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【摘* 要】目的：研究肝癌 FO=M3M3> 的表达与细胞增殖、凋亡

以及 <() 表达的关系, 方法：应用免疫组化法检测原发性肝

癌组织 Q$ 例、癌旁肝硬化组织 )Q 例、正常肝组织 !" 例中 FO=#
M3M3>，<()，增殖细胞核抗原（CNPG）的表达, 应用 -LP0T 法

检测细胞凋亡, 结果：在 Q$ 例肝癌组织中 FO=M3M3> 阳性 )" 例

（%!, QV ），显著高于癌旁肝硬化组织（!!, +V ）和正常肝组织

（"V ，4 W ", ""!）, 肝癌中 FO=M3M3> 蛋白的高表达与病理分级

（4 X ", "")），<() 蛋白水平（4 X ", ""+）、细胞增殖凋亡比（4
X ", ""!）及患者生存时间（4 X ", ""$）存在显著相关性，而与

年龄、性别、肿瘤大小、临床分期、门脉癌栓（局部转移）无显著

相关（4 Z ", "(）, 结论：肝癌组织 FO=M3M3> 高表达在打破肝癌

细胞的增生和凋亡之间的平衡中起着重要作用, UO=M3M3> 可

能抑制 <() 阴性肝癌细胞的凋亡，在肿瘤细胞的进一步恶性

转化中发挥作用,
【关键词】FO=M3M3>；肝肿瘤；细胞凋亡；增殖细胞核抗原；基

因，<()
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GH 引言

肝癌中存在增殖与凋亡平衡失调，决定着肝癌细

胞的增生速率, UO=M3M3> 在多种恶性肿瘤组织中高表

达，包括乳腺癌、前列腺癌、胰腺癌、胃癌、子宫内膜

癌、卵巢癌［! ] $］, <() 是一个经典的抑癌基因，在肝癌

中 <() 的突变率高达 ((, !V［)］, 我们采用免疫组化

和原位末端标记法（-LP0T）检测 FO=M3M3>，<() 在肝

癌组织中的表达，并探讨 FO=M3M3> 与细胞凋亡、细胞

增殖、<() 的相关性及其临床病理学意义,

IH 材料和方法

I, IH 材料 H 西安交通大学第一医院 $"""#"$ ^ $""$#
!! 手术切除经病理学证实的肝癌标本 Q$ 例，带有癌

旁肝硬化组织 )Q 例，男 )Q 例，女 + 例，年龄 $& _ %$
岁（中位年龄 Q&, Q 岁）；肿瘤直径!(" 11 者 !% 例，

Z (" 11 者 $( 例；门脉癌栓阳性者 !Q 例算作局部转

移，阴性者 $+ 例算作局部无转移，所有患者术前均未

经过化疗和放疗, 0415>4F5> 病理! _"级 )’ 例，#
_$级 ’ 例；-P‘ 临床! _"期 !$ 例，# _$期 )"

例, 标本用 Q" A ^ T 甲醛固定，石蜡包埋，Q %1 厚连续

切片, 同期健康成年男性 H0 染色病理诊断正常肝

脏组织标本 !" 例（ 经家属同意）为对照组, 鼠抗人

FO=M3M3> 1GS（QE%）购自美国 P.512=[.= 公司；免疫组

化 0/3M3F35> 二步法检测试剂盒（即用型）购自福州迈

新生物技术开发公司；鼠抗人 CNPG 1GS（<6!"），鼠

抗人 <() 1GS（‘Ga#"$$’，突变型）购自北京中山生
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物技术有限公司；原位细胞凋亡检测试剂盒购自德国

!"#$% 公司&
!& "# 方法

’& (& ’) *+,-.-./，0123 和 456 表达) 应用免疫组化

（78.-.9."/ 两步法）染色，切片常规脱蜡至水，置于 4:
;& < 的柠檬酸缓冲液行微波修复 ’5 =./，置冷，6<
=> ? > 过氧化氢阻断内源性过氧化物酶 (< =./，羊血

清封 闭 6@A (< =./，滴 加 9+,-.-./（ ’ B ’<<），456
（’B5<），0123（’B5<）一抗，置 6@A恒温箱 ( $，分别

滴加两步法试剂盒中的 3 液和 C 液各 5< !> 分别室

温孵育 D< =./，E3C 显色，苏木素复染，盐酸乙醇分

化，脱水透明后中性树胶封片，光镜下观察阳性细胞

并按阳性标准计数& 以试剂公司提供的阳性对照片

作为阳性对照，以磷酸盐缓冲液代替一抗作为阴性对

照& 9+,-.-./ 染色定位于胞质，呈棕黄色，切片根据阳

性细胞百分率分为：阳性（ F ），随机计数 5 个视野，

计算每个视野阳性细胞率，取平均值，如大于 ’<G 则

为阳性；阴性（ H ）没有或仅有弱的染色，阳性细胞率

I ’<G & 056 染色定位于胞核，呈棕黄色，阳性判断

标准同 9+,-.-./& 0123 染色以胞核染成棕黄色为阳

性，增殖活性以 0123 标记指数（0123J>K）代表，随

机计数 5<< 个细胞中阳性细胞数，0123J>K L（ 阳性

细胞数 ? 细胞总数）M ’<<G &
’& (& () :11 凋亡检测) 经多聚赖氨酸处理的组织

切片同免疫组化法脱蜡至水& 微波热修复处理 ’5
=./，将凋亡检测试剂盒中试剂 ’ 与试剂 ( 按 ’ BN 混

合为 OP27> 反应液& 取反应液 5< !> 滴加到组织

上，置 6@A 恒温箱孵育 ’ $；滴加试剂 6 液 5< !>
6@A孵育 D< =./；滴加 C1K0 ? 2CO 显色 ’5 Q 6< =./；

核固红衬染 5 Q ’< =./，自来水冲洗 5 =./；梯度乙醇

脱水，二 甲 苯 透 明，中 性 树 胶 封 片& 肝 癌 组 织 中

OP27> 阳性信号（即凋亡细胞）呈现为蓝紫色颗粒，

位于细胞核，核浓缩呈小圆形，散在分布，周围无炎性

细胞浸润；未凋亡细胞核被衬染为粉红色& 凋亡活性

以凋亡指数（R4"4S"9.9 ./T%U，3K）表示，随机计数 5<<
个细胞中阳性细胞数，3K L（ 阳性细胞数 ? 细胞总数）

M ’<<G &
统计学处理：所得数据应用 *0**’’& < 统计软件

包处理& *+,-.-./ 的表达及其与 456 及各临床病理指

标之间的关系采用 !( 检验，与 3K，增殖指数（4,"8.V%,J
RS."/ ./T%U，0K）的关系采用 ! 检验& 生存分析采用

1"U 比例风险回归模型&

"# 结果

"$ !# %&’()()* 表达与 +,, 临床病理特征的关系#

*+,-.-./ 蛋白主要表达于肝癌细胞浆，免疫组化染色

见胞浆内棕黄色颗粒，阳性细胞在肝癌组织内呈散在

分布& D( 例 :11 中 9+,-.-./ 阳性 6< 例，阳性率为

@’& DG（图 ’3），癌旁肝硬化组织 6D 例 9+,-.-./ 阳性

D 例，阳性率为 ’’& WG（ 图 ’C），正常肝组织为阴性

（图 ’1）& :11 组织 9+,-.-./ 的阳性率显著高于癌旁

肝硬化组织和正常肝组织（" I <& <<’）& :11 组织

9+,-.-./ 表达与肿瘤细胞分化程度有关，而与年龄、性

别、分期、肿瘤大小、转移无关，7T="/T9"/ 分级" Q
#级和$ Q%级患者 9+,-.-./ 阳性率分别为 D<& <G
和 WW& NG，两者差异显著（" L <& <<6，表 ’）& 应用 >"J
X.9S.# 回归分析得出病理分级是影响 9+,-.-./ 表达的

一个重要因素（" L <& <<(）& 9+,-.-./ 阳性者肝癌细胞

增生凋亡比（0K ? 3K）显著高于 9+,-.-./ 阴性者（D& <6
Y <& N( #$ (& N( Y <& @6，" L <& <<’），采用生存曲线的

>"XJ,R/Z 检验得出 9+,-.-./ 阴性组生存期显著长于

9+,-.-./ 阳性组（" L <& <’DW，图 (）&

3：原发性肝癌组织；C：癌旁肝硬化组织；1：常肝组织&

图 ’) *+,-.-./ 表达

"$ "# -,./，012 和凋亡在 +,, 组织中的表达 #
0123 表达于肝细胞核中，阳性细胞胞核呈棕黄色

（图 63），肝癌组织中 0K 为 6<& WG，456 在的表达率

为 6W& 6G，阳性细胞胞浆呈棕黄色颗粒（ 图 6C）&
:11 组织中发生凋亡的细胞核被染成蓝色，复染的

未凋亡细胞被染成粉红色（图 61）并结合 :7 染色排

除坏死细胞，肝癌组织中 3K 为 W& @G，056 表达阴性

者 9+,-.-./ 表达率（W@& 5G）显著高于 056 阳 性 者

（5<& <G），两者差异有显著性（" L <& <<W）&

2# 讨论

肿瘤的发生发展与细胞死亡和增殖之间平衡失

调关系密切& 有研究表明，随着肝细胞分化变差、瘤

体直径变大、分期变晚，细胞凋亡率和增殖率均增加
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表 !" #$%&’&’( 表达与 )** 各项病理指标之间的关系

临床病理特征 ! +$%&’&’(（ , ）表达（- ）

年龄（岁）

" !./ !/ !!（012 1）

" 3 ./ 40 !5（062 .）

性别

" 男 1. 41（702 7）

" 女 8 0（802 /）

病理分级

" !9" !/ 7（.62 6）

" #9$ 40 4.（882 5）:

临床分期

" !9" !4 8（772 0）

" #9$ 16 44（012 1）

肿瘤大小

" !/6 ;; !0 !1（072 /）

" 3 /6 ;; 4/ !0（782 6）

转移

" < 48 46（0!2 .）

" , !. !6（0!2 .）

:" = 62 6! #$ !9"期2

图 4" #$%&’&’( 阴性和阳性组生存曲线的比较（!：阳性，4：阴性）

图 1" >*?@（@），A/1（B）和凋亡（*）在原发性肝癌组织中的表达

（" = 62 6!），然而凋亡率总是低于增殖率，并且在分

化较差、体积较大、分期较晚、A/1 阳性的肝癌组织中

增殖凋亡比越来越大（" = 62 66!）［.］2 结果发现 16
例肝癌组织和 . 例癌旁肝硬化组织中有 +$%&’&’( 表

达，而在 !6 例正常肝组织无 +$%&’&’( 表达2 这与以往

在其 他 肿 瘤 组 织 中 对 +$%&’&’( 表 达 研 究 结 果 类

似［/ < 7］2 统计学分析表明，+$%&’&’( 在肝癌组织中的

阳性率显著高于肝硬化组织和正常肝组织，低分化肝

癌组 +$%&’&’( 的表达显著高于高分化组，且 +$%&’&’(
阳性组增殖凋亡比显著高于 +$%&’&’( 阴性组，+$%&’&’(
阳性组生存期显著短于阴性组，这些结果都说明 +$%9
&’&’( 的高表达可能破坏细胞增殖与凋亡之间的平

衡，在肝癌的发生发展中起重要作用［0］，+$%&’&’( 阳性

表达可作为预测预后的重要指标2 同时本研究得出

+$%&’&’( 在正常肝组织不表达而在肝癌组织中高表达

使 +$%&’&’( 的靶向治疗成为可能2 我们还发现突变型

A/1（;CA/1）蛋白阴性组 +$%&’&’( 阳性率显著高于突

变 A/1 阳性组2 这说明 ;CA/1 阴性组肝癌至少部分

通过 +$%&’&’( 的表达获得抗凋亡能力，从而在肿瘤细

胞的进一步恶性转化中发挥了作用2 而对于那些突

变 A/1 阳性的肝癌，+$%&’&’( 表达减弱，则通过凋亡删

除一些老化的肿瘤细胞，选择更具有侵袭力、增殖旺

盛的细胞克隆，促进肿瘤发生发展2
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