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Abstract
AIM: To investigate the expression of proteinase-
activated receptor-2 (PAR-2) protein in primary 
hepatic carcinoma (PHC) and to evaluate its 
clinical value.

METHODS: Immunohistochemistry and im-
munofluorescence were used to examine the 
expression of PAR-2 protein in cancer tissue and 
cancer-adjacent normal tissue from 41 patients 
with PHC.

RESULTS: The expression pattern of PAR-2 
protein was different between cancer tissue and 
cancer-adjacent normal tissue. Perinuclear cy-
toplasmic staining was noted in normal tissue, 
while cancer tissue showed diffuse cytoplasmic 
staining. PAR-2 labeling index was significantly 

higher in cancer tissue than in normal tissue 
(92.67 ± 8.53 vs 57.52 ± 7.31, P < 0.05). Although 
PAR-2 labeling index was higher in hepatocar-
cinoma than in cholangiocarcinoma, no statisti-
cal significance was observed in PAR-2 labeling 
index between them (141.05 ± 18.36 vs 112.10 ± 
10.05, P > 0.05). PAR-2 labeling index was signif-
icantly higher in patients with cancer metastasis 
than in those without cancer metastasis (167.83 ± 
8.91 vs 73.25 ± 4.05, P < 0.05).

CONCLUSION: PAR-2 is over-expressed in 
PHC. PAR-2 expression is closely related with 
the development and progression of PHC.
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摘要
目的: 研究蛋白酶激活受体-2(PAR-2)在原发性
肝癌(PHC)中的蛋白表达水平, 并探讨其临床
价值.

方法: 采用免疫组织化学和免疫荧光技术检
测41例P H C患者癌组织和癌旁正常组织中
PAR-2的蛋白表达水平. 

结果: PAR-2在PHC组织及癌旁正常组织中均
有不同程度的表达, 癌旁组织主要表现为核
周胞质染色, 而肝癌组织呈弥漫性胞质染色. 
PHC与癌旁组织的表达差异具有显著性意义
(92.67±8.53 vs  57.52±7.31, P <0.05); 不同组
织学类型的肝癌表达不均衡, 肝细胞癌高于
胆管细胞癌, 但差异无统计学意义(141.05±
18.36 vs  112.10±10.05, P >0.05); 肿瘤转移者
高于无转移者, 差异有统计学意义(167.83±
8.91 vs  73.25±4.05, P <0.05).

结论: PAR-2在PHC中高表达; PAR-2的表达与
PHC的发生和发展密切相关.
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■背景资料
PAR-2与消化系
肿瘤的关系备受
关注 .  新近发现 , 
PAR-2与肿瘤的增
殖、生长、转移
具有密切关系, 关
于PAR-2对肿瘤的
影响作用及其分
子机制的研究也
越来越多, 并取得
了新的进展.

■同行评议者
黄志勇, 教授, 华
中科技大学同济
医院普外科
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0  引言

蛋白酶激活受体 -2(p r o t e i n a s e  a c t i v a t e d 
receptor-2, PAR-2)是与G蛋白相偶联, 含有7个
跨膜单位的蛋白酶激活受体家族成员之一, 其
复杂多样的生理作用, 独特的激活与灭活方式, 
以及在消化系统中的广泛分布, 特别是PAR-2
与消化系肿瘤的关系备受关注. 基础研究证实

PAR-2与恶性肿瘤的增殖、侵袭转移密切相关. 
本实验旨对PAR-2在原发性肝癌(primary hepatic 
carcinoma, PHC)及癌旁组织中的表达态势进行

研究, 以期明确PAR-2表达特点及与PHC临床病

理因素的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 标本取自本院肝胆外科2000-2006年肝

癌手术后存档的组织石蜡标本41例, 设为肝癌

组; 同一标本距肿瘤边缘5 cm以外的肝脏组织

设为对照组. 全部病例包括病史、症状指征、

胸部X线检查、CT、部分病例经MRI进一步明

确诊断. 均经病理证实. 根据1987年国际抗癌联

盟(UICC)的肝癌TMN分期方案, 41例中, Ⅰ期3
例, Ⅱ期9例, Ⅲ期13例, Ⅳ期16例; 依据细胞分

型, 肝细胞癌39例, 胆管细胞癌2例, 其中男36例, 
女5例, 平均年龄(57.6±3.0)岁, 所有患者术前

均未进行任何抗肿瘤治疗. 羊多抗PAR-2(C-17):
sc-8205为Santa Cruz公司产品, 购于北京中杉生

物技术有限公司; FITC标记抗体、链霉菌抗生

物素蛋白-过氧化物酶(SP)免疫组织化学试剂

盒、3, 3-二氨基联苯胺(DAB)显色试剂, 购于福

州迈新生物技术开发有限公司. 
1.2 方法 
1.2.1 标本处理: 41例肝癌手术切除标本. 10%甲

醛固定, 石蜡包埋, 常规切片和染色. 
1.2.2 免疫组织化学染色: 切片常规脱蜡至水化, 
PBS液洗; 枸橼酸盐进行热抗原修复12 min; 0.3% 
H2O2封闭内源性过氧化酶10 min, 双蒸水清洗; 
5%-10%正常山羊血清封闭; 滴加1∶50 PAR-2羊
多抗, 4 ℃冰箱过夜, PBS液洗; 滴加生物素标记

二抗工作液, 室温孵育10 min, PBS液洗; 滴加辣
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根酶标记链霉卵白素工作液, 室温孵育10 min, 
PBS液洗; 滴加新鲜配置的DAB显色液, 室温下

显色, 显微镜下控制显色时间(3-5 min), 蒸馏水

洗; 苏木素复染、脱水、透明、中性树胶封片. 
用PBS代替一抗作为阴性对照, 以已知的阳性反

应组织作阳性对照. 
1.2.3 免疫荧光染色: 4 μm厚石蜡切片, 经脱蜡、

水化、热抗原修复、0.3% H2O2封闭内源性过氧

化酶、血清封闭; 滴加一抗, 4 ℃冰箱过夜, PBS
液洗; 滴加FITC荧光标记的二抗孵育(稀释比例

1∶10), 荧光显微镜观察PAR-2在组织中的表达. 
1.2.4 结果判定: PAR-2阳性判定标准为免疫染色

阳性物质呈棕黄色, 高倍镜下着色区呈颗粒状

或弥漫性, 着色主要定位于胞质中, 胞核内有少

量表达, 肿瘤间质未见表达. 用计算机图像分析

系统随机选择等面积内(重复3次), 计数癌和癌

旁组织PAR-2阳性细胞数, 用标记指数(labeling 
index, LI)百分比表示.

统计学处理 实验数据采用SPSS11.5统计软

件处理, 测定值以mean±SD表示, 成组资料均数

比较采用t检验, 检验水准α = 0.05, 并进行双侧

检验. P <0.05表示差异有统计学意义.

2  结果

2.1 PAR-2 抗体免疫组织化学结果 肝癌组织(图
1A)和癌旁正常组织(图1B)中均可见PAR-2表达

的阳性细胞, 棕黄色颗粒集中于胞质中; 肝癌组

织呈弥漫性胞质染色, 癌旁正常组织巢状分布, 
阳性表达减低, 呈核周胞质染色. PHC组织阳性

细胞百分比为92.67±8.53, 癌旁阳性细胞百分

比为57.52±7.31, 两组均数差异有统计学意义

(t = 8.5891, P <0.05). PAR-2在患者不同年龄、性

别、肝癌分型以及淋巴结转移中表达情况的比

较结果见表1, PAR-2表达与不同患者年龄、性

别、肿瘤病理分型无关(P >0.05), 但与淋巴结转

移密切相关, 差异有统计学意义(P <0.05). 
2.2 免疫荧光法检测PAR-2表达 荧光显微镜下观

察PAR-2在癌旁正常组织中绿色荧光染色较弱

(图2A); 肝癌组织中荧光染色明显增强(图2B).

3  讨论

蛋白酶激活受体(proteinase activated receptors, 
PA R s)是与G蛋白相偶联、含有7个跨膜单位

的受体家族成员, 现已发现PAR-1、PAR-2、
PAR-3、PAR-4四种亚型[1]. 人类编码PAR-2 的
基因位于5q13染色体, 其中编码人类以及小鼠

www.wjgnet.com

■研发前沿
PAR-2在肿瘤的
增殖、生长、转
移中起着关键作
用, 基于对PAR-2
相关的肿瘤治疗
新靶点必将成为
新的研究热点.
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PAR-2的基因结构相似, 均为双外显子. 在蛋白

水平, PAR-2是开放阅读框编码397个氨基酸的

跨膜蛋白, 与小鼠PAR-2的同源性为83%, 与大

鼠PAR-2的同源性为85%. 在分子水平, 这类受

体均由细胞外区(N-末端和细胞外袢)、跨膜区

(7个跨膜螺旋)及细胞内区(细胞内袢和C-末端)

组成. 含7个跨膜螺旋是该类受体的共同结构

特点. C-末端与受体失敏(desensitation)和信号

转导有关; N-末端含有相应受体的蛋白酶裂解

位点, 同时细胞外袢2在PAR-2激活中也起到关

键作用[2]. PAR-2作为胰蛋白酶、类胰蛋白酶、

凝血因子Ⅶa、Ⅹa和其他未知蛋白水解酶的受

体, 易暴露于能使其激活的蛋白酶中, 是许多消

化系腺体外分泌的直接调控者, 影响消化系统

功能, 与消化系疾病关系密切, 是一类具有正负

多功能的细胞因子受体, 可被人工合成的5-6个
外源性氨基酸合成肽裂解, 激活后可产生多种

生物学效应. 这类人工合成的小分子多肽被称

为PAR-2激动剂. 通过对人工合成多肽氨基端和

羧基端的结构修饰, 现已设计合成多种PAR-2激
动剂(PAR-2-activated peptide, PAR-2-AP), 主要

包括NH2-SLIGKV和tc-LIGRLO, 已被广泛应用

于各项研究, 他们能够在体内外重复相应配体

的所有作用, 部分结果已在PAR-2基因敲除的

小鼠中得到证实[3]. PAR-2广泛分布于消化系统

各种组织和细胞, 其中包括肿瘤细胞. 实验证实

PAR-2的生物活性与肿瘤的发生发展密切相关, 
具有促进炎症、抑制肿瘤细胞凋亡、促进肿瘤

血管生长、增强肿瘤细胞侵袭能力等作用[4-8]. 
我们前期体外实验将设计合成的PAR-2激动剂

(2f-LIGRLO-NH2)作用于肝脏肿瘤细胞(HepG2), 
发现PAR-2高表达的肿瘤细胞, 其细胞生长能力

增强, 不仅能够促进凋亡抑制、增强促血管内

皮细胞迁移能力, 而且能够明显增强基质金属

蛋白酶-2(matrix metalloproteinase-2, MMP-2)、
表皮生长因子受体(epidermal growth factor 

■相关报道
越来越多的研究
表 明 ,  在 众 多 的
肿瘤细胞中都有
PAR-2表达, 且强
度高于正常组织
细胞, 学者们认为
激活的PAR-2很可
能通过下游的信
号通路促进了肿
瘤的增殖和转移.

表  1  不同临床特征肝癌患者PAR-2的表达结果比较 (mean±SD)

分类		                n 	          PAR-2标记指数(LI%)

性别		

    男		             36	             101.23±8.60 

    女		               5	               76.54±4.65

年龄(岁)		

    <50		             19	               87.63±6.25 

    ≥50		             22	               92.32±7.55

病理分型		

    肝细胞肝癌	            39	             141.05±18.36 

    胆管细胞癌	              2	             112.10±10.05

淋巴结转移		

    有		             16	             167.83±8.91a

    无		             25	               73.25±4.05

aP<0.05 vs  无淋巴结转移.

图  1  PAR-2抗体免疫组织化学结果(SP×200). A: 原发性肝

癌组织呈弥漫性胞质染色; B: 癌旁组织中呈核周胞质染色.

A

B

图  2  PAR-2在肝癌及癌旁组织中的表达(免疫荧光染色×
200). A: 癌旁组织中呈弱表达; B: 肝癌组织中表达增强.

A

B
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receptor, EGFR)、血管内皮生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)等多种参与肿瘤生

长及血管生成的相关因子表达. 应用PAR-2拮抗剂

(LRGILS-NH2)则抑制肿瘤细胞的生长和转移.
镜下观察发现P H C组织中PA R-2阳性细

胞表达量及表达强度高于癌旁正常组织. 说明

PAR-2蛋白表达与PHC存在密切联系. 不同组

织学类型的肝癌表达不均衡, 肝细胞癌略高于

胆管细胞癌, 两者差异并无统计学意义, 然而

PAR-2表达水平有随原发瘤分化程度高而阳性

表达减低的趋势, 可能与不同细胞分型PHC的不

同生物学特性、发展机制以及不同的信号通路

有关; 分化较好的癌细胞与正常的肝脏细胞相

似, PAR-2表达量少; 分化较差的癌细胞异型性

明显, 常有巨核瘤细胞出现, PAR-2着色很强. 此
外, 肿瘤细胞远处转移者显著高于无转移者. 进
一步从不同角度证实了PAR-2对恶性肿瘤发生

和进展的推动作用. 推测其促进机制可能在于: 
(1)胰蛋白酶裂解后激活PAR-2, 使细胞内Ca2+动

员, 转活表皮生长因子受体(EGFR), 进而激活

经典ras依赖的ERK1/2通路, ERK1/2移位于细胞

核并激活核蛋白, 引起DNA复制、细胞增殖效 
应 [9];  (2)胰蛋白酶激活PA R-2促进蛋白激酶

C(PKC)依赖的MAP激酶级联反应, 促进Ca2+活

动和肿瘤细胞的有丝分裂[10]; (3)PAR-2激活后

与TF共同作用特异性上调IL-8的表达, 导致细

胞迁移效果明显增强[11]; (4)PAR-2激活后可诱导

Jun激活区域凝结蛋白1(Jun activation domain-
binding protein 1, Jab1)的蛋白修饰作用, 使细

胞骨架成份在细胞内重新分布, 以致膜表达蛋

白被降解进入胞质[12]. PAR-2表达和在细胞内

定位异常是否意味着肿瘤的恶性程度更高、侵

袭力更强, 也更加容易出现淋巴结转移, 这一定

论需要更为深入的探索. 上述依据有力的证实

PAR-2与恶性肿瘤的侵袭转移密切相关, 因此, 
对PAR-2的研究有助于筛选出一类新的有临床

应用价值的肿瘤学标志物, 并有可能成为肿瘤

治疗的新靶点.
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■同行评价
本文选题较新, 结
果 可 靠 ,  对 研 究
PAR-2在肝癌组
织上的表达及与
肝癌患者临床病
例特征的关系有
重要意义.


