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)*+,! 蛋白在原发性肝细胞癌中的表达及其临床意义
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原发性肝细胞癌（Q6eW>B_633R3W? _W?_4@BMW，7))）

是最常见的消化系统恶性肿瘤之一，发病率在全球

恶性肿瘤发病率中位居第 ( 位，死因高居第 0 位n*o；

在我国，本病年死亡率占肿瘤死亡率的第 / 位；肝癌

患者的发病年龄大多为 1%*(% 岁，男性比女性多见。

肝癌由于其恶性程度高，对放化疗不敏感，早诊早

治（以手术切除为主的综合治疗）是提高肝癌长期

治疗效果的关键所在。

影响肝癌发生、发展及预后的因素是多方面的X

)*+,* 基因是 )*2 蛋白质家族的一员，)*+,* 是
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!"#$%&'( 的一种小的分泌蛋白，几乎完全在脑中表

达，!"#$%&'(（!")*）$"、$+、和$, 蛋白质是由在大

脑中高度表达的同源基因编码的，有研究表明目前

!")*" 已被发现在结直肠癌中呈过度表达可能被

作为结直肠癌预后的一种生物标记-+.，且也有研究

表明，!")*" 在分化型甲状腺癌和正常甲状腺组织

中存在差异性表达，!")*" 可以作为分化型甲状腺

癌的生物标志物之一，并与 !/012" 及 *!3+ 共同

预测分化型甲状腺癌的甲状腺外扩散-,.，对甲状腺

癌的诊断及预后具有重要的临床意义，但 !")*" 在

4!! 中的表达及其临床意义仍有待研究，本研究采

用免疫组织化学技术检测、5(67(89 :%;7 检测及

#/<$2!/ 实验检测 !")*" 在 4!! 组织中的表达

情况，并探讨其高表达与 4!! 的发生发展、恶性程

度及临床病理关系。

! !"#$%

"=" !"#$ 收集 +>>? 年 @ 月$+>"" 年 "> 月

于中国科学技术大学附属第一医院（安徽省立医

院）肝脏外科经病理确诊的 4!! 患者肿瘤组织石

蜡切片共 A> 例作为实验组，相对应的癌旁组织作

为对照组。术后均经病理结果证实均为 4!!，临床

病历资料完整且术前患者均未行化疗、放疗及介入

等其他相关辅助治疗。男性患者 BB例，女性患者 +B例，

年龄+>!C@岁；4160D阳性患者 @@例，阴性患者 ,?例；

有血管侵犯（镜下癌栓或肉眼癌栓）@B 例，无血管侵

犯 ,B 例；肿瘤的 <3E 分期标准采用美国癌症联合

会（0F!!）第八版标准 -@.，GHGG 期者 @? 例，GGGHGI 期

者 ,@ 例；肿瘤分级标准采用 JKL;9K6;9 分级法，其

中!H"级 B,例，#H$级 +C例。另外收集 +>"C年

">月—+>"A 年 @ 月于中国科学技术大学附属第一

医院（安徽省立医院）肝脏外科行 4!! 切除术的新

鲜冷冻 4!! 组织及其相对应的癌旁组织共 +> 对，

将标本放置$A> "冰箱冷冻保存，行 5(67(89 :%;7 及

#/<$2!/ 实验检测。所选患者术后均未行放疗、

化疗、介入等其他辅助治疗。

"=+ %&'( !")*" 抗体（美国 MGNE0 公司）；

通用山羊抗鼠O兔二抗 2I$?>>>（北京中杉金桥公司）；

P01 显色试剂盒（北京中杉金桥公司）；苏木素染色

剂（珠海贝索生物技术有限公司）；M2 试剂盒（北京

中杉金桥公司）；1!0试剂盒（上海碧云天生物公司）。

"=, )*+,

"=,=" 免疫组织化学染色 所有常规石蜡包埋的

组织，@ %L 连续切片后，进一步做免疫组织化学染

色。（"）将石蜡切片于 ?> "烤箱烘烤 +> L&9 于 + 次

二甲苯溶液分别浸泡 "> L&9，以充分脱蜡；再分别

于 ">>Q、RBQ、CBQ的梯度乙醇浸泡 B L&9；（+）自来

水冲洗浸泡 B L&9 后放入柠檬酸盐缓冲液中，用高

压锅煮沸修复抗原，,Q4

+

S

+

孵育 "> L&9，以阻断内

源性过氧化物酶；（,）21M 缓冲液冲洗后滴加兔抗人

!")*"（"TB>）特异性抗体，放置 @ "冰箱孵育过夜；

（@）次日21M 缓冲液冲洗后滴加二抗于 ,C "孵育

,> L&9；（B）21M 缓冲液冲洗后 P01 显色剂进行显

色；滴加苏木素复染，再分别于 CBQ、RBQ、">>Q梯度

的乙醇溶液浸泡 + L&9，二甲苯透明，中性树脂封片。

"=,=+ 免疫组化染色结果评分标准 （"）根据阳性

细胞所占比例进行评分-B.：!")*" 蛋白主要定位于

细胞质，少数表达于细胞核，在组织切片中胞质染

为高于背景的淡黄、黄色、棕黄色者为阳性反应细

胞。每张切片随机选择 B 个 @>> 倍视野，每个视野

计数 ">> 个细胞，得出阳性细胞百分比并赋分TU">Q

阳性细胞为> 分，""QH,>Q为 " 分，,"QH?>Q为

+分，V?>Q为 , 分；（+）另外根据染色细胞强度评

分：无色为 > 分，淡黄色为 " 分，黄色为 + 分，棕黄色

为 , 分。每张切片最终分数为上述两种评分的乘积

（即着色细胞所占百分比分数#着色细胞强度），分

数! B 分定为高表达，得分UB 分定为低表达。以上

结果均由同一位病理专科医师独立阅片并评分。

"=,=, 5(67(89 :%;7 检测 分别将收集的 4!! 与癌

旁组织样本进行充分裂解，并采用 1!0 法进行总蛋

白浓度的测定，将每对蛋白样本进行等量上样，上

样量为 B> %*，经聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白后，

将蛋白转至 2IPW 膜上，脱脂奶粉摇床上室温封闭

" X，加入 !")*" 一抗（"TB>>），@ "孵育过夜Y<1M<

洗膜 , 次，洗涤后加入二抗（"T"> >>>），室温下摇床

孵育 + X，<1M< 洗涤后显色、定影，使用 0%ZX[$J[6(

W! 成像系统（0%ZX[ G99;7(\X，美国）观察。并对

!")*" 蛋白与内参蛋白灰度值进行分析，然后计算

目标蛋白和内参蛋白灰度值的比值用于分析

!")*" 蛋白表达水平。

"=,=@ #/<$2!/ 实验检测 使用 </G];% 试剂盒对

4!! 及相对应癌旁组织的总 /30 进行提取，经逆

转录合成 \P30，进行 #/<$2!/ 反应：首先 RB "预

变性 "> L&9；RB "变性 "> 6 后 ?> "退火 " L&9；共

@> 个循环，所有样本基因均进行 , 次重复。!")*"

引物正向序列：B$$NNN <<0 !N0 NN< 0!< !00

N<< <N $,$，反向序列：B$$000 N<0 NN< N!! NNN

00< N<< $,$；内参设置为 0!<G3，正向序列：B$$

0N! N0N !0< !!! !!0 00N <<$,$，反向序列 B$$

NNN !0! N00 NN! <!0 <!0 <<$,$，表达水平使

用 +

$&&

!7 进行计算。
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! ! "!#$!"#$%&'(%)&'*+!,-!.

%&' ! ()*+,--./0- /1 "!#$! *+/2,.0 .0 3&03,+ &04 *&+&3&03,+

2.--5,--!.

组别 ! !"#$" 高表达 !"#$" 低表达 !

%

"

癌组织 &' (( %( ()*&+) ,'*'(

癌旁组织 &' & )%

"*- !"#$%& 肿瘤的早期复发认为是手术

切除肿瘤后 % 年内复查发现肝内出现复发灶或者

肝外转移灶。肿瘤大小选取肿瘤最大直径；血管侵

犯是指镜下癌栓或肉眼癌栓；肿瘤包膜的完整性是

指肿瘤组织的切面与周围正常组织是否分界清楚./0；

肝癌 123 分期标准依据美国癌症联合会（45!!）第

& 版标准.-0；肿瘤分级标准采用 6789:7;9: 分级法.)0。

"*( '()*$+, <=<<%-*' 软件及 >?@AB!

=?C;8(*' 软件对数据进行统计学分析，本研究中所

涉及的分类变量通过 !

% 检验或 DC;BE? 精确概率算

法检验；通过 F@AG@:H3ECE? 法绘制患者生存曲线；

定量资料以 !"#表示，使用 #检验方法进行比较分析。

",'*'( 为差异有统计学意义。

6 /0

%*" !"#$" - I!! ./0123456 !"#$"

主要表达于 I!! 细胞质中（图 "），高表达定义为胞

质内有黄色或棕黄色颗粒，而间质细胞无染色情

况。经过统计分析表明，!"#$" 在 I!! 中的阳性高

表达率明显高于癌旁组织，组间差异有统计学意义

（",'*'(，表 "）。

%*% !"#$" 4567 I!! !"#$894:;

!"#$"高表达与患者有无乙肝病史（"J'*'%"）、肿瘤

的大小（"J'*''+）、血管侵犯（"J'*''+）、123 分

期（"J'*''%）及 6789:7;9: 分级（"J'*''%）相关，而

与年龄（"J'*)(&）、性别（"J'*/)%）、甲胎蛋白（4D=）

（"J'*"K"）、肿瘤数目（"J'*&))）、!BCG7H=LMB 分级

（"J'*&//）、肿瘤包膜完整程度（"J'*%+&）和肝硬化

程度（"J'*+"/）均无关（表 %）。

4"H 4-* I!! 组织中 !"#$" 表达 -' 倍、"'' 倍、%'' 倍、-'' 倍；N"H
N-* 癌旁组织中 !"#$" 表达 -' 倍、"'' 倍、%'' 倍、-'' 倍
1 7 8""&'(%)&'* "!#$!!,23

9.: ! ()*+,--./0 /1 "!#$! .0 8"" 2.--5,- &04 *&+&3&03,+ 2.--5,-

胡 源，等*!"#$" 蛋白在原发性肝细胞癌中的表达及其临床意义!

-

"

临床病理特征 ! 低表达 高表达 !

%

"

年龄O岁

!(' %" / "( '*'K( '*)(&

" (' (K "K -'

性别

男 (( "& +) '*")K '*/)%

女 %( ) "&

IN;4M

阴性 +/ "/ %' (*+'- '*'%"

阳性 -- K +(

4D=O（:MO8$）

!%' +' "% "& "*)"" '*"K"

"%' (' "+ +)

肝硬化

无 "' ( ( "*''/ '*+"/

有 )' %' ('

6789:7;9: 分级

PQPP 级 (+ %+ +' K*")+ '*''%

PPPQPR 级 %) % %(

123 分期

PQPP 期 -/ & +& K*/)/ '*''%

PPPQPR 期 +- ") ")

肿瘤大小OS8

!( +% "/ "/ &*)%) '*''+

T( -& K +K

肿瘤数目O个

J" -K "( +- '*'%- '*&))

T" +" "' %"

血管侵犯

无 +( ") "& &*/&K '*''+

有 -( & +)

!BCG7H=LMB 分级

4 /& %% -/ '*'%K '*&//

N "% + K

肿瘤包膜

完整 +) "- %+ "*+K" '*%+&

不完整 -+ "" +%

! ; 8""&'* "!#$!+!,456789:+;<

%&' ; <,=&2./0->.* ',2?,,0 2>, ,)*+,--./0- /1 "7#$7 .0 8""

2.--5,- &04 3=.0.3/*&2>/=/:.3&= 1,&25+,-

++"



! ! "#$%& "#$%#'()*+(),-./012

&'( ! )*+,',-. /*+,0 12 3-4'0546 7'48 8'(8 -59 .17 0:3+066'15 12

"#$%# '5 803-41/0..*.-+ /-+/'51;-

!"#

$%&

$%'

$%(

#%)

#%#

# !# )# *$ ($ +$ '$

累
积

生
存

率

生存时间,月

-!./! 低表达（!0)+）
-!./! 低表达（!0++）
-!./! 低表达删失
-!./! 低表达删失

! < =>?@A"> 34%567%856& "#$%# ;>BC .9:

();

&'( < ?80 +0.-4',0 0:3+066'156 12 "#$%# ;>BC'5 D"" 4'66*06 -59

3-+-/-5/0+ 4'66*06 -5-.EF09 GE =>?@A">

)%* -!./! !"#$%&'()*+,-.!/

0 &$ 例 1-- 患者中 -!./! 高表达者者 ++ 例，低

表达者 )+ 例，失访 & 例患者（其中 + 例失访者为

-!./! 高 表 达 者 ，* 例 为 -!./! 低 表 达 者）。

234536789:9; 生存分析显示高表达者的中位生存

期为 !< 个月，低表达者的中位生存期 ** 个月，

经/=>7?36@ 检验显示，-!./! 蛋白高表达患者组

与低表达患者组生存率比较，差异有统计学意义

（"A$"$+），见图 )。

)"( B9CD9;6 E5=D 1234 结果显示（图 *），)$

对标本中 !'（&$F）对 -!./! 在 1-- 组织中的蛋白

表达水平明显高于相对应的癌旁组织。-!./! 蛋白

在 1--组织中的相对表达量为 !")(!$"$+，癌旁组织

中的相对表达量为 $"'!!$"$(，差异具有统计学意义

（#0!$"!<，"A$"$$!）。

)"+ G?H7I-? 12 -!./! !34 结果显示（图

(），)$对标本中 !< 对（&+F）-!./! 在 1-- 组织中

的 J?KL 表达显著高于相对应的癌旁组织（图 *）。

-!./! 在 1-- 组织中的 J?KL 相对表达量为

&"')!$"<)，癌旁组织中的 J?KL 相对表达量为

*"$*!$"*(，差异具有统计学意义（#0'"MM$，"A$"$$!）。

H <=

1-- 是最常见的消化系统恶性肿瘤之一N!O，严

重危害人类健康。在我国，1-- 每年发病患者数多

达 *$ 多万，占世界肝癌患者总数的 '$F

N&O，其发病

率及死亡率均位于所有肿瘤的前列NMO，且肝癌的发

生、发展是众多因素共同参与调节的过程，目前仍

然缺乏高敏感性的早期诊断方法，多数患者就诊时

已为中晚期，所以其治愈率及远期生存率很低，预

后极差N!$O，因此探讨发现肝癌的生物标志物对肝癌

的早期诊断是非常有意义的。

已有研究表明，-!G75:@9（-!./）7!、7) 和7*

蛋白质是由在大脑中高度表达的同源基因编码的，

明确了 -!./!、-!./) 和 -!./* 的球状 -!G 域的

高分辨率晶体结构，其每一种结构都是一个三聚体，

每一个原聚体都形成一个由 !$ 股 ! 链组成的卷饼

折叠样结构。此外，-!./ 的三聚体可以组装成与脂

联素相似的高阶寡聚物，其三聚对称轴上包含 ( 个

-3

)P结合点，以及额外的表面结合位点。-3

)P在三聚

对称轴上的配位残基降低了 -3

)P的结合力和蛋白质

稳定性。其研究结果揭示了 -!G,HKQ 超家族蛋白中

-!./C 的独特结构特征，这些蛋白质可能与其大脑

的特定功能有关N!!O。-!./! 基因最初被克隆为一种

与衰老相关的基因，这种基因在大脑中被高度表

达，也可能在神经元分化中发挥作用N!)O

R-!./! 基因

是 -!G 蛋白质家族的一员，它是由攀缘纤维（-QC）

提供的，在小鼠小脑的整个发育期和成年期，它是

L% HS1-- 组织；K：癌旁组织；T% )# 对 1-- 组织和配对癌旁组织

-!./!蛋白的相对表达量 UUU"A$%$$!
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一个至关重要的传导信号。!"#$" 能与大脑特定的

血管生成抑制剂 %（&'()*+,-./)0)/ (*1)21.*.,), )*!

3)&)42'%，5()%）（5()% 是细胞粘附的 6 蛋白偶联受体

家族的成员）特异性结合，并在突触后的浦肯野细

胞上表达7"%+"89。此前已经证明7":9，!"#$" 与它的受体

结合，即粘附 6 蛋白偶联受体 %，控制了攀附体和浦

肯野细胞之间的突触连接和调节成熟的模式 7;，"89。

目前!"#$" 已被发现在结直肠癌中呈过度表达可

能被作为结直肠癌预后的一种生物标记，且也有研

究表明，!"#$" 在分化型甲状腺癌和正常甲状腺组

织中存在差异性表达，!"#$" 可以作为分化型甲状

腺癌的生物标志物之一，并与 !<=5>" 及 $!?; 共

同预测分化型甲状腺癌的甲状腺外扩散7%9，对甲状

腺癌的诊断及预后具有重要的临床意义，!"#$" 的

高表达与 @!! 的发生发展、恶性程度、生物学行为

的确切机制尚未明确，它在 @!! 中的表达及其临

床意义仍有待研究。

本实验在 !"#$" 现有的研究基础之上，初步探

讨分析了 !"#$" 在 @!! 组织及癌旁组织中的表

达情况，以及是否存在差异性表达，并分析其是否

与临床病理相关特征具有密切相关性。研究结果显

示 !"#$" 在 @!! 中与癌旁组织中表达具有差异，

同样与 @!! 患者有无乙肝病史（!ABCD;"）、肿瘤的

大小（!ADCDD%）、血管侵犯（!ADCDD%）、E?F 分期

（!ADCDD;）及 GHI2*H,2* 分级（!ADCDD;）相关，而与

年龄（!ADCJ:K）、性别（!ADCLJ;）、甲胎蛋白（=M>）

（!ADC"N"）、肿瘤数目（!ADCKJJ）、!3)OHP>Q13 分级

（!ADCKLL）、肿瘤包膜完整程度（!ADC;%K）和肝硬化

程度（!ADC%"L）均不相关，表明 !"#$" 蛋白可能在

@!! 的发生发展及恶性程度中起到正性上调作用，

提示!"#$" 蛋白的高表达可能与 @!! 的发生发展

及恶性程度有关。

必须承认的是，本研究样本量相对较小，且缺

乏 !"#$" 在 @!! 细胞系中的表达水平以及体外动

物实验的验证，目前 !"#$" 在 @!! 发生发展中作

用的具体机制尚未完全明确，更大样本更深入地研

究 !"#$" 在 @!! 中的作用机制是非常有必要的。

总之，@!! 作为一种恶性程度极高、侵袭转移能力

极强及预后较差的消化道恶性肿瘤，发现时常常已

是晚期，失去手术机会，导致患者生活质量较差，且

生存时间较短，本研究提示了 !"#$" 在 @!! 组织

中表达的上调可能与 @!! 发生发展、肿瘤的恶性

程度密切相关，并有可能成为 @!! 早期诊断的生

物标志物以及临床分子靶向治疗的新靶点。
!"#$!

7"9 GO +R.'(1 @ 5C G-)H.I)2O21S 20 T)'(O 3.-(4)4), (*H 3.-(42/.OOQO('

/('/)*2I(7U9C 6(,4'2.*4.'2O21SV ;B";V "8;WLXY ";L8

7;9 #)Q ZV M.*1 U <V [(*1 MV .4 (OC >'20)O., 20 H)00.'.*4)(OOS .\-'.,,.H

1.*., (*H 2T.'.\-'.,,)2* 20 ?G5$ )*H)/(4., ( -2,)4)T. -'21*2,), )*

-(4).*4, ])43 /2O2'./4(O /(*/.'7U9C F2O F.H <.-V ;D"KV "JW;XY %D;K

7%9 !.O.,4)*2 <V ?2I. EV >.,4(*( =V .4 (OC !<=5>"V !"#$" (*H $!?;

('. &)2I('^.', 20 H)00.'.*4)(4.H 43S'2)H /('/)*2I(V (*H -'.H)/4

.\4'(43S'2)H(O .\4.*,)2*7U9C 5F! !(*/.'V ;D"KV "KW"X：LK

789 !3Q* _ RV >(]O)^ E FV `(Q43.S U ?C K43 GH)4)2* 20 43. =U!! !(*/.'

R4(1)*1 F(*Q(OY >(*/'.(, (*H @.-(42&)O)('S !(*/.',7U9C =** RQ'1

a*/2OV ;D"KV ;:W8XY K8:

7:9 F('"/3(O <V b.I.44.' >V ?(1S ?V .4 (OC @)13 .\-'.,,)2* 20 !Z!<8

I(S -'.H)/4 -22' ,Q'T)T(O )* '.,./4.H -(*/'.(4)/ (H.*2/('/)*2I(7U9C

5')4) U !(*/.'V ;DDNV "DDWNXY "888

7L9 马杰V盛治勇V许戈良V等C!bND 和 !Z!<8 在肝癌中的表达及其

与术后早期复发的关系7U9C安徽医科大学学报V;D"LV:"W"XY";N

7J9 GHI2*H,2* @ =V R4.)*.' > GC >')I('S /('/)*2I( 20 43. O)T.'Y ( ,4QHS

20 "DD /(,., (I2*1 8KVNDD *./'2-,).,7U9C !(*/.'V "N:8V JW%XY8L;

7K9 5'Q)\ UV 62'., 6 UV F(cc(0.''2 `C @.-(42/.OOQO(' /('/)*2I(Y /O)*)/(O

0'2*4).', (*H -.',-./4)T.,7U9C 6Q4V ;D"8V L%W:XY K88

7N9 !3.*[V d3.*1 <V 5((H. > bV .4 (OC !(*/.' ,4(4),4)/, )* !3)*(V ;D":7U9C

!= !(*/.' U !O)*V ;D"LV LLW;XY "":

7"D9 >(,/Q(O RV @.''.'( eV e'Q'cQ* UC ?.] (HT(*/., )* 3.-(42/.OOQO('

/('/)*2I(7U9C [2'OH U @.-(42OV ;D"LV KWNXY 8;"

7""9 <.,,O RV `Q 5 fV `)T2*( RV .4 (OC R4'Q/4Q'., 20 !"gPO)^. -'24.)*, '.!

T.(O Q*)gQ. 0.(4Q'., (I2*1 43. !"ghE?M ,Q-.'0(I)OS7U9C R4'Q/4Q'.V

;D":V ;%W8XY LKK

7";9 5.'Q&. ? 6V R](*,2* Z @V 5.'4'(I F UV .4 (OC !O2*)*1 (*H

/3('(/4.')c(4)2* 20 !<MV ( *2T.O !"gP'.O(4.H 0(/42'V .\-'.,,.H )*
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7"89 R)12)OO24 R FV eS.' fV 5)*H( MV .4 (OC E3. R./'.4.H >'24.)* !"#$"
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胡 源，等C!"#$" 蛋白在原发性肝细胞癌中的表达及其临床意义!
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