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原发性肝癌组织中BMP-4表达及临床意义的研究*

潘 冰,陈 慧,郑炜智,陈灵斌,张金娜,朱秀明

(浙江省台州市第一人民医院病理科 318020)

  [摘要] 目的 探讨原发性肝癌(PLC)组织中骨形态发生蛋白(BMP)-4表达情况及其与PLC临床病理

特点及预后的关系。方法 选择2012年1月至2017年12月该院收治的70例PLC患者的肝癌组织及癌旁组

织标本进行研究。采用免疫组织化学法测定肝癌组织和癌旁组织中BMP-4表达。结果 肝癌组织BMP-4阳

性率高于癌旁组织(P<0.05)。肿瘤中低分化、TNM分期Ⅲ~Ⅳ期、有淋巴结转移患者BMP-4阳性率高于高

分化、TNM分期Ⅰ~Ⅱ期、无淋巴结转移者(P<0.05),BMP-4阳性率与患者年龄、性别、甲胎蛋白(AFP)、

HBsAg、肿瘤大小、门静脉癌栓无关(P>0.05)。PLC组织中BMP-4低表达患者的生存时间高于BMP-4高表

达患者(P<0.05)。结论 PLC组织BMP-4高表达,与PLC病情及预后相关。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

of
 

bone
 

morphogenetic
 

protein
 

(BMP)-4
 

in
 

primary
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

(PLC)
 

and
 

its
 

relationship
 

with
 

clinicopathological
 

features
 

and
 

prognosis
 

of
 

PLC.
Methods The

 

liver
 

cancer
 

tissues
 

and
 

adjacent
 

tissues
 

of
 

70
 

patients
 

with
 

PLC
 

in
 

hospital
 

from
 

January
 

2012
 

to
 

December
 

2017
 

were
 

selected.The
 

expression
 

of
 

BMP-4
 

in
 

PLC
 

tissues
 

and
 

adjacent
 

tissues
 

were
 

deter-
mined

 

by
 

immunohistochemistry.Results The
 

positive
 

rate
 

of
 

BMP-4
 

in
 

PLC
 

tissues
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

adjacent
 

tissues
 

(P<0.05).The
 

positive
 

rate
 

of
 

BMP-4
 

in
 

PLC
 

tissues
 

of
 

patients
 

with
 

moderate
 

to
 

poor
 

dif-
ferentiation,Ⅲ-Ⅳ

 

TNM
 

stage
 

and
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

high
 

differentiation,Ⅰ-
Ⅱ

 

TNM
 

stage
 

and
 

no
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

(P<0.05).It
 

was
 

not
 

associated
 

with
 

age,gender,alpha-feto-
protein

 

(AFP),HBsAg,tumor
 

size
 

and
 

portal
 

vein
 

tumor
 

thrombus
 

(P>0.05).The
 

survival
 

time
 

of
 

patients
 

with
 

low
 

BMP-4
 

expression
 

in
 

PLC
 

tissues
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

patients
 

with
 

high
 

BMP-4
 

expression
 

(P<
0.05).Conclusion BMP-4

 

is
 

highly
 

expressed
 

in
 

PLC
 

tissues,it
 

is
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

patients'
 

condition
 

and
 

prognosis.
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  原发性肝癌(primary
 

liver
 

cancer,PLC)在我国

的发病率有升高趋势,但治疗效果不理想,病死率较

高[1]。化疗等方式在一定程度上可提高患者存活率,
但不良反应大,给患者带来较多痛苦,严重影响生活

质量。随着分子生物学和细胞生物学的发展,基因治

疗等方式取得了显著成果,因此探讨PLC的发病机

制对防治PLC具有重要价值[2-3]。骨形态发生蛋白

(bone
 

morphogenetic
 

protein,BMP)-4为BMP家族

成员,与软骨和骨的形成关系密切,近来研究发现

BMP-4在恶性肿瘤的发生、发展中具有重要意义,在
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多种 恶 性 肿 瘤 组 织 中 表 达 异 常[4-5]。有 研 究 发 现

BMP-4具有促进肝癌细胞生长的作用[6]。本文对

BMP-4在 PLC组织中的表达进行研究,探讨其在

PLC中的临床价值,现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

  选取2012年1月至2017年12月本院收治的70
例PLC患者的肝癌组织及癌旁组织标本进行研究。

70例患者中男51例,女19例,平均年龄(60.43±
4.51)岁;术前甲胎蛋白(AFP)≥400

 

IU/mL有41
例,<400

 

IU/mL有29例;HBsAg阳性33例,HB-
sAg阴性37例;肿瘤平均直径(3.08±0.81)cm;肿瘤

高分化37例,中分化17例,低分化14例;TNM分期

Ⅰ期16例,Ⅱ期23例,Ⅲ期24例,Ⅳ期7例;有门脉

癌栓者17例,无门脉癌栓者53例;有淋巴结转移者

32例,无淋巴结转移者38例。所有患者行手术治疗,
术前未进行放疗、化疗,病理结果证实为PLC,均签署

知情同意书。本研究经医院伦理委员会审批,审批

号:2019-KY060-01。

1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学法测定肝癌组织和癌旁组织中

BMP-4表达

  将肝癌组织和癌旁组织石蜡切片烤片2
 

h,经脱

蜡水化,加入过氧化氢去离子水孵育10
 

min,阻断内

源性过氧化物酶活性,加入枸橼酸钠修复抗原,加入

10%山羊血清孵育10
 

min封闭,加入一抗:兔抗人

BMP-4多克隆抗体(1∶200)过夜孵育,加入二抗孵育

1
 

h,加入辣根过氧化物酶标记链亲和素孵育10
 

min,
加入DAB显色液显色1

 

min,苏木素复染、盐酸乙醇

分化,脱水、透明、封片,显微镜下拍照观察。以正常

肝组织作为阳性对照,以磷酸盐缓冲液(PBS)代替一

抗为阴性对照。结果判定,阳性细胞百分比评分:阳
性细胞数在0~10%为0分,>10%~50%为1分,>
50%~100%为2分。阳性细胞着色强度评分:着色

弱阳性为1分,中等强度为2分,强阳性为3分。阳

性细胞百分比评分与着色强度评分乘积为最终得分,
最终得分为0~2分为阴性,3~6分为阳性。

1.2.2 随访

  术后采用电话或门诊进行随访,随访开始时间为

手术结束时间,随访结束时间为术后死亡时间或随访

截止时间,截止时间为2018年12月31日。

1.3 统计学处理

  采用SPSS20.0软件进行数据分析,计数资料以

频数或百分率表示,比较采用χ2 检验或Fisher精确

检验,生存曲线采用 Kaplan-Meier法分析,以 P<

0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 肝癌组织和癌旁组织中BMP-4表达情况

  BMP-4主要在肝癌组织和癌旁组织细胞质中表

达,细胞质中呈黄褐色颗粒沉着为BMP-4阳性。肝

癌组织中BMP-4阳性率[52(74.29%)]高于癌旁组

织[9(12.86%)],差异有统计学意义(χ2=53.717,

P=0.00),见图1。

图1  肝癌组织和癌旁组织中BMP-4表达情况

(免疫组织化学染色,×400)

2.2 肝 癌 组 织 中 BMP-4表 达 与 临 床 病 理 特 点 的

关系

  肝癌组织中 BMP-4阳性率和肝癌分化程度、

TNM分期、淋巴结转移有关(P<0.05)。中低分化、

TNM分期Ⅲ~Ⅳ期、有淋巴结转移患者肝癌组织中

BMP-4阳性率更高(P<0.05),见表1。
表1  肝癌组织中BMP-4表达与临床病理特点的关系

项目 n
BMP-4

阳性例数(n) 阳性率(%)
χ2 P

年龄(岁) 1.497 0.221

 ≥60 38 26 68.42

 <60 32 26 81.25
性别 0.297 0.586

 男 51 37 72.55
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续表1  肝癌组织中BMP-4表达与临床病理特点的关系

项目 n
BMP-4

阳性例数(n) 阳性率(%)
χ2 P

 女 19 15 78.95
术前AFP(IU/mL) 0.734 0.392

 ≥400 41 32 78.05

 <400 29 20 68.97

HBsAg 0.281 0.596

 阳性 43 31 72.09

 阴性 27 21 77.78
肿瘤直径(cm) 0.079 0.778

 ≥3 37 28 75.68

 <3 33 24 72.73
分化程度 6.039 0.014

 高分化 37 23 62.16

 中低分化 33 29 87.88

TNM分期(期) 4.781 0.029

 Ⅰ~Ⅱ 39 25 64.10

 Ⅲ~Ⅳ 31 27 87.10
门静脉癌栓 - 0.052

 有 17 16 94.12

 无 53 36 67.92
淋巴结转移 8.239 0.004

 有 32 29 90.63

 无 38 23 60.53
组织学类型 2.689 0.261

 肝细胞癌 59 46 77.97

 胆管细胞癌 9 5 55.56

 混合型 2 1 50.00

 -:Fisher精确检验。

2.3 肝癌组织中BMP-4与预后的关系

  肝癌组织中BMP-4低表达患者的生存时间长于

BMP-4高表达患者,差异有统计学意义(P<0.05),
见图2。

图2  肝癌组织中BMP-4与患者生存时间的关系

3 讨  论

  PLC是常见的消化系统恶性肿瘤,在世界范围内

病死率较高,我国PLC的发病率有不断升高的趋势。
肿瘤数量、大小、分化程度、门静脉癌栓、乙型肝炎病

毒表达 及 AFP水 平 均 与 PLC 预 后 有 关[7]。目 前

PLC的主要治疗方式仍为手术治疗,但术后复发率较

高,且大部分PLC患者明确诊断时已为癌症晚期,进
行手术切除或肝移植效果欠佳,预后差,病死率高[8]。
化疗等可在一定程度上提高PLC患者的生存率,但
不良反应大,严重影响患者的生活质量。随着分子生

物学和细胞生物学的发展,基因治疗等方法为PLC
的治疗提供了新的思路[9]。基因治疗在恶性肿瘤的

治疗中取得了良好效果,有望成为PLC治疗的可行

方案之一。目前对PLC的转移可采取一些干预措

施,如生物治疗、经皮穿刺肝动脉栓塞或化疗栓塞等,
但总体来说这些措施对PLC转移的治疗效果欠佳,5
年生存率仍较低。目前PLC发生转移的分子机制及

分子调控网络尚不清楚,对PLC的肿瘤基因表达情

况进行研究,对了解PLC的发生机制、发现PLC新的

诊断和预后判断标志物、确定新的治疗靶点具有重要

价值[10-11]。
有学者在细胞水平上提出了肿瘤侵袭转移的步

骤学说:第1步,恶性肿瘤细胞从肿瘤原发灶中脱离,
与细胞外基质结合。第2步,细胞外基质在多种信号

转导通路的作用下被溶解。第3步,恶性肿瘤细胞通

过细胞外基质溶解缺损处向外侵袭和转移。而恶性

肿瘤细胞通过细胞外基质溶解缺损处进行侵袭和转

移则是恶性肿瘤侵袭生长的第1步,也是恶性肿瘤侵

袭转移的关键步骤。因此探讨PLC生长及侵袭转移

的发生机制对寻找PLC新的生物标志物具有重要价

值。AFP在胚胎期合成,是一种功能蛋白,由成人肝

细胞粗面内质网核糖颗粒合成,是全球范围内应用最

广泛的PLC生物标志物,但AFP的灵敏度较低,仅为

39%~65%,因此国内外学者都在寻找新的、便捷的、
有效的PLC生物标志物。理想的标志物应具有高灵

敏度及特异度,能够在PLC早期提供诊断依据,且具

有侵入少、易检测、可重复等特点。

BMP为在啮齿类动物异位区可诱导新骨形成的

一种物质,目前已被发现有30多种。BMP为高度保

守的具有类似结构的功能蛋白,在细胞内先以前体蛋

白形式合成,再裂解为二聚体C末端成熟区,二聚体

被释放到细胞外,细胞外的二聚体与各处靶细胞表明

受体结合发挥作用。在骨诱导发生过程中,二聚体C
末端成熟是其必要条件。BMP属于分泌型糖蛋白,
在人体组织和血液中广泛存在,与胚胎发育及器官形

成关系密切,在调节机体基因转录中具有重要作用,
也参与了多种恶性肿瘤的增殖、凋亡、侵袭、迁移等

过程[12]。

BMP-4为BMP家族成员,在多种恶性肿瘤组织
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中表达异常,在恶性肿瘤组织中可调节恶性肿瘤的发

生、发展[13]。熊飞[14]研究发现前列腺癌组织中BMP-
4呈高表达,与前列腺癌细胞的增殖、侵袭关系密切,
有望成为前列腺癌治疗的潜在靶点。MARTINEZ
等[15]研究发现BMP-4可诱导 M2巨噬细胞极化、促
进膀胱癌的进展。彭伯坚等[16]研究发现BMP-4蛋白

在食管癌组织中高表达,高表达BMP-4食管癌患者

预后比较差,BMP-4有望成为食管癌预后预测标

志物。

BMP-4在胚胎肝中有表达,在小鼠胚胎形成原肠

胚之前及原肠胚期间都有BMP表达,含有BMP-2、

BMP-4、BMP-7、BMP-8b等,在小鼠胚胎发育内细胞

团期也可检测到BMP-2、BMP-4等表达,因此BMP-4
在胚胎肝分化、发育中发挥重要作用。胚胎肝的细胞

学行为具有下列特征:(1)肝细胞生长极其迅速;(2)
呈现多肝细胞层次排列;(3)肝细胞增殖过程中维持2
倍体状态,增殖期肝细胞与成熟肝细胞4倍体或更多

倍体状态不同;(4)肝细胞的分化状态介于成熟分化

和未分化之间,产生AFP是其特征性标志,在胚胎后

期随着肝细胞的成熟AFP向清蛋白转化。胚胎肝的

上述特征和PLC非常相似,PLC的发生、发展在分子

机制上和胚胎肝的发育也非常相似,因此BMP-4可

能与PLC的发生、发展关系密切。
近年来,BMP-4受到关注,其在PLC的发生、发

展中也有重要意义[17]。MA 等[18]研究发现BMP-4
可通过ID2/CDKN1B信号通路促进细胞周期进程而

增强肝细胞癌增殖。CAO等[19]研究发现抑制BMP-
4表 达 可 抑 制 肝 癌 HepG2 细 胞 的 增 殖 和 迁 移。

DENG等[20]研究发现BMP-4通过JNK1介导Bcl-2
磷酸化激活自噬,从而促进肝细胞癌增殖。但关于

BMP-4在PLC中的研究多集中在细胞水平。本文对

PLC组织中BMP-4表达情况进行研究,发现PLC组

织中BMP-4呈高表达,中低分化、TNM 分期Ⅲ~Ⅳ
期、有淋巴结转移患者PLC组织中BMP-4阳性率高

于高分化、TNM 分期Ⅰ~Ⅱ期、无淋巴结转移者;

PLC组织中 BMP-4低 表 达 患 者 的 生 存 时 间 高 于

BMP-4高表达患者(P<0.05)。提示PLC的分化程

度、临床分期和淋巴结转移可反映PLC的病情程度,
因此本研究结果表明PLC组织中BMP-4表达情况在

PLC病情严重程度及预后预测中具有重要价值。
综上所述,PLC组织中BMP-4高表达,BMP-4与

PLC的病情和预后关系密切,有望成为PLC诊治和

预后判断的潜在标志物。
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