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Abstract
AIM: To assess the clinical significance of serum 
Cathepsin S (Cat S) in patients with hepatocel-
lular carcinoma (HCC). 

METHODS: Reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) and Western blot were 
used to detect the expression of Cat S mRNA 
and protein in 62 HCC surgical specimens and 
matched tumor-adjacent non-cancerous speci-
mens. Enzyme linked immunosorbent assay 
(ELISA) was used to determine serum levels of 
Cat S in 62 patients with HCC, 40 patients with 
cirrhosis and 30 healthy controls. The relation-
ship between serum levels of Cat S and clinical 
and pathological parameters of hepatocellular 
carcinoma was analyzed. 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

肝癌患者血清Cathepsin S含量检测的临床意义

杨雅阁, 张炳勇, 刘 龙, 白阳秋, 曹名波

®

■背景资料
肝细胞癌 (hepa-
tocellular carci-
noma)是世界上最
常见的恶性肿瘤
之一, 大部分HCC
患者在明确诊断
时已经是中晚期
肝癌, 失去了手术
切除及其他根治
性手术的机会; 寻
找肝细胞癌分子
靶点, 尽早判断肝
癌的病情并预测
其转移和复发, 并
为临床有效治疗
提供分子基础是
肝癌防治研究工
作的重点. 组织蛋
白酶(Cathepsin S, 
Ca t  S)是一种半
胱氨酸蛋白水解
酶, 能介导细胞外
基质(extracellular 
matrix, ECM)的降
解, 参与肿瘤血管
生成和血管内外
肿瘤细胞的转移, 
在人类的多种肿
瘤中表达. 近年来
研究发现血清Cat 
S含量与癌症死亡
率呈显著正相关. 
然 而 ,  有 关 血 清
Cat S含量在肝癌
中的研究, 国内外
尚未见文献报道. 

RESULTS: The relative expression level of Cat S 
mRNA was significantly higher in HCC than in 
tumor-adjacent non-cancerous tissue (0.67 ± 0.15 
vs 0.28 ± 0.12, P < 0.05). The protein expression of 
Cat S in HCC was also significantly higher than 
that in tumor-adjacent non-cancerous tissues (0.81 
± 0.16 vs 0.35 ± 0.13, P < 0.05). Serum Cat S levels 
in HCC patients were significantly higher than 
those in cirrhotic patients and healthy controls 
(131.46 ± 42.16 µg/L vs 64.28 ± 12.71 µg/L, 50.2 
± 17.41 µg/L, both P < 0.05). Serum levels of Cat 
S in HCC were correlated with the formation of 
portal vein tumor thrombus, tumor size, extrahe-
patic metastasis and TNM stage (all P < 0.05). 

CONCLUSION: Serum Cat S might serve as a 
novel tumor marker for hepatocellular carcino-
ma, and it may be helpful in diagnosing, evalu-
ating prognosis and monitoring postoperative 
recurrence of HCC. 

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 研究血清组织蛋白酶S(Cathepsin S, Cat 
S)在肝癌中的临床意义. 

方法: 应用逆转录聚合酶链反应 ( r e v e r s e 
transcription-polymerase chain reaction, RT-
PCR)和蛋白印迹法(Western blot)观察肝癌
患者癌组织和癌旁组织中Cat S的表达情况, 
同时应用酶联免疫吸附技术(enzyme linked 
immunosorbent assay, ELISA)检测62例肝癌、

40例肝硬化和30例健康对照组中血清Cat S含
量, 分析血清Cat S的表达水平与肝癌患者临
床病理参数之间的关系. 

■同行评议者
王德盛, 副主任医
师, 中国人民解放
军第四军医大学西
京医院肝胆外科
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■研发前沿
关于Cat S在恶性
肿瘤转移与复发
中的作用是目前
研究热点.

结果: 肝癌患者癌组织中Cat S mRNA及蛋白
表达水平均显著高于癌旁组织(mRNA: 0.67±
0.15 vs  0.28±0.12, P <0.05; 蛋白: 0.81±0.16 
vs  0.35±0.13, P <0.05); 肝癌组血清Cat S蛋白
水平明显高于肝硬化组和正常对照组(131.46 
µg/L±42.16 µg/L vs  64.28 µg/L±12.71 µg/L、
50.2 µg/L±17.41 µg/L, 均P <0.05); 肝癌患
者血清Cat S含量与肝细胞癌(hepatocellular 
carcinoma, HCC)门静脉癌栓的形成、肿瘤
大小、肝外转移、T N M分期均显著相关
(P <0.05). 

结论: 血清Cat S有可能成为一种新的具有临
床应用价值的肿瘤标志物, 有助于肝癌的诊
断、预后预测及术后复发的监测. 

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 我们的研究发现组织蛋白酶S(Cathepsin 
S, Cat S)mRNA及蛋白在肝癌组织中表达显著高于

癌旁组织, 肝癌组患者血清Cat S含量明显高于肝

硬化组和正常对照组, 肿瘤复发组血清Cat S含量

明显高于术后1 mo组、术后6 mo组, 肝癌患者血

清Cat S含量与肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, 
HCC)门静脉癌栓的形成、肿瘤大小、肝外转移、

TNM分期均显著相关. 提示检测血清Cat S含量有

助于了解HCC的发生发展、判断HCC患者的病情

及预后, 血清Cat S含量可作为HCC的疗效评价和

动态随访指标. 
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是全

世界肿瘤疾病死亡中第3大最常见原因, 发病率

和死亡率仍在逐年攀升[1], 其5年生存率低下[2]. 
HCC是一种血供丰富的恶性肿瘤, 血管再生与

肿瘤细胞的浸润、复发、转移密切相关. 如何

尽早判断肝癌的病情并预测其转移和复发是肝

癌防治研究工作的重点. 组织蛋白酶S(Cathepsin 
S, Cat S)是一种半胱氨酸蛋白水解酶, 能介导细

胞外基质(extracellular matrix, ECM)的降解, 近
年来研究发现Cat S参与肿瘤血管的生成和血管

内外肿瘤细胞的转移[3-5]. 近期一些研究发现在

前列腺癌、星型细胞瘤、肺癌、肝癌[6-9]等组织

中Cat S的表达上调, 且其高表达与预后不良及

复发相关. Jobs等[10]研究发现血清Cat S含量与心

血管疾病的死亡率和癌症死亡率呈显著正相关. 
然而, 有关血清Cat S含量在肝癌的研究尚未见

报道. 我们通过对Cat S在肝癌患者癌组织和癌

旁组织中mRNA及蛋白表达情况进行研究，同

时对肝癌患者血清Cat S表达水平进行检测和分

析, 探讨其在HCC发生发展中的临床意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择2012-03/2013-03河南省人民医院

肝胆外科住院的肝癌患者62例, 其中男41例, 女
21例, 年龄32-75岁, 平均年龄50.2岁±10.5岁. 收
集患者肿瘤切除后新鲜肝脏标本, 按照自身配

对法留取患者的癌组织和癌旁组织(距癌灶边缘

5.0 cm)各62例, 置于-80 ℃冰箱保存. 所有肝癌

患者诊断均经过病理证实, 术前均未进行放疗

及化疗. 其中HBsAg阳性者47例, HBsAg阴性者

15例; 有门静脉癌栓者27例, 无门静脉癌栓者35
例; 肿瘤直径(多发病灶时取直径总和均值)≥5.0 
cm 38例, 直径<5.0 cm 24例; 有肝外转移11例, 无
肝外转移51例; 临床分期根据国际抗癌联盟的

TNM系统分期法划分, Ⅰ期5例、Ⅱ期22例、Ⅲ

期24例、Ⅳ期11例; 按HCC的Edmondson病理

分级, 高分化21例、中分化31例、低分化10例. 
根据术后随访时间分为术后1 mo组57例, 术后

6 mo组41例. 术后1年内随访中经病理证实肿瘤

复发者, 设为肿瘤复发组13例. 选择本院消化内

科肝硬化患者40例, 男25例, 女15例, 年龄35-70
岁, 平均年龄45岁; 正常对照组30例为本院同期

同年龄段健康体检者, 其中男性25例, 女性10例, 
平均年龄42岁. 
1.2 方法

1.2.1 逆转录聚合酶链反应(reverse transcription-
polymerase chain reaction, RT-PCR)检测Ca-
thepsin S mRNA表达: TRIzol试剂分别提取肝

癌患者癌组织和癌旁组织总RNA后, 取5 μg总
RNA合成第一链cDNA, 设计Cat S引物: 上游

5'-TCTGTTGGTGTAGATGCG-3', 下游5'-AG-
ATAAGGGTCTCGCGAT-3', 产物216 bp. 取1 μL 
cDNA按PCR试剂盒说明书进行扩增, 同时以甘

油醛-3-磷酸脱氢酶(glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase, GAPDH)为内参基因, 水为阴性

对照, 行PCR扩增: 95 ℃ 5 min, 95 ℃ 30 s, 55 ℃ 
30 s, 72 ℃ 40 s, 30个循环, 终末延伸72 ℃ 5 min. 
取5 μL的PCR扩增产物行1.5%琼脂糖凝胶电泳. 
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■相关报道
近年来的研究表
明 ,  Cat S 基因的
高表达在恶性肿
瘤的浸润转移过
程中起重要作用. 
先后有文献报道, 
C a t  S 高 表 达 或
活性升高与前列
腺癌、星型细胞
瘤、肺癌和胃癌
等多种肿瘤的侵
袭转移密切相关.

用凝胶成像分析系统进行电泳条带分析, 用目

的条带灰度值与GAPDH条带灰度值的比值表示

每个标本的相对mRNA水平. 
1.2.2 Western blot检测Cat S蛋白表达: 采用

RIPA(radio-immunoprecipitation assay)裂解液(碧
云天, 中国)分别提取肝癌患者癌组织和癌旁组

织总蛋白, 并采用BCA检测试剂盒(普利莱基因

技术有限公司, 中国)测定蛋白浓度水平. 每个样

本取30 μg蛋白经10%SDS-PAGE电泳, 转膜, 进
行Cat S一抗(BioVision生物有限公司)、辣根过

氧化酶标记的二抗孵育和显色, 并照相. 以目的

蛋白与β-肌动蛋白(β-actin)的灰度比进行半定量

分析.
1.2.3 ELISA检测血清Cat S蛋白表达: 抽取清晨

空腹静脉血3 mL, 置于EDTA抗凝的无菌试管

中, 室温3500 r/min离心15 min, 收集上层血清, 
置于-80 ℃低温冰箱中保存待测定. Cat S ELI-
SA试剂盒购自美国R&D公司, 严格按照试剂盒

说明书进行操作. 主要检测仪器为BIO-RAD680
型酶联免疫检测仪, 于450 nm处测吸光度(A )值, 
读取A值, 然后根据标准品应用Excel2007(微软

公司)软件绘制标准曲线, 通过已知标准品浓度

值计算样品浓度值. 每一血浆样品测两次求平

均值. 
统计学处理 实验数据采用SPSS17.0统计

软件进行统计分析, 计量资料采用mean±SD表

示, 组间定量资料比较采用t 检验和方差分析, 
P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 Cat S在肝癌及其对应癌旁组织中mRNA及

蛋白的表达 Cat S mRNA及蛋白在肝癌组织中

均呈高表达, 而在对应的癌旁组织中低表达,  其
表达量的相对值分别为0.28±0.12、0.35±0.13, 
显著低于肝癌组织中0.67±0.15、0.81±0.16, 
差异均具有统计学意义(P <0.05)(表1, 图1-3). 
2.2 各组人员血清Cat S表达水平 肝癌组患者血

清Cat S含量明显高于肝硬化组和正常对照组

(131.46 µg/L±42.16 µg/L vs  64.28 µg/L±12.71 
µg/L、50.2 µg/L±17.41 µg/L, P <0.05); 术后1 
mo组, 术后6 mo组血清Cat S含量均明显低于术

前(肝癌组)(P <0.05); 肿瘤复发组血清Cat S含量

明显高于术后1 mo组、术后6 mo组、肝硬化组

和健康对照组(P <0.05)(表2). 
2.3 HCC患者血清Cat S表达水平变化与肿瘤病

理特征的关系 HCC患者血清Cat S含量与HCC门
静脉癌栓的形成、肿瘤大小、肝外转移、TNM
分期均显著相关(P <0.05), 与HBsAg和肿瘤分化

程度无关(P >0.05)(表3).

3  讨论

HCC以其高发病率, 高复发率及高死亡率, “三

表  1  Cat S mRNA及蛋白表达的条带灰度分析比值 (n = 
62, mean±SD)

     分组 Cat S mRNA  Cat S 蛋白

癌组织 0.67±0.15a 0.81±0.16a

癌旁组织 0.28±0.12 0.35±0.13

aP<0.05 vs  癌旁组织; Cat S: 组织蛋白酶S.

表  2  各组患者血清Cat S表达水平(µg/L)比较 (n, mean±SD)

     分组  n           Cat S 

正常对照组 30     50.2±17.41 

肝硬化组 40   64.28±12.71a 

HCC组 62 131.46±42.16ac 

术后1 mo组 57   67.25±14.78ace 

术后6 mo组 41   72.42±12.50aceg 

肿瘤复发组 13 160.18±9.0acegi 

aP<0.05 vs  正常对照组; cP<0.05 vs  肝硬化组; eP<0.05 vs  HCC

组; gP<0.05 vs  术后1 mo组; iP<0.05 vs  术后6 mo组. Cat S: 组

织蛋白酶S; HCC: 肝细胞癌.

Cat S

GAPDH

T     NT     T     NT     T     NT     T     NT

P1              P2            P3            P4M

图  1  RT-PCR分析Cat S在肝癌及其对应癌旁组织中的表达. 
M: DL2000 DNA Marker; P1-P4: 肝癌患者; T: 肝癌组织; 

NT: 癌旁组织. Cat S: 组织蛋白酶S; GAPDH: 甘油醛-3-磷

酸脱氢酶.

Cat S

β-actin

T          NT        T        NT         T        NT

P1                    P2                    P3

图  2  Western blot分析Cat S在肝癌及其对应癌旁组织中的
表达. P1-P3: 肝癌患者; T: 肝癌组织; NT: 癌旁组织. Cat S: 

组织蛋白酶S; β-actin: β-肌动蛋白.
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■创新盘点
本 研 究 采 用 RT-
P C R 及 We s t e r n 
blot方法检测Cat 
S 在 H C C 中 的 表
达, 同时检测肝癌
患者血清Cat S表
达水平, 分析血清
Cat S水平与肝癌
临床病理的关系
及对预后的临床
意义, 为肝细胞癌
的诊断、治疗及
预后预测提供新
的策略.

高”著称, 其5年生存率低下[2]. 目前对于HCC的
治疗, 肝移植及手术切除是有效的治疗方法[11]. 
经皮微波或射频等消融治疗及经导管肝动脉化

疗栓塞治疗为失去手术机会的患者提供有效的

治疗方法, 在一定程度上达到了与外科手术切

除相媲美的治疗效果[12,13]. 但大部分HCC患者在

明确诊断时已经是中晚期肝癌, 失去了手术切

除及其他根治性手术的机会; 如何尽早判断肝

癌的病情并预测其转移和复发是肝癌防治研究

工作的重点. 肿瘤的发生、发展、侵袭、转移

都离不开新生血管的生成, 新近发现的Cat S在
肿瘤血管的生成和血管内外肿瘤细胞的转移过

程中发挥着重要作用. 
Cat S属半胱氨酸蛋白水解酶, 主要分布在

脾脏、淋巴结、心脏、抗原递呈细胞. Cat S在
免疫应答中可能扮演重要角色, 还能够参与血管

基质重塑和动脉粥样硬化内膜的形成[14]. Cat S
能够降解细胞外基质分子, 参与肿瘤血管生成

和血管内外肿瘤细胞的转移. 近年来发现, 多种

肿瘤如前列腺癌、星形细胞瘤、胰腺癌、肺 
癌[15]、胃癌[16]、尤其是肝癌组织中均有Cat S
的高表达, 且其高表达促进肿瘤细胞的侵袭、转

移. Wang等[17]对鼠胰岛细胞瘤模型的研究中发

现人为敲除Cat S将减少血管生成和肿瘤细胞增

殖, 从而抑制实体瘤的进展. Ryschich等[3]发现Cat 
S可能参与肝细胞癌新生血管的形成. Fan等[9]研

究发现Cat S在MHCC97-H肝癌细胞系呈高表

达, 利用RNA干扰技术敲除Cat S, 可显著抑制

MHCC97-H细胞的增殖, 侵袭和血管生成. Cat S
的过度表达一方面通过增加ECM内的生长因子

的生物利用度促进肿瘤增长, 另一方面直接提

高ECM组分的降解, 结果促进肿瘤细胞侵袭、

转移形成继发性肿瘤[18]. 
我们采用RT-PCR及Western blot法检测了

62例HCC及其对应的癌旁非癌组织中Cat S基

因的表达, 发现在HCC组织中Cat S基因的表达

明显高于对应的癌旁非癌组织(P <0.05). 本研究

结果还发现肝癌组患者血清Cat S含量明显高于

肝硬化组和正常对照组(P <0.05), 肿瘤复发组血

清Cat S含量明显高于术后1 mo组、术后6 mo组
(P <0.05), 提示检测血清Cat S含量有助于HCC
的早期筛选及复查. HCC患者血清Cat S含量与

H C C门静脉癌栓的形成、肿瘤大小、肝外转

移、TNM分期均呈显著相关(P <0.05), 提示检测

血清Cat S含量的高低有助于了解HCC的发生发

展、判断HCC患者的病情及预后. 血清Cat S含
量越高说明病情越重, 其预后不良. 因此推测肝

癌的发生发展与血清Cat S水平有关, Cat S可能

参与肝癌的发病过程, 并可能通过降解细胞外

基质作用, 促进肝细胞癌血管生成和血管内外

癌细胞的转移. 
本研究结果显示血清Cat S有可能成为一种

新的具有临床应用价值的肿瘤标志物, 有助于

肝癌的诊断、预后预测及术后复发的监测. 血

表  3  HCC患者临床病理特点与血清Cat S表达水平(µg/L)
的关系 (n , mean±SD)

     分类  n          Cat S   P 值

HBsAg 0.676

  阴性 15 136.43±32.24 

  阳性 47 130.73±49.15

门静脉癌栓 0.018

  无 35 120.23±45.58 

  有 27 147.50±41.16

肝外转移 0.035

  无 51 126.49±46.37  

  有 11 158.15±30.74

TNM分期 0.001

  I-II 27 106.59±33.21  

  III-IV 35 150.65±38.42

分化程度 0.987

  高分化 21 130.25±49.36 

  中分化 31 132.03±33.05 

  低分化 10 130.35±51.66

肿瘤直径(cm) 0.004

  <5 24 111.77±39.04 

  ≥5 38 144.95±44.96

Cat S: 组织蛋白酶S.
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图  3  Cat S mRNA及蛋白表达的条带灰度分析比较. aP<0.05 

vs  癌旁组织. T: 肝癌组织; NT: 癌旁组织. Cat S: 组织蛋白酶

S; GAPDH: 甘油醛-3-磷酸脱氢酶, RT-PCR内参; β-actin: 

β-肌动蛋白, Western blot内参.
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清Cat S含量检测方法简单, 易于推广普及. 本
研究尚需进一步扩大研究病例数, 延长术后随

访时间, 以探讨其临床诊断与评价的科学量化

范围. 随着对Cathepsin S研究的深入, 将会对其

在肿瘤发生发展过程中的分子作用机制有更全

面、更透彻的认识, 并为肿瘤的治疗提供新的

策略. 
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■同行评价
本文较为新颖, 具
有一定指导意义.


