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转录因子Sp1表达与肝癌临床病理特征及

预后的关系*

潘 奇 朱 凯 陈万勇 张巨波 孙惠川 王 鲁 任 宁

摘要 目的：通过研究肝癌组织内转录因子Sp1的表达及其与肝癌患者临床病理特征及预后的关系，探讨转录因子Sp1作为

肝癌预后预测指标的可行性。方法：对98例根治性切除术的肝细胞肝癌肿瘤组织芯片进行免疫组化检测Sp1的表达情况，分析

其与肝癌患者临床病理特征及预后之间的关系。结果：免疫组化结果显示Sp1在肝癌组织中表达明显高于对应正常肝脏组织，在

有微血管侵犯的患者中升高尤其明显。进一步分析显示Sp1表达与肝癌患者术后总体生存率呈负相关，而与肝癌患者术后复发

率呈正相关。结论：转录因子Sp1在肝癌中明显高表达，可作为肝癌患者预后的独立预测指标。
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Abstract Objective: To explore the clinical significance of transcription factor Sp1 expression in hepatocellular carcinoma

(HCC) and association between Sp1 expression and survival in HCC patients. Methods: With the use of immunoreactivity, Sp1 expres-

sion and its correlation with other clinicopathological characteristics were examined in a tissue microarray that contains samples from

98 HCC patients. Results: HCC tissues expressed markedly higher levels of Sp1 than did adjacent normal liver tissues. Sp1 expression

was closely associated with microvascular invasion, which suggests that HCC with more microvascular invasion is prone to have in-

creased Sp1 expression. Overexpression of Sp1 correlates with significantly shorter overall survival and higher recurrence rates in HCC

patients after curative resection. Conclusion: Transcription factor Sp1 may be an independent prognostic factor for both overall surviv-

al and cumulative recurrence rate.
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肝细胞肝癌（hepatocellular carcinoma，HCC）是最

常见的肝脏恶性肿瘤，是世界范围内主要的健康问

题之一［1-2］。尽管外科切除和肝移植为治愈肝癌提供

了一定的机会，但由于复发和转移率较高，肝癌的预

后仍不理想［2］。因此，寻找能指导预后和作为治疗靶

点的分子标记对肝癌的治疗非常重要。转录因子

Sp1是序列特异性的DNA结合蛋白［3］，在多种肿瘤中

表现为异常表达和活化，并参与调控肿瘤细胞增殖、

侵袭、血管生成等多种生物学功能［4］。本研究通过对

含98例根治性切除术后肝细胞肝癌患者肿瘤组织芯

片进行免疫组化分析 Sp1的表达情况及其与肝癌患

者临床特征之间的关系，探讨Sp1在肝癌中的表达差

异及作为肝癌术后预后预测指标的可行性。

1 材料与方法

1.1 病例资料

本实验使用了含98例肝细胞肝癌患者肿瘤及正

常肝脏组织的组织芯片。患者为1999年5月到2002
年 12 月间复旦大学附属中山医院肝外科收治的 98
例原发性肝细胞肝癌患者，均接受了同一治疗组肝

脏肿瘤根治性切除手术。患者术前均无远处转移，
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肝功能均为Child-Pugh A，诊断均经过病理证实。具

体的临床病理特征见表 1。肿瘤分期按照 2010年国

际抗癌联盟TNM分期标准。本研究由复旦大学附属

中山医院研究伦理委员会审核批准，并经过研究对

象或其家属知情同意。最近随访时间为2013年6月

15日，中位随访时间为44（2.0～144.0）个月。

表1 Sp1表达与肝癌肝癌患者临床病理特征的关系 n（%）

Table 1 Relationship between Sp1 expression and clinicopathologic fea⁃
tures of HCC in patients with HCC

1.2 主要的试剂和设备

抗体：大鼠抗人Sp1（PEP2，sc59）多克隆抗体，为

美国Santa Cruz公司产品；HRP标记的羊抗大鼠 IgG，

为上海康成生物公司产品。

1.3 实验方法

1.3.1 免疫组织化学染色 将上述含98例肝细胞肝

癌患者肿瘤及正常肝脏组织的组织芯片行免疫组织

化学染色，组织切片二甲苯脱蜡，梯度酒精水化，置

入3%过氧化氢溶液中，室温孵育10 min，消除内源性

过氧化物酶活性，置入pH=6.0的柠檬酸溶液中，放入

高压锅中煮沸，冷却至室温，取出切片，用 PBS 溶液

浸洗 3 min×3次。将切片用 5%胎牛血清封闭，室温

15 min。甩去血清，向切片滴加一抗，4℃冰箱孵育过

夜。PBS浸洗5 min×3次，向切片滴加二抗，室温孵育

15 min，PBS浸洗 3 min×3次。向切片滴加链霉素抗

生物素-过氧化物溶液（D 剂），室温下孵育 10 min，
PBS浸洗3 min×3次。滴加新鲜配制的DAB显色液，

显微镜下控制显色时间，自来水浸洗中止显色，苏木

素复染2 min，自来水浸洗，盐酸酒精分化5 s，自来水

水洗返蓝20 min。梯度酒精脱水，二甲苯透明。中性

树胶封片，拍照观察。

1.3.2 结果判定 Sp1阳性染色定位于细胞核内，采

用集成光学密度测定阳性染色强度。染色强度分为

高低两组（以平均吸光度［median integrated optical
density，mIOD］为分界点，Sp1High 为 IOD>mIOD，

Sp1Low为 IOD≤mIOD）。
1.4 统计学处理

利用 SPSS 17.0（SPSS，Chicago，IL）进行统计分

析。Sp1表达情况与其他临床病理特征之间关系用

Pearson 卡方检验验证。总生存期（overall survival，
OS）定义为肝癌切除与死亡之间间隔时间，至复发时

间定义为肝癌切除与影像学证实的复发/转移之间间

隔时间。绘制总生存和复发的Kaplan-Meier生存曲

线，并对其进行 Log-rank 检验。用单因素和多因素

分析研究各因素对预后的影响。P<0.05为有统计学

意义。

2 结果

2.1 转录因子 Sp1在肝癌组织中表达明显高于对应

正常肝脏组织

为了分析转录因子Sp1在肝癌组织的表达情况，

选取98例根治性切除术后肝细胞肝癌患者肿瘤及正

常肝脏组织，制成组织芯片，行免疫组织化学染色，

免疫组织化学染色结果显示 Sp1蛋白定位于肿瘤及

正常肝组织的细胞核内，按Sp1蛋白染色强度分为高

表达组（Sp1 high）43例和低表达组（Sp1 low）55例，分

别占 43.9%（43/98）和 56.1%（55/98）。Sp1 在肝癌组

织中的表达明显高于对应癌旁正常肝脏组织，两者

具有明显的统计学差异（P<0.01）。
2.2 Sp1在肝细胞癌组织中阳性表达与肝癌临床病

理特征的关系

Variable
Age，years

≤50
>50

Gender
Male
Female

HBsAg
Negative
Positive

Liver cirrhosis
No
Yes

AFP（ng/mL）
≤20
>20

Tumor diameter（cm）
≤5
>5

Tumor number
Single
Multiple

Tumor encapsulation
Complete
Imcomplete

Microvascular invasion
No
Yes

Edmonson grade
Ⅰ/Ⅱ
Ⅲ/Ⅳ

TNM stage
Ⅰ/Ⅱ
Ⅲ/Ⅳ

Total patients
n=98

49（50.0）
49（50.0）

86（87.8）
12（12.2）

12（12.2）
86（87.8）

10（10.2）
88（89.8）

35（35.7）
63（64.3）

68（69.4）
30（30.6）

86（87.8）
12（12.2）

49（50.0）
49（50.0）

79（80.6）
19（19.4）

66（67.3）
32（32.7）

78（79.6）
20（20.4）

Sp1 staining
Low（n=55）

30（54.5）
25（45.5）

48（87.3）
7（12.7）

6（10.9）
49（89.1）

6（10.9）
49（89.1）

21（38.2）
34（61.8）

40（72.7）
15（27.3）

50（90.9）
5（9.1）

28（50.9）
27（49.1）

49（89.1）
6（10.9）

36（65.5）
19（34.5）

47（85.5）
8（14.5）

High（n=43）

19（44.2）
24（55.8）

38（88.4）
5（11.6）

6（14.0）
37（86.0）

4（9.3）
39（90.7）

14（32.6）
29（67.4）

28（65.1）
15（34.9）

36（83.7）
7（16.3）

21（48.8）
22（51.2）

30（69.8）
13（30.2）

30（69.8）
13（30.2）

31（72.1）
12（27.9）

P value

0.416

1.000

0.760

1.000

0.672

0.509

0.357

1.000

0.021

0.671

0.132
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对98例根治性切除术后肝细胞肝癌患者肿瘤及

正常肝脏组织进行多因素分析发现，影响总生存率

的因素包括：有无肝硬化、肿瘤大小、有无微血管侵

犯、TNM分期以及 Sp1表达情况；影响肿瘤复发率的

因素包括：是否感染乙肝以及 Sp1 表达情况。采用

Pearson卡方检验进一步分析 Sp1过表达与肝癌临床

病理特征的关系，结果显示Sp1表达与其他因素如年

龄、性别、肝硬化、血清AFP、肿瘤大小或有无包膜之

间无显著性关系，仅与微血管侵犯密切相关（P=
0.021，表 1）。这些结果提示在有微血管侵犯的患者

中，肿瘤组织更容易高表达Sp1。
2.3 Sp1过度表达与肝癌术后预后的关系

应用 Kaplan-Meier 生存曲线研究 Sp1 表达与肝

癌术后患者预后的相关性，采用复诊登记和电话咨

询等获取随访信息，以手术日期为随访开始时间，最

后随访时间为 2013年 6月 15日，中位随访时间为 44
（2.0～144.0）个月。因肝癌复发或转移导致死亡为

终点时间，持续生存或因其他原因死亡视为截尾事

件。98例患者均获得随访资料，Kaplan-Meier生存曲

线分析显示 Sp1 high组的总生存率明显低于 Sp1 low
组（P<0.05），而肝癌肿瘤复发率Sp1 high组则明显高

于Sp1 low组（P<0.01，图1）。多因素分析显示对于总

生存和复发，Sp1 表达是肝癌预后的重要影响因素

（表2）。
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表2 患者总生存期和肿瘤复发的多因素回归分析

Table 2 Multiple regression analysis of factors of patients with overall survival and tumor recurrence
Variable
HBsAg，Negative vs Positive
Liver cirrhosis，No vs Yes
Tumor diameter，≤5 vs >5 cm
Microvascular invasion，No vs Yes
TNM stage，Ⅰvs Ⅱ/Ⅲ
Sp1 expression，Low vs High

OS
HR（95.0% CI）

1.727（.582-5.132）
4.585（1.107-18.994）
2.441（1.459-4.085）
2.447（1.376-4.352）
2.189（1.284-3.732）
1.700（1.028-2.811）

P

0.325
0.036
0.001
0.002
0.004
0.039

Cumulative recurrence
HR（95.0% CI）

2.644（1.203-5.811）
—

1.377（0.825-2.300）
1.605（0.911-2.826）

—

1.900（1.181-3.057）

P

0.016
NA

0.221
0.101
NA

0.008

▶A：OS；B：Recurrence rate

图 1 Kaplan-Meier 生存曲线显示，Sp1 表达升高

的患者，OS（A）更短，复发率（B）更高

Figure 1 Kaplan-Meier survival curves showing pa⁃
tients with increased expression of Sp1 had shorter
OS (A) and higher recurrence rate (B)

3 讨论

原发性肝癌是一种病死率很高的恶性肿瘤，是

世界第三位、中国第二位的肿瘤死亡原因［1］。手术治

疗仍是目前肝癌最有效的治疗方法，但由于术后复

发和转移率较高，肝癌的预后仍不理想［2］。因此，寻

找能指导预后的分子标记对肝癌的治疗非常重要。

转录因子Sp1是一种序列特异性的DNA结合蛋白［3］。

Sp1可能是肿瘤发展、增殖和转移的主要调控因子。

一些研究表明转录因子 Sp1在肿瘤组织中表现为异

常表达和活化，并且参与调控肿瘤细胞增殖、侵袭、

血管生成等多种生物学功能［4］。近来研究已尝试用

Sp1作为肿瘤患者预后的独立指标，如Wang等［5］发现

Sp1可作为胃癌患者长期生存率的指标，Fuchs等［6］也

发现 Sp1与EWS-ETS癌相关蛋白密切相关，是尤文

氏肉瘤的独立预后因素。国内有些研究也发现 Sp1
与胃癌［7-8］、乳腺癌［9］、胰腺癌［10］、大肠癌［11］、恶性胸膜

瘤［12］等预后密切相关。但 Sp1在肝癌中的表达及其

与肝癌预后的关系目前鲜见文献报道。Sp1的转录

调控活性受到各种水平的调控，不仅受Sp1蛋白细胞

核内含量的影响，还受蛋白翻译后修饰（如磷酸化、

糖基化）等的调控［13-16］。

本文应用免疫组织化学染色法分析了转录因子

Sp1在肝癌组织和正常肝组织中表达，结果说明 Sp1
在肝癌中高表达，在对应正常肝脏组织中低表达，两
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者具有明显的统计学差异，提示 Sp1在肝癌的发生、

发展及转移复发中起到一定的调控作用。对98例根

治性切除术后肝细胞肝癌患者肿瘤及正常肝脏组织

进行多因素分析发现，患者预后与有无肝硬化、肿瘤

大小、有无微血管侵犯、TNM分期、是否感染乙肝以

及 Sp1 表达情况均有一定的关系，然而进一步分析

Sp1与肝癌临床病理特征的关系，仅观察到 Sp1过表

达与微血管侵犯之间密切相关，与其他因素如年龄、

性别、肝硬化、血清AFP、肿瘤大小或有无包膜之间无

显著性关系。这些结果表明在有微血管侵犯的患者

中，肿瘤组织更容易高表达Sp1，进而提示Sp1可能与

肝癌的血管生成密切相关，这与本文前期工作中证

实转录因子 Sp1 与血管生成因子 VEGF 启动子特异

性结合是VEGF转录调控最重要的机制，可能进一步

调控肝癌血管生成及转移复发的结论相吻合［17］，说

明 Sp1 在肝癌中高表达，并调控 VEGF 高表达，进而

促进肝癌血管生成，可能是肝癌血管生成调控中重

要机制，Sp1是其中重要的调控因子。肝癌血管生成

是肝癌转移复发的重要因素，与肝癌患者术后预后

密切相关，作为血管生成重要调控因子的Sp1也与肝

癌术后预后有一定相关性，应用Kaplan-Meier生存曲

线研究Sp1表达与肝癌术后患者预后的相关性，结果

显示Sp1表达与肝癌患者术后总体生存率呈负相关，

而与肝癌患者术后复发率呈正相关，具有统计学意

义。多因素分析显示对于总生存和复发，Sp1表达是

肝癌预后的重要影响因素。转录因子 Sp1的表达与

肝癌术后预后和复发密切相关，可作为肝癌术后预

后的独立预测指标。
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