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摘要 目的 探讨 KLK7 在肝细胞癌( HCC) 中的表达情况

及临床意义。方法 收集 88 例术后病理证实为 HCC 患者

的石蜡组织标本及 其 临 床 病 理 资 料，用 免 疫 组 化 法 检 测

KLK7 在 HCC 组织及相对应癌旁组织中的表达，分析 KLK7

的表达情况与 HCC 患者临床病理因素的关系; 用 Western
blot 及 qＲT-PCＲ 方法检测 20 对冷冻 HCC 及癌旁组织 中

KLK7 mＲNA 与蛋白的表达。结果 88 例石蜡组织标本的

免疫组化结果显示，58 例( 65. 9% ) HCC 组织中 KLK7 表达

上调，癌旁组织中 26 例( 29. 5% ) 表达上调，差异有统计学意

义( P ＜ 0. 05 ) 。qＲT-PCＲ 检测显示，KLK7 mＲNA 的表达在

肝癌组织中明显高于癌旁组织［( 18. 39 ± 18. 18) vs( 9. 11 ±
13. 73) ］。KLK7 /β-actin 的灰度比值分别为( 1. 45 ± 0. 24) 、
( 0. 65 ± 0. 16 ) ，两项实验结果差异均有统计学意义 ( P ＜
0. 001) ; Western blot 与 qＲT-PCＲ 结果一致。KLK7 在 HCC

组织中的表达上调与肿瘤直径( P = 0. 011) 、肿瘤 Edmondson
分级( P = 0. 016) 以及肿瘤 TNM 分期( P = 0. 006 ) 有关。结

论 KLK7 在 HCC 中的表达上调，其高表达可能与 HCC 的

恶性进程密切相关。
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肝细胞癌( hepatocellular carcinoma，HCC) 是肝

脏最常见的原发性恶性肿瘤，占全球肝癌总数的

70% ～85%，是世界范围内第五大常见肿瘤之一，也

是全球癌症相关死亡的第二大原因。在过去的 20
年中，HCC 的发病率增加了 2 倍，而 5 年生存率仍

然低于 12%［1］，每年大约发生782 500例新病例和

745 500 死亡病例，仅中国的新生病例和死亡占总数

的一半左右［2］。鉴于肝细胞癌发生是通过遗传、表

观遗传和信号传导程序的复杂变化而产生的，HCC
表现出广泛的异质分子特征［3］，正是存在这种多样

性，HCC 细胞具有强大的细胞存活性和增殖表型。
阐明 HCC 起始和进展的分子机制可以改善诊断和

治疗策略。因此，迫切需要在该领域进行旨在鉴定

可靠的早期诊断生物标志物和有效治疗选择的研

究。
人激肽释放酶 7 ( kallikrein related peptidase 7，

KLK7) ，也曾被称为角质层胰凝乳蛋白酶( stratum
corneur chymotryptic enzyme，SCCE) ，属于激肽释放

酶相关肽酶家族，作为皮肤中最突出的蛋白酶之一，

这种酶通过降解几种不同的底物而促进脱屑和皮肤

免疫系统活化［4］，因此它作为治疗皮肤病的潜在靶

点而被广泛研究。然而在最近的报道中，KLK7 在

其他多种恶性肿瘤中显示出较高的研究价值，如研

究人员发现 KLK7 在宫颈癌、结肠癌、胰腺癌等的肿

瘤组织中表达上调，而在乳腺癌和肾癌中表达下

调［5］。但在肝细胞癌研究中，尚未见国内外有相关

文献报道，该研究旨在探讨 KLK7 在肝细胞癌中的

临床病理学意义。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 收集 2015 年 1 月 ～ 2017 年 12 月

于安徽医科大学附属省立医院肝脏外科行根治性肝

细胞癌切除术，术后经病理确认且具备完整随访资

料的 88 例石蜡切片，其中男 68 例，女 20 例; 年龄 20
～ 73( 52 ± 12) 岁; 据 Edmondson 分级法标准行肿瘤

分级，Ⅰ ～Ⅱ级 63 例，Ⅲ ～Ⅳ级 25 例; 肿瘤 TNM 分

期标准依据美国癌症联合会( AJCC) 第八版标准，Ⅰ
～Ⅱ期 52 例，Ⅲ ～Ⅳ期 36 例。另外收集本院肝脏

外科近 期 行 根 治 性 肝 细 胞 癌 切 除 术 的 新 鲜 冷 冻

HCC 组织及其对应癌旁组织 20 对和 TＲIzol 浸泡的
HCC 组织及其对应癌旁组织 20 对，行 Western blot
及 qＲT-PCＲ 检测。所选患者术前未行放疗、化疗、
介入等抗肿瘤治疗。
1． 2 主要试剂 KLK7 PAB910Hu01 ( 武汉优尔生

商贸有限公司) ; 通用型二抗试剂盒 PV-6000、DAB
显色剂( 北京中杉金桥生物技术有限公司) ; ＲIPA
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细胞裂解液( 上海碧云天生物技术研究所) ; 苏木精

BA-4041( 珠海贝索生物技术有限公司) ; TＲIzol 试

剂( 美国 Life technogies 公司) ; qＲT-PCＲ 引物合成

( 生工生物工程上海股份有限公司) ; ECL 超敏发光

试剂盒、逆 转 录 试 剂 盒、荧 光 定 量 PCＲ 仪 ( 美 国

Thermo Scientific 公司) 。
1． 3 实验方法

1． 3． 1 Western blot 剪取肝癌及对应癌旁组织均

约 100 mg，加入 ＲIPA 细胞裂解液进行裂解后提取

总蛋白，使用 BCA 法进行蛋白的定量测定，每对样

本等量蛋白上样，电泳结束后，分离蛋白并将蛋白转

至 PVDF 膜上，转膜完毕后，立即把 PVDF 膜放置到

预先准备好的 Western 洗涤液中，漂洗 5 min，以洗

去膜上的转膜液。加入封闭液( 5% 脱脂奶粉) ，在

摇床上缓慢摇动，室温封闭 2 h。KLK7-1 抗体在 4
℃摇床中用兔抗 1 ∶ 200 稀释液( 10% 分离凝胶) 孵

育过夜，之后用 PBST 溶液洗膜 3 次。二抗稀释液

稀释 辣 根 过 氧 化 物 酶 ( HＲP ) 标 记 的 二 抗 ( 1 ∶
10 000) ，室温孵育 2 h，PBST 液洗涤 3 次后使用

ECL 超敏发光试剂盒来检测蛋白，采用北京科创锐

新生物凝胶成像系统对扫描、保存后的图像进行灰

度值分析。同法用兔抗人 β-actin 作内参对照; 获取

KLK7 条带灰度值与 β-actin 灰度值之比用于统计学

分析。
1． 3． 2 qＲT-PCＲ 提取肝癌及癌旁组织总 ＲNA，用

于合成 cDNA，随后使用三步法进行 qＲT-PCＲ 反应，

设置扩增条件为: 95 ℃预变性 2 min; 95 ℃变性 5 s，
60 ℃退火 10 s，共计 40 个循环，每基因样本设置 3
次重复。KLK7 引物正向序列: 5'-CGAGCCCAGAT-
GTGACCTTT-3'，反 向 序 列: 5'-GTCACCATTGCAG-
GCGTTTT-3'，扩增产物长度: 155 bp; 内参( β-actin)

引物正向序列: 5'-CCCTGGAGAAGAGCTACGAG-3'，
反 向 序 列: 5'-GGAAGGAAGGCTGGAAGAGT-3'，扩

增产物长度为 96 bp; KLK7 mＲNA 相对表达量用

2 － ΔΔCt进行计算。
1． 3． 3 免疫组化 本实验采用 PicTureTM 二步 SP
法对肝细胞癌及癌旁组织中 KLK7 的表达进行检

测。根据 KLK7 抗体的特殊要求，通过脱蜡和水合

预处理组织切片。3% H2O2 去离子水孵育 5 min 用

以阻断内源性过氧化物酶，PBS 漂洗。用 KLK7 抗

体滴注 1 ∶ 200，在 37 ℃下孵育 90 min 后用 PBS 冲

洗 3 次，每次 2 min。滴下通用 IgG 抗体( Fab 段) -
HＲP 聚合物，在 37 ℃下孵育 30 min 后用 PBS 冲洗

3 次，每次 2 min。蒸馏水冲洗、复染、脱水和密封。

免疫组化实验结果判定标准: 首先根据切片着色细

胞强度评分: 显色不清或不显色者计为 0 分; 浅黄色

计为 1 分; 棕黄色计 2 分; 棕褐色计 3 分。另外对于

每张组织切片都随机选择 5 个高倍视野( 400 倍) ，

根据着色细胞所占百分比评分: 0 ～ 25%细胞着色为

1 分; 26% ～50%细胞着色为 2 分; 51% ～75% 细胞

着色为 3 分; 76% ～100%细胞着色为 4 分。切片最

终分数 = 着色细胞所占百分比分数 × 着色细胞强度

评分，分数≥6 分定为高表达，得分 ＜ 6 分定为低表

达。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 22. 0 软件进行分析，

实验数据中计量资料以 珋x ± s 表示，F 检验方差齐

性，P ＞ 0. 05 时，组 间 比 较 采 用 t 检 验，否 则 采 用

Mann-Whitney U 检验，计数资料分析选用 χ2 检验或

Fisher 确切概率法。以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意

义。

2 结果

2． 1 Western blot 与 qＲT-PCＲ 实验结果 通过

Western blot 法检测 HCC 中 KLK7 表达情况，定量结

果显示 HCC 组织中 KLK7 相对含量( 1. 45 ± 0. 24 )

高于癌旁组织( 0. 65 ± 0. 16) ，差异具有统计学意义

( t = 28. 03，P ＜ 0. 001) ，见图 1。qＲT-PCＲ 检测结果

显示，20 对标本中 KLK7 在癌组织中的 mＲNA 表达

均高于对应癌旁组织，定量结果显示 KLK7 在 HCC
组 织及对应癌旁组织中的mＲNA相对表达量分别

图 1 Western blot 法检测 KLK7 的表达

A: KLK7 蛋白在 4 对代表性 HCC 及对应癌旁组织中的表达; B:

KLK7 蛋白在 20 对 HCC 及对应癌旁组织中的相对表达量; 与癌旁组

织比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001
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为( 18. 39 ± 18. 18 ) 和( 9. 11 ± 13. 73 ) ，差异有统计

学意义( t = 5. 804，P ＜ 0. 001) ，见图 2。

图 2 qＲT-PCＲ 法检测 KLK7 mＲNA 在 20 对肝癌

及癌旁组织中相对表达量

与癌旁组织比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001

2． 2 免疫组化结果 本研究通过对 88 例组织切片

观察结果显示，有 58 例显示 KLK7 在 HCC 细胞质

中呈高表达 ( 65. 9% ) ，低表达有 30 例 ( 34. 1% ) 。
在对应癌旁组织中有 26 例呈高表达( 29. 5% ) ，低

表达有 62 例( 70. 5% ) ，差异具有统计学意义( P ＜
0. 05) ，见图 3、4。

图 3 HCC 组织与癌旁组织 KLK7 的表达 × 100

A、C: KLK7 在 HCC 组织中的表达; B、D: KLK7 在癌旁组织中的

表达

2． 3 KLK7 在 HCC 组织中的表达与临床病理因

素的关系 KLK7 在 HCC 组织中的表达上调与肿瘤

直径、肿瘤 Edmondson 分级、肿瘤 TNM 分期有关( P
= 0. 011、0. 016、0. 006 ) ; 与 年 龄、性 别、甲 胎 蛋 白

( alpha-fetoprotein，AFP) 、肿瘤包膜、肝硬化等无关

( 均 P ＞ 0. 05) ，见表 1。

图 4 HCC 组织与癌旁组织 KLK7 的表达 × 400

A、C: KLK7 在 HCC 组织中的表达; B、D: KLK7 在癌旁组织中的

表达

表 1 KLK7 的表达与患者临床病理特征之间的关系( n)

因素 n
KLK7 表达强度

高表达 低表达
χ2 值 P 值

年龄( 岁)

≤65 66 25 41
0． 064 0． 800

＞ 65 22 9 13
性别

男 68 25 43
0． 442 0． 502

女 20 9 11
AFP( ng /ml)
≤20 44 17 27

0． 420 0． 517
＞ 20 44 20 24

肝硬化

无 33 10 23
1． 167 0． 280

有 55 23 32
肿瘤包膜

缺失 47 15 32
1． 343 0． 247

完整 41 18 23
肿瘤直径( cm)

≤5 34 14 20
6． 401 0． 011

＞ 5 54 37 17
Edmondson 分级

Ⅰ ～Ⅱ级 63 30 33
5． 842 0． 016

Ⅲ ～Ⅳ级 25 19 6
TNM 分期

Ⅰ ～Ⅱ期 52 27 25
7． 536 0． 006

Ⅲ ～Ⅳ期 36 29 7

3 讨论

人激肽释放酶基因家族由 15 个同源分泌的胰

蛋白酶或胰凝乳蛋白酶样丝氨酸蛋白酶组成，由染

色体 19q13. 4 区域中发现的紧密聚簇基因编码，人

激肽释放酶的异常表达干扰恶性肿瘤生长的不同阶
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段，特别是在肿瘤转移和侵袭中，这可能是因为其在

从胚胎发育到组织重塑的生理过程中都起到重要作

用，并通过协助基底膜和结缔组织细胞外基质的降

解而在 恶 性 肿 瘤 的 扩 散 中 发 挥 重 要 作 用 密 切 相

关［6］。KLK7 是一种类似胰凝乳蛋白酶的丝氨酸蛋

白酶，属于激肽释放酶家族，最初是从皮肤中提纯得

到的，如其他激肽酶家族成员一样，KLK7 同样以组

织特异性方式表达，并且分别受转录和转录后机制

如类固醇激素( 雄激素反应元件) 和丝氨酸蛋白酶

抑制剂的调节，因其在肿瘤的发生发展中可能发挥

重要作用而作为癌症生物标志物被广泛研究。
Du et al［7］在胰腺癌研究中发现 KLK7 在胰腺

癌中呈现高表达，进一步沉默 KLK7 基因后诱导获

得肿瘤的抗迁移和抗侵袭能力，将其相关的分子机

制解释为 KLK7 对细胞外基质蛋白和连接、黏附分

子的切割导致的。苏晓峰 等［8］也同样证实了 KLK7
在胃癌中的高表达后筛选出沉默 KLK7 效率最高的

KLK7-siＲNA-416 片段，瞬时转染入胃低分化腺癌

AGS 细胞株，发现 KLK7 沉默后在 mＲNA 水平及蛋

白水平均匀下调。这一研究证明了胃癌细胞增殖变

化的过程中有着 KLK7 的参与，KLK7 基因的沉默影

响了细胞周期的前 DNA 合成从而抑制细胞增殖。
Xi et al［9］也通过鼠异种移植实验检查 KLK7 表达及

在体内调节食管腺癌的生长情况，证实了 KLK7 在

食管腺癌中起致癌基因的作用，其可能的机制也与

KLK7 切割细胞间连接分子相关。在另外一项关于

黑色素瘤的研究中，Yu et al［10］发现高表达水平的

KLK7 表达与黑素瘤患者的良好预后相关，这是少

数关于高表达 KLK7 在肿瘤中起保护作用的报道。
上述研究中，包括以往的另外一些研究［11 － 12］，KLK7
在肿瘤中的作用机制通常被描绘为直接降解细胞外

基质的组成成分( 例如纤连蛋白) 促进肿瘤的转移，

同时还通过降解桥粒蛋白如桥粒蛋白 1 和桥粒芯糖

蛋白 2，导致细胞黏附减少并促进肿瘤细胞侵袭，在

肿瘤发生发展中起重要作用。目前人们了解到细胞

外蛋白水解通过主动降解和修饰细胞外基质而促进

肿瘤进展，导致恶性肿瘤的侵袭和最终转移。几种

蛋白酶系统在癌症中持续失调，并且它们负责的信

号传导直接影响肿瘤微环境［13］。这些蛋白水解级

联中的非常重要的两个蛋白酶是基质金属蛋白酶和

属于丝氨酸蛋白酶的尿激酶纤溶酶原激活物( uPA)

及其受体( uPAＲ) ，而这两种蛋白酶又恰恰是被几

种激肽释放酶激活的，这其中也包括 KLK7。这种

失调通常会改善癌症进展的条件，例如通过增加细

胞黏附受体来促进细胞黏附和细胞迁移，并在释放

细胞外生长因子后产生化学梯度。
KLK7 在生理学和病理学作用已在各种组织中

广泛研究，特别是皮肤、胰腺这些广泛受到激素调节

的组织，然而其在肝脏中的生理和病理学作用仍然

知之甚少，国内外尚未见对 KLK7 在 HCC 中表达情

况及其与 HCC 患者临床病例特征之间关系的探讨，

本研究旨在检测 KLK7 在 HCC 中的表达情况，并分

析 KLK7 的表达与 HCC 患者相关临床病理特征之

间的关系。一方面本研究进行免疫组织化学实验、
qＲT-PCＲ、Western blot 实验显示 KLK7 在 HCC 中呈

现高表达，另一方面本研究通过对临床资料的分析

显示，KLK7 的表达上调与肿瘤直径、肿瘤 Edmond-
son 分级、TNM 分期有关( P = 0. 011、0. 016、0. 006) ，

而与年龄、性别、肿瘤包膜、AFP、肝硬化等无关( P ＞
0. 05) ，这表明 KLK7 在 HCC 中呈高表达可能会促

进肿 瘤 侵 袭 和 迁 移 能 力，增 加 肿 瘤 的 恶 性 程 度。
KLK7 在 HCC 中作用的机制同样可能是对 HCC 的

细胞外基质进行重塑，对细胞黏附分子进行降解，或

者通过作为其他细胞的旁分泌因子调节机制从而改

变 HCC 的肿瘤微环境，进而增加 HCC 的迁移和侵

袭能力。
虽然本研究只探讨了 KLK7 在 HCC 中的表达

情况，分析其与临床病理资料之间的相关性，但对其

具体行为机制未作深入探究，仍然有必要进行更大

样本的进一步研究 KLK7 在 HCC 中的作用靶点及

调控机制，随着研究的深入，KLK7 可能成为 HCC 潜

在的治疗靶点或分子标志物。
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Expression and significance of KLK7 in hepatocellular carcinoma
Chen Kang1，2，Jia Weidong2，Ge Yongsheng2，et al

( 1Graduate School，Anhui Medical University，Hefei 230032; 2Dept of General Surgery，

The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To investigate the expression and clinical significance of KLK7 in hepatocellular carcinoma
( HCC) ． Methods The paraffin-embedded tissue specimens and clinicopathologic data of 92 patients with HCC
confirmed by postoperative pathology were collected，and the KLK7 expressions in HCC and the adjacent tissues
were detected by immunohistochemical staining and the relations of KLK7 expression with clinicopathologic factors
of the patients were analyzed． The mＲNA and protein expressions of KLK7 in 20 paired frozen tissue samples of
HCC and adjacent tissues were determined by qＲT-PCＲ and Western blot analysis，respectively． Ｒesults The im-
munohistochemical results of 88 paraffin-embedded specimens showed that KLK7 expression was up-regulated in 58
cases ( 65. 9% ) of HCC tissues，and 26 cases ( 29. 5% ) were up-regulated in adjacent tissues ( P ＜ 0. 05) ． The
qＲT-PCＲ assay showed that the expression of KLK7 mＲNA was significantly higher in the liver cancer tissues than
in the adjacent tissues ［( 18. 39 ± 18. 18) vs ( 9. 11 ± 13. 73) ］． The gray scale ratios of KLK7 /β-actin were ( 1. 45
± 0. 24) and ( 0. 65 ± 0. 16) ，respectively，with significant difference ( P ＜ 0. 001) ． Western blot result was con-
sistent with ＲT-PCＲ results． High expression of KLK7 in HCC tissues was associated with tumor diameter ( P =
0. 011) ，tumor Edmondson grade ( P = 0. 016) ，and tumor TNM stage ( P = 0. 006) ． Conclusion The expression
of KLK7 is up-regulated in HCC tissue and the high KLK7 expression may be closely related to the malignant
process of HCC．
Key words carcinoma; hepatocellular; tumor suppressor; neoplasm invasiveness
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