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"摘要#

!

目的
!

探讨热休克蛋白
4(

"

><A4(

$在肝细胞肝癌中的表达情况及其与临床病理特征和生存预后的关系%方法
!

回顾性分析该院
1%%)

年
$

月至
1%$%

年
$

月外科手术切除治疗
0(

例肝细胞肝癌患者临床及随访资料!免疫组织化学检测上述肝

细胞肝癌及癌旁组织中
><A4(

的表达情况!统计分析
><A4(

表达与临床病理特征及预后的关系%结果
!

肿瘤组织中
><A4(

表达较癌旁组织高"

7\)&)%$

!

!

%

%&%$

$!并且过表达的
><A4(

与淋巴结转移"

!\%&%%2

$&

;YR

分期"

!\%&%$2

$&肿瘤分化

"

!\%&%''

$&微血管侵犯"

!\%&%%(

$及有无复发"

!\%&%0-

$密切相关'在生存分析结果中过表达的
><A4(

总体生存率更低

"

!\%&%%1

$!术后累计复发率更高"

!\%&%%'

$'单因素总体生存率和累计复发率分析结果示
;YR

分期&微血管侵犯&淋巴结转

移&肿瘤分化及
><A4(

染色可预测患者预后"

!

%

%&%2

$%结论
!

><A4(

在肝细胞肝癌中过表达!过表达的
><A4(

与侵袭转移

病理特征密切相关!并可作为预测肝细胞肝癌的独立预后危险因素%
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肝细胞肝癌$

>33

%属原发性肝癌#约占
(%X

#位列常见恶

性肿瘤的第
)

位#肿瘤相关死亡原因的第
'

位#是最为常见的

高度恶性肿瘤之一&

$.1

'

)其发病率高且预后不佳#每年有超过

2%

万的新发肝癌病例#尽管诊断措施和治疗方法在不断提高#

但总体
2

年生存率和复发率仍然不容乐观&

'

'

)对于晚期肝癌

患者#虽可采用生物免疫治疗&

0

'和姑息治疗&

2

'延长患者生存时

间#但其治疗效果有限)

热休克蛋白
4(

$

><A4(

%是一种高度保守的分子伴侣蛋

白#属于热休克蛋白
-%

家族成员#由
><A4(1T

基因编码#首

次于正常小鼠成纤维细胞质中克隆而来&

)

'

)在正常组织中该

蛋白不表达或呈低表达#在多数恶性肿瘤中呈过表达#涉及肿

瘤的发生*发展#尤其是肿瘤的凋亡和侵袭转移相关信号通

路&

-./

'

)本课题旨在探讨
><A4(

在
>33

中的表达与临床病

理特征的关系#通过术后随访明确
><A4(

在
>33

中的生存

预后的指导意义#为后期进一步探讨
><A4(

在
>33

中的潜

在作用机制提出临床数据支持)

@

!

资料与方法

@&@

!

一般资料
!

0(

例新鲜
>33

标本和邻近非肿瘤组织来自

于
1%%)

年
$

月至
1%$%

年
$

月昆明医科大学第二附属医院肝

胆外二科收治的患者)患者均术前检查无远处转移#接受过根

治性肝切除术#术后行病理学检查为
>33

)

>33

诊断根据世

界卫生组织标准(肿瘤的分化定义根据
5!K",!+",

分级系

统&

(

'

(肝功能评估使用
36#8!.AG

N

6

评分系统)肿瘤分期根据

国际抗癌协会的第
)

版肿瘤淋巴结转移$

;YR

%分期)

0(

例患

者中均未接受术前治疗#

'2

例患者有乙型肝炎病毒$

>T_

%病

史)患者临床病例特征见表
$

)术前患者签署知情同意书#获

'0'1

重庆医学
1%$-

年
)

月第
0)

卷第
$-

期

"

基金项目$国家自然科学基金资助项目$

/$1)%%/0

%(云南省科技厅
.

昆明医科大学联合基金项目$

1%$2?T%2)

%)

!

作者简介$康强

$

$(/(U

%#在读博士#主要从事肝胆外科肿瘤方面研究)

!

#

!

通信作者#

5.KH#8

!

c6H,

N

P#H"JI,8G

$

6"EKH#8&D"K

)



昆明医科大学第二附属医院伦理委员会批准)随访截止时间

为
1%$2

年
$

月
'%

日#平均随访时间为$

$(&()[$)&$-

%个月#

其中
2

例失访)术后复发的治疗根据统一的治疗标准&

$%

'

)

@&A

!

免疫组织化学$简称免疫组化%

!

>33

新鲜病理组织采

用
0X

多聚甲醛$武汉谷歌生物科技有限公司%固定*石蜡包

埋*切片#

)%g

烤片过夜#次日依次经过二甲苯
&

和
'

浸泡
$%

K#,

#后经过不同浓度酒精$

$%%X

*

(2X

*

(%X

*

-2X

*

-%X

%各
2

K#,

#

'X

过氧化氢$上海翊圣生物科技有限公司%

1%K#,

浸泡

阻断内源性过氧化物酶#抗原修复采用柠檬酸钠抗原修复液

$上海翊圣生物科技有限公司#

$%KK"8

"

:

#

M

>)&%

%

$%%g

维

持
$%K#,

#

2X

牛血清蛋白$上海翊圣生物科技有限公司%封闭

16

#孵育一抗兔抗
><A4(

单克隆抗体$

$h$%%

#货号
'2('<

%#

0g

过夜#孵育驴抗兔二抗$

$h$%%%

#上海翊圣生物科技有限

公司#货号!

'01%$5<)%

%

1%K#,

#

=4T

显色#显微镜下控制#苏

木素复染#乙醇脱水及二甲苯透明#中性树胶封片#奥林巴斯光

学显微镜$型号!

=A-$

%下镜检采集数据)

@&B

!

免疫组化结果评分
!

评分参考复旦大学中山医院肝癌研

究所对
>33

免疫组化评分方法&

$$

'

#对面积和强度综合评分)

染色面积评分!棕色面积大于或等于
2%X

为
$

分#棕色低于

2%X

为
%

分)色强标准!棕黑色染色为
1

分#较低棕色染色为

$

分#无染色为
%

分)染色结果分别给两位病理科医师观察#

面积和强度评分相加#总分大于或等于
1

分认为是高表达#低

于
1

分认为是低表达)阳性对照参照已知的
><A4(

在
>33

中的染色结果#阴性对照用生理盐水替代抗体#其余步骤相同)

@&C

!

统计学处理
!

采用
<A<<1%&%

软件进行统计学处理#计

量资料正态分布用
N[(

表示#癌和癌旁
><A4(

相对表达量

采用配对
7

检验(计数资料用率表示#率的比较采用四格表
"

1

检验)采用
WH

M

8H,.RI#IF

法
8"

N

.FH,Q

检验进行生存分析#评

估生存预后采用
3"P

比例风险模型)检验结果取双侧#检验

水准
!

\%&%2

#以
!

%

%&%2

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

><A4(

在
>33

的表达及其与临床病理特征联系
!

免

疫组化检测
0(

例
>33

病理组织#结果表明在肿瘤组织中表达

显著高于癌旁组织#

><A4(

染色主要位于细胞质#在细胞核和

细胞膜中未见表达$图
$4

%)免疫组化量化结果肿瘤组织对比

癌旁组织!

$&/0%[%&(0$B(&%&(1%[%&-$%

#

7\)&)%$

#

!

%

%&%$

$图
$T

%(其中肿瘤组织高表达率为
2$&%1X

$

12

"

0(

%#癌旁

组织高表达率为
$/&'-X

$

(

"

0(

%#见图
$3

)

!!

4

!肿瘤与癌旁组织
><A4(

蛋白免疫组化染色$

1%%Z

%(

T

!

><.

A4(

在肿瘤与癌旁组织中免疫组化量化评分对比结果(

3

!

><A4(

在

肿瘤和癌旁组织中高低表达百分比)

图
$

!!

><A4(

在
>33

中的表达

!!

><A4(

免疫组化染色结果与临床病理特征分析#结果提

示
><A4(

高表达的患者与
><A4(

低表达的患者在淋巴结转

移*

;YR

分期*肿瘤分化*微血管侵犯及有无复发之间差异有

统计学意义$

!

%

%&%2

%#见表
$

)

表
$

!!

><A4(

表达与
0(

例
>33

患者临床病理

!!!

联系分析结果

参数
><A4(

染色

高表达 低表达
"

1

!

性别

!

男
$' $$ %&$/)%&))2

!

女
$1 $'

年龄$岁%

!+

-% ( / %&%'/%&/02

!%

-% $) $)

血清
4?A

$

,

N

"

K:

%

!+

1% $' $- $&/1(%&$-)

!%

1% $1 -

>T+4

N

!

阳性
$/ $- %&%%/%&(1/

!

阴性
- -

肝硬化

!

有
$- $) %&%$%%&(1$

!

无
/ /

36#8!.AG

N

6

分类

!

4 $/ 1% %&(%'%&'01

!

T - 0

肿瘤包膜

!

有
$2 $1 %&0(2%&0/1

!

无
$% $1

最大肿瘤直径$

DK

%

!+

2 $- $( %&-/'%&'-)

!%

2 / 2

肿瘤数目

!

多发
( $% %&$))%&)/0

!

单发
$) $0

淋巴结转移

!

有
1$ $$ -&/-'%&%%2

!

无
0 $'

;YR

分期

!.

"

(

$( $% 2&(-2%&%$2

!&

"

'

) $0

肿瘤分化

!.

"

(

$/ $1 0&2)-%&%''

!&

"

'

- $)

微血管侵犯

!

有
11 $' )&/)/%&%%(

!

无
' $$

复发

!

有
1$ $0 '&(2'%&%0-

!

无
0 $%

A&A

!

><A4(

与
>33

生存分析
!

结果表明#过表达的
><A4(

00'1

重庆医学
1%$-

年
)

月第
0)

卷第
$-

期



患者总体生存率较低$

!\%&%%1

#图
14

%#术后累计复发率较

高$

!\%&%%'

#图
1T

%#

;YR

.

"

(

期患者术后总体生存率较

低$

!

%

%&%$

#图
13

%#术后累计复发率较高$

!

%

%&%$

#图
1=

%#

淋巴结转移阳性者术后总体生存率较低$

!

%

%&%$

#图
15

%#术

后累计复发率较高$

!\%&%%0

#图
1?

%)单因素总体生存率和

累计复发率分析结果表明
;YR

分期*微血管侵犯*淋巴结转

移*肿瘤分化及
><A4(

染色可预测
>33

患者预后#见表
1

)

!!

4

*

T

!

><A4(

免疫组化染色与生存分析结果(

3

*

=

!

;YR

分期与生存析结果(

5

*

?

!淋巴结转移与生存分析结果)

图
1

!!

><A4(

与肝细胞肝癌生存分析

表
1

!!

单因素总体生存率和累计复发率分析结果

因素
总体生存率

风险比率$

(2XGI

%

!

累计复发率

风险比率$

(2XGI

%

!

性别$男与女%

$&)%'

$

%&/0-

#

'&%'2

%

%&$0- $&/02

$

%&(/2

#

'&020

%

%&%2)

年龄$

%

2'

岁与大于或等于
2'

岁%

$&$)$

$

%&)1-

#

1&$2%

%

%&)'0 $&$%2

$

%&2((

#

1&%0$

%

%&-0(

血清
4?A

$

%

1%,

N

"

K:

与大于或等于
1%,

N

"

K:

%

$&0/'

$

%&-$)

#

'&%-1

%

%&1// $&'/$

$

%&)-0

#

1&/'$

%

%&'-/

>T+4

N

$是与否%

%&2'(

$

%&1/$

#

$&%'2

%
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>33

的进展和转移与临床预后密切相关#国内外大量的

研究学者试图阐明涉及
>33

的发生*发展可能的分子机制#

但
>33

高度恶性和转移的详细机制仍不清楚的)研究证实

肿瘤的凋亡和侵袭转移在
>33

的发生和发展中起着重要的

作用&

$1.$'

'

)

><A4(

在属于分子伴侣蛋白#也被称作,应激蛋白-#在多

种条件下可以被诱导表达#比如低血糖*应激*低剂量辐射及恶

性肿瘤等情况下&

$0

'

)在正常情况下#其在体内处于相对较低

的表达水平#参与机体的能量代谢和生理生化功能)

><A4(

蛋白被证实在多种恶性肿瘤中呈过表达状态&

$2

'

)本试验结果

中
><A4(

在
0(

例
>33

病例中呈现高表达趋势#显著高于癌

旁组织#结合临床病理特征分析#过表达的
><A4(

与淋巴结

转移*

;YR

分期*低分化分化肿瘤*微血管侵犯及复发有关#

这与其他国内外学者在胃癌*结肠癌及乳腺癌中的临床研究结

果类似)

在恶性肿瘤中#过表达的
><A4(

可参与到肿瘤细胞的抗

凋亡作用#促进肿瘤的发生*发展)

><A4(

能够与肿瘤抑制蛋

20'1

重庆医学
1%$-

年
)

月第
0)

卷第
$-

期



白
A2'

相结合形成复合物#从而隔离
A2'

在细胞质当中#阻断

A2'

进入到细胞核当中#产生
A2'

相关凋亡作用#达到抗肿瘤

凋亡作用&

$)

'

)此外
><A4(

目前发现其不仅涉及恶性肿瘤的

抗凋亡作用#还参与到肿瘤发生*发展的多个环节)如
YH

等&

$-

'发现
><A4(

在乳腺癌中表达增加#可通过
AS'W.4QE

和

]4W.<;4;

信号通路增加细胞的上皮间质转化#加速肿瘤细

胞的侵袭和迁移(

>G

等&

$/

'在卵巢癌细胞
41-/%

研究中#发现

><A4(

可通过
R4AW.5CW

信号通路加速卵巢癌的发生*发

展)可见过表达的
><A4(

在肿瘤的发生*发展过程中具有重

要的作用#探讨其在
>33

的作用具有重要的临床意义)

此外#本研究还对全部
0(

例患者进行了随访和生存分析#

结果发现过表达
><A4(

患者相比低表达患者其总体生存率

较低和累计复发率均较高#这与
;YR

分期和淋巴结转移的生

存分析结果相同#在单因素分析结果中
;YR

分期*微血管侵

犯*淋巴结转移*肿瘤分化及
><A4(

染色与总体生存率和累

计复发率均有相关性$

!

%

%&%2

%#结果表明
><A4(

可作为

>33

的预后评估指标)在
4,!"

等&

$(

'对胃癌生存分析的结果

中#同样
><A4(

可作为胃癌的独立预后因素#评估胃癌的预

后)综合以上结果作者认为常规对
>33

行术后行
><A4(

蛋

白检查#对辅助评估和判断
>33

患者复发和预后具有一定的

指导意义)

综上所述#

><A4(

作为一种参与肿瘤的发生*发展的重要

分子伴侣#在
>33

中呈过表达状态#且过表达的
><A4(

与肿

瘤的侵袭和转移临床病例特征相关#可作为
>33

的独立预后

危险因素#对于评估患者预后有重要的指导意义)据此#其可

望成为
>33

分子靶向治疗的位点及为后期体外细胞试验和

动物实验探究
><A4(

的潜在机制提供临床依据)
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