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摘 要：【目的】探讨多巴胺受体 4（DRD4）在肝细胞癌组织以及癌旁组织的表达，分析其表达情况与肝癌术

后患者预后相关临床病理因素的关系和预后意义；探讨DRD4激动剂PD-168077以及阻滞剂L-745870对肝癌细

胞增殖、迁移及侵袭的影响，并分析其可能的机制。【方法】通过免疫组化以及实时定量PCR（qPCR）技术检测肝

癌以及癌旁组织DRD4蛋白和mRNA表达情况，并分析DRD4表达的预后意义；采用Cell Counting Kit 8（CCK8）和

Transwell实验检测 PD-168077以及 L-745870对肝癌细胞增殖、迁移及侵袭的作用，蛋白免疫印迹（Western blot）
技术检测信号通路蛋白，并使用通路抑制剂验证。【结果】在 196例肝癌组织中有 85例（43.4%）有DRD4蛋白高

表达，在 74对肝癌以及非癌组织中，非癌组织的DRD4 mRNA高表达，非肝癌细胞株Miha表达较肝癌细胞系高；

DRD4高表达患者包括无复发生存期（RFS）和总生存期（OS）较长，并且DRD4是肝癌切除术后患者RFS和OS的

独立预后因素（P<0.05）；PD-168077显著抑制肝癌细胞增殖、迁移和侵袭，并呈剂量依赖性（P<0.05），而 1 nmol/L
浓度的 L-745870 能显著增强肝癌细胞增殖、迁移和侵袭（P<0.05）；PD-168077 抑制 ERK 蛋白的磷酸化，而

L-745870则可促进ERK蛋白的磷酸化，ERK抑制剂PD98059可以逆转L-745870的作用。【结论】DRD4高表达的

患者预后较好，有可能成为预测肝癌术后患者预后的分子标志物；DRD4可能成为肝癌治疗的潜在靶点。
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Abstract：【Objective】To explore the correlation of dopamine receptor 4（DRD4）expression with clinicopathological
characteristics and the prognostic significance after examining the expression of DRD4 in hepatocellular carcinoma
（HCC）and non-tumor tissues；to show the effect of DRD4 agonist PD-168077 and inhibitor L-745870 on proliferation，
migration and invasion of HCC cells，and to reveal its possible mechanism.【Methods】Immunohistochemistry and real
time qPCR were implemented to detect the expression of DRD4 protein and mRNA in tumor and non-tumor tissues and
prognostic significance of DRD4 expression was analyzed. To reveal the impact of PD-168077 and L-745870 on HCC
cells，CCK8 and Transwell were performed；the signaling pathway was monitored by Western blot，and was verified with
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肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）在

全球每年约出现 70万例新增病例，其中大部分发

生在亚洲，而在某些地区，死亡率与发病率的比值

接近 1，如今肝癌已经成为全球威胁性疾病［1-3］。

现阶段，早期肝癌的主要治疗仍然是根治性手术，

然而，肝癌早期诊断困难，一旦错过手术时机，只

能依靠非手术治疗，其中一种确切有效的治疗途

径就是分子靶向治疗［4-5］。多巴胺受体分为D1类

（DRD1、DRD5）和D2类（DRD2、DRD3、DRD4）受

体并具有不同的理化特性［6］，这些年来，有关多巴

胺受体对不同类型肿瘤发生发展影响的报道日

益增多，如：DRD1表达阳性的乳腺癌病人预后较

差［7］，已有报道证明多巴胺受体抑制剂不仅能够

通过诱导肿瘤干细胞分化而终止肿瘤细胞的自

我更新［8］，而且还可以通过抑制 AKT 信号通路

从而导致乳腺肿瘤的生长受限［9］，而 DRD2不仅

在胰腺癌病人中的表达增加，而且其相关的阻

滞剂可以抑制 ERK 信号通路的激活，从而限制

肿瘤进展［10］；ERK作为MAPK家族成员之一，已

有大量研究证明其功能的激活可影响多种肿

瘤细胞的生物学特性［11-12］。多巴胺受体与肝癌

的关系已有报道，DRD2激动剂可以有效抑制肝

癌细胞的增殖和转移［13］，DRD4 与 DRD2 同为

D2 类受体，但肿瘤相关研究相对比较少见，而

DRD4 对肝癌包括预后以及治疗相关的报道仍

然没有。本次研究旨在尝试探讨 DRD4 是否可

以用于预测肝癌患者预后，以及DRD4对肝癌细

胞的作用，从而初步揭示DRD4在肝癌发生发展

中扮演的角色，并为以后更深层次的研究打下

基础。

1 材料与方法

1.1 肝癌组织样本

本研究经中山大学肿瘤防治中心临床研究伦

理委员会（中国广州）批准，并获得受试者的知情

同意。本研究使用了 196例HCC患者的组织样本

做免疫组化检测，以及收取 74例患者的肝癌组织

和相邻非肝癌组织做 real time qPCR检测。所有

患者都是在 2003年至 2008年间在中山大学肿瘤

防治中心（中国广州）肝胆外科接受了同一位外科

医生执行的原发性肝癌切除术。其中男 168人，

女 28人，平均年龄 49.7岁（20～79岁）。中位随访

期为 54个月（1～127个月）。

1.2 肝癌细胞系

人肝癌细胞株包括MHCC-97H、MHCC-97L、
Hep-3B、SK-Hep-1、PLC-8024、Huh7、Hep-G2以

及非肝癌细胞（Miha）均来自中科院上海细胞库。

细胞培养基采用混匀 100 mL/L胎牛血清（GIBCO，

USA）的 DMEM（GIBCO，USA）并内含 0.1 g/L青霉

素以及 0.1 g/L streptomycin，细胞培养箱保持 37 ℃
恒温，CO2浓度体积比为 5%，湿度为 85%。细胞

培养至 3～6代作为实验材料。

1.3 试 剂

DRD4 抗 体（LS- C22901），购 自 LifeSpan
（USA）；EnVision免疫组化超敏试剂盒（Cat. NO：
GK500710），购 自 Gene Tech；Dimethyl Sulfoxide
（DMSO，20-139），DRD4激动剂PD-168077（P233）
以及 DRD4 阻滞剂 L-745870（L131），购自 Sigma
（USA）；Cell Counting Kit-8（CCK-8）试剂盒从同

a specific inhibitor.【Results】Eighty-five（43.4%）of 196 HCC tissues had high expression of DRD4 protein；non-tumor
tissues had higher expression of DRD4 mRNA in 74 pairs tissues，and DRD4 mRNA was highly expressed in non-tumor
cell line Miha compared with HCC cell lines. Patients with high DRD4 expression significantly had longer recurrence free
survival（RFS）and overall survival（OS），and DRD4 was an independent prognostic factor for RFS and OS in patients
after HCC resection（P<0.05）. PD-168077 showed a dose-dependent inhibition on proliferation，migration and invasion
of HCC cells（P<0.05），while 1nmol/L of L-745870 significantly enhanced the proliferation，migration and invasion of
HCC cells（P<0.05）. PD-168077 inhibited the phosphorylation of ERK，while L-745870 promoted the phosphorylation
of ERK. The ERK inhibitor PD98059 could reverse the effect of L-745870.【Conclusions】HCC patients with high DRD4
expression had better prognosis and DRD4 might be a biomarker for prognosis of HCC patients. DRD4 might become a
target of targeted therapy for HCC.

Key words：dopamine receptor 4；hepatocellular carcinomas；proliferation；migration；invasion；prognosis
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2020，41（5）：669-680］
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表 1 用于Real time qPCR的引物序列

Table 1 Primer sequences used in the Real time qPCR

Locus
GADPH-F
GADPH-R
DRD4-F
DRD4-R

Primers
5′-AGAAGGCTGGGGCTCATTTG-3′
5′-GAGGGGCCATCCACAGTCTTC-3′
5′-GCCTCCATCTTCAACCTGTG-3′
5′-AGCACACGGACGAGTAGACC-3′

济化工研究所购置；ERK抑制剂 PD98059（S1177）
购自Selleck（USA）；ERK（4695S），p-ERK（4370S）
以 及 抗 兔 二 抗 购 买 自 Cell signaling technology
（USA）。

1.4 免疫组化

用 100 mL/L福尔马林固定 HCC患者的组织

标本，用石蜡包埋后进行连续切片备用。组织玻

片经过 2 h 60 ℃烘烤并脱蜡后，使用酒精梯度

水化并用 30 mL/L H2O2封闭 45 min。在柠檬酸缓

冲液（pH 6.0）中使用中高火微波 5 min以及中火

15 min修复抗原，4 ℃ DRD4抗体孵育过夜，一抗

稀释液为阴性对照；多次PBS清洗抗体后，37℃温

箱孵育二抗 30 min，DAB试剂套装（DAKO，Car⁃
pinteria，CA）显色并用苏木素染细胞核。显微镜

下进行检测。两位经正规培训的病理科医生采用

双盲法并根据德国免疫反应评分（IRS）对结果

进行评估。根据染色强度，将DRD4蛋白染色分

为：0=无染色，1=染色弱，2=染色中等，3=染色强。

另外，肿瘤阳性组织的百分比分别为 0（<10%）、

1（10%~25%）、2（26%~50%）、3（51%~75%）、4（>
75%）。将两个评分相乘，并对每个病例进行加权

评分，确定结果分为两组：≥ 2分定为DRD4高表

达，< 2分为DRD4低表达［14-15］。

1.5 实时定量PCR

实时定量PCR（real-time quantitative PCR，Real
time qPCR）实验按照说明书操作步骤使用 TRIzol
（Invitrogen，Carlsbad，CA）从HCC组织以及细胞系

中提取RNA。采用 PrimeScriptRT试剂盒（Takara，
Dalian）进行逆转录得到 cDNA。以 GAPDH 为内

源性对照，GADPH 和 DRD4 的特异性引物序列

（Invitrogen）见表 1。使用 SYBR Green qPCR Super
Mix和ABI7900HT序列检测系统运行程序进行反

应并以每个反应曲线只有一个峰视为有效结果。

1.6 细胞增殖实验

参照肝癌细胞系Real time qPCR的结果，选择

合适的细胞株进行细胞增殖实验。根据实验需要

共分8组，其中PD-168077（100、10、1 nmol/L）3组，

对照组 1组；L-745870（10、1、0.1 nmol/L）3组，对照

组 1组。在 96孔培养板上接种细胞，每组 5个孔，

每个孔 6×103个细胞，总体积为 100 μL；过夜后加

入对应浓度的药物，对照组加入 1 mL/L DMSO，经

过24 h作用后每个孔加入10 μL CCK-8，细胞培养

箱孵育 2 h，使用酶标仪在 450 nm（OD450）处检测

各孔的OD值。

1.7 蛋白免疫印迹实验

HCC 细胞分为 3 组：Control 组，PD-168077
（100 nmol/L）处理组以及 L-745870（1 nmol/L）处

理组，药物处理 24 h 后，使用含蛋白酶抑制剂

Cocktail Set I（Calbiochem）的细胞裂解缓冲液

（Cell Signaling）提取蛋白，并根据 BCA 蛋白检测

试剂盒（Pierce）的说明书测定蛋白浓度。待测蛋

白用 100 mL/L的 SDS-PAGE电泳完毕后便电转至

polyvinylidene fluoride膜（PVDF，Millipore）。一抗

［（ERK（1∶1 000 稀释）、p-ERK（1∶1 000 稀释）］

4 ℃孵育过夜后再用兔二抗（1∶5 000稀释）室温孵

育 1 h。使用 BeyoECL plus 发光液（Beyotime Bio⁃
technology）发光并拍摄。

1.8 细胞迁移和侵袭实验

该实验通过 Transwell 小室法测定，其中迁

移实验使用具有 8-μm孔聚碳酸酯膜的小室（BD
Bioscience，Becton，NJ），而侵袭实验则使用具有基

质胶的小室（Corning，NY，USA）。将 SK-Hep-1的
1×104个细胞分别加入含有 PD-168077，L-745870
和1 mL/L DMSO的无血清DMEM的小室中，接着将

小室放入含血清DMEM的 24孔板中。培养箱孵

育 24 h后，用棉签擦拭未转移的细胞，无水酒精固

定穿过膜的细胞后使用结晶紫染色。显微镜下拍

片并计数。

1.9 统计学方法

所有数据分析使用 GraphPad和 SPSS 22.0版

本进行。卡方检验用于校验DRD4与临床相关病

理因素的关系。DRD4 预后生存分析通过使用

Kaplan-Meier 法。Log-rank 和逐步 Cox 回归分析

法分别对所有预后因素进行单因素以及多因素

分析。独立样本 Student′s t检验用来分析比较两

组数据的差异；多组数据比较，采用 One way-

严俨，等. 多巴胺受体 4对肝癌细胞增殖转移的影响及预后 671
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ANOVA进行方差齐性分析，差异有统计学意义时

采用Bonferroni法进行两两比较，P<0.05为差异有

统计学意义。

2 结 果

2.1 DRD4蛋白在肝癌组织切片中的表达情况

组织切片免疫组化染色结果显示，在 196例

肝癌组织中有 85例（43.4%）有DRD4蛋白表达，表

达定位主要在细胞浆中，而其余 111例（56.6%）则

没有表达DRD4蛋白，证明DRD4蛋白在肝癌组织

中表达比例较低；本研究根据染色强度以及面积，

把免疫组化结果分为DRD4高表达以及DRD4低

表达（图 1）。

2.2 DRD4 mRNA在肝癌以及非肝癌细胞株、肝

癌组织以及相邻非肝癌组织中的表达情况

Real time qPCR 结果显示：在 74对肝癌以及

非癌组织中，非癌组织中的 DRD4mRNA（1.151±
0.382）表达要高于癌组织（0.220±0.055；t = 2.414，
P=0.017；图 2A）；在蛋白和 mRNA 表达水平上，

DRD4在不同细胞株的表达中并不一致（图2B，C）。
2.3 DRD4与HCC术后患者预后相关临床病理

因素的分析

由表 2的结果可见DRD4的表达与患者年龄

相关并差异具有统计学意义（P<0.05）；而 DRD4
的表达与其他预后相关临床病理因素无显著相关

性（P>0.05；表 2）。

2.4 所有预后相关临床病理因素与肝癌术后患

者无复发生存期以及总生存期的单因素分析

本课题引入已有的临床病理资料可能会影响

患者完成肝癌切除术后的预后相关各种生理病理

因素，而根据研究者的结果提示了乙肝表面抗原

阳性、肿瘤大小、卫星结节、肿瘤分期、TNM分期

以及DRD4的表达都与无复发生存期（recurrence-
free survival，RFS）相关，除此之外，肿瘤大小、卫

星结节、血管侵犯、肿瘤分期以及DRD4的表达还

与总生存期（overall survival，OS）相关（表 3）。

2.5 196例肝癌切除术后患者DRD4表达与预后

的生存分析

通过 Kaplan-Meier法进行的 DRD4与术后患

者预后生存分析，DRD4表达阳性患者的 RFS中

位生存期为 60（26.5~88.5）个月；OS中位生存期为

74（51~91.5）个月；DRD4表达阴性患者的 RFS中

位生存期为 30（12~77）个月；OS中位生存期为 62
（40~88）个月。研究者发现 DRD4在肝癌组织中

表达高的患者包括 RFS和 OS都要比 DRD4表达

低的患者生存期长，而且差异具有统计学意义

（RFS 的χ2=5.235，P=0.022，图 3A；OS 的χ2=7.866，
P=0.005，图 3B）。

2.6 影响预后的临床病理因素与肝癌术后患者

RFS以及OS的多因素分析

通过逐步 Cox多因素回归分析所知的与RFS
以及OS预后相关的临床病理因素包括乙肝表面

A：Low expression group includes DRD4（-）and DRD4（+）；

B：High expression group includes DRD4（++）and DRD4（+++）；

C：The percentage of different DRD4 expression levels in tumor and
non-tumor tissues.

图 1 DRD4在肝癌组织中的表达

Fig.1 Immunohistochemical staining of DRD4 protein
expression in HCC
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A：DRD4 mRNA expression in 74 pairs of tumor（T）tissues and non-tumor（NT）tissues，1）P=0.017；B，C：DRD4 mRNA and protein
expression in HCC cell lines.

图 2 DRD4 mRNA在肝癌与非癌组织以及肝癌细胞系中的表达

Fig.2 DRD4 expression in tumor（T）tissues，non-tumor（NT）tissues and HCC cell lines
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表 2 196例肝癌组织DRD4表达与临床病理因素的关系

Table 2 DRD4 expression and clinic pathological characteristics of 196 HCC1）

Characteristics
Gender

Female
Male

Age /years
≤ 50
> 50

HBsAg
Negative
Positive

Child-Pugh classification2）

A
B

AFP /（ng/mL）
< 20
20-400
> 400

GGT /（units/L）
≤ 50
> 50

Tumor size/cm
≤ 5
> 5

Satellite nodule
No/incomplete
Yes

Tumor capsule
No
Yes

Vascular invasion
No
Yes

Cirrhosis
No
Yes

Tumor differentiation
Ⅰ / Ⅱ
Ⅲ / Ⅳ

TNM classification
Ⅰ / Ⅱ
Ⅲ / Ⅳ

Cases

28
168

106
90

22
174

194
2

71
48
77

99
97

98
98

167
29

62
134

173
23

37
159

165
31

129
67

DRD4 protein
Low expression

14（50.0）
97（57.7）

53（50.0）
58（64.4）

14（63.6）
97（55.7）

111（57.2）
0（0）

40（56.3）
28（58.3）
43（55.8）

55（55.6）
56（57.7）

49（50.0）
62（63.3）

94（56.3）
17（58.6）

33（53.2）
78（58.2）

96（55.5）
15（65.2）

26（70.3）
85（53.5）

92（55.3）
19（67.6）

69（53.5）
42（62.7）

High expression

14（50.0）
71（42.3）

53（50.0）
32（35.6）

8（36.4）
77（44.3）

83（42.8）
2（100）

31（43.7）
20（41.7）
34（44.2）

44（44.4）
41（42.3）

49（50.0）
36（36.7）

73（43.7）
12（41.4）

29（46.8）
56（41.8）

77（44.5）
8（34.8）

11（29.7）
74（46.5）

73（46.7）
12（32.4）

60（46.5）
25（37.3）

Chi square
0.585

4.135

0.495

2.639

0.079

0.094

3.511

0.055

0.429

0.782

3.454

0.325

1.519

P Value
0.444

0.042

0.482

0.104

0.961

0.759

0.061

0.815

0.513

0.377

0.063

0.568

0.218

1）Values of statistical significance are in bold. 2）There was no patient with Child-Pugh Class C. AFP：alpha-fetoprotein；GGT：gamma-glutamyl
transferase；TNM：tumor node metastasis

［n（%）］
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表 3 196例肝癌切除术后患者无复发生存期以及总生存期的单因素分析

Table 3 Univariate analyses of RFS and OS rates for 196 HCC patients after curative

Variables
Gender

Female
Male

Age /years
≤ 50
> 50

HbsAg
Negative
Positive

Child-Pugh classification1）

A
B

AFP/（ng/mL）
< 20
20-400
> 400

GGT/（units/L）
≤ 50
> 50

Tumor size/cm
≤ 5
> 5

Satellite nodule
No
Yes

Tumor capsule
No
Yes

Vascular invasion
No
Yes

Cirrhosis
No
Yes

Tumor differentiation
Ⅰ / Ⅱ
Ⅲ / Ⅳ

TNM classification
Ⅰ / Ⅱ
Ⅲ / Ⅳ

DRD4 expression
Negative
Positive

Cases

28
168

106
90

22
174

194
2

71
48
77

99
97

98
98

167
29

62
134

173
23

37
159

165
31

129
67

111
85

RFS rate（%）

3 year

67.2
59.0

63.4
56.4

80.4
57.7

60.9
0

61.4
61.6
58.1

63.7
56.5

72.1
47.9

64.0
36.7

65.1
58.3

59.6
66.5

60.8
60.1

63.7
41.1

66.7
47.6

51.9
71.1

5 year

48.5
54.4

59.4
46.6

75.4
50.9

54.1
0

52.2
54.9
54.0

55.2
51.9

62.3
44.6

57.7
27.5

61.4
50.2

53.4
55.4

60.8
52.0

56.5
37.0

58.4
44.2

44.1
66.0

Chi square

0.038

2.280

4.651

2.585

0.157

0.659

8.801

9.346

1.348

0.072

0.494

5.494

4.364

5.235

P value

0.845

0.131

0.031

0.108

0.925

0.417

0.003

0.002

0.246

0.788

0.482

0.019

0.037

0.022

OS rate（%）

3 year

78.6
81.5

81.1
81.1

86.4
80.5

81.4
50.0

77.5
85.4
81.8

81.8
80.4

86.7
75.5

85.6
55.2

75.8
83.6

83.8
60.9

75.7
82.4

86.7
51.6

82.9
77.6

78.4
84.7

5 year

63.2
68.5

72.3
62.4

77.3
66.7

68.0
50.0

71.6
63.8
66.7

72.5
62.8

78.2
57.3

71.4
46.7

65.9
68.7

70.5
47.4

70.3
67.4

72.1
44.9

69.3
64.8

58.9
79.7

Chi square

0.394

2.104

1.007

0.318

0.150

0.551

7.680

10.117

0.210

4.949

0.154

12.948

1.029

7.866

P value

0.530

0.147

0.316

0.573

0.928

0.458

0.006

0.001

0.647

0.026

0.695

<0.001

0.310

0.005
1）There was no patient with Child-Pugh Class C. AFP：alpha-fetoprotein；GGT：gamma-glutamyl transferase；TNM：tumor node metastasis
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表 4 196例肝癌切除术后患者无复发生存期和总生存期的逐步Cox多因素回归分析

Table 4 Cox multivariate analysis of prognostic factors to RFS and OS in 196 HCC patients after curative resection

Variables
RFS

HbsAg
Tumor size
Satellite nodule
DRD4

OS
Tumor differentiation
DRD4

β

1.079
0.525
0.641

-0.429

0.908
-0.692

SE

0.461
0.213
0.262
0.216

0.275
0.266

Wald

5.470
6.086
6.001
3.950

10.881
6.756

P value

0.019
0.014
0.014
0.047

0.001
0.009

Exp（B）

2.941
1.691
1.898
0.651

2.479
0.500

95％ CI

（1.191~7.262）
（1.114~ 2.566）
（1.137~3.168）
（0.426~0.994）

（1.445~ 4.252）
（0.297~ 0.843）

Only the factors that significantly affected RFS or OS are showed in this table.

抗原阳性、肿瘤大小、卫星结节、血管侵犯、肿瘤分

期、TNM分期以及DRD4表达水平等。研究者发

现DRD4表达水平是影响肝癌切除术后患者RFS
以及OS的独立预后因素（P<0.05），另外乙肝表面

抗原、肿瘤大小以及卫星结节是影响患者RFS的

独立因素，而肿瘤分级是影响患者OS的独立预后

因素（P<0.05；表 4）。

2.7 细胞增殖实验

根据肝癌细胞系DRD4的表达情况，选择 SK-
Hep-1作为实验细胞株，结果表明经过24 h的DRD4
激动剂PD-168077处理后，细胞增殖受到抑制，并

随药物浓度梯度递增，其中 100 nmol/L浓度抑制

明显（t=4.834，P<0.001）；而经过DRD4阻滞剂 L-
745870的处理后，研究者发现细胞增殖在药物浓

度 0.1nmol/L以及 1 nmol/L的时候有不同程度的升

高，而且 1 nmol/L浓度 L-745870的效果更加显著

（t=5.212，P<0.001），而当使用 10 nmol/L浓度处理

细胞后，细胞增殖不明显（图 4）。

2.8 细胞迁移和侵袭实验

根据不同浓度 PD-168077 和 L-745870 对

SK-Hep-1 增殖的影响，选择 100 nmol/L 浓度的

PD-168077 和 1 nmol/L 浓度的 L-745870 进行细

胞迁移（Migration）和侵袭（Invasion）实验。结果显

示 PD-168077 能显着抑制 SK-Hep-1 的 Migration

A，B：The patients with low DRD4 expression have significant poor RFS and OS than the patients with high DRD4 expression（χ2=5.235 and
P=0.022 for RFS，χ2=7.866 and P=0.005 for OS）.

图 3 DRD4表达水平与肝癌切除术后患者预后的生存分析

Fig.3 DRD4 expression in correlation with RFS and OS of HCC patients after curative resection by Kaplan-Meier
survival analysis
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（t= 6.313，P=0.002）以及Invasion（t=3.051，P=0.045）；

而 L-745870则出现相反的结果并明显促进 SK-
Hep- 1 的 Migration（t=9.443，P<0.001）以及 Inva⁃
sion（t=4.049，P=0.014；图 5）。

2.9 DRD4可能通过ERK信号通路影响肝癌细

胞功能

通过查询 KEGG信号通路数据库得知 DRD4
可调节MAPK信号家族，而 ERK是MAPK家族中

重要的一员。Western blot结果显示PD-168077抑
制 ERK 蛋白的磷酸化（t=3.318，P=0.032），而 L-
745870则可促进 ERK蛋白的磷酸化（t=3.734，P=
0.019）；而使用 ERK抑制剂 PD98059（10 μmol/L）
可以逆转 L-745870（1 nmol/L）的效应，提示DRD4
可以通过调节 ERK信号通路的活动从而影响肝

癌细胞的功能（图 6）。

3 讨 论

学习已有的研究，我们发现多巴胺受体与肺

癌、乳腺癌、胃癌等涵盖在内的多种肿瘤的增殖转

移等生物学特性有关，然而现有的研究对象多为

DRD1、DRD2［7，10，13，16-21］两种受体，而DRD4与肿瘤

相关的研究较少，据我们所知，DRD4涉及肝癌的

研究尚未见有报道，本研究首次尝试探讨 DRD4
与肝癌术后患者的预后关系以及对肝癌细胞增殖

转移等生物学行为的影响。

通过免疫组化检测肝癌组织切片，我们发现

DRD4蛋白在肝癌中的表达比例较低（43.4%），除

A：PD-168077 shows a concentration-dependent suppression of the proliferation of SK-Hep-1，（F=10.42，P<0.001，n=5）. 1）t=0.127，
P> 0.999，2）t=2.428，P=0.082，3）t=4.834，P<0.001. B：L-745870 significantly promotes the proliferation of SK-Hep-1 in 1 nmol/L.（F=12.67，
P< 0.001，n=5）.4）t=1.416，P=0.528，5）t=5.212，P<0.001，6）t=0.236，P>0.999.

图 4 PD-168077与L-745870对SK-Hep-1增殖的影响

Fig.4 The influence on proliferation of SK-Hep-1 after treatments with PD-168077 or L-745870
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A、B：PD-168077 significantly suppresses the migration and in⁃
vasion of SK-Hep-1，while L-745870 shows an opposite effect.（F=
125.8，P< 0.001 for Migration，F=25.37，P=0.001 for Invasion，n=
3）. 1） t=6.313，P=0.002，2） t=9.443，P<0.001，3） t=3.051，P=
0.045，4）t=4.049，P=0.014.
图 5 PD-168077与L-745870对SK-Hep-1迁移和侵袭

的影响

Fig.5 The influence on migration and invasion of SK-
Hep-1 after treatments with PD-168077 or L-745870
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A：Expression of phospho-ERK protein after treatments with PD-168077，L-745870 and
L-745870 combined with PD98059.（F = 24.89，P = 0.001，F = 11.12，P = 0.010，n = 3）.
1）t = 3.318，P = 0.032，2）t = 3.734，P = 0.019，3）t = 3.570，P = 0.024，4）t = 0.884，
P = 0.822. B、C：PD98059 could reverse the effect of L-745870 on HCC cells.（F = 16.46，P <
0.001，n = 5 for CCK-8，F = 35.83，P < 0.001，n = 3 for Migration，F = 10.61，P = 0.011，
n = 3 for Invasion）. 5）t = 5.450，P < 0.001，6）t = 1.174，P = 0.526，7）t = 7.796，P <
0.001，8）t = 1.039，P = 0.677，9）t = 4.092，P = 0.013，10）t = 0.216，P > 0.999.

图 6 PD-168077与L-745870调节ERK信号通路

Fig.6 DRD4 might regulate the activities of HCC cells via ERK signaling
pathway
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此之外单因素分析结果显示DRD4高表达患者的

RFS和OS均比低表达的患者显著延长（P<0.05），

而且多因素分析结果提示DRD4更是与肝癌切除

术后患者 OS预后相关的独立因素（P<0.05）。另

外 Real time qPCR 结果显示 DRD4 mRNA 在肝癌

组织中的表达要低于相邻非肝癌旁组织，由此可

知DRD4从蛋白水平以及mRNA水平在肝癌组织

中都是处于低表达，而且非肝癌细胞株Miha与肝
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癌细胞系相比较 DRD4 mRNA表达较高，这些结

果都提示了DRD4在肝癌中可能是一个潜在的抑

癌分子。而细胞增殖、迁徙和侵袭实验结果更是

验证我们的猜想。

通过查询 KEGG 信号通路数据库得知在神

经系统中 DRD4 可通过抑制腺苷酸环化酶的催

化活性，减少 cAMP合成，cAMP作为信号传递中

的第二信使可以调控MAPK家族信号通路，最终

影响细胞的各种行为特性等，其中 ERK 分子是

MAPK家族信号通路分子中的重要成员，该信号

通路分子参与调控细胞的多种生物学特性其中

包括肿瘤细胞的增殖、凋亡、迁徙、侵袭和血管

生存等行为［14，22-24］。Dolma 等人发现 DRD4阻滞

剂可以抑制 ERK 信号通路，从而阻碍胶质瘤干

细胞的增殖自噬等［25］；而本次研究的结果发现

DRD4的激动剂和阻滞剂可以抑制或者激动ERK
分子磷酸化，调控 ERK信号通路，可能从而影响

肝癌细胞的恶性生物学行为，该结果与已有的

报道不一致，可能的原因是多巴胺受体在不同的

肿瘤类型和细胞类型扮演的角色是不一样，例

如：DRD2在脑胶质瘤以及在肺癌中起到的作用

是相反的［16，26］；多巴胺可以促进胆管癌细胞增

殖［27］，也可以抑制胶质瘤的生长［28］。然而，肿瘤

的发生发展机制及其复杂，仍需进一步的研究

明确具体的原因。

综上所述，DRD4在肝癌组织中高表达预示着

患者有更好的预后，有可能成为独立预测患者无

复发生存期以及总生成期的分子标志物。DRD4
的激动剂和阻滞剂可以通过调节 ERK信号通路

相应增强或者减弱肝癌细胞增殖、迁移和侵袭的

能力，预示着DRD4可能可以成为肝癌靶向分子

治疗的作用靶点。本次研究的结果可以为肝癌患

者提供新的治疗思路。
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