 与 hpa-1 有很高的同源性. 基因定位于

10q23-24 能编码三种新的肝素酶蛋白(hpa-2a b

c) 分别含480 534 和 592 aa. hpa -2分布于脑 乳

腺 前列腺 小肠 睾丸与子宫. 目前对其功能尚不清

楚. 该小组正准备在哺乳动物体内过度表达hpa-2来研

究其功能 以确定hpa-2是否也象hpa-1一样 能够

裂解HSPG.

2   hpa对肿瘤扩散及转移中的促进作用及其机制

已有大量实验证明了hpa 对肿瘤扩散及转移的促进作

用. 研究人员对多种肿瘤(胃癌[13-14] 肝癌[15-16] 胰腺

癌[17-19] 结肠癌[20] 乳腺癌[4, 6, 21] 卵巢癌[22] 血液

系肿瘤[23] 前列腺癌[24] 膀胱癌[25-26] 淋巴瘤及黑色

素瘤[27-28] 口腔鳞状细胞癌[29] 嗜铬细胞瘤[30])采用

RT-PCR或原位杂交技术检验肿瘤细胞内hpa mRNA表

达水平 或用免疫组化荧光染色技术检验hpa 蛋白含

量 均发现恶性程度越高 转移潜能越大 生长速度越

快的肿瘤细胞hpa 的表达水平越高 而良性肿瘤则低

水平表达 正常组织则不表达. 进一步研究发现 通

过载体对无转移潜能的小鼠淋巴瘤细胞系Eb和低转移

潜能的黑色素瘤细胞系导入hpa cDNA并形成能够高水
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平表达hpa 的稳定克隆后 这些肿瘤细胞获得了高转

移潜能 接种到裸鼠肝脏后 转移能力及致死能力均明

显升高[27-28]. 这表明低转移潜能的肿瘤细胞可通过导入

hpa cDNA获得高转移潜能; 具有高转移潜能的肿瘤或细

胞系应用hpa 抑制剂后 肿瘤细胞转移的数量和部位

均明显减少[31-33]. 进一步证明了hpa具有促进肿瘤细胞转

移的作用. 其机制有如下几点: (1) 促进血管生成: 新生血

管的形成为肿瘤的生长转移提供了必需的营养物质和

通道. hpa通过直接和间接两种方式发挥促血管生成作

用[34]. 直接作用于内皮细胞以生芽方式促进血管生成; β-
成纤维细胞生长因子(β-fibroblast growth factor bFGF)
是目前认为极有活性的血管生成因子(angiogenesis factor)

之一 [4, 6, 35] 同时也是强有力的有丝分裂促进因子. 以

无活性形式与硫酶乙酰肝素(heparan sulfate HS)结合

贮存于ECM中. hpa裂解HSPG时 bFGF被释放出来

诱发血管生成. 此外 被固化在HSPG上无活性的血管

内皮生长因子(vascular endothelial growth factor VEGF)

在 hpa 裂解HSPG 的过程中也得到释放并被激活 与

bFGF共同诱导肿瘤血管生成[36]. (2) 破坏限制肿瘤生长

转移的屏障ECM与BM: 降解HSPG 与其他基质降解

酶(如MMPs 丝氨酸蛋白酶)协同破坏 降解ECM和

BM屏障[27, 35]. 促进释放内皮下尿激酶型纤溶酶原激活物

(urokinase type-plasminogen activator u-PA)及组织型

纤溶酶原激活物(tissue type-plasminogen activator t-

PA) 激活纤溶酶原 活化MMPs 裂解 ECM BM

中结构蛋白. t-PA和u-PA还可通过活化表皮生长因子

(epidermic growth factor EGF) 激活细胞外基质中的

蛋白质酶联反应 使膜的屏障功能减退[37]. (3)介导细胞

黏附: 表达于细胞表面的hpa可介导细胞对ECM及BM

的黏附 引起细胞在基质中的扩散以及促进BM的重

塑 帮助肿瘤细胞侵入血管[38].  (4) 增加癌细胞迁移能

力: hpa裂解HSPG后产生的HS片段可激活HS的受体

CD44v3 (CD44 variant exon 3) 发出细胞内迁移信号

促使细胞变形 运动 从而促进肿瘤细胞的扩散与转

移[39]. (5) 抑制活化 淋巴细胞: hpa降解HSPG后的产物

可以抑制活化的 淋巴细胞的生物学功能 从而引起

免疫抑制[5, 36] 使肿瘤转移更容易.

       总之 hpa通过降解ECM和BM中的HSPG 破坏

限制肿瘤转移的屏障 加强肿瘤细胞的运动能力 释放

促进细胞生长及血管生成的活性因子 加快血管生成

促进肿瘤生长和转移 这是肿瘤进展的重要机制之一.

3   针对hpa的抗肿瘤治疗

由于hpa是目前发现惟一的一种能够降解ECM及BM中

HSPG的酶类[4] 而肿瘤的转移又必须突破此屏障 并

且hpa在裂解HSPG时还可通过多种途径促进肿瘤的生

长 扩散与转移 故针对hpa的抗肿瘤治疗意义重大. 目

前发现的hpa抑制剂有如下几种:

3.1 hpa 类似物  hpa 的底物HSPG具有 2个结构特点

即含硫酸基团和糖链 并带负电荷 故凡具备上述特

点的生物或化学物质均有可能与HSPG竞争结合hpa

阻止hpa作用于底物 抑制其活性. (1)硫酸化磷酸甘露

戊糖(phosphomannopentaose sulfate PI-88): PI-88是含

硫酸基的寡糖[32] 从酵母菌发酵而来 主要成分为甘

露五糖和四糖 2.3 kD 由五个不同片段组成[40]. PI-88

能够将乳腺癌细胞13762MAT注入大鼠后形成的肺癌

降低90% 还能将原发性肿瘤的血管供应降低30%

同时原发性肿瘤的生长速度降低一半[32]. 在体外实验

中 PI-88 具有很好的抑制血管生成和抑制hpa 活性

的作用 对高浸润性鼠乳腺癌13762MAT细胞抑制率

达50%  腹股沟淋巴结转移率降低40% 肿瘤周围的

血管生成减少达30%[33]. 其副作用主要是可引起免疫介

导的剂量限制性的血小板减少症[41]. PI-88已经在志愿者

中完成了一期临床试验 目前 已在进行多中心临床二

期试验[32] 很可能成为第一个应用于临床抗肿瘤治疗

的hpa抑制剂. (2)硫酸海带多糖或称昆布多糖(laminarin

sulfate LS): 是含硫酸基的多糖 在体外实验中可以有

效抑制hpa对HSPG的降解 0.2-1 mg/L即可抑制 50 %

的活性. 给小鼠皮下注射LS后再静脉注入黑色素瘤细胞

或乳腺癌细胞 发现对肺扩散转移的抑制达80-90% [31].

(3)苏拉明同功异质体: 苏拉明(suramin)是一种多磺酸萘

脲(polysulfonated naphthylurea) 其同功异质体NF127

NF145 NF171在体外实验中能有效地抑制从人高侵袭

性黑色素瘤细胞(70W)提取并纯化的hpa活性 可显著

降低70W细胞的侵袭能力 在动物体内则显著减少肿

瘤内新生血管的形成. 在 20-30 µmol/L 时可抑制hpa
50%的活性 在100 µmol/L或以上则可100%抑制hpa
的活性[42].

        以上所提到的LS 苏拉明 以及硫酸壳多糖(sulfated

chitin)[43] calcium spirulan (Ca-SP) [44] 硫代磷酸寡脱

氧核苷酸 (phosphorothioate oligodeoxynucleotides PS

oligos) SdC28 [31]等 由于分子大小 毒性 多重生物

学效应等各种原因 在发现他们具有抑制hpa表达作用

之后不久 也被发现不适宜应用于临床.

3.2 hpa反义寡脱氧核苷酸  最近 国内学者张友磊 et al  [45]

报道hpa反义寡脱氧核苷酸(antisense oligodeoxynuleotide

AS-ODN)可与hpa mRNA互补结合 使其不能翻译hpa

蛋白 从而抑制hpa的表达. AS-ODN的各种浓度组在

体外实验中对人乳腺癌MDA435细胞系hpa mRNA和蛋

白的表达及细胞侵袭力均有明显抑制作用 在终浓度

为0.1 µmol/L 0.2 µmol/L和 0.4 µmol/L时对MDA435
细胞的侵袭力抑制率分别为34.0 % 57.8%和 79.7%.

其临床应用价值还有待进一步研究.

     自从发现 hpa 在肿瘤转移中的作用来 其作用机

制 基因序列测定及定位 蛋白纯化 单克隆抗体制备

等问题逐渐被解决. 目前仍存在的问题是: (1)检测hpa活

性可预测肿瘤转移潜能 判断肿瘤恶性程度[13, 15, 30]

如联合检测端粒酶 则可更精确地判断预后[46] 但目
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前hpa 活性的检测方法繁琐 应用于临床有待进一步

努力. (2) hpa与其他肿瘤转移因子或基因间有无联系及

如何联系? (3)hpa在生理及病理情况下表达的调控机制

及其影响因素是什么 (4) hpa除在高转移性肿瘤中有表

达外 在炎性细胞 如白细胞中也有表达. hpa 在炎

细胞中的表达是否与炎细胞的迁移有关 抑制炎细胞

的hpa的表达是否有益于炎症的控制[8, 47-48]? (5) hpa在增

生的平滑肌细胞中每有表达. 有研究表明 平滑肌细胞

hpa的表达可能与冠心病冠状动脉扩张后再狭窄的发生

有关[48-49].
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• 消息 •

2002年度各学科影响因子较高的医学3种期刊

学科                         排名                  期刊             影响因子

预防医学 1                  中华传染病杂志 1.416

2                  中华结核和呼吸杂志 1.239

3                  营养学报 0.749

基础医学综合类 1                  中华医院管理杂志 1.708

2                  中华医院感染学杂志 1.349

3                  中国危重病急救医学 0.845

药学 1                  中国新药与临床杂志 0.537

2                  中国海洋药物 0.528

3                  药学学报 0.508

临床医学 1                  WORLD J GASTROENTEROL 2.579

2                 世界华人消化杂志             1.926

3                  中华肝脏病杂志 1.858

中医中药学 1                  骨与关节损伤杂志 0.720

2                  中国中西医结合急救杂志 0.533

3                  中草药 0.478

军事医学与特种医学 1                  中国内镜杂志 0.992

2                  中华放射学杂志 0.975

中国科学技术信息研究所2003-12-09发布 2002年度中国科技论文统计结果
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