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凝血酶蛋白酶激活受体-1 作为转移性黑色素瘤治疗潜在靶点的研究进展 
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摘  要：黑色素瘤由于转移性强，成为皮肤癌中死亡率最高的恶性肿瘤之一，目前没有有效的治疗方法。凝血酶蛋白酶激活

受体-1（PAR-1）在黑色素瘤的发病过程中起到重要作用，PAR-1 通过激活肿瘤细胞黏附和侵袭以及新生血管因子生成促进

黑色素瘤转移。PAR-1 有望成为治疗转移性黑色素瘤药物新靶点。 
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Abstract: Melanoma remains as the deadliest form of skin cancer with limited and inefficient treatment options available for patients 
with metastatic disease. The thrombin receptor, Protease Activated Receptor-1, has been considered to play an important role in the 
progression of human melanoma. PAR-1 is known to activate adhesive, invasive and angiogenic factors to promote melanoma 
metastasis. This review is about the advance in the research of PAR-1as a potential target of metastatic melanoma. 
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近年来黑色素瘤的发病趋势有所增加，大约

80%的黑色素瘤在早期临床阶段（区域转移之前）

被诊断出，局部黑色素瘤患者 5 年存活率大于 95%。

然而，当黑色素瘤扩散至淋巴或者转移至其他器官

后，病人的存活率显著降低，发生转移的黑色素瘤

患者 5 年存活率降至 15%[1]。氨烯咪胺（DTIC）是

FDA 唯一批准的用于黑色素瘤转移治疗化学药物，

该药不仅响应率低，大约只有 5%的病人适用，而

且响应时间也不持久，只有大约 5 个月时间[2]。利

用干扰素 α对高风险 II、III 期的黑色素瘤进行辅助

免疫治疗及应用高剂量的白介素 IL-2 对第 IV 期的

黑色素瘤进行治疗，响应率也低于 15%。黑色素瘤

癌基因的鉴定，抑癌基因及基因芯片信息研究从分

子水平阐明了黑色素瘤的发病机制，为黑色素瘤的

临床治疗提供了新的思路。凝血酶蛋白酶激活受  
体-1（PAR-1）在黑色素瘤从非转移性到转移性的

过程中起到了关键的作用，有望成为治疗黑色素瘤

的新靶点，本文对此做一简单综述。 
1  PAR-1 受体与黑色素瘤 

PAR-1 在 1991 年由 Vu 等首次发现，至今仍为

最热门的、最具特点的蛋白酶活性抑制剂。PAR-1
不仅在血液凝固、伤口愈合及炎症反应中起了重要

的作用，而且参与了许多癌症的发病进程，包括乳

腺癌、结肠癌、前列腺癌和黑色素瘤等[3-4]。 
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凝血酶受体属于7次跨膜G-蛋白偶联受体家族

中的一员，具有独特的激活方式。与结合于其他类

型的 G 蛋白受体这种典型的受体结合方式不同，

PAR-1 是通过丝氨酸蛋白酶裂解受体 N 端结构域而

发生激活的。 
虽然凝血酶是 PAR-1 最有效的强力激活剂，但

是其他配体也可以激活 PAR-1，如凝血因子 Xa、胰

蛋白酶、颗粒酶 A 和纤溶酶等。在乳腺癌细胞中，

PAR-1 同样可被基质金属蛋白酶（MMP-1）裂解和

激活。凝血酶对 PAR-1 的激活发生于凝血酶的阴离

子次要结合位点插入 PAR-1 氨基端第 51 到 63 个氨

基酸的酸性区域，这个高度酸性的区域称为水蛭素

样结合区域，与水蛭抗凝多肽（水蛭素）的氨基酸

排列类似，该区域增加了凝血酶对 PAR-1 的亲和效

力。PAR-1 同样包含了一个凝血酶切割位点，位于

PAR-1序列的第 41位精氨酸和第 42位丝氨酸之间，

凝血酶对 PAR-1 N 端的蛋白水解作用是不可逆的，

它与第 42 位丝氨酸形成了新的氨基端作为配体端

去激活受体，一旦被激活，PAR-1 信号通过活性的

G 蛋白亚型，如 Gaq、Gai、Ga12、13 和 Gβγ 等，

导致下游许多转导通路的激活，如磷酸肌醇 3（PI-3）
激酶、有丝分裂原激活蛋白（MAPK）激酶、Rho
激酶等，PAR-1 还可以通过增加细胞内的钙离子

（Ca2+）激活蛋白激酶 C（PKC）[5]。PAR-1 主要通

过参与凝血酶作用的调节，在癌症和肿瘤的转移过

程 中 通 过 持 续 激 活 细 胞 外 信 号 调 节 激 酶

（extracellarsignal-regulated kiase，ERK1/2）而发挥

作用。蛋白酶激活受体同样可接受源于肿瘤和肿瘤

微环境的信号（如 MMP-1）而与蛋白酶发生响应。

凝血酶对PAR-1的激活也会导致促血管生成和侵入

性因子如 IL-8、VEGF、PDGF2 以及 MMP-2 的过

度表达和分泌[6-8]。 
在多种癌症中都可以看到包括凝血因子激活在

内的多种通路导致凝血酶的生成，从而导致 PAR-1
信号的产生。黑色素瘤与其他癌症一样，引发凝血

级联的组织因子（TF）上调，从而导致凝固因子 X
的激活表达使凝血酶表达。此外，许多研究表明黑

色素瘤细胞中，TF 组成型的表达，可以通过独立的

凝结方式激活凝血酶，从而导致 PAR-1 受体活化，

促进黑色素瘤的转移。不仅如此，凝血酶的激活还

可以导致纤维蛋白原变成纤维蛋白，这些纤维蛋白

沉淀至肿瘤微环境中，由纤维蛋白溶酶将其降解为

纤维蛋白同时相当于储存了活性凝血酶 [9] 。

Nierodzik 等[10]在一个关于鼠的黑色素瘤肺转移模

型中发现，当 B16F10 鼠黑色素瘤细胞转染 PAR-1
基因后，使得黑色素瘤肺转移增加 40 倍以上，这也

就是说在凝血酶增强肺转移中 PAR-1 为限速因子。

另一项研究表明，往 B16F10 细胞中加入特殊的凝

血酶抑制剂后，细胞迁移被抑制，体内转移下降[11]。 
Tellez 等[12]研究发现，与人类非转移性细胞株

相比，PAR-1 在人类转移性黑色素瘤细胞株中过表

达，通过免疫组化观察到，恶性黑色素瘤标本及转

移灶中PAR-1表达水平明显高于良性色素痣和正常

皮肤。人类黑色素瘤由径向生长阶段向垂直生长阶

段的转变主要是与转录活化因子 Protein-2a（AP-2a）
的缺失有关。AP-2a 的缺失伴随而来的就是 PAR-1
表达的增加。观察 PAR-1 启动子区域发现 AP-2a 与

SP-1 有多个结合位点，近 3’端有两个重叠的 SP-1
和 AP-2a 转录因子的结合序列，这些转录因子调节

PAR-1 启动子的活性。通过基因芯片研究发现在低、

非转移性黑色素瘤细胞株内 AP-2a 结合 PAR-1 启动

子，而在转移性黑色素瘤细胞株 SP-1 结合 PAR-1。
另外，AP-2a 和 SP-1 在重叠结合区域是以一种互相

排斥的方式结合的。因此，在黑色素瘤中 AP-2a 水

平低，致使 SP-1 易结合至 PAR-1 的启动子上，这

就使 PAR-1 基因活化。在非转移性黑色素瘤细胞中

AP-2a 表达，PAR-1 启动子与 AP-2a 转录因子结合，

因而抑制 PAR-1 基因的表达[13]。 
2  PAR-1 沉默对黑色素瘤的影响 

Villares 等[14]利用基于慢病毒的 shRNA 稳定沉

默了 PAR-1 高表达的人类转移性黑色素瘤细胞株

A375SM 和 C8161 中大于 80%的 PAR-1，并且将这

些细胞 sc（评估肿瘤生长）和 iv（评估实验性肺转

移生成）到小鼠体内，发现与对照组相比，PAR-1
沉默黑色素瘤细胞株组肿瘤的生长显著减缓，

PAR-1 沉默细胞株组实验性肺转移生成被显著抑

制。虽然体内实验表现出了显著的效果，但是将这

种利用慢病毒传递系统将 shRNA 转入黑色素瘤细

胞或者其他癌症细胞的技术作为一个治疗方式还是

存在许多问题，包括将病毒整合至一个区域是否可

行，有可能导致非目标基因的表达从而发展为疾病

或者癌症。另外，穿梭系统将 shRNA 从细胞核移

动至细胞质进行加工，在这个过程中基因沉默有可

能会被淹没，如输出蛋白-5（exportin-5），参与

shRNA 和 miRNA 的穿梭，可能出现过载而导致重

要的 miRNA 或者其他正常细胞功能所必须的其他
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因子未被输出。不仅如此，要想使 shRNA 发挥作

用，细胞中必须有 Dicer。Merritt 等[15]发现卵巢癌

标本中 Dicer 的表达是一个变量，同时，进一步发

现当使用 shRNA 时，Dicer 低表达的细胞不能显著

的沉默目标基因。若想有效的使用慢病毒 shRNA
进行基因沉默，Dicer 的持续表达是必要条件。 

在临床上使用病毒作为运输工具有许多的不良

反应，包括毒性、核输出机制抑制、病毒整合后的

不必要和不可预测的遗传变异等。近些年来，许多

的研究都已转向去研究不仅有效同时安全性也好的

替代技术，将 siRNA 转运入肿瘤细胞，包括纳米脂

质体技术。脂质体是一个脂质的囊泡，不仅可以包

封 siRNA，同时也可以包封许多类型的药物或者小

分子。当 siRNA 被装载进入脂质体后，脂质体可以

保护 siRNA 不被退化，同时 siRNA 的半衰期和效

力得到提高，把 siRNA 装载入 1，2-二油酰-sn-甘  
油-3-磷酸卵磷酯（DOPC）中性脂质体后，在体内

有效的被用于对抗生促红素人肝细胞 A2（EphA2）
和局部黏着斑激酶（FAK），治疗卵巢癌以及大肠癌。

这些研究表明，通过腹腔注射将低剂量的

siRNA-DOPC 注入体内可以有效的沉默目标基因。

脂质体可以快速的到达连同靶组织在内的肝脏、脾

脏、肾脏和网状内皮组织系统（RES）。将靶基因在体

内沉默展现了这种传递系统的有效性，可在癌症及

其他的疾病治疗中作为一个潜在的治疗方式[16-17]。

与使用基于慢病毒沉默的 PAR-1 的结果相类似，与

NT-siRNA-DOPC 处理的小鼠相比，使用 PAR-1 
siRNA-DOPC 处理的荷瘤小鼠黑色素瘤的生长和实

验性肺转移都显著性下降，对 PAR-1 siRNA-DOPC
和 NT siRNA-DOPC 治疗小鼠肿瘤的侵袭性及对血

管生成因子（包括 MMP-2、IL-8 和 VEGF）进行免

疫组化分析，发现 PAR-1 沉默治疗后这些血管生成

及侵袭因素都有所下降，PAR-1 沉默组与 NT 
siRNA-DOPC 处理组相比血管数量减少，而 NT 
siRNA-DOPC 组血管大量扩张。对于肿瘤细胞来说，

将PAR-1 siRNA封装入DOPC脂质体中不具有目标

特异性，如果使用人类特异序列的 PAR-1 不能识别

鼠类的 PAR-1，人类 PAR-1 不在鼠类的血小板中表

达，对血小板的聚集不起作用，而且不会干扰凝血

酶产生纤维蛋白（随后形成凝结块），也不会干扰血

小板激活的其他机制，如受损血管接触胶原蛋白。

另外，在凝血酶浓度较高时血小板还可被 PAR-4 激

活。因此，与其他抗血栓药物相比，PAR-1 的下降

对于血凝来说不会产生特别大的不良反应。尽管如

此，寻找 PAR-1 新下游目标基因，这不仅可以增加

对 PAR-1 影响黑色素瘤生长和转移机制的理解，同

样也是 siRNA-DOPC 治疗的新靶标。 
3  PAR-1 受体调节连接蛋白（Cx 43）和肿瘤抑制

基因 Maspin 
Villares 等[18]通过 cDNA 的基因芯片研究确定

PAR-1 的下游靶基因 Cx-43 可能会促进黑色素瘤的

转移。肿瘤细胞从原始病灶向其他位点转移的过渡

状态需要附接物，如肿瘤细胞迁移通过血管内皮细

胞，肿瘤细胞和内皮细胞的连接是由 Cx-43 介导的，

它对肿瘤细胞转移到其他位点是十分重要的。

McLachlan 等[19]研究表明在很多癌症中 Cx-43 表达

增加，包括乳腺癌和神经胶质瘤，降低 Cx-43 的表

达可以减少乳腺癌细胞对肺血管内皮细胞的粘连。

研究表明当 PAR-1 沉默后，由于 SP-1 和 AP-1 与

Cx-43 启动子的结合位点减少，导致 Cx-43 的表达

显著下降，转移性黑色素瘤细胞株与人类血管内皮

细胞和人类真皮微血管内皮细胞的结合下降。在

PAR-1 沉默细胞株中重新表达 PAR-1 后发现连接的

附接物增加，稳定沉默黑色素瘤细胞株中的 Cx-43
后，发现黑色素瘤细胞与内皮细胞连接的附接物减

少，证实了附接物的变化源于 Cx-43。这即表明

PAR-1 能够调节 Cx-43 的表达，又从一个侧面阐明

了 PAR-1 与转移性黑色素瘤相关的机制[20]。以上研

究表明 Cx-43 对于内皮细胞和肿瘤细胞的连接是至

关重要的，对肿瘤细胞的粘附和转移起到了很重要

的作用。 
Villares 等[20]通过 cDNA 基因芯片研究发现，

当 PAR-1 沉默后，与转入 NT shRNA 的黑色素瘤细

胞相比，Maspin 增加了 45 倍。Maspin 是首次从人

类乳腺上皮细胞分离的丝氨酸蛋白酶抑制剂

（serpins）家族的一员。抑制 serpins 结合蛋白酶与

其功能域活性中心循环（RSL）结合。由于丝氨酸

蛋白酶抑制剂引起 RSL 构象发生改变（变为松弛状

态），从而使蛋白酶失活。Maspin 是第一个被定义

为组织型纤溶酶原激活剂和尿激酶型纤溶酶原激活

剂（uPA）的抑制剂。近来，Denk 等[21]提出，恶性

黑色素瘤中，Maspin 的作用是抑制丝氨酸蛋白酶抑

制剂而阻碍基质降解蛋白酶。许多恶性肿瘤中

Maspin 的表达下降或不表达，同时 Maspin 的表达

造成了前列腺癌和乳腺癌的侵略性降低。乳腺癌细

胞转染 Maspin 会导致肿瘤生长和体内转移的降  
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低[24]。近来在黑色素瘤中发现 Maspin 是一种肿瘤

抑制蛋白。Sheng 等[22]研究发现与人体正常表皮黑

素细胞相比，转移的黑色素瘤细胞 Maspin 的表达水

平降低，当黑色素瘤细胞中 Maspin 重新表达，它们

的侵袭能力显著下降。 
Villares 等[20]研究发现在黑色素瘤中 PAR-1 调

控 Maspin 肿瘤抑制基因，PAR-1 和 Maspin 的表达

呈负相关，在高转移性黑色素瘤细胞株中 PAR-1 高

表达而 Maspin 低表达，通过慢病毒 shRNA 沉默

PAR-1，致使已知调节 Maspin 的两个转录因子 c-Jun
和Ets-1结合增加而使Maspin表达增加，但是PAR-1
沉默后 c-Jun 和 Ets-1 蛋白质表达不变，研究表明沉

默 PAR-1 后抑制磷酸化 p-38 MARK（一个已知的

CBP/p300 的抑制剂）活性，从而导致 CBP/p300 HAT
活性增加，使 c-Jun 和 Ets-1 与 Maspin 启动子的结

合增加，最终导致 Maspin 的表达增加。进一步研究

发现 Maspin 的表达增加导致 MMP-2 表达及活性受

到抑制从而使肿瘤侵略性下降。在体内研究中，利

用 Maspin 表达载体发现对黑色素瘤生长及实验性

肺转移有显著降低作用，同时也减少了肿瘤部位的

MMP-2 和 VEGF 的表达。 
4  临床意义 

现今转移性黑色素瘤的治疗效率不高，唯一由

FDA 批准治疗的化药 DTIC 的响应率很低，且响应

时间短，利用 INFα 或者 IL-2 进行辅助治疗的响应

率也不高。所以认清黑色素瘤发展过程中涉及到的

PAR-1和它的下游靶基因Cx-43和Maspin有利于寻

找新的治疗方法和靶点。大量的研究表明 PAR-1 可

能被用来作为人类黑色素瘤治疗的新靶标，不仅如

此，PAR-1 调控很多对黑色素瘤生长和转移的必要

基因，如 Cx-43 和 Maspin，它们也可以成为黑色素

瘤治疗的新型靶点。然而，利用单靶点治疗黑色素

瘤还没有成功的先例。近些年来对 PAR-1 的研究发

现，PAR-1 靶向治疗与化疗、抗血管生成的药物治

疗相结合，甚至与组蛋白脱乙酰基酶（HDAC）抑

制剂相结合可以增强抗肿瘤和抗转移的效果。 
综上所述，PAR-1 在黑色素瘤进展中起到了重

要的作用，以 PAR-1 或它的下游基因为靶向对转移

性黑色素瘤癌的治疗很有帮助，对其他类型的癌症

治疗也具有潜在的益处。 
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