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热休克蛋白２７与磷脂酰肌醇蛋白聚糖３在原发性

肝癌中的表达及意义
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（重庆医科大学附属第二医院消化内科　４０００１０）

　　摘　要：目的　通过检测热休克蛋白２７（ＨＳＰ２７）、磷脂酰肌醇蛋白聚糖３（ＧＰＣ３）在原发性肝癌（ＰＨＣ）中的表达，探讨二者

在诊断ＰＨＣ的作用及其临床病理特征的关系。方法　采用免疫组织化学染色法检测３２例ＰＨＣ组织、３０例肝硬化组织、２５例肝

脏良性占位组织及３１例肝炎组织中ＧＰＣ３、ＨＳＰ２７的水平，并分析其与ＰＨＣ的临床因素之间的关系。结果　ＨＳＰ２７和ＧＰＣ３

均在肝癌组织中高表达，与肝硬化、肝脏良性占位、肝炎组织中的表达水平比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。ＨＳＰ２７在肝癌

组织的表达与肿瘤的病理分级及ＴＮＭ分期有关，但ＧＰＣ３的表达与肿瘤的病理分级及ＴＮＭ分期无关。结论　ＨＳＰ２７、ＧＰＣ３

在肝癌组织中高表达，与肝癌的发生、发展、转移有关，可能成为新的肿瘤标志物。
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　　原发性肝癌（ｐｒｉｍａｒｙｈｅｐａｔｉｃｃａｎｃｅｒ，ＰＨＣ）是最常见的恶

性肿瘤之一，其恶性程度高，往往发现的时候已属晚期，治疗效

果差，故早期诊断对于肝癌患者的预后至关重要。甲胎蛋白

（ＡＦＰ）目前是应用最广的肝癌标志物，在肝癌的诊断、治疗及

疗效监测中具有重要的作用。但是在活动性肝病、妊娠、生殖

腺胚胎源性肿瘤和少数肾、胰、结肠、直肠癌也可有 ＡＦＰ的增

高，显示ＡＦＰ诊断肝癌的局限性。由于肝细胞癌具有较高的

异质性，同时检测两种或以上的肿瘤生物标志物被认为是肿瘤

早期诊断的较好选择［１２］。

热休克蛋白２７（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＳＰ２７）是小分子热

休克蛋白亚家族中重要的一员，参与了细胞的增殖、分化以及

细胞凋亡的信号转导调节，与肿瘤关系密切，是一个涉及细胞

生长、细胞凋亡、肿瘤的发生和转移等功能的重要蛋白，在乳

腺、肝、结肠、肺等多种肿瘤细胞中异常过表达，并与肿瘤的恶

性程度有关［３］。磷脂酰肌醇蛋白聚糖３（ｇｌｙｐｉｃａｎ３，ＧＰＣ３）在

肝癌组织中高表达，而在非肝癌组织及正常组织中没有表达或

表达量极低，其表达的阳性率高于ＡＦＰ，有可能成为用于诊断

ＰＨＣ新的肿瘤标志物
［４］。本实验通过免疫组织化学方法检测

肝癌、肝硬化、肝炎、良性肝脏占位组织中的 ＨＳＰ２７与ＧＰＣ３

的表达情况，探讨这二者在肝癌诊断中的临床意义。

１　材料与方法

１．１　材料　３２例肝癌组织、３０例肝硬化组织、２５例良性肝脏

占位组织（１４例肝囊肿、１１例肝血管瘤组织）取自本院肝胆外

科，３１例慢性肝炎组织标本取自本院消化内科及感染科。其

中肝癌组织为术前未经放疗、化疗的原发性肝癌患者的手术切

除标本，均取无坏死癌组织和无癌细胞浸润的癌旁组织。肝癌

患者中男２２例，女１０例；年龄３９～８３岁（≤５０岁１２例，＞５０

岁２０例）。血清乙型肝炎病毒表面抗原（ＨＢｓＡｇ）阳性１８例，

阴性１４例：ＡＦＰ≤４００μｇ／Ｌ１８例，＞４００μｇ／Ｌ１４例，瘤体直

径小于或等于５ｃｍ１４例，大于５ｃｍ１８例。肿瘤组织 Ｅｄ

ｍｏｎｄｓｏｎＳｔｅｉｎｅｒ分级：Ⅰ级６例，Ⅱ级１４例，Ⅲ级２例，Ⅳ级

１０例。肝癌ＴＮＭ分期Ⅰ期１６例，Ⅱ期２例，Ⅲ期１２例，Ⅳ期

２例。标本经４％甲醛固定，脱水，常规石蜡包埋。

１．２　试剂　鼠抗人 ＨＳＰ２７单克隆抗体、鼠抗人ＧＰＣ３单克

隆抗体均购自福州迈新生物技术开发有限公司，ＣｈｅｍＭａ

ｔｅＴＭＥｎＶｉｓｉｏｎ／ＨＲＰ兔／鼠通用型二抗购自基因科技（上海有

９６９２重庆医学２０１３年９月第４２卷第２５期
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限公司），１０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）、苏木素。

１．３　方法　用病理组织切片机将组织标本石蜡块切成３μｍ

厚切片，再以免疫组织化学染色二步法（ＳＰ法）检测 ＨＳＰ２７

及ＧＰＣ３的表达。免疫组化主要步骤：石蜡切片脱蜡和水化

后，高压煮沸修复。切片加５０μＬ过氧化酶溶液，室温下孵育

１０ｍｉｎ。ＰＢＳ（ｐＨ７．４）冲洗（３×５ｍｉｎ下同）。切片加５０μＬ

的非免疫性动物血清，室温下孵育１０ｍｉｎ，吸去多余的液体。

切片加５０μＬ的一抗，室温下孵育６０ｍｉｎ或４℃过夜。ＰＢＳ

冲洗３×５ｍｉｎ切片加５０μＬ通用型二抗，室温下孵育１０ｍｉｎ。

ＰＢＳ冲洗３×５ｍｉｎ切片加１００μＬ新鲜配制的ＤＡＢ溶液，显微

镜下观察３～１０ｍｉｎ。自来水冲洗，苏木素复染，中性树胶

封固。

１．４　结果判定　每张切片在４００倍显微镜下随机取５个视

野，每视野计数１００个癌细胞为基数，将着色细胞所占比例的

平均数作为评定依据。分为阴性（－），细胞无着色或着色细胞

小于５％；弱阳性（＋），着色细胞占５％～２５％；阳性（＋＋），着

色细胞占２６％～５０％；强阳性（＋＋＋），着色细胞超过５０％。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析。采用

χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＨＳＰ２７在肝癌、肝硬化、肝炎、良性肝脏占位组织中的表

达　ＨＳＰ２７主要表达在细胞质，少数可见胞膜表达，呈棕黄

色。其在肝癌组织中高表达，阳性率５６．２５％（１８／３２），而在癌

旁组织中未见表达；ＨＳＰ２７在３０例肝硬化组织中的阳性率为

２０％（６／３０），与其在肝癌组织中的表达差异有统计学意义

（犘＜０．０５）；而在肝炎组织、良性肝脏占位组织中均未见表达，

见图１。

２．２　ＧＰＣ３在肝癌、肝硬化、肝炎、良性肝脏占位组织中的表

达　ＧＰＣ３主要表达在胞质中，呈棕褐色。其在肝癌组织中高

表达，阳性率８７．５％（２８／３２），在癌旁组织中偶见表达（３／３２）；

ＧＰＣ３在肝硬化组织中的阳性率为４０％（１２／３０），与其在肝癌

组织中的表达差异有统计学意义（犘＜０．０５）；在肝炎组织、良

性肝脏占位组织中均未见表达，见图２。

２．３　ＨＳＰ２７、ＧＰＣ３的表达与原发性肝癌临床特征的关系

　ＨＳＰ２７在肝癌组织的表达，与肝癌细胞的分化程度及临床

分期有关，差异有统计学意义（犘＜０．０５），在Ⅲ～Ⅳ级及Ⅲ～

Ⅳ期的肝癌组织中的 ＨＳＰ２７的阳性率分别为１００．０％、

８５．７％，明显高于Ⅰ～Ⅱ级及Ⅰ～Ⅱ期肝癌组织的 ＨＳＰ２７的

阳性率；但 ＨＳＰ２７的表达与患者年龄、性别、肿瘤大小、ＨＢ

ｓＡｇ定性和ＡＦＰ定量无关；ＧＰＣ３在肝癌组织的表达则与肿

瘤病理分级、临床分期、肿瘤大小、ＨＢｓＡｇ定性和ＡＦＰ定量无

关，但在性别、年龄上的差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表１。

　　Ａ：肝癌组织；Ｂ：肝硬化组织；Ｃ：肝炎组织；Ｄ：良性肝脏占位组织。

图１　　ＨＳＰ２７在肝癌、肝硬化、肝炎、良性肝脏占位组织中的表达（ＳＰ染色 ×４０）

表１　　ＨＳＰ２７、ＧＰＣ３的表达与原发性肝癌临床特征的关系

临床特征 狀
ＨＳＰ２７

阳性（狀） 阳性率（％） χ
２ 犘

ＧＰＣ３

阳性（狀） 阳性率（％） χ
２ 犘

性别 男 ２２ １０ ４５．４５ ３．３３４ ０．０６８ ２２ １００．００ １０．０５７ ０．００２

女 １０ ８ ８０．００ ６ ６０．００

年龄（岁） ≤５０ １２ ６ ５０．００ ０．３０５ ０．５８１ ８ ６６．６７ ７．６１９ ０．００６

＞５０ ２０ １２ ６０．００ ２０ １００．００

肿瘤直径（ｃｍ） ≤５ １４ ６ ４２．８６ １．８１４ ０．１７８ １２ ８５．７１ ０．０７３ ０．７８８

＞５ １８ １２ ６６．６７ １６ ８８．８９

Ｅｄｍｏｎｄｓｏｎｓｔｅｉｎｅｒ分级 Ⅰ级 ６ ２ ３３．３４ １４．９７２ ０．００２ ６ １００．００ １．６９８ ０．６３７

Ⅱ级 １４ ４ ２８．５７ １２ ８５．７１

Ⅲ级 ２ ２ １００．００ ２ １００．００

Ⅳ级 １０ １０ １００．００ ８ ８０．００

ＴＮＭ分期 Ⅰ～Ⅱ期 １８ ６ ３３．３３ ８．７８０ ０．００３ １６ ８８．９０ ０．７３０ ０．７８８

Ⅲ～Ⅳ期 １４ １２ ８５．７０ １２ ８５．７０

ＨＢｓＡｇ 阳性 １８ １０ ５５．５６ ０．００８ ０．９２８ １６ ８８．８９ ０．７３０ ０．７８８

阴性 １４ ８ ５７．１４ １２ ８５．７１

ＡＦＰ（μｇ／Ｌ） ≤４００ ２８ ８ ２８．５７ ２．３３０ ０．１２１ １４ ５０．００ ３．５５６ ０．０８５

＞４００ １４ １０ ７１．４２ １４ １００．００
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　　Ａ：肝癌组织；Ｂ：肝硬化组织；Ｃ：肝炎组织；Ｄ：良性肝脏占位组织。

图２　　ＧＰＣ３在肝癌、癌旁、肝硬化、肝炎、良性肝脏占位组织中的表达（ＳＰ染色 ×１００）

３　讨　　论

ＨＳＰ２７是功能很强并普遍存在的一种分子伴侣，其重要

的生物学功能包括保护细胞免受各种应激因素的损伤、参与细

胞增殖分化，在细胞凋亡的多个关键点起作用，在癌细胞中表

达水平很高，并参与癌症的发生、发展、转移和化疗抵抗等。

ＨＳＰ２７在一些肿瘤中呈现高表达，包括乳腺癌、神经母细胞

瘤、消化道肿瘤等多种恶性肿瘤，并与肿瘤的恶性程度及

ＴＮＭ分期有关
［５］。对肝肿瘤组织、健康人及乙型肝炎病毒感

染者的血清蛋白质组学研究发现，在恶性程度高、侵袭性强的

肝癌组织及肝癌患者血清中 ＨＳＰ２７呈高表达
［６］。有研究表

明，在对７６例ＰＨＣ患者的单一诊断及平行诊断中，ＨＳＰ２７

单项的敏感性为５９．２１％，特异性７３．１３％，阳性预测值是

７１．４３％，当 ＨＳＰ２７与经典标志物 ＡＦＰ相结合检测 ＰＨＣ时

诊断的敏感性为７８．９５％，特异性７７．６１％，阳性预测值是

８０．００％
［７］。本研究结果提示，ＨＳＰ２７在３２例肝癌中的阳性

率明显高于肝硬化，而在肝炎、良性肝脏占位组织中均未见表

达，且与癌组织的病理分级及ＴＭＮ分期有明显相关性，低分

化及晚期转移性肝癌 ＨＳＰ２７的阳性率明显偏高，而与肝癌患

者的年龄、性别、肿瘤大小、ＨＢｓＡｇ定性和ＡＦＰ定量等因素均

无关，这与文献［８］报道的研究结果相一致，作者推测 ＨＳＰ２７

蛋白在肝癌的发生、发展及转移中发挥重要作用。

ＧＰＣ３是一种参与细胞增殖和胚胎发育的细胞膜糖蛋白，

在细胞增殖与分化的发展过程中发挥重要作用，通过结合胞外

基质、生长因子和蛋白酶等对细胞生长分化以及肿瘤形成和转

移起重要作用［９］。Ｈｓｕ等
［１０］报道了在１９１例 ＰＨＣ组织中，

１４３例（７４．８％）能检测到了 ＧＰＣ３ｍＲＮＡ，而在１５６例癌旁

“非瘤”肝组织中仅有５例（３．２％）为阳性，该５例均为有门脉

或远处转移的病例。ＧＰＣ３ｍＲＮＡ及其蛋白在ＰＨＣ组织中

的阳性率通常为７０％左右，而在正常肝脏、肝脏良性肿瘤、慢

性肝炎和肝硬化等中均呈阴性［１１１２］。Ｃａｐｕｒｒｏ等
［１３］研究表明，

在２９例ＨＣＣ组织中，２１例ＧＰＣ３蛋白表达阳性，而在正常肝

组织及良性肝病组织中未检测到 ＧＰＣ３蛋白，而后用酶联免

疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）法检测血清中 ＧＰＣ３蛋白，结果发现在

３４例 ＨＣＣ患者中有１８例（５３％）ＧＰＣ３蛋白浓度明显升高，

而在２０例肝硬化合并慢性肝炎的患者中仅有１例 ＧＰＣ３蛋

白浓度升高。丁光辉等［１４］研究发现，ＧＰＣ３ｍＲＮＡ 的表达与

包膜是否完整、有无癌栓形成、有无肝内转移、性别、年龄及

ＨＢｓＡｇ均无关。本研究结果显示，ＧＰＣ３在肝癌中的阳性率

为８７．５％明显高于肝硬化组织（阳性率为４０％），差异有统计

学意义（犘＜０．０５），在肝炎、良性肝脏占位组织中均未见表达，

同时ＧＰＣ３与肿瘤的病理分级、临床分期、大小、ＨＢｓＡｇ定性

和ＡＦＰ定量等无关，与上述研究报道
［１０１５］相一致，这再次证实

了ＧＰＣ３与肝癌有着密切的联系，表明ＧＰＣ３可作为新的肝

癌肿瘤标记物。而ＧＰＣ３在患者性别、年龄方面的统计学差

异有可能与样本数量较少有关，故进一步的大样本研究是必

要的。

综上所述，ＨＳＰ２７和 ＧＰＣ３在肝癌组织中高表达，而在

肝硬化组织中低表达，在肝炎、良性肝脏占位组织中不表达，表

明 ＨＳＰ２７和ＧＰＣ３与肝癌的发生、发展和转移有着密切联

系，可成为潜在的肝癌诊断标志物，对提高肝癌的检出率以及

肝癌预后判断都有重要意义，进一步的研究以明确 ＨＳＰ２７及

ＧＰＣ３表达调控异常在肝癌发生中的机制，可能为肝癌的靶向

治疗开辟新的前景。
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级之间的差异有统计学意义，这可能提示Ｖ３０在预测３级ＡＲＰ

方面更有优势。随着分子生物学研究的深入，目前认为放射性

肺损伤是一个由多细胞参与、多种细胞因子调控的生物学过

程。肺Ⅱ型细胞和肺毛细血管、微血管的内皮细胞作为最主要

的靶细胞，受到射线照射后会释放促炎性细胞因子，多种细胞

和细胞因子相互作用，始动和维持了放射性肺损伤。

ＴＭ由巨核细胞和内皮细胞合成，广泛分布于血管内皮细

胞表面。ＴＭ是重要的血管内凝血抑制因子，凝血酶与它结合

后凝血活性下降，反之，ＴＭ 的降低会导致微血管处于高凝状

态。邱峻等［１３］通过检测鼠受照射肺组织中的ＴＭ 变化，推测

内皮细胞的放射损伤导致的持续高凝状态，在肺放射损伤中起

着基础性作用。Ｍａｒｔｉｎ等
［１４］发现，直肠癌放射治疗早期即能

明显引起肠道微血管内皮细胞ＴＭ 含量下降并持续到慢性损

伤阶段。因为发生放射损伤的机制相似，所以作者推测这种情

况存在于其他器官的放射性损伤。Ｗａｎｇ等
［１５］报道放疗后微

血管内皮细胞ＴＭ含量下降。一项包含１７例肺癌患者的前瞻

性研究，测量３ＤＣＲＴ前、中、后血清ＴＭ含量发现，在ＡＲＰ发

生患者中，放疗后１周ＴＭ明显下降，作者认为ＴＭ 是一个早

期预测ＡＲＰ的指标
［１６］。本研究发现，放射３０Ｇｙ时ＴＭ较基

础水平降低组，ＡＲＰ发生率明显高于放疗后ＴＭ水平增加组，

这与上述研究结果一致。

总之，本研究证实 ＭＬＤ、Ｖ５、Ｖ１０、Ｖ２０和 Ｖ３０与 ＡＲＰ之间

有相关性，放疗后血清ＴＭ水平的下降会加重放射性肺损伤。

在放疗期间检测血清 ＴＭ 水平，对及时调整放疗计划有重要

的临床意义。不同剂量体积参数的阈值、其他反映内皮细胞等

靶细胞损伤的指标需要进一步研究。
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