
活化,有许多分子参与调节免疫反应, 如外源性蛋白(如细菌

和病毒)和内源性蛋白( Hsp 和 β2糖蛋白 ) 。而在许多细菌 、

病毒病原体的自然或体外实验性感染中,似乎都有γδT 细胞

的激活。

总之, T 细胞是影响 AS 的多因素之一,在粥样硬化的自

然进程中, T 细胞免疫反应的综合效应可能是促进病变发

展,尤其是在不稳定斑块的形成及斑块破裂中可能发挥重要

作用。免疫反应与遗传 、体内外环境 、内分泌代谢等多种因

素共同决定了粥样硬化的消长。随着对 T 细胞功能及免疫

反应的深入研究, 有选择地 、准确地调节免疫反应将可能成

为防治动脉粥样硬化的新途径。不仅为解释斑块形成提供

新的思路,而且能为临床提供新的治疗手段。
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乙酰肝素酶的生理特性及与肿瘤转移的关系
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　　硫酸乙酰肝素蛋白聚糖 ( heparan sulfa te proteog lycan,

HSPG) 是一种广泛存在于脊椎动物组织细胞外基质

( ex tracellular ma trix, ECM ) 和细胞表面的复杂的生物大分

子,是构成基底膜的主要成分。HSPG 主要由一个核心蛋白

和数个与之共价连接的线性硫酸乙酰肝素 ( heparin sulfate,

HS)侧链组成[ 1] 。肿瘤细胞实现扩散 、转移必须首先穿越由

细胞外基质和基底膜( basement membrane, BM )组成的屏障。

该屏障主要由两种成分构成:一是结构蛋白, 包括胶原 、层黏

素 、纤维结合素和玻璃体结合素等;二是糖氨聚糖, 其主要成
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分是硫酸乙酰肝素蛋白聚糖。乙酰肝素酶( heparanase, Hpa)

是一种裂解糖氨聚糖中 HS 链的内切糖苷酶, 在细胞侵袭中

起着极其重要的作用。最近, 随着 Hpa基因得以克隆, 该酶

与肿瘤转移之间的关系也正日益受到关注及重视, 现将 Hpa

的生理特性与肿瘤转移之间的关系及可能的临床意义作一

综述。

1　Hpa的生理特性

　　人类 Hpa有两种亚型,即 Hpa1 与 Hpa2。而目前研究最

多的是 Hpa1。Hpa1是一种 β-D-葡萄糖醛酸酶, 基因定位于

人类染色体 4q21.3, 全长约为 50 kB,包含 14 外显子和 13 个

内含子[ 2] 。完整的 Hpa1 cDNA 编码一个由 543 个氨基酸残

基组成的蛋白质, 即 Hpa 蛋白前体, 相对分子量为 61 192。

Hpa1 的分子量约为 50 kDa,是酶蛋白前体经蛋白酶水解后,

从 N 端切除 157 个氨基酸残基后形成的一个由 C 端 386 个

氨基酸残基组成的活性很强的成熟蛋白。 Fairbanks 等研究

表明[ 3] , Hpa1 是由两条多肽链以非共价键方式结合而成的

异二聚体,这两条多肽链的分子量为 8 kDa 和 50 kDa, 分别

来源于蛋白前体的 NH2 端和 COOH 端。Hpa1 水解硫酸乙

酰肝素的作用最早是在人胎盘和肝细胞中发现的
[ 4]

, 自此

Hpa1 的作用在一系列正常和恶性的组织和细胞中得到证

实[ 4 ～ 10] 。Hpa1通过水解作用使得硫酸乙酰肝素某些部位的

糖苷键断裂,产物为 10 ～ 20 糖单位的硫酸乙酰肝素片段, 而

这些提示了该酶可识别 HS 的某些特定结构部位[ 11] 。有学

者[ 11, 12]认为 Hpa1 识别的底物至少应有 2-O-硫酸基, 而 N-

硫酸基或 O-硫酸基却并不是必需的。 Ihrcke 等[ 13] 认为, 该

酶发挥作用的最适 pH 值为 5.0 ～ 6.5。关于该酶 mRNA 的

调节, Simizu 等[ 14]认为与某些转录因子有关, 而与启动子的

去甲基化无关。

另外, McKenzie等[ 15]最近报道了Hpa2 一个新的肝素酶

亚型, 它与 Hpa1 有 35%的相同性, 可编码三个 Hpa 蛋白。

Hpa2 的 mRNA主要在人的大脑 、乳腺 、前列腺 、小肠 、睾丸和

子宫中表达,由于其分布与 Hpa1 不同, Hpa2 可能有不同的

功能。

2　Hpa1 与肿瘤转移的关系

2.1　Hpa1在肿瘤中的过度表达　正常组织 Hpa1 的 mRNA

的表达主要限制于胎盘和淋巴组织中[ 4, 5, 15] 。免疫组织化学

显示肝素酶主要存在于中性粒细胞 、巨噬细胞 、血小板 、细胞

滋养层细胞 、角化细胞 、毛细血管内皮细胞以及神经元中, 而

在大多数正常上皮细胞中极少或没有发现其存在。通过定

量 RT-PCR技术发现 Hpa1 m RNA 在乳腺 、结肠 、肺 、前列腺 、

卵巢 、胰腺的癌组织和器官移植中与正常组织相比是增加

的。Hpa1 mRNA 和蛋白的增加甚至在结肠癌的早期即已出

现,它们的水平随着结肠细胞从正常分化到差分化的发展而

增加,与之相邻形态学正常的结肠组织则没有该酶的表达。

高侵袭力的结肠癌细胞和邻近的促结缔组织形成的成纤维

细胞则表达高水平的Hpa1 m RNA和蛋白 。乳腺癌不仅在原

发部位而且在导管小叶的侵袭部位均有 Hpa1 m RNA 和蛋白

的表达。已侵入血液 、淋巴结的乳腺癌显现出强大的免疫染

色,而正常乳腺组织极少或没有该酶的表达。此外, 胰腺癌

患者术后的生存期时间也与 Hpa1 mRNA的表达负相关[ 16] 。

He等[ 17]发现在肿瘤转移中起重要作用的 Hpa 活性与局部

氧化还原环境有关,缺氧加强了 Hpa的作用。

2.2　Hpa1 在肿瘤血管生成中的作用　HSPG 是血管中的主

要组成部分[ 10] 。 在大血管中 HSPG 主要位于内膜和中层;

而在毛细血管中则主要位于内皮下的基底膜, 与内皮细胞增

生 、移动以及毛细血管壁结构的稳定有关。HS 的降解加速

了血源性肿瘤细胞的外渗和血管内皮细胞的发芽增生。 原

有观点认为 ECM 的降解酶的作用破坏了该屏障, 使得肿瘤

细胞侵袭至基质和血管壁。 最近人们则意识到血源性肿瘤

细胞外渗在转移的级联反应步骤中可能不是最主要的步骤,

基质降解酶中的 MMPs 和 Hpa1 不仅促进了肿瘤细胞的侵

袭,而且通过调节生长因子的活性和生物利用度诱发肿瘤血

管生成。

肿瘤侵袭和转移涉及到包括胶原 、层黏素 、纤维结合素

和玻璃体结合素和 HSPG 等 ECM 组分的降解。恶性肿瘤细

胞能通过诸如 MMPs、丝氨酸和半胱氨酸蛋白酶和糖苷内切

酶等一系列酶的作用来完成这一降解过程。Hpa1 的表达与

肿瘤细胞的转移活性密切相关[ 4 ～ 8] 。Hpa1 在肿瘤转移中所

起作用的直接证据是:在经高度表达 Hpa1 的转染后,非转移

性 T 淋巴细胞可变为转移性的[ 5] 。 皮下接种转染高度表达

Hpa1 的 T 淋巴细胞比伪转染组的肝转移和死亡率高。 同

样,转染 Hpa1 cDNA的小鼠静脉注射黑色素瘤细胞后可增

加肺转移
[ 5]
。此外, 在有肿瘤转移的动物及人的血浆和部分

尿液中均有 Hpa1 水平的增高[ 7] 。 Andela 等[ 18] 最近发现抑

制 NF-κB 可以下调 MMP-9、纤溶酶原激活物和 Hpa1, 从而

阻止了实验性的和自发性的肿瘤转移。 相反, 与星形细胞混

合培养或使用神经生长因子或神经营养素-3, 可以增加 Hpa1

活性和促进细胞侵袭,提示星形细胞有助于黑色素瘤的脑转

移[ 19] 。

血管的生成是一个协调的牵涉到多种分子(生长因子,

ECM 组分,黏附受体 ,基底膜降解酶)的多细胞作用的过程。

已发现 HSPGs 和 HSPG 降解酶与细胞侵袭迁移 、黏附 、分化

和增生有关[ 20 ～ 22] , 所有这些过程均与血管生成有关。肝素

和 HS 可以稳定 、保护 FGFs 、VEGFs 免于失活。此外, 这些

分子可以作为低亲和力的协同受体促进 HS-FGF-FGFR 复

合体的形成,利于受体的聚合和信号传导[ 23] 。血小板 、肿瘤

细胞 、炎症细胞表达的结合型及天然型 Hpa1 可使有活性的

bFGF 和 HS 片段复合体从 ECM 和 BM 中释放出来。HS 能

激动 FGF-R结合, 聚合的长度与 Hpa1 裂解后的 HS 片段的

长度相同[ 11, 24] 。

血管生成过程中的一个重要的早期步骤是通过内皮细

胞发芽增生所引起的内皮下毛细血管基底膜的降解, 而这是

血管新生的一个必要条件。通过降解基底膜的多聚糖骨架,

Hpa1 可以促进内皮细胞向血管生成因子的侵袭和迁移, 同

MMPs和其它一些蛋白酶的功能一样。He等[ 17]已发现了增

生的内皮细胞中高度表达 Hpa1 m RNA。此外, 人结肠癌和

乳腺癌内皮细胞中通过免疫组化发现高表达 Hpa1, 而成熟

的血管中则极少或没有[ 25] 。

3　Hpa1 的临床意义

　　鉴于肝素酶与肿瘤转移之间的关系, 人们采用该酶抑制

剂来减少或消除肿瘤的转移。目前肝素酶抑制剂有糖类 、核

苷酸类和氨基酸类。糖类又分为多糖类和寡糖类。 多糖类
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以肝素 (包括低分子量肝素法安明 ) 和硫酸海带多糖

( lamanarinsulfate, LS) [ 26] 为代表;寡糖类以硫酸化磷酸甘露

戊糖( phosphomannopentaosesulfate, P I88)和硫酸麦芽六糖为

代表[ 12] 。核苷酸类抑制剂为人工合成的硫代磷酸寡脱氧核

苷酸 ( phosphorothioate oligodeoxynucleo tides, PS oligos) , 主要

由 28 个胞嘧啶核苷或胸腺嘧啶核苷组成的硫代磷酸同聚物

( SdC28 和 SdT28)为代表[ 26] 。最近报道了 1 种人工合成的

聚 N 丙烯氨基酸也具有抑制肝素酶的作用[ 12] 。

Miao 等[ 26]研究发现动物肿瘤细胞系表达的肝素酶活性

可被 LS 有效抑制, 而 0.1 μmol的 SdC28 可完全抑制黑色素

瘤细胞的肝素酶活性。在静脉接种黑色素瘤或乳腺癌细胞

前单次皮内注射 LS 可抑制其肺转移灶达 80% ～ 90%;

SdC28具有相似的效应。在上述有效浓度范围内, 2 种复合

物对体内肿瘤细胞增殖和原发瘤的生长仅有微弱的抑制作

用, LS 在浓度为 50 mg/ L时, 仍不能抑制肿瘤细胞对内皮细

胞的黏附。 Parish 等研究证实 PI88 和硫酸麦芽六糖可同时

抑制体外血管形成和肝素酶活性,二者的抑酶活性与肝素相

当,且抑酶活性与抗转移作用平行, 但与抑制血管生成的作

用并不平行。如肝素虽可抑制肝素酶, 却不能抑制血管生

成。 PI88可抑制或减少高侵袭性乳腺癌原发瘤的生长达

50%,腹股沟淋巴结转移率降低 40%, 原发性肿瘤周围血管

供应降低了 30%,故认为 P I88 是血源性肿瘤转移的强效抑

制剂,且其抗转移作用与肝素相似 ,具量效和时效关系。 从

青绿海藻中提出的一种硫酸多糖螯合物 CaSP 也可抑制黑色

素瘤细胞的侵袭, 减少肺转移, 其机制之一可能是抑制肝素

酶活性[ 27] 。

Edovitsky等[ 28]对 MDA-MB-435 、Eb 和 B16 细胞系采用

抗 Hpa的锤头形核酶或小片段干扰核酸( SiRNA) 降低 Hpa

的水平, 体内外实验结果表明可减少肿瘤的转移, 这种肝素

酶基因沉默疗法可为抗肿瘤药物的研究提供一个新的方向。

4　问题与展望

　　Hpa 作为一种与肿瘤生长转移密切相关的酶, 已愈来愈

受到人们的重视,但该酶确切的调控机制以及其抑制剂对靶

组织的准确定位和临床应用中的疗效 、不良反应等还不是很

清楚。笔者认为可将 Hpa1的检测作为肿瘤预后的一个常规

检查项目;是否可筛选出中和性的抗体来封闭 Hpa1 或外源

性补充 HSPG 来减少肿瘤的转移无疑是个令人感兴趣的研

究方向。
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　　缺血性脑损伤 ( hypoxic ischemic brain damage, HIBD)是

目前严重威胁人类健康的疾病之一, 其损伤机制的研究正逐

步深入, 除兴奋性毒性 、细胞内钙超载外, 还包括细胞凋亡 、

炎症 、自由基以及一氧化氮的损伤等。阿魏酸钠 ( sodium

ferulate, SF ,当归素)是阿魏酸( ferulic acid)的钠盐, 化学名称

为 3-甲氧基-4-羟基丙烯酸钠盐。阿魏酸是传统活血化瘀中

药当归和川芎共有的有效单体成分, 近年来 SF 在缺血性脑

损伤中的保护作用的研究取得了一定的进展,现就 SF 对缺

血性脑损伤机制作一综述。

1　SF对兴奋性氨基酸( excitatory amino acid, EAA)损伤的保

护作用

　　谷氨酸( Glu)是脑内兴奋性突触的主要神经递质之一。

近年来,大量研究表明, 脑缺血时突触间隙 Glu 增多, 刺激

Glu 受体异常兴奋, 导致 Ca2+超载及氧自由基产生增多, 从

而导致神经元的病理性脱失。Matsushita 等[ 1]研究表明, Glu

等氨基酸的兴奋毒性作用在急性脑缺血细胞死亡 、再灌注损

伤( cerebral ischemia reperfusion injury, CIRI)和迟发性神经元

死亡( delayed neuronal death, DND)中起重要作用。有文献报

道, SF 对离体的原代培养海马神经细胞的谷氨酸损伤有保

护作用[ 2] , SF 抗损伤组( 300 μmol/ L)神经细胞培养液中神

经细胞死亡率和乳酸脱氢酶( LDH)漏出率均减小, 与谷氨酸

损伤组比较差异有显著性( P <0.01) 。此作用可能与 SF 较

强的抗氧化作用相关,亦可能通过抑制谷氨酸所引起的细胞

内 Ca2+浓度升高有关。

2　SF对 Ca
2+
超载的抑制作用

　　钙在神经细胞损害中具有特别重要的意义, Ca2+超载是

导致神经细胞死亡的关键因素和共同途径。 由于缺氧缺血

使能量代谢发生障碍,细胞膜上 Na+-K +泵就不能维持正常

的离子梯度, 细胞膜电位发生改变而导致 Ca2+大量进入细

胞内,形成钙超载。神经细胞内钙超载可通过激活蛋白酶 、

脂酶及核酸内切酶等,介导氧自由基的大量产生导致细胞损

伤。谷氨酸及其受体的兴奋性毒性作用也是导致细胞内

Ca2+水平增高的重要机制[ 3] 。章军建等[ 4]用大鼠大脑皮质

培养建立离体的谷氨酸损伤模型,在培养神经细胞中加入谷

氨酸后使 Ca2+水平明显升高及反映神经细胞受损程度的

LDH 大量释放, 观察 SF 对神经细胞内游离 Ca2+浓度的影

响,发现 SF 40 ～ 100 μmol/ L 能产生剂量依赖性的抑制谷氨

酸钠所引起的 Ca2+升高及 LDH 释放, 表明 SF 可能主要通

过阻滞受体依赖性钙通道发挥作用。

3　SF对氧自由基( oxy gen free radical, OFR)损伤的保护作用

　　Ca2+超载产生大量的 NO 和 OFR, OFR 损伤的主要病

理机制是引起脂质过氧化反应。由于脑组织中富含脂质, 因

此脑对 OFR损害尤为敏感, 大量实验室研究资料已证实自

由基是造成脑缺血组织损伤的原因之一[ 5] 。 OFR攻击细胞

膜,改变细胞膜的通透性, 使膜通道开放, 导致 EAA 释放和

细胞外的 Ca2+内流等, 进一步加重脑组织损伤。以往研究

发现 SF 有清除自由基 、防止脂质过氧化损伤的作用[ 6, 7] 。

曲喜英等[ 8]在 H2O2 诱导 PC12 细胞凋亡模型的基础上, 采

用 MTT 比色分析测细胞存活率, 结果表明, 用 200 nmol/ L

H2O 2处理细胞 8 h 后 PC12 细胞存活率为 57.78 %,而分别

用 25 ～ 250 μmol/ L SF预处理细胞 1 h,可剂量依赖性提高细

胞的存活率, 50μmo l/ L SF 组 PC12 细胞存活率为 66.57%,

与H2O 2损伤组相比, 差异有显著性 ( P <0.05);200 μmol/ L

SF 可完全阻止 H2O2 的毒性, PC12细胞存活率为 101.16%,

与正常对照组比较差异无显著性( P >0.05) 。说明 SF 可剂

量依赖性地对抗 H2O 2的神经毒性作用, 这与它较强的抗氧

化作用有关。另有研究表明,大脑缺血再灌注产生大量自由

375蚌埠医学院学报 2005年 7月第 30卷第 4期


