
■背景资料
肝癌是我国常见
的恶性肿瘤 ,  全
世界每年新增肝
癌 约 为 2 6 万 例 , 
而42.5%的肝癌
分布在中国 .  寻
找肝细胞癌的治
疗 和 诊 断 的 靶
点 就 成 为 研 究
的热点 ,  而甘露
糖受体(mannose 
receptor, MR)作
为识别受体可以
作为治疗的靶点.
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Abstract
AIM: To detect the expression of mannose 
receptor (MR) in hepatocellular carcinoma 
tissues and hepatocellular carcinoma cell lines, 
and to analyze the relationship between MR 
expression and the occurrence, development 
and malignancy of hepatocellular carcinoma. 

METHODS: Immunohistochemical method 
was used to detect the expression of MR in 
50 hepatocellular carcinoma tissues, matched 
tumor adjacent tissues and 10 normal liver 
tissues. Immunofluorescence and Western blot 
were used to assay the expression of MR in 
hepatocellular carcinoma cell lines and a normal 
liver cell line. 

RESULTS: By immunohistochemistry, it was 
found that MR expression was significantly 
higher in hepatocellular carcinoma tissues 
than in tumor adjacent tissues (86% vs 76%, P 
< 0.05) and normal liver tissues (86% vs 30%, 
P < 0.01). Immunofluorescence showed that 
MR was highly expressed in hepatocellular 
carcinoma cell lines BEL-7402 and HepG2, but 
lowly expressed in the human liver cell line 
HL-7702. Western blot analysis indicated that 
MR expression was significantly higher in 
BEL-7402 cells than in HepG2 cells (P < 0.01) 
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■研发前沿
M R作为一种模
式识别受体 ,  已
经证明在多种组
织中有表达 ,  但
在肝细胞癌中的
表达情况报道很
少 ,  本课题主要
检测M R在肝细
胞癌中表达与肝
细胞癌的发生、
发展及恶性程度
的关系.

and HL-7702 cells (P < 0.01). 

CONCLUSION: MR is highly expressed 
in hepatocellular carcinoma tissues and 
hepatocellular carcinoma cell lines, and the 
expression of MR is significantly associated with 
the occurrence, development and malignancy of 
hepatocellular carcinoma. 

© 2016 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 观察甘露糖受体(mannose receptor, 
MR)在肝细胞癌组织/肝癌细胞系中的表达, 
探讨其与肝细胞癌发生、发展及恶性程度
的关系. 

方法: 应用免疫组织化学检测50例肝细胞癌
组织及癌旁组织、10例正常肝组织中MR的
表达, 免疫荧光法、Western blot法检测肝癌
细胞系、肝细胞系中MR的表达. 

结果: 免疫组织化学染色: 肝细胞癌组织中
M R的表达水平明显高于癌旁组织及正常
肝组织(86% vs  76%, 30%, P <0.05). 免疫荧
光: MR在肝癌细胞系BEL-7402、HepG2和
人肝细胞系HL-7702中均有表达. 在肝癌细
胞系BEL-7402、HepG2上有很强的MR表
达, 在肝细胞系HL-7702上MR的表达分布
明显较少. Western blot法: MR在肝癌细胞系
HepG2、BEL-7402和人肝细胞系HL-7702上
均有表达, 肝癌细胞BEL-7402中MR的表达
水平明显高于肝癌细胞HepG2(P <0.01)、肝
细胞HL-7702(P <0.01). 

结论: MR在肝细胞癌组织/肝癌细胞系中高
表达提示可能与肝细胞癌的发生、发展及
恶性程度密切相关. 

© 2016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: 本文使用免疫组织化学法、免疫荧

光法及Western blot法检测肝细胞癌组织/肝癌

细胞系中甘露糖受体(mannose receptor, MR)的
表达, 结果显示, MR在恶性程度高的组织和细

胞系中表达强度高. 提示MR的表达与肝细胞癌

的发生、发展有密切关系, 并且肝细胞癌的恶

性程度可能与MR的表达呈正相关. 
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是一

种恶性程度极高的消化系恶性肿瘤, 是全世界

癌症死亡的第3大原因[1]. 在世界上发病率不

断上升, 有60%的患者就诊时已是中晚期, 手
术治愈率极差, 5年生存率仅为0%-10%[2,3]. 因
此, 寻找组织特异性强的诊断指标、治疗靶点

成为目前肝癌研究的热点之一. 甘露糖受体

(mannose receptor, MR)作为一种模式识别受体

主要表达于巨噬细胞及树突细胞[4,5]等免疫细

胞表面, 也称CD206, 也可以用作巨噬细胞的

分型[6]. 学者们在阴道上皮细胞[7]、星形胶质

细胞[8]等细胞上也发现了MR的表达, 目前已证

明MR在胰腺癌细胞[9]、结肠癌[10]等多种肿瘤

细胞中都有表达, 本研究主要检测MR在HCC
组织/肝癌细胞系中的表达, 初步探讨其与肝癌

的发生、发展、恶性程度的关系, 为诊断及治

疗提供新的靶点. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2003-01/2014-01在大庆油田总院

和齐齐哈尔医学院病理中心手术切除并病理

证明为HCC的存档蜡块标本53例, 其中男性36
例, 女性17例, 平均年龄51.41岁±7.37岁, 从中

选取50例蜡块切取癌组织、癌旁组织. 同时取

病理检查确认为正常的肝组织10例为对照组. 
CD206人抗兔单克隆抗体购自Proteintech公司; 
内参蛋白、二抗、浓缩型DAB试剂盒购自北

京中杉金桥生物技术有限公司. 
1.2 方法

1.2.1 SP法免疫组织化学染色: 由病理科技师

切片, 取4 µm厚的组织切片, 铺平, 常规脱蜡

至水, 组织切片脱水之前于60 ℃的烤片机上
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■相关报道
目 前 已 经 证 明
M R与胰腺癌、
膀胱癌等密切相
关 ,  而在肝癌中
的表达研究较少.

烘烤过夜. 第2天自烤片机中取出组织切片, 
梯度乙醇脱水, 取出组织切片放入P B S缓冲

液中, 洗3次, 每次5 min. 0.3%H2O2 37 ℃恒温

箱中孵育30 min, 以阻断内源性过氧化物酶. 
PBS冲洗5 min×3次, 0.01%柠檬酸盐缓冲液

抗原修复, 高压2 min, 自然冷却至室温. PBS
冲洗5 min×3次, 滴加一抗, 4 ℃过夜. PBS冲
洗5 min×3次, 滴加二抗, 室温孵育30 min. 
PBS冲洗5 min×3次, DAB显色, 苏木素复染, 
中性树胶封片, 光镜观察. PBS代替一抗作为

阴性对照. 
1.2.2 细胞培养: 取冻存在-80 ℃的肝癌细胞

系复苏培养, HepG2和BEL-7402在含10%胎

牛血清的DMEM培养基中培养, 人肝细胞系

HL-7702用含20%胎牛血清的1640培养基培养, 
且含100 U/mL的青霉素和100 µg/mL的链霉素, 
在37 ℃ 50 mL/L CO2饱和湿度的培养箱中培

养, 2 d换液1次, 3 d左右传代1次, 并取对数生

长期的细胞做以下实验. 
1.2.3 荧光免疫检测:  分别取对数生长期的

BEL-7402、HepG2和HL-7702 3种细胞制备

成细胞悬液, 调整细胞浓度为5×106/mL种植

于载玻片上, 在37 ℃ 50 mL/L CO2饱和湿度

的培养箱中培养48 h. 4%多聚甲醛固定, 用含

5%胎牛血清的PBS做细胞封闭, 滴加一抗室

温下作用2 h, PBS冲洗5 min×3次, 滴加异硫

氰酸荧光素结合的二抗, PBS冲洗5 min×3次, 
95%甘油封片, 荧光免疫显微镜下进行观察, 
拍照. 
1.2.4 细胞裂解: 取对数生长期的肝癌细胞系

HepG2、BEL-7402和人肝细胞系HL-7702, 
PBS洗涤细胞2次, 0.25%的胰酶消化细胞, 收
集至1.5 mL的EP管内, 向EP管内加入100 µL细
胞裂解液(裂解液与蛋白酶抑制剂的混合物)冰
上裂解30 min, 4 ℃ 14000 g离心10 min, 取上

清分别装入1.5 mL的EP管内并做好体积、分

组情况等标记. 
1.2.5 蛋白定量: 将0.5 mg/mL蛋白标准品稀释

品按0、1、2、4、8、16 µL加入96孔板上, 样
品蛋白肝癌细胞系HepG2、BEL-7402和人肝

细胞系HL-7702按每孔2 µL加入96孔板内, 每
组设3个复孔, 各孔用0.9%生理盐水补足至20 
µL, 每孔加入BCA 200 µL, 混匀后, 室温孵育

2 h, 置于自动酶标仪中检测570 nm的吸光度

(A )值, 利用A值与浓度之间的关系, 绘制标准

曲线, 计算出样品的蛋白浓度, 加1×上样缓

冲液, 然后用细胞裂解液调整样品蛋白浓度

为1.8 µg/µL, 100 ℃加热5 min, 冷却后混匀, 
-20 ℃保存. 
1.2.6 Western blot检测: 按抗体分子量要求配置

8%的分离胶和5%的浓缩胶, 每孔18 µL蛋白样

品上样, 电泳电压为110 V, 时间为2 h, 转膜电

压设置为70 V, 时间为90 min, 5%脱脂奶粉封

闭1 h, 丽春红染色3 min, TBS冲膜5 min×3次, 
加一抗(1∶500)4 ℃过夜,  TBST洗膜5 min×3
次, 滴加二抗(1∶2000)室温孵育2 h, 进行ECL
发光, 显影,  定影, 图像灰度分析用Photoshop
软件. 
1.2.7 结果判断: 具体方法[11,12]为在显微镜下观

察切片, 随机选取5个不同的视野, 阳性结果呈

棕黄色颗粒, 分别记录每个视野的阳性细胞数

量, 计算其平均值: (1)阳性细胞数<10%或无阳

性细胞表达为0分; (2)阳性细胞数<25%或多

数阳性细胞显色较弱为1分; 强阳性细胞数占

25%-75%为2分; (3)强阳性细胞数>75%为3分. 
并对细胞着色情况评分, 细胞不着色为1分, 着
色浅棕色为2分, 着色深棕色为3分, 将切片着

色得分与阳性细胞数得分相乘得数定为阳性

系数, 0分为阴性(-), 1-4分为弱阳性(+), 4-9分
为强阳性(++). 

统计学处理 采用SPSS17.0进行统计学分

析, 对两组间均数比较采用t检验、计数资料用

SNK-q检验. P <0.05为差异显著有统计学意义. 

2  结果

2.1 MR在3种组织中的表达 免疫组织化学检

测结果显示, 43例HCC组织、38例癌旁组织

及3例肝组织中检测到MR的表达, 表现为位

于细胞胞质内或胞内的棕黄色颗粒(图1). 3例
正常肝组织中, 见少量的MR阳性表达. MR在
3种组织中的阳性表达率分别为86%、76%、

30%(表1), 3组之间进行分析有统计学意义

(P <0.05). 
2.2 MR在肝癌细胞系上的表达 免疫荧光染

色法检测结果显示: 甘露糖受体染色阳性的

结果为黄绿色 ,  根据图2可以看到甘露糖受

体在肝癌细胞系BEL-7402、HepG2和人肝

细胞系H L-7702中均有表达. 但在肝癌细胞

系BEL-7402、HepG2上可见有非常典型的

很强的甘露糖受体分布表达, 而在肝细胞系
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■创新盘点
M R作为多糖识
别受体在肝癌上
丰富的表达 ,  可
成为治疗和诊断
的靶点.

HL-7702上甘露糖受体的表达分布明显较低. 
2.3 Western blot检测MR在3种细胞系中的表

达情况 通过Western blot检测甘露糖受体在

肝癌细胞系HepG2、BEL-7402和人肝细胞系

H L-7702上均有表达, 在各个细胞系的相对

表达量由高向低为肝癌细胞系B E L-7402、
HepG2及人肝细胞系HL-7702; 甘露糖受体在

HepG2、BEL-7402两个肝癌细胞系上的表达

均较正常肝细胞系HL-7702上的表达高, 而甘

露糖受体在HepG2、BEL-7402两个肝癌细胞

系上的表达情况进行比较, 得出MR在肝癌细

胞系BEL-7402中的相对表达量高于在肝癌细

胞系HepG2上的表达(图3). 

3  讨论

HCC是一种多基因多途径致病、病情隐匿、

恶性程度极高、发展速度快、生存率低、发

现晚的疾病, 发现为多中晚期[13]. 从肝癌的治

疗角度来看, 手术切除率不到20%[14], 或经肝

动脉栓塞化疗, 局部消融和放疗等, 但总体疗

效差[15]. 而且以化疗药物为主的治疗, 其白细

胞下降、恶心呕吐等全身反应特别明显, 治疗

效果亦不佳, 所以寻找肝癌诊断和治疗的新靶

点已经成为了肝癌诊治研究的热点之一, 本研

究对MR在HCC中的表达情况进行分析, 为肝

癌靶向药物的研究提供依据, 进而增加药物的

组织特异性, 减少药物的全身反应.
M R为Ⅰ型跨膜蛋白受体 ,  是一大小为

175 kDa的跨膜糖蛋白, MR是20世纪70年代

作为M R家族成员之一第一个被发现 ,  其被

称为糖识别受体可通过胞外区识别和结合特

定的糖类分子, 在不同的多糖分子中以甘露

糖、岩藻糖与甘露糖受体结合能力最强, 其
次为葡萄糖、N -乙酰葡萄胺, 半乳糖则不能

A

B

C C

B

A

图  1  MR在各组织中的表达(×100). A: 肝癌组织; B: 癌旁

组织; C: 正常肝组织. 箭头为MR阳性区. MR: 甘露糖受体.

图  2  MR在肝癌细胞系上的表达(×400). A: HL-7702; B: 

HepG2; C: BEL-7402. MR: 甘露糖受体.

郭林娜, 等. 甘露糖受体在肝细胞癌中的表达及意义



2016-01-08|Volume 24|Issue 1|WCJD|www.wjgnet.com 41

■应用要点
通过多种方法检
测M R在肝细胞
癌中的表达 ,  可
以作为肝细胞癌
病理诊断的依据.

与之结合[5,16]. MR作为糖识别受体被广泛应

用, 利用多糖与甘露糖受体结合及巨噬细胞

表达甘露糖受体这一特性. 田维毅等[17]建立

了筛选中药复方的巨噬细胞甘露糖受体模型, 
用于筛选四物汤等6个复方多糖中的MR结合

成分, 确定了四君子汤、六味地黄汤和玉屏

风散等3种复方多糖可能通过与MR结合发挥

药理活性. 帅小雪等[18]证明灵芝多糖可以通

过甘露糖受体影响巨噬细胞的免疫调节作用. 
江泽波等 [19]亦证明猪苓多糖通过MR对巨噬

细胞的免疫作用起到双向调节作用. 本实验

证实肝癌细胞上也有MR的表达, 所以, 我们

可以推测, 多糖类药亦可以通过与M R结合, 
对肝癌细胞起到相应的作用. 另外, 关于MR
更多的是免疫方面的研究, 研究[20-23]证明MR

在病原体感染、识别、吞噬及清除等过程中

发挥着十分的重要作用. 根据此方面研究结

果, 我们也可以认为M R在肝癌组织上表达, 
通过免疫调节方面起到抗肿瘤的作用. 汪炳

瑞等 [9]利用铜绿假单胞菌的多糖菌毛可以特

异性识别甘露糖受体的特性, 对铜绿假单胞

菌对胰腺癌细胞的抑制效应及分子机制进行

研究, 证明该药可通过MR这一靶点促进胰腺

癌细胞SW1990、PANC-1凋亡. 有研究证明

MR与纤维化疾病也存在相关性, López-Guisa
等 [24]指出M R2存在能减轻肾纤维化的程度, 
肝纤维化过程中M R的表达呈逐渐上升的趋

势[25,26], Gai等[27]也发现在HCC上有MRC2表
达, 在肝癌的靶向治疗的研究中也多次把甘露

糖受体作为研究对象提出[26]. Movahedi等[28]

发现在缺氧时, 肿瘤区前血管TAM的MR高表

达, 选择MR靶向沉默的TAM既可以抑制肿瘤

的生长. Keler等[29]研究利用MR靶向疫苗治疗

肿瘤. 还有研究[30,31]证明MR与肿瘤的淋巴管

转移相关. 有文献报道[9,32], PA-MSHA通过识

别MR, 抑制肿瘤细胞上受体EGFR的活化, 继
而抑制肿瘤细胞增殖并诱导其凋亡. 因此, 如
果可以证实HCC上有丰富的甘露糖受体表达, 
并随着肝癌的恶性程度提高表达量也进一步

提高, 那么我们就可以把M R作为H C C的治

疗靶点提出, 基于此目的本研究主要检查MR
在肝癌组织及细胞中的表达 ,  证明M R表达

与肝癌的发生、发展及恶性程度的关系, 为
肝癌诊断和治疗提供新的靶点. 本研究利用

免疫组织化学方法观察了甘露糖受体在HCC
中的表达情况, 其在肝癌组织中的表达水平

高于其在癌旁组织中的表达, 癌旁组织内的

表达水平高于正常肝组织, 三者统计学分析

有明显差异, 证明其可能与HCC的发生、发

展及恶性程度有关. 另外, MR在肝癌中高表

表  1  免疫组织化学检测MR在3种组织中的表达

     

组织类型 n
MR

百分率(%) P 值
- + ++

肝癌组织 50   7 12 31 86 <0.05

癌旁组织 50 12 23 15 76   <0.05ac

正常肝组织 10   7   2   1 30  <0.01d

aP<0.05 vs  正常肝组织; cP<0.05, dP<0.01 vs 肝癌组织. MR: 甘露糖受体.

1                  2                  3

MR

β-actin

灰
度

比
值

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

b

b

1                     2                     3

A

B

图  3  MR在肝癌细胞系上的表达. A: Western blot检测结果; 

B: 各细胞系与β-actin灰度比值. 1: BEL-7402; 2: HepG2; 3: 

HL-7702. bP<0.01 vs  BEL-7402. MR: 甘露糖受体.
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达使其成为肝癌治疗靶点筛选的潜在指标 . 
Western blot检测、免疫荧光染色法检测肝癌

细胞系HepG2、BEL-7402上MR的表达情况

明显高于人肝细胞系HL-7702, 且在恶性程度

较高. 肝癌细胞系BEL-7402内的表达水平高

于肝癌细胞系HepG2的表达, 为筛选甘露糖

受体敏感型药提供了实验室支持. 根据此项

研究结果我们可以推测: 甘露糖受体的表达

与HCC的发生、发展有密切关系, 并且HCC
的恶性程度可能与甘露糖受体的表达呈正相

关的.
总之, MR在肝癌组织内部有较高的表达, 

而在癌旁组织表达较低, 正常肝组织中表达最

低, 因此, 推测其可能与肝癌的发生、发展有

关, 可以发展成为HCC治疗和诊断的新靶点. 
下一步我们将进行分子生物学及基因干扰等

方面的实验, 进一步证实MR与肝癌发生发展

的关系. 为肝癌的诊断筛选出新的标志物、为

肝癌的治疗提供新靶点, 为临床诊断治疗奠定

理论基础.
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为肝癌的诊断及
临床治疗提供了
新的靶点 ,  具有
潜在的临床应用
前景.
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