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乙型肝炎病毒 Ｘ 蛋白对肝癌细胞侵袭
与迁移能力的作用及机制
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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨乙型肝炎病毒 Ｘ（ＨＢｘ）蛋白对肝癌细胞侵袭与迁移能力的作用及机制。 方法

采用回顾性队列研究方法。 收集 ２０１４ 年 ７ 月至 ２０１５ 年 ７ 月徐州医科大学附属医院收治的 ３０ 例肝肿瘤患

者［２０ 例肝细胞癌（简称肝癌）、１０ 例肝脏良性肿瘤）］的临床病理资料。 收集 ２０ 例肝癌患者（均有 ＨＢＶ 感

染史）行手术切除的肝癌组织及 １０ 例肝脏良性肿瘤患者（均无 ＨＢＶ 感染史）的瘤旁组织（瘤体包膜外组

织）。 采用免疫组织化学染色检测肝癌组织与瘤旁组织中人类表皮生长因子受体 ３（ＥｒｂＢ３）蛋白表达。 采

用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测肝癌组织与瘤旁组织中 ＥｒｂＢ３ 蛋白和 ＨＢｘ 蛋白相对表达量，以及转染绿色荧光蛋白

（ＧＦＰ）质粒的肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２ 和转染 ＧＦＰ⁃ＨＢｘ 质粒的 ＨｅｐＧ２ 中 ＥｒｂＢ３ 蛋白相对表达量。 采用 ＲＴ⁃ＰＣＲ
检测转染 ＧＦＰ 质粒的 ＨｅｐＧ２ 和转染 ＧＦＰ⁃ＨＢｘ 质粒的 ＨｅｐＧ２ 中 ＥｒｂＢ３ ｍＲＮＡ 相对表达量。 采用铺基质胶

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法检测 ＨｅｐＧ２ 侵袭能力，不铺基质胶 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法检测 ＨｅｐＧ２ 迁移能力。 正态分布的计量资料采

用 􀭰ｘ±ｓ 表示，组间比较采用独立样本 ｔ 检验。 采用 Ｐｅａｒｓｏｎ 检验进行相关性分析。 结果　 （１）免疫组织化学

染色检测 ＥｒｂＢ３ 蛋白表达情况：２０ 例原发性肝癌患者的肝癌组织及 １０ 例肝脏良性肿瘤患者的瘤旁组织中

ＥｒｂＢ３ 蛋白平均光密度（ＭＯＤ）相对值分别为 ２􀆰 ５４±１􀆰 ３３ 和 ０􀆰 ９９±０􀆰 ２９，两者比较，差异有统计学意义（ ｔ ＝
６􀆰 ５４２，Ｐ＜０􀆰 ０５）。 （２）Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＥｒｂＢ３ 蛋白和 ＨＢｘ 蛋白表达情况：１０ 例原发性肝癌患者的肝癌组

织及１０ 例肝脏良性肿瘤患者的瘤旁组织中 ＥｒｂＢ３ 蛋白相对表达量分别为 ０􀆰 ７９±０􀆰 １３ 和 １􀆰 １０±０􀆰 ２８，ＨＢｘ
蛋白相对表达量分别为 １􀆰 ０７±０􀆰 １７ 和 ０，两者上述指标比较，差异均有统计学意义（ ｔ ＝ ３􀆰 ２２９，１９．４８６，Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 Ｐｅａｒｓｏｎ 检验结果显示：肝癌组织中 ＥｒｂＢ３ 蛋白与 ＨＢｘ 蛋白表达成正相关（ ｒ ＝ ０􀆰 ６３７，Ｐ＜０􀆰 ０５）。
（３）Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＨｅｐＧ２ 中 ＥｒｂＢ３ 蛋白表达及转录水平情况：转染 ＧＦＰ 质粒的 ＨｅｐＧ２ 和转

染 ＧＦＰ⁃ＨＢｘ 质粒的 ＨｅｐＧ２ 中 ＥｒｂＢ３ 蛋白相对表达量分别为 ０􀆰 ７５±０􀆰 １１ 和 １􀆰 １０±０􀆰 １０，两者比较，差异有统

计学意义（ ｔ＝ ４􀆰 ２９１，Ｐ＜０􀆰 ０５）。 转染 ＧＦＰ 质粒的 ＨｅｐＧ２ 和转染 ＧＦＰ⁃ＨＢｘ 质粒的 ＨｅｐＧ２ 中 ＥｒｂＢ３ ｍＲＮＡ 相

对表达量分别为 ０􀆰 ３８±０􀆰 ０３ 和 ０􀆰 ９４±０􀆰 ０７，两者比较，差异有统计学意义（ ｔ＝ １１􀆰 ７０３，Ｐ＜０􀆰 ０５）。 （４）ＥｒｂＢ３
蛋白对 ＨｅｐＧ２ 侵袭、迁移能力的影响：铺基质胶 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法检测转染 Ｈｉｓ 质粒的 ＨｅｐＧ２ 和转染 Ｈｉｓ⁃ＥｒｂＢ３
质粒的 ＨｅｐＧ２ 穿膜细胞数分别为（２７１±１８）个和（４６３±３１）个，两者比较，差异有统计学意义（ ｔ ＝ ８􀆰 ２０２，Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 不铺基质胶 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法检测转染 Ｈｉｓ 质粒的 ＨｅｐＧ２ 和转染 Ｈｉｓ⁃ＥｒｂＢ３ 质粒的 ＨｅｐＧ２ 穿膜细胞数

分别为（３１５±３８）个和（５４９±３４）个，两者比较，差异有统计学意义（ ｔ ＝ ８􀆰 ３１０，Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 ＨＢｘ 蛋白可

通过上调 ＥｒｂＢ３ 蛋白表达，促进肝癌细胞侵袭与迁移。
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ｔｕｍｏｒ ｏｆ ｌｉｖｅｒ， ｗｉｔｈ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ （ ｔ＝ ３􀆰 ２２９， １９􀆰 ４８６， Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｐｅａｒｓｏｎ ｔｅｓｔ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＥｒｂＢ３ ａｎｄ ＨＢｘ ｉｎ ＨＣＣ ｔｉｓｓｕｅｓ （ ｒ＝ ０􀆰 ６３７， Ｐ＜
０􀆰 ０５）． （３） Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＥｒｂＢ３ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ
ＲＴ⁃ＰＣＲ： ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＥｒｂＢ３ ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｏｆ ｗｈｉｃｈ ＧＦＰ ａｎｄ ＧＦＰ⁃ＨＢｘ ｗｅｒｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｅｒｅ
０􀆰 ７５±０􀆰 １１ ａｎｄ １􀆰 １０±０􀆰 １０， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｗｉｔｈ ａ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （ ｔ ＝ ４􀆰 ２９１， Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＥｒｂＢ３ ｍＲＮＡ ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｏｆ ｗｈｉｃｈ ＧＦＰ ａｎｄ ＧＦＰ⁃ＨＢｘ ｗｅｒｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｅｒｅ
０􀆰 ３８±０􀆰 ０３ ａｎｄ ０􀆰 ９４±０􀆰 ０７， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｗｉｔｈ ａ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （ ｔ ＝ １１􀆰 ７０３， Ｐ＜０􀆰 ０５）． （４）
Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥｒｂＢ３ ｏｎ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ＨｅｐＧ２： ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｍｅｎｂｒａｎｅ ｃｅｌｌ ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｏｆ ｗｈｉｃｈ Ｈｉｓ
ａｎｄ Ｈｉｓ⁃ＥｒｂＢ３ ｗｅｒｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ ｗｉｔｈ ｍａｔｒｉｘ ｗｅｒｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ２７１±１８ ａｎｄ ４６３±
３１， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｗｉｔｈ ａ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （ ｔ ＝ ８􀆰 ２０２， Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｍｅｎｂｒａｎｅ ｃｅｌｌ
ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｏｆ ｗｈｉｃｈ Ｈｉｓ ａｎｄ Ｈｉｓ⁃ＥｒｂＢ３ ｗｅｒｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ ｗｉｔｈｏｕｔ ｍａｔｒｉｘ ｗｅｒｅ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ３１５±３８ ａｎｄ ５４９±３４， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｗｉｔｈ ａ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （ ｔ ＝ ８􀆰 ３１０， Ｐ＜０􀆰 ０５）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＨＢｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ
ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＥｒｂＢ３ ｐｒｏｔｅｉｎ．
　 　 【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｃａｒｃｉｎｏｍａ， ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ；　 Ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓ Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎ；　 Ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐ⁃

ｔｏｒ ３； Ｉｎｖａｓｉｏｎ；　 Ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
　 　 Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ： Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｈｅａｌｔｈ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ （Ｈ２０１４２９）； Ｘｕｚｈｏｕ Ｍｕｎｉｃｉｐａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ

ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｒｏｇｒａｍ （ＫＣ１４ＳＸ００１）； Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， Ｇｒａｄｕａｔｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ
Ｐｒｏｇｒａｍ （ＫＹＬＸ１４⁃１４５３）

　 　 肝细胞癌（简称肝癌）是消化系统常见恶性肿

瘤，在癌症相关性死亡中居第 ３ 位，由于其易侵袭、
迁移，手术切除率低，患者预后差。 因此，抑制肿瘤

细胞侵袭、迁移是肝癌治疗的研究热点［１－２］。 我国

肝癌主要由 ＨＢＶ 感染所致［３］。 其中 ＨＢＶ 编码的乙

型肝炎病毒 Ｘ（ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓ⁃Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＢｘ）蛋白

在影响肝癌发生、发展过程中起重要作用。 ＨＢｘ 可

通过调节 Ｒａｓ ／ Ｒａｆ ／ ＥＲＫ、ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 和 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 等

信号传导途径，促进肝癌细胞转移［４－６］。 但其作用

的分子机制尚未完全阐明。 近年的研究结果显示：
人类表皮生长因子受体 ３ （ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ３，ＥｒｂＢ３） 的高表达与患者肿瘤转移有

关［７－９］。 ＥｒｂＢ３ 属于酪氨酸激酶型受体，是表皮生长

因子受体家族成员，可通过 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路促进

细胞生长、增殖、分化［１０－１３］。 有研究结果显示：肝癌

患者血清中 ＥｒｂＢ３ 蛋白水平增高伴随肝癌侵袭性增

加，且 ＥｒｂＢ３ 在肝癌组织中也呈高表达［１４－１５］。 因

此，ＥｒｂＢ３ 高表达可能与肝癌恶性进展有关。 本研

究回顾性分析 ２０１４ 年 ７ 月至 ２０１５ 年 ７ 月我科收治

的 ３０ 例肝肿瘤患者（２０ 例肝癌、１０ 例肝脏良性肿

瘤）的临床病理资料，收集患者行手术切除的肝组

织标本进行研究，探讨 ＨＢｘ 对肝癌细胞侵袭与迁移

能力的作用及机制。

１　 资料与方法

１．１　 标本来源

　 　 采用回顾性队列研究方法。 收集 ２０ 例原发性

肝癌患者行手术切除的肝癌组织及 １０ 例肝脏良性

·８７１· 中华消化外科杂志 ２０１７ 年 ２ 月第 １６ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｄｉｇ Ｓｕｒｇ， Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０１７，Ｖｏｌ．１６，Ｎｏ．２



肿瘤患者的瘤旁组织（瘤体包膜外组织）。 ２０ 例原

发性肝癌患者均有 ＨＢＶ 感染史，男 １７ 例，女 ３ 例；
年龄 ３９ ～ ７５ 岁，平均年龄 ６１ 岁。 １０ 例肝脏良性肿

瘤患者均无 ＨＢＶ 感染史，男 ３ 例，女 ７ 例；年龄 ２４～
５７ 岁，平均年龄 ４１ 岁。 本研究通过我院伦理委员

会审批，批号为 ｘｙｆｙ２０１４０４２。 患者及家属术前均签

署手术知情同意书。
１．２　 纳入标准和排除标准

　 　 纳入标准：（１）行肝肿瘤切除术。 （２）经术后病

理学检查明确诊断为肝细胞癌或肝脏良性肿瘤。
（３）术前未行新辅助治疗。
　 　 排除标准：（１）原发性肝癌为非 ＨＢＶ 型，肝脏

良性肿瘤 ＨＢＶ 阳性。 （２）临床病理资料不完整。
１．３　 主要试剂

　 　 肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２ 购自中国科学院上海细胞

库。 ＤＭＥＭ 培养基、胎牛血清、胰酶购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ
公司。 总 ＲＮＡ 提取试剂 ＴＲＩｚｏｌ 购自上海碧云天生物

技术有限公司。 ｃＤＮＡ 反转录试剂盒购自瑞士罗氏

公司。 Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室（２４ 孔，８ μｍ 孔径）、
Ｍａｔｒｉｇｅｌ 购自美国 ＳＩＧＭＡ 公司。 转染用 ＰｏｌｙＪｅｔＴＭ购
自美国 ＳｉｇｎａＧｅｎ 公司。 鼠源单克隆一抗 ＨＢｘ 购自美

国 Ａｂｃａｍ 公司。 鼠源单克隆抗体 ＥｒｂＢ３ 购自德国

Ｍｅｒｃｋ 公司。 绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ，
ＧＦＰ）、β⁃ａｃｔｉｎ 抗体均购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司。
１．４　 方法

１．４．１　 免疫组织化学染色检测肝癌组织与瘤旁组织

中 ＥｒｂＢ３ 蛋白表达：将收集的标本以福尔马林溶液固

定，石蜡包埋，５ μｍ 厚度连续切片。 按 ＳＰ 免疫组织

化学染色试剂盒说明书进行染色。 ＥｒｂＢ３ 抗体浓度

为 １ ∶５０。 采用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ６􀆰 ０ 软件检测标本染色

后平均光密度（ｍｅａｎ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＭＯＤ）相对值。
１．４．２　 细胞培养与转染：ＨｅｐＧ２ 培养于含 １０％胎牛

血清的 ＤＭＥＭ 培养基，置于 ５％ＣＯ２、３７ ℃恒温培养

箱中培养。 取对数生长期的 ＨｅｐＧ２ 铺于 ６ 孔板，待
细胞贴壁后密度达 ８０％后 ２４ ｈ 内进行转染。 转染

前更换无血清培养基饥饿 ３０ ｍｉｎ，然后更换含血清培

养基。 取 １􀆰 ５ ｍＬ 无菌离心管 ａ、ｂ，分别加入 １００ μＬ
Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 转染缓冲液。 ａ 管中加入转染所需质粒，
将 ＰｏｌｙＪｅｔＴＭ转染试剂按与质粒质量体积比为 １ ∶３的
量加入 ｂ 管，轻轻混匀。 将 ａ、ｂ 管中液体迅速混匀，
室温孵育 ２０～３０ ｍｉｎ。 将混匀后的试剂加入到 ６ 孔

板细胞中，轻轻晃动混匀，置于 ５％ＣＯ２、３７ ℃恒温培

养箱中培养。 ６ ｈ 时予 ６ 孔板更换新的含血清培养

基。 ２４ ｈ 后收集 ６ 孔板中细胞。 转染 ＧＦＰ⁃ＨＢｘ 或

Ｈｉｓ⁃ＥｒｂＢ３ 质粒时，以转染空载体质粒 ＧＦＰ 或 Ｈｉｓ
作为对照组。
１．４． ３ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测：提取转染 ＧＦＰ⁃ＨＢｘ 和

ＧＦＰ 质粒的细胞总蛋白，同时提取 １０ 例肝癌组织与

１０ 例瘤旁组织总蛋白。 按 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 常规处理

后，每孔取 ４０ μｇ 上样 １０％聚丙烯酰胺凝胶电泳

１１０ Ｖ 电泳 １􀆰 ５ ｈ。 转印 ＰＶＤＦ 膜。 ５％脱脂奶粉摇

床封闭 １ ｈ。 ＨＢｘ 抗体浓度为 １ ∶２ ０００，ＥｒｂＢ３ 抗体

浓度为 １ ∶５００，ＧＦＰ 抗体浓度为 １ ∶１ ０００。 ４ ℃孵育

过夜后，１×ＴＢＳＴ 漂洗 １０ ｍｉｎ×３ 次。 鼠、兔二抗室温

孵育 １ ｈ，漂洗 １０ ｍｉｎ×３ 次。 ＥＣＬ 显影液显影。
１．４．４ 　 ＲＴ⁃ＰＣＲ：采用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂，提取转染 ＧＦＰ⁃
ＨＢｘ 质粒细胞和对照组细胞总 ＲＮＡ。 采用 ２ 步法

使细胞 ＲＮＡ 逆转录成 ｃＤＮＡ。 采用由上海生物有

限公司合成的 ＥｒｂＢ３、β⁃ａｃｔｉｎ 引物，ＥｒｂＢ３ 上游引

物： ５′⁃ＡＴＡＧＴＣＧＡＣＡＴＧＡＧＧＧＣＧＡＡＣＧＡＣＧＣＴＣ⁃３′，
下游引物：５′⁃ＧＣＧＧＧＴＡＣＣＴＴＡＣＧＴＴＣＴＣＴＧＧＧＣＡＴ⁃
ＴＡ⁃３′； β⁃ａｃｔｉｎ 上游 引 物： ５′⁃ＧＡＡＴＣＡＡＴＧＣＡＡＧＴ⁃
ＴＣＧＧＴＴＣＣ⁃３′， 下 游 引 物： ５′⁃ＴＣＡＴＣＴＣＣＧＣＴＡＴＴ⁃
ＡＧＣＴＣＣＧ⁃３′。 将 ＥｒｂＢ３ ｃＤＮＡ 及相应上、下游引物

分别加入 Ｔａｑ 酶中。 ９５ ℃ ５ ｍｉｎ，（９５ ℃ ４０ ｓ、５５ ℃
４０ ｓ、７２ ℃ ３００ ｓ）×３０，７２ ℃ １０ ｍｉｎ，４ ℃ ｅｎｄ。 将产

物进行电泳分析。
１．４．５　 细胞体外侵袭、迁移实验：在 ６ 孔板中转染

ＥｒｂＢ３ 质粒与对照组质粒，２４ ｈ 后将细胞消化。 提

前备好 ２４ 孔板和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室，分为铺基质胶检

测侵袭能力与不铺基质胶检测迁移能力。 将消化的

细胞采用无血清 ＤＭＥＭ 培养基调整细胞浓度为 ５×
１０５ 个 ／ ｍＬ，每孔接种 ２００ μＬ。 下室加入含 １０％胎

牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基，常规培养 ２４ ｈ，取出小室。
擦除小室内膜上细胞，采用 ４％多聚甲醛固定 １０ ｍｉｎ，
结晶紫染色 ３０ ｍｉｎ，冲洗干净。 在 １００ 倍视野下拍

照计数。
１．５　 统计学分析

　 　 应用 ＳＰＳＳ１６．０ 统计软件进行分析。 正态分布

的计量资料采用 􀭰ｘ±ｓ 表示，组间比较采用独立样本

ｔ 检验。 采用 Ｐｅａｒｓｏｎ 检验进行相关性分析。 Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２．１　 免疫组织化学染色检测 ＥｒｂＢ３ 蛋白表达情况

　 　 ２０ 例原发性肝癌患者的肝癌组织及 １０ 例肝脏

良性肿瘤患者的瘤旁组织中 ＥｒｂＢ３ 蛋白 ＭＯＤ 相对

值分别为 ２􀆰 ５４±１􀆰 ３３ 和 ０􀆰 ９９±０􀆰 ２９，两者比较，差异
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有统计学意义（ ｔ＝ ６􀆰 ５４２，Ｐ＜０􀆰 ０５）。
２．２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＥｒｂＢ３ 蛋白和 ＨＢｘ 蛋白表达

情况

　 　 １０ 例原发性肝癌患者的肝癌组织及 １０ 例肝脏

良性肿瘤患者的瘤旁组织中 ＥｒｂＢ３ 蛋白相对表达量

分别为 ０．７９±０．１３ 和 １．１０±０．２８，ＨＢｘ 蛋白相对表达

量分别为 １．０７±０．１７ 和 ０，两者上述指标比较，差异

均有统计学意义（ ｔ ＝ ３．２２９，１９．４８６，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 见

图 １。 Ｐｅａｒｓｏｎ 检验结果显示：肝癌组织中 ＥｒｂＢ３ 蛋

白与 ＨＢｘ 蛋白表达成正相关（ ｒ＝ ０􀆰 ６３７，Ｐ＜０􀆰 ０５）。
２．３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＨｅｐＧ２ 中 ＥｒｂＢ３
蛋白表达及转录水平情况

　 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示：转染 ＧＦＰ 质粒的

ＨｅｐＧ２ 和转染 ＧＦＰ⁃ＨＢｘ 质粒的 ＨｅｐＧ２ 中 ＥｒｂＢ３ 蛋

白相对表达量分别为 ０􀆰 ７５±０􀆰 １１ 和 １􀆰 １０±０􀆰 １０，两
者比较，差异有统计学意义（ ｔ＝ ４􀆰 ２９１，Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见

图 ２。
　 　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测结果显示： 转染 ＧＦＰ 质粒的

ＨｅｐＧ２ 和转染 ＧＦＰ⁃ＨＢｘ 质粒的 ＨｅｐＧ２ 中 ＥｒｂＢ３
ｍＲＮＡ 相对表达量分别为 ０􀆰 ３８ ± ０􀆰 ０３ 和 ０􀆰 ９４ ±
０􀆰 ０７，两者比较，差异有统计学意义（ ｔ ＝ １１􀆰 ７０３，Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 见图 ３。
２．４　 ＥｒｂＢ３ 蛋白对 ＨｅｐＧ２ 侵袭、迁移能力的影响

　 　 铺基质胶 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法检测 ＨｅｐＧ２ 侵袭能力结

果显示：转染 Ｈｉｓ 质粒的 ＨｅｐＧ２ 和转染 Ｈｉｓ⁃ＥｒｂＢ３
质粒的 ＨｅｐＧ２ 穿膜细胞数分别为（２７１ ± １８）个和

（４６３±３１） 个，两者比较，差异有统计学意义 （ ｔ ＝
８􀆰 ２０２，Ｐ＜０􀆰 ０５）。
　 　 不铺基质胶 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法检测 ＨｅｐＧ２ 迁移能力

结果显示：转染 Ｈｉｓ 质粒的 ＨｅｐＧ２ 和转染 Ｈｉｓ⁃ＥｒｂＢ３
质粒的 ＨｅｐＧ２ 穿膜细胞数分别为（３１５ ± ３８）个和

（５４９±３４） 个，两者比较，差异有统计学意义 （ ｔ ＝
８􀆰 ３１０，Ｐ＜０􀆰 ０５）。

３　 讨论

　 　 肝癌因易侵袭、转移，其临床治疗困难［１６］。 肝

癌细胞的侵袭、迁移是由多种细胞信号分子参与的

复杂生物学过程。 有研究结果显示：ＨＢｘ 蛋白是影

响 ＨＢＶ 相关肝癌侵袭、转移的关键因素；ＨＢｘ 蛋白

可调节多种信号转导通路，并通过其反式激活作用

影响肝癌细胞侵袭、迁移［１７－１８］。
　 　 ＨＢｘ 蛋白是 ＨＢＶ 基因组中最小的开放阅读框

所编码的 １７ ＫＤ 多功能蛋白。 ＨＢｘ 蛋白作为诱发

肝癌发病的首要因素，常是转移性肝癌细胞唯一表

达的蛋白，与肝癌发生、发展关系密切［５，１９－２０］。 ＨＢｘ
蛋白可通过提高上皮型钙黏蛋白甲基化水平，激活

ＭＭＰｓ 和尿激酶型纤溶酶原激活剂的表达，刺激

ＶＥＧＦ 转录和大量分泌等途径促进肝癌细胞侵袭、
迁移，但其作用机制尚未完全阐明［２１－２３］。
　 　 ＥｒｂＢ３ 是表皮生长因子受体（ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）家族成员之一，由细胞外结合

区结构域、跨膜结构域、酪氨酸激酶结构域和 Ｃ⁃末
端结构域 ４ 个结构域组成，主要功能是接收细胞外

信号，并负责传递至下游的细胞信号级联反应，进而

调节细胞增殖、运动和分化［１０］。 ＥＧＦＲ 异常表达常

见于多种肿瘤，如肺癌、乳腺癌、脑胶质瘤等，并与肿

瘤细胞侵袭性密切相关。 在多种肿瘤治疗中 ＥＧＦＲ
已被作为抗癌药物作用靶点［２４－２８］。 ＥＧＦＲ 二聚化

后，常可作用于 Ｒａｓ ／ Ｒａｆ ／ ＭＡＰＫ、ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 和 ＪＡＫ ／
ＳＴＡＴ ３ 条信号通路，最终介导细胞分化、侵袭及黏

附等过程［２９］。 在对肺癌和乳腺癌患者使用 ＥＧＦＲ
和 ＥｒｂＢ２ 靶向药物治疗的研究结果显示： ＥｒｂＢ３ 依

赖性信号存在持续激活，是肿瘤抵抗靶向药物的主

要原因［３０］。 ＥｒｂＢ３ 的高表达和异常激活，常出现于

肺癌、乳腺癌、肝癌和前列腺癌等，这提示 ＥｒｂＢ３ 是

致癌分子信号中的关键因素［７－９］。 本研究结果显

示：与肝脏良性肿瘤瘤旁组织比较，ＨＢＶ 相关肝癌

组织中 ＥｒｂＢ３ 蛋白表达明显升高，且肝癌组织中

ＨＢｘ 蛋白与 ＥｒｂＢ３ 蛋白表达呈正相关， 这提示

ＥｒｂＢ３ 蛋白与 ＨＢＶ 相关肝癌的发生、发展有关。 笔

者采用 ＧＦＰ⁃ＨＢｘ 质粒转染 ＨｅｐＧ２ 的研究结果表

明：ＨＢｘ 蛋白能够促进 ＥｒｂＢ３ 蛋白表达；ＲＴ⁃ＰＣＲ 检

图 １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测肝癌组织和肝脏良性肿瘤瘤旁组织中 ＥｒｂＢ３ 蛋白和 ＨＢｘ 蛋白的表达　 ＥｒｂＢ３：人类表皮生长因

子受体 ３； ＨＢｘ：乙型肝炎病毒 Ｘ
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图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测转染 ＧＦＰ 质粒和 ＧＦＰ⁃ＨＢｘ 质粒的 ＨｅｐＧ２
中 ＥｒｂＢ３ 蛋白的表达　 ＧＦＰ：绿色荧光蛋白； ＨＢｘ：乙型肝炎

病毒 Ｘ； ＥｒｂＢ３：人类表皮生长因子受体 ３

图 ３　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测转染 ＧＦＰ 质粒和 ＧＦＰ⁃ＨＢｘ 质粒的 ＨｅｐＧ２ 中

ＥｒｂＢ３ ｍＲＮＡ 的表达　 ＧＦＰ：绿色荧光蛋白；ＨＢｘ：乙型肝炎病

毒 Ｘ；ＥｒｂＢ３：人类表皮生长因子受体 ３

测结果表明：ＨＢｘ 可通过提高 ＥｒｂＢ３ 转录水平，促进

ＥｒｂＢ３ 表达。 已有的研究结果表明：ＥｒｂＢ３ 可通过

激活 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路，作用于下游信号分子哺乳

动物雷帕霉素靶蛋白、凋亡蛋白、Ｐ２７、核转录因子

κＢ、糖原合成酶激酶⁃３β，调节细胞增殖、运动和分

化等生理过程［１１－１２，３１－３２］。 为了观察 ＥｒｂＢ３ 对肝癌

细胞侵袭、迁移的调节作用，笔者在 ＨｅｐＧ２ 中过表

达 ＥｒｂＢ３ 蛋白，采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室试验观察到：过
表达 ＥｒｂＢ３ 的细胞侵袭、迁移能力增强，这提示

ＥｒｂＢ３ 表达增加可促进肝癌细胞侵袭、迁移。
　 　 综上，ＨＢｘ 蛋白可通过上调 ＥｒｂＢ３ 蛋白表达，促
进肝癌细胞侵袭与迁移。 ＥｒｂＢ３ 在 ＨＢＶ 相关肝癌患

者中表达明显升高，且属于小分子酪氨酸激酶。 目前

针对 ＥｒｂＢｓ 的 ３ 种酪氨酸激酶抑制剂，包括吉非替

尼、埃罗替尼和拉帕替尼已进入临床应用［３３－３７］。 因

此，本研究有望为 ＨＢＶ 相关肝癌床药物治疗提供理

论依据，同时为抗肝癌药物靶点选择提供新的思路。
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［９］ 　 Ｊｕｌｌｉｅｎ Ｎ， Ｄｉｅｕｄｏｎｎé ＦＸ， Ｈａｂｅｌ Ｎ， ｅｔ ａｌ． ＥｒｂＢ３ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ
ｒｅｄｕｃｅｓ ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ｉｎ ｖｉｖｏ［Ｊ］．
Ｇｅｎｅ，２０１３，５２１（１）：５５⁃６１． ＤＯＩ：１０．１０１６ ／ ｊ．ｇｅｎｅ．２０１３．０３．０３１．

［１０］ Ｙａｒｄｅｎ Ｙ， Ｓｌｉｗｋｏｗｓｋｉ ＭＸ． Ｕｎｔａｎｇｌｉｎｇ ｔｈｅ ＥｒｂＢ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｎｅｔ⁃
ｗｏｒｋ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ，２００１，２（２）：１２７⁃１３７． ＤＯＩ：１０．
１０３８ ／ ３５０５２０７３．

［１１］ Ｋａｎｇ ＪＣ， Ｐｏｏｖａｓｓｅｒｙ ＪＳ， Ｂａｎｓａｌ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｍｕｌｔｉｖａｌｅｎｔ
ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｔｏ ｔａｒｇｅｔ ｈｅｒｅｇｕｌｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＨＥＲ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ
ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ［ Ｊ］ ． ＭＡｂｓ， ２０１４，６ （ ２）： ３４０⁃３５３． ＤＯＩ： １０． ４１６１ ／
ｍａｂｓ．２７６５８．

［１２］ Ｓｍｉｒｎｏｖａ Ｔ， Ｚｈｏｕ ＺＮ， Ｆｌｉｎｎ ＲＪ， ｅｔ ａｌ． Ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ ３⁃ｋｉｎａｓｅ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｓ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｆｏｒ ＥｒｂＢ３⁃ｄｒｉｖｅｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｍｏｔｉｌｉｔｙ ａｎｄ
ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ［ Ｊ］ ． Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２０１２，３１（６）：７０６⁃７１５． ＤＯＩ：１０．１０３８ ／
ｏｎｃ．２０１１．２７５．

［１３］ Ｙａｒａｒ Ｄ， Ｌａｈｄｅｎｒａｎｔａ Ｊ， Ｋｕｂａｓｅｋ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｈｅｒｅｇｕｌｉｎ⁃ＥｒｂＢ３⁃
Ｄｒｉｖｅｎ Ｔｕｍｏｒ Ｇｒｏｗｔｈ Ｐｅｒｓｉｓｔｓ ｉｎ ＰＩ３ Ｋｉｎａｓｅ Ｍｕｔａｎｔ Ｃａｎｃｅｒ Ｃｅｌｌｓ
［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｃａｎｃｅｒ Ｔｈｅｒ，２０１５，１４（９）：２０７２⁃２０８０． ＤＯＩ：１０．１１５８ ／
１５３５⁃７１６３．ＭＣＴ⁃１５⁃００７５．

［１４］ Ｈｓｉｅｈ ＳＹ， Ｈｅ ＪＲ， Ｙｕ ＭＣ， ｅｔ ａｌ． Ｓｅｃｒｅｔｅｄ ＥＲＢＢ３ ｉｓｏｆｏｒｍｓ ａｒｅ
ｓｅｒｕｍ ｍａｒｋｅｒｓ ｆｏｒ ｅａｒｌｙ ｈｅｐａｔｏｍａ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ
ａｎｄ ｃｉｒｒｈｏｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｐｒｏｔｅｏｍｅ Ｒｅｓ， ２０１１， １０ （ １０）： ４７１５⁃４７２４．
ＤＯＩ：１０．１０２１ ／ ｐｒ２００５１９ｑ．

［１５］ Ｈｓｉｅｈ ＳＹ， Ｈｅ ＪＲ， Ｈｓｕ ＣＹ， ｅｔ ａｌ． Ｎｅｕｒｅｇｕｌｉｎ ／ ｅｒｙｔｈｒｏｂｌａｓｔｉｃ ｌｅｕ⁃
ｋｅｍｉａ ｖｉｒａｌ ｏｎｃｏｇｅｎｅ ｈｏｍｏｌｏｇ ３ ａｕｔｏｃｒｉｎｅ ｌｏｏｐ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ｉｎｖａ⁃
ｓｉｏｎ ａｎｄ ｅａｒｌｙ ｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｈｅｐａｔｏｍａ ［ Ｊ］ ． Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ，
２０１１， ５３（２）： ５０４⁃５１６． ＤＯＩ：１０．１００２ ／ ｈｅｐ．２４０８３．

［１６］ 伏旭，何健，史炯，等．肝细胞癌大体形态分型的临床意义［ Ｊ］ ．
中华消化外科杂志，２０１５，１４（２）：１２０⁃１２６． ＤＯＩ：１０．３７６０ ／ ｃｍａ．ｊ．
ｉｓｓｎ．１６７３⁃９７５２．２０１５．０２．００８．

［１７］ Ｂｅｎｈｅｎｄａ Ｓ， Ｃｏｕｇｏｔ Ｄ， Ｂｕｅｎｄｉａ ＭＡ， ｅｔ ａｌ． Ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓ Ｘ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｏｌｅ ｉｎ ｖｉｒｕｓ ｌｉｆｅ ｃｙｃｌｅ ａｎｄ ｐａｔｈ⁃
ｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］ ． Ａｄｖ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ，２００９，１０３：７５⁃１０９． ＤＯＩ：１０．１０１６ ／
Ｓ００６５⁃２３０Ｘ（０９）０３００４⁃８．

·１８１·中华消化外科杂志 ２０１７ 年 ２ 月第 １６ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｄｉｇ Ｓｕｒｇ， Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０１７，Ｖｏｌ．１６，Ｎｏ．２



［１８］ 类成刚，史光军，丛培培，等．ＨＢＶｘ 在肝细胞癌中的研究进展

［Ｊ］ ．中国现代普通外科进展，２０１３，１６（１０）：８３４⁃８３６． ＤＯＩ：１０．
３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００９⁃９９０５．２０１３．１０．０２８．

［１９］ Ｃａｃｃａｍｏ Ｇ， Ｓａｆｆｉｏｔｉ Ｆ， Ｒａｉｍｏｎｄｏ Ｇ． Ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓ ａｎｄ ｈｅｐａｔｉ⁃
ｔｉｓ Ｃ ｖｉｒｕｓ ｄｕａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｗｏｒｌｄ Ｊ Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ， ２０１４， ２０
（４０）：１４５５９⁃１４５６７． ＤＯＩ：１０．３７４８ ／ ｗｊｇ．ｖ２０．ｉ４０．１４５５９．

［２０］ Ｃｌｉｐｐｉｎｇｅｒ ＡＪ， Ｂｏｕｃｈａｒｄ ＭＪ． Ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓ ＨＢｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｏｃａｌｉ⁃
ｚｅｓ ｔｏ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｒａｔ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｍｏｄｕｌａｔｅｓ ｍｉｔｏ⁃
ｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｖｉｒｏｌ，２００８，８２（ １４）：６７９８⁃
６８１１． ＤＯＩ：１０．１１２８ ／ ＪＶＩ．００１５４⁃０８．

［２１］ Ｌｅｅ Ｈ， Ｓｏｈｎ ＪＢ， Ｋｉｍ ＳＳ， ｅｔ ａｌ． ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ａｓｓａｙ ｓｙｓｔｅｍ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ＨＢｘ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎ，２０１３，４３８（３）：
５４０⁃５４５． ＤＯＩ：１０．１０１６ ／ ｊ．ｂｂｒｃ．２０１３．０７．０９４．

［２２］ Ｌｉｕ ＬＰ， Ｌｉａｎｇ ＨＦ， Ｃｈｅｎ ＸＰ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ＮＦ⁃ｋａｐｐａＢ ｉｎ
Ｈｅｐａｔｉｔｉｓ ｂ ｖｉｒｕｓ Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦ ａｎｄ
ＭＭＰｓ［Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｉｎｖｅｓｔ，２０１０，２８（５）：４４３⁃４５１． ＤＯＩ：１０．３１０９ ／
０７３５７９００９０３４０５９５９．

［２３］ Ｐａｒｋ ＥＳ， Ｐａｒｋ ＹＫ， Ｓｈｉｎ ＣＹ， ｅｔ ａｌ． Ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｌｉｖｅｒ
ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｖｉａ ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｕｒｏｋｉｎａｓｅ⁃ｔｙｐｅ ｐｌａｓｍｉｎｏ⁃
ｇｅｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒ［ Ｊ］ ． Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ，２０１３，５８ （ ２）：７６２⁃７７６． ＤＯＩ：１０．
１００２ ／ ｈｅｐ．２６３７９．

［２４］ Ｓｉｔｈａｎａｎｄａｍ Ｇ， Ａｎｄｅｒｓｏｎ ＬＭ． Ｔｈｅ ＥＲＢＢ３ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ
ｃａｎｃｅｒ ｇｅｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ［ Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｇｅｎｅ Ｔｈｅｒ，２００８，１５（ ７）：４１３⁃
４４８． ＤＯＩ：１０．１０３８ ／ ｃｇｔ．２００８．１５．

［２５］ 高帆，祁兴顺．Ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ 治疗肝癌的临床研究进展［ Ｊ］ ．临床肝

胆病杂志，２０１５，３１ （ ６）：９８５⁃９８８． ＤＯＩ：１０． ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００１⁃
５２５６．２０１５．０６．０３９．

［２６］ 高宁，郗彦凤，王跃华，等． 表皮生长因子受体、ＫＲＡＳ 及 ＢＲＡＦ
基因突变与非小细胞肺癌临床病理特征的关系［ Ｊ］ ．肿瘤研究

与临床，２０１５，２７（８）：５５１⁃５５４． ＤＯＩ：１０．３７６０ ／ ｃｍａ． ｊ． ｉｓｓｎ．１００６⁃
９８０１．２０１５．０８．０１３．

［２７］ 张坤宁，路军，赵宏颖，等． 表皮生长因子受体、人类表皮生长

因子受体 ２、人类表皮生长因子受体 ３ 表达与非小细胞肺癌预

后的关系［ Ｊ］ ．肿瘤研究与临床，２０１６，２８（２）：７３⁃７７，８９． ＤＯＩ：
１０．３７６０ ／ ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．１００６⁃９８０１．２０１６．０２．００１．

［２８］ 王林娜，张清泉，侯素平，等． ＲｅｇⅣ、ＥＧＦＲ 和 ｓｕｒｖｉｖｉｎ 在结直肠

癌组织中的表达及临床意义［ Ｊ］ ．解放军医药杂志，２０１６，２８
（６）：４５⁃４８． ＤＯＩ：１０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．２０９５⁃１４０Ｘ．２０１６．０６．０１１．

［２９］ Ｔａｎ Ｘ， Ｌａｍｂｅｒｔ ＰＦ， Ｒａｐｒａｅｇｅｒ ＡＣ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｒｅｓｓ⁃Ｉｎｄｕｃｅｄ ＥＧＦＲ
Ｔｒａｆｆｉｃｋｉｎｇ： Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ， Ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ， ａｎｄ Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ Ｉｍｐｌｉｃａ⁃
ｔｉｏｎｓ［Ｊ］ ． Ｔｒｅｎｄｓ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ，２０１６，２６（５）：３５２⁃３６６． ＤＯＩ：１０．１０１６ ／
ｊ．ｔｃｂ．２０１５．１２．００６．

［３０］ Ｂａｓｅｌｇａ Ｊ， Ｓｗａｉｎ ＳＭ． Ｎｏｖｅｌ ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ ｔａｒｇｅｔｓ： ｒｅｖｉｓｉｔｉｎｇ ＥＲＢＢ２
ａｎｄ ｄｉｓｃｏｖｅｒｉｎｇ ＥＲＢＢ３［ Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｃａｎｃｅｒ，２００９，９（ ７）：４６３⁃
４７５． ＤＯＩ：１０．１０３８ ／ ｎｒｃ２６５６．

［３１］ Ｓｔｒｅｃｋｅｒ ＴＥ， Ｓｈｅｎ Ｑ， Ｚｈａｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌａｐａｔｉｎｉｂ ｏｎ ｔｈｅ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃ｎｅｇａｔｉｖｅ ｍａｍｍａｒｙ ｔｕｍｏｒｓ ｉｎ ｍｉｃｅ
［Ｊ］ ． Ｊ Ｎａｔｌ Ｃａｎｃｅｒ Ｉｎｓｔ，２００９，１０１（２）：１０７⁃１１３． ＤＯＩ：１０．１０９３ ／
ｊｎｃｉ ／ ｄｊｎ４３６．

［３２］ Ｓｅｏ ＡＮ， Ｋｗａｋ Ｙ， Ｋｉｍ ＷＨ， ｅｔ ａｌ． ＨＥＲ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒｅ⁃
ｌａｔｉｏｎ ｔｏ ＨＥＲ２ ｐｏｓｉｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃ⁃
ｅｒ： ｃｌｉｎｉｃａｌ ｒｅｌｅｖａｎｃｅ ａｎｄ ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ ｖａｌｕｅ［ Ｊ］ ． Ｖｉｒｃｈｏｗｓ Ａｒｃｈｉｖ，
２０１５，４６６（６）：６４５⁃６５４． ＤＯＩ：１０．１００７ ／ ｓ００４２８⁃０１５⁃１７４７⁃２．

［３３］ Ｇａｂｏｒｉｔ Ｎ， Ａｂｄｕｌ⁃Ｈａｉ Ａ， Ｍａｎｃｉｎｉ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＥＲ３
ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ｕｓｉｎｇ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ
Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡ， ２０１５， １１２ （ ３）： ８３９⁃８４４． ＤＯＩ： １０． １０７３ ／ ｐｎａｓ．
１４２３６４５１１２．

［３４］ Ｎａｋａｔａ Ｓ， Ｔａｎａｋａ Ｈ， Ｉｔｏ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ＨＥＲ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ｐｏｏｒｌｙ⁃ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ ｓｅｎ⁃
ｓｉｔｉｖｉｔｙ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｏｎｃｏｌ，２０１４，４５（４）：１５８３⁃１５９３． ＤＯＩ：１０．３８９２ ／
ｉｊｏ．２０１４．２５３８．

［３５］ Ｗｉｓｌｅｚ Ｍ， Ｍａｌｋａ Ｄ， Ｂｅｎｎｏｕｎａ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｎｅｗ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ⁃ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ （ ＮＳＣＬＣ）． Ｒｏｌｅ ｏｆ ａｆａ⁃
ｔｉｎｉｂ： Ａｎ ｏｒａｌ ａｎｄ ｉｒｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ ＥｒｂＢ ｆａｍｉｌｙ ｂｌｏｃｋｅｒ［Ｊ］ ． Ｂｕｌｌ Ｃａｎｃ⁃
ｅｒ，２０１４，１０１（６）：６４７⁃６５２． ＤＯＩ：１０．１６８４ ／ ｂｄｃ．２０１４．１９８６．

［３６］ 陈旭兰，付靖楠，李颖，等． 超声引导下射频消融术联合靶向治

疗对晚期肝细胞癌患者免疫功能的影响［ Ｊ］ ．解放军医药杂

志，２０１５，２７（ ５）：４１⁃４５． ＤＯＩ：１０． ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． ２０９５⁃１４０Ｘ． ２０１５．
０５．０１２．

［３７］ 黎小龙．ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩｓ 治疗非小细胞肺癌耐药后的治疗进展［ Ｊ］ ．
重庆医学，２０１６，４５（３４）：４８６０⁃４８６３． ＤＯＩ：１０．３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ．１６７１⁃
８３４８．２０１６．３４．０３５．

（收稿日期： ２０１７⁃０１⁃０６）
（本文编辑： 王雪梅）
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