
!论
!

著!

胰腺癌组织己糖激酶与丙酮酸激酶活性及乳酸含量检测"

代
!

洪!陈芊伊!杨盛清"湖南师范大学医学院检验系!长沙
!

91###5

#

!!

"摘要#
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目的
!

检测胰腺癌组织中糖酵解关键酶活性及糖酵解产物含量!分析糖酵解与胰腺癌组织生物学行

为的关系$方法
!

收集
21

例胰腺癌组织标本和
12

例胰岛素瘤等良性病变胰腺组织!制备组织匀浆!用化学比色法

检测糖酵解关键酶己糖激酶"
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#%丙酮酸激酶"

?&

@=B-$+,(*-.+
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K0

#活性及糖酵解产物乳酸含量$结

果
!

与正常胰腺组织相比!癌组织中
X0

%

K0

活性和乳酸含量明显升高!差异有统计学意义"

!

#

#3#"

#$结论
!

胰

腺癌有氧氧化功能降低!糖酵解水平增强!特异性抑制糖酵解可能成为胰腺癌新的治疗策略$
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大多数正常组织通过糖的有氧氧化获取能量#仅在缺氧时

才进行糖酵解#而肿瘤细胞获取能量的主要方式则是糖酵

解*

1

+

)糖酵解的产物是乳酸)

己糖激酶$

%+H;,(*-.+

#

X0

%是催化己糖磷酸化的酶#是糖

酵解途径的第
1

个酶#也是糖酵解途径
!

个限速酶之一)

6#

多年前
D-@G=@

C

就发现肿瘤高糖代谢特点#肿瘤细胞中约

5#W

的三磷酸腺甘$

4/K

%来源于糖酵解途径#在切除的肺,胃

肠,乳腺癌的组织中已证实其
X0

含量增高*

27!
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(在乳腺癌组

织中#当病灶发生转移时#

X0

活性更高*

9

+

(肾肿瘤组织中
X0

活性增加#而且有相应亚型的变化*

"
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丙酮酸激酶$
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@=B-$+,(*-.+
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K0

%是糖酵解途径的第
!

个

关键酶#催化磷酸烯醇式丙酮酸转变成丙酮酸)

K0

活性增

加#导致肿瘤细胞新陈代谢的改变#使得肿瘤细胞能在有限的

营养供应下得以增殖*

5

+

)

目前少见胰腺癌组织中
X0

和
K0

活性变化情况的报道)

本研究收集了胰腺癌组织标本#与良性病变胰腺组织进行比

较#测定糖酵解关键酶活性及糖酵解产物含量#探讨胰腺癌组

织糖酵解有无增强#为将抑制糖酵解作为胰腺癌新的治疗策略

提供实验依据)
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临床资料

$3$

!

一般资料
!

病例组
21

例胰腺癌标本为中南大学湘雅医

院和中南大学湘雅二医院普外科
2##6

年
1

!

5

月行胰腺癌根

治性手术切除的标本#经病理证实为胰腺癌#其中男
1!

例#女

N

例#年龄
!8

!

65

岁#平均$

"93"O1231

%岁)对照组为
11

例

胰岛素瘤等良性病变的正常胰腺组织#均经病理鉴定)

$3/

!

试剂
!

总蛋白定量采用二辛可宁酸$

]S4

%蛋白定量试剂

盒#购自北京中杉生物技术有限公司(

X0

,

K0

,乳酸测定试剂

盒均购自南京建成生物研究所)
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方法

$3'3$

!

制备组织匀浆
!

每份标本称取
5'

C

#分别加入
!##

#

R

K]E

缓冲液于玻璃匀浆器中#冰浴中匀浆研磨#制成
2W

的组

织匀浆)匀浆上清液吸入
13"'R

离心管中#

12###@

"

'(*

离

心
1#'(*

#吸取上清液于离心管中冻存备用)

$3'3/

!

总蛋白定量
!

按试剂盒说明书操作#检测高速离心后

上清液中的总蛋白浓度)绘制标准曲线#依次稀释匀浆上清浓

度为
2W

,

1W

,

#35W

,

#3"W

,

#39W

和
#32W

#酶标仪在
"6#*'

处测定不同浓度上清液的吸光度$

4

%值)选取
4

值在
]S4

标

准曲线可信区间的匀浆浓度#作为胰腺组织的总蛋白浓度)

$3'3'

!

酶活性测定
!

X0

活性测定用
57

磷酸葡萄糖脱氢酶耦

联比色法#

K0

活性测定用酶耦联速率法)

配制蛋白浓度在
]S4

标准曲线可信区间的匀浆#按试剂

盒说明书操作)酶活性计算公式!组织酶活力$

_
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d

$测

定管
4

值
e

测定空白管
4

值%"$标准管
4

值
e

标准空白管
4

值%

f

标准管浓度"蛋白浓度)

$3'31

!

乳酸含量测定
!

乳酸测定用化学比色法#按试剂盒说

明书操作)

$31

!

统计学方法
!

应用
EKEE1!3#

软件进行统计学分析#所

有数据以
LOE

表示#组间数据的处理采用
;

检验)检验水准
$
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结
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果
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病例组
X0

,

K0

活性及乳酸含量测定
!

与良性病变胰腺

组织比较#病例组
X0

,

K0

活性#乳酸含量皆有明显增加#差异

有统计学意义$

!

#

#3#"

%)见表
1

)

表
1

!

两组
X0

'

K0

活性'乳酸含量测定比较%

LOE

&

组别
( X0

$

_

"

C?

@;$

%

K0

$

_

"

C?

@;$

% 乳酸$

=';>

"

C

D

%

病例组
21 1132"O"322

"

2#23!1O56312

"

6#3N8O1"355

"

对照组
11 93!2O136" 86311O!2318 !8321O8382

!!

注!

"与对照组比较#

!

#

#3#"

)

/3/

!

X0

,

K0

活性与胰腺癌病理学特征的关系
!

X0

,

K0

活

性与在不同年龄,性别,淋巴结是否转移无关(组间差异无统计

学意义#在不同的组织分化及临床分期组间差异有统计学意义

$

!

#

#3#"

%#见表
2

)

表
2

!

X0

'

K0

活性与胰腺癌病理学关系%

LOE

&

项目
( X0

活性$

_

"

C?

@;$

%

K0

活性$

_

"

C?

@;$

%

性别

!

男
1! 1#31NO936N 18N311O"93!!

!

女
N 1138"O"32! 2113!5O5#3#2

年龄$岁%

!#

5# 6 1#3!"O!366 1N"3""O9"32!

!$

5# 19 113N2O"398 211322O5N32"

组织分化

!

高
" N35"O9312 1!232"O!"329

!

中
7

低
15 1!322O531!

"

2"9382O5!319

"

淋巴结转移

!

有
1" 1#3"5O"39" 2!931!O6#32"

!

无
5 11351O938#

"

18N388O"N3!2

_cSS

分期

!%

#

&

" N3#"O9311 19"3!#O""32!

!'

#

(

15 1!32"O"3"9

"

2N838!O6132N

"

!!

注!

"与另一组比较#

!

#

#3#"

)

'

!

讨
!!

论

近几年来#肿瘤化疗取得了相当的进步#但对危害人类生

命健康最严重的#占恶性肿瘤
8#W

以上的实体瘤的治疗未能

达到满意的效果)抗肿瘤药物近年来的新进展#包括细胞毒性

抗肿瘤药物,以细胞信号转导分子为靶点的抗肿瘤药物,新生

血管生成抑制剂,耐药逆转剂,反义药物,端粒酶抑制剂等*

67N

+

)

为了发展更多不同抗癌机制的新抗癌药#必须寻找新的抗癌药

作用靶)

肿瘤组织即使在供氧充分的条件下也主要是以无氧糖酵

解获取能量#这与瘤细胞线粒体功能障碍,瘤细胞酶谱变化#特

别是糖酵解关键酶活性增加和同工酶谱改变有关)糖酵解过

程有
!

个关键酶!

X0

,

57

磷酸果糖激酶
71

$

K\071

%和
K0

#如果

限速酶活性增加#则糖酵解反应增强)

X0

是糖酵解的第
1

个酶#也是糖酵解的限速酶#它在肿

瘤组织中表达的量及活性增加#使得肿瘤组织在乏氧的情况

下#仍能获取足够能源#并且糖酵解的中间产物可被瘤细胞利

用#用来合成蛋白质,核酸和脂类等#为瘤细胞本身的生长和增

生提供了必需的物质基础)

K0

是糖酵解途径的第
!

个关键酶#催化磷酸烯醇式丙酮

酸转变成丙酮酸)

K0

有
9

种不同的同工酶#分别为
R

型,

I

型,

J1

型和
J2

型#在肿瘤细胞中优先表达
J27K0

#随着
J27

K0

表达上调#酶结构从传统的三聚体型转变为二聚体型#后

者对磷酸烯醇式丙酮酸的亲和力较弱#导致肿瘤细胞新陈代谢

的改变#使得肿瘤细胞能在有限的营养供应下得以增殖)近年

研究发现#血清中
J2K0

的检测对肺癌,乳腺癌,胃肠道肿瘤,

肾癌等肿瘤的早期诊断,预后判断和疗效评价方面非常有

价值*

5

+

)

本研究发现#胰腺癌组织
X0

,

K0

活性增强#糖酵解产物

乳酸含量也明显增加#与良性胰腺组织比较差异有统计学意

义)结果说明#胰腺癌糖酵解增强)乳酸既是糖酵解的产物#

同时又可成为肿瘤细胞的能源物质)

对胰腺癌患者临床资料进行研究发现#不同性别,年龄的

酶活性差异不大#但组织分化程度与酶活性有关#组织分化程

度越低#酶活性越高)高度组织分化的组织
X0

,

K0

酶活性分

别为$

N35"O9312

%

_

"

C?

@;$

和$

2!931!O6#32"

%

_

"

C?

@;$

#中低

度分化的组织
X0

,

K0

酶活性分别为$

1!322O531!

%

_

"

C?

@;$

和$

2"9382O5!319

%

_

"

C?

@;$

#有明显差异)此外#按国际抗癌

联盟$

_cSS

%分期#

'

,

(

期胰腺癌
X0

,

K0

活性较
%

,

&

期活

性高些)实验说明#胰腺组织分化越差#恶性程度越高#糖酵解

关键酶活性越高)

随着诊断技术和治疗手段的进步#胰腺癌患者的生存时间

却没有延长#寻找新的,有效的治疗方法是基础研究者和临床

医生共同努力的方向)由于手术治疗不能从根本上延长生存

时间#化疗又存在耐药和毒副作用#越来越多的研究开始关注

胰腺癌的生物治疗)

胰腺癌细胞与正常细胞糖代谢有明显的差异#糖酵解显著

增强)如能有效抑制肿瘤细胞的糖酵解#则可抑制肿瘤细胞生

长*

671#

+

)因此可以考虑选择肿瘤细胞的糖代谢作为胰腺癌抗

癌药物的作用靶)
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代
X].4

C

ac4

试剂灵敏度可达
#3#"

!
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