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Tspan8 过表达与肝癌转移潜能及预后的关系
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摘   要 目的：探讨 Tspan8 表达与肝癌侵袭转移及预后之间关系。

方法：用 qRT-PCR 和 Western blot 检测不同肝癌细胞系及 80 例肝癌患者手术标本中 Tspan8 的 mRNA

与蛋白表达；应用组织芯片检测 352 例肝癌组织样本中 Tspan8 的表达，分析 Tspan8 表达与肝癌临床

病理因素及复发与预后的关系。

结果：Tspan8 的 mRNA 与蛋白表达在高转移潜能肝癌细胞系（MHCC97-H、MHCC97-L）中的表达明

显高于低转移潜能的肝癌细胞系（PLC/PRF/5、SMMC7721、HepG2），在肝癌组织中的表达明显高

于癌旁与正常肝组织，且在有肝内转移或血管侵犯患者癌组织中的表达明显高于无肝内转移及血管侵

犯患者的癌组织（均 P<0.05）。Tspan8 高表达是肝癌术后复发转移（HR=1.64，95% CI=1.21~2.23，

P=0.002）和术后生存（HR=1.66，95% CI=1.23~2.25，P=0.001）的独立危险因素，Tspan8 高表达患

者术后 5 年总生存率明显低于 Tspan8 低表达组，术后复发时间明显短于低表达患者（均 P<0.05）。

结论：Tspan8 促进肝癌侵袭转移，Tspan8 高表达患者预后不良。
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Association of Tspan8 over-expression with metastastic potential 
and prognosis of hepatocellular carcinoma

WANG Chunling, CHEN Liang, ZHOU Kailun, ZHANG Zhensheng, TANG Rong, CHEN Pingping, XU Dafeng, 
CHEN Cheng, LI Zhuori, WU Jincai

(Department of Hepatopancreatobiliary and Organ Transplantation Surgery, Hainan Provinicial People's Hospital, Haikou 570311, China)

Abstract Objective: To investigate the association of Tspan8 expression with metastatic potential and prognosis in 

hepatocellular carcinoma (HCC).

Methods: The mRNA and protein expressions in different HCC cell lines and surgical specimens of 80 HCC 

patients were determined by qRT-PCR and Western blot analysis, and Tspan8 expressions in tissue samples 

from another 352 HCC patients were detected by tissue microarray. The relations of Tspan8 expression with 

clinicopathologic factors as well as recurrence and prognosis in HCC patients were analyzed.

Results: Both mRNA and protein expressions of Tspan8 were significantly higher in HCC cell lines with high 

metastatic potential (MHCC97-H, MHCC97-L) than those in HCC cell lines with low metastatic potential (PLC/
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四跨膜蛋白超家族是一类低分子量细胞膜糖蛋

白家族，它与肿瘤侵袭转移关系密切并参与多种病

理生理过程，如肿瘤细胞黏附、迁移及增殖 [1-3]。

其 能 通 过 与 其 他 四 跨 膜 蛋 白 或 生 长 因 子 受 体 等 跨

膜 蛋 白 形 成 一 个 分 子 间 信 号 传 递 的 信 号 网 络 — 四

跨 膜 蛋 白 网 络 ， 从 而 实 现 其 功 能 [ 4 ]。 现 有 研 究 显

示Tspan8是唯一一种只在肿瘤组织中有表达而在

正 常 组 织 中 没 有 表 达 的 四 跨 膜 蛋 白 ， 特 别 是 在 消

化道如肝、胰腺及结肠等肿瘤组织中 [5-6]。已显示

Tspan8在肝癌中可呈过表达[7-8]；在转移性胰腺癌

及直肠癌细胞系中Tspan8可增强细胞迁徙能力[9]；

高表达Tspan8结肠癌患者常常提示预后不良。目

前有关Tspan8与肝癌侵袭转移和预后判断等方面

的潜在价值研究报道，有待进一步研究。

 

1　材料与方法

1.1  人肝癌组织，细胞系与主要试剂

标 本 来 自 本 院 组 织 库 ， 共 4 3 2 例 ， 为 2 0 0 7 年 

1 月 — 2 0 1 0 年 1 月 间 的 肝 癌 手 术 患 者 新 鲜 标 本 。 

432例标本分为2组（均为随机选择样本并含5年随

访数据，I组=80例，II组=352例），其中I组用于

RT -PCR和Western  b lo t检测Tspan8的表达；II组

用 于 大 样 本 组 织 芯 片 检 测 分 析 。 所 有 肿 瘤 组 织 病

理 学 诊 断 均 为 肝 细 胞 癌 （ 两 组 样 本 的 详 细 临 床 病

理特征分析见表1），患者均未行任何术前治疗，

如 放 化 疗 或 射 频 消 融 等 ， 且 患 者 术 后 随 访 截 止 到

2015年1月。本研究经海南省人民医院伦理委员会

批准，并获得每个患者的知情同意。

表 1　两组肝癌患者临床病理特征分析 [n（%）]
Table 1　Analysis of clinicopathologic features of the two groups 

of patients [n (%)]
临床病理特征 I 组（n=80） II 组（n=352） P
年龄（岁）
　≥ 55 34（42.5） 158（44.9）

0.698
　＜ 55 46（57.5） 194（55.1）
性别
　男 68（85.0） 290（82.4）

0.575
　女 12（15.0） 62（17.6）
HBsAg
　阳性 70（87.5） 310（88.1）

0.888
　阴性 10（12.5） 42（11.9）
肝硬化
　有 55（68.8） 257（73.0）

0.442
　无 25（31.2） 95（27.0）
AFP 水平（μg/L）
　≥ 20 57（71.3） 243（69.0）

0.698
　＜ 20 23（28.7） 109（31.0）
肿瘤直径（cm）
　≥ 5 42（52.5） 194（55.1）

0.672
　＜ 5 38（47.5） 158（44.9）
肿瘤数目
　≥ 2 11（13.8） 45（12.8）

0.816
　1 69（86.2） 307（87.2）
TNM 分期
　II/III 19（23.8） 92（26.1）

0.659
　I 61（76.2） 260（73.9）
肿瘤包膜完整性
　否 56（70.0） 253（71.9）

0.737
　是 24（30.0） 99（28.1）
Edmondson 分级
　III/IV 39（48.8） 176（50.0）

0.840
　I/II 41（51.2） 176（50.0）
血管侵犯
　有 34（42.5） 146（41.5）

0.867
　无 46（57.5） 206（58.5）

PRF/5, SMMC7721, HepG2), significantly higher in HCC tissue than those in tumor-adjacent tissue or normal 

liver tissue, and significantly higher in HCC tissue from patients with intrahepatic metastases or vascular invasion 

than those in HCC tissue from patients without intrahepatic metastases and vascular invasion (all P<0.05). High 

Tspan8 expression was independent risk factor for postoperative recurrence (HR=1.64, 95% CI=1.21–2.23, 

P=0.002) and survival (HR=1.66, 95% CI=1.23–2.25, P=0.001), and in patients with high Tspan8 expression 

compared with those with low Tspan8 expression, the postoperative 5-year overall survival was significantly 

decreased and time to tumor recurrence was significantly shortened (both P<0.05).

Conclusion: Tspan8 can promote HCC metastasis and invasion, and patients with high Tspan8 may face a poor 

prognosis.

Key words Carcinoma, Hepatocellular; Tspan8; Neoplasm Metastasis; Prognosis

CLC number: R735.7
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M H C C 9 7 - H 、 M H C C 9 7 - L 、 P L C / P R F / 5 、

SMMC7721、HepG2等细胞株购自中国科学院上

海 生 物 所 。 T s p a n 8 及 G A P D H 引 物 由 上 海 申 能 博

彩生物有限公司合成；RNA提取试剂TRIzo l购自

G i b c o 公 司 ； 逆 转 录 、 聚 合 酶 链 反 应 试 剂 盒 购 自

M B I 公 司 ； T s p a n 8 兔 抗 人 多 克 隆 抗 体 购 自 S a n t a 

Cruz公司；GAPDH抗体购自美国Chemicon公司；

Western blot杂交显影化学发光显色系统购自美国

Pierce公司。

1.2  RT-PCR、Western blot 检测分析

RT-PCR：从正常肝组织标本、肝癌标本及配

对癌旁组织标本、细胞系提取总RNA、提取方法

参照TRIzo l试剂盒说明书进行操作；Tspan8的引

物由Primer 5.0引物设计软件进行设计，选择最佳

引物，Tspan8序列为5'-ATA GAT ATC GAC AAG 

CCT GTA ACG AA-3'（上游引物），5'-GAT CTC 

GAG GTT CCC GAT CTG G-3'（下游引物）；选

取GAPDH基因作为内参照基因，引物序列5'-CCA 

CTA GGC GCT CAC TGT TCT-3'（上游引物），

5' -GCG AAC TCA CCC GT TGA CT -3 '（下游引

物 ） 。 反 应 体 系 参 照 二 步 法 反 应 试 剂 盒 说 明 书 ，

PCR产物电泳后经凝胶图像分析仪进行积分吸光度

分析并摄像。反应条件为：94 ℃ 45 s，57 ℃ 40 s，

72 ℃ 45 s，25个循环，最后一次循环结束后，72 ℃

延伸10 min。1.5%琼脂糖凝胶电泳，紫外灯下分

析 P C R 结 果 。 拍 照 后 用 图 像 分 析 仪 分 析 目 的 带 和

GAPDH的灰度，并计算两者的比值。

Western blot：提取细胞总蛋白，经12%丙烯

酰 胺 凝 胶 电 泳 后 转 移 至 聚 偏 二 氟 乙 烯 （ P V D F ）

膜 上 ， 1 0 % 脱 脂 奶 粉 封 闭 1  h ， 一 抗 分 别 为 1 : 2 0 0

稀 释 的 T s p a n 8 （ 1 : 2 0 0 ， S a n t a  C r u z ， U n i t e d 

Kingdom），和1:5 000稀释的GAPDH（1:5 000， 

Chemicon，USA）。二抗为辣根过氧化物酶标记

的IgG，1:1 000稀释。PVDF膜依次与抗体作用后

与免疫印迹化学发光试剂（ECL）反应，X线片曝

光，显影，定影后进行分析。

1.3  Tspan8 组织芯片和免疫组化染色

组织芯片制备参见文献10。Tspan8免疫组化

染色采用SP法，兔抗人Tspan8多克隆一抗（Santa 

Cruz，United Kingdom）1:200稀释。一抗4℃冰箱

孵育16 h，二抗室温孵育30 min，DAB显色。结果

判 断 ： 每 组 实 验 均 设 有 阳 性 和 阴 性 对 照 ， 每 张 切

片 随 机 观 察 ， 根 据 阳 性 细 胞 占 同 类 细 胞 总 数 的 百

分 率 及 细 胞 染 色 强 度 综 合 判 定 。 高 表 达 组 为 肿 瘤

切片平均阳性染色癌细胞数≥50%，低表达组为平

均阳性染色癌细胞数<50%[10]。

1.4  统计学处理

统计分析采用SAS vers ion  9 .0，计量资料用

平均值±标准差（x± s）表示， t检验、χ 2检验F

检验用于组间差异分析。总生存期（OS）和复发

时间（TTR）计算如文献 [11]所述。Kaplan -Meie r

法和Log-rank检验分析计算组间TTR和OS。Cox回

归模型分析评价各临床变量及Tspan8表达对TTR和

OS影响。采用双尾检验，P<0.05为差异有统计学

意义。

2　结　果

2.1  Tspan8 在肝癌中过表达且与肿瘤转移潜的

关系

应用RT -PCR和Western  b lo t分析检测不同转

移潜能肝癌细胞系（HepG2、SMMC7721、PLC/

PRF/5、MHCC97 -L、MHCC97 -H）中Tspan8的

表 达 。 结 果 显 示 ， 在 低 转 移 潜 能 细 胞 系 （ P L C /

P R F / 5 、 S M M C 7 7 2 1 、 H e p G 2 ） 中 ， T s p a n 8 的

mRNA及蛋白表达水平无统计学差异（P>0.05）。

同样，在高转移潜能的MHCC97 -H和MHCC97 -L

细 胞 系 中 ， T s p a n 8 的 表 达 水 平 也 无 统 计 学 差 异

（P>0 .05）。但是，在高转移潜能组MHCC97 -H

和 M H C C 9 7 - L 细 胞 系 中 T s p a n 8 表 达 水 平 明 显 高

于 低 转 移 潜 能 组 （ P L C / P R F / 5 、 S M M C 7 7 2 1 、

HepG2），且差异均有统计学意义（均P<0 .05）

（图1A-C）。

进一步分析80例肝癌患者肿瘤组织中Tspan8

表 达 与 肿 瘤 转 移 潜 能 的 关 系 。 基 于 临 床 病 理 学 特

点 ， 将 这 些 肝 癌 患 者 分 为 高 转 移 潜 能 组 和 低 转 移

潜能组 [11]：其中高转移潜能组44例[指包括具有肝

内转移和/或血管侵犯（包括门静脉、肝静脉、胆

管的侵犯）]，和低转移潜能组36例，即无肝内转

移和血管侵犯组。通过RT -PCR和Western  b lo t分

别 检 测 肝 癌 标 本 中 肿 瘤 组 织 、 相 对 应 的 癌 旁 组 织

及正常肝组织中Tspan8表达情况，发现在正常肝组

织及对应癌旁组织中，Tspan8均呈低水平表达，

但在肿瘤组织中的表达明显高于癌旁和正常组织，

差异均有统计学意义（均P<0.05）（图1D-F）。 

同时，高转移潜能组中Tspan8的mRNA及蛋白表达

水 平 明 显 高 于 低 转 移 潜 能 组 ， 差 异 均 有 统 计 学 意

义（P=0.014、0.020）（图1G-I）。
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2.2  Tspan8 表达与肝癌复发及预后的关系

用 组 织 芯 片 检 测 随 机 选 取 的 3 5 2 例 肝 癌 手 术

样 本 中 的 T s p a n 8 表 达 。 免 疫 检 测 发 现 T s p a n 8 阳

性 表 达 于 细 胞 膜 ， 黄 染 。 在 正 常 肝 组 织 标 本 及

癌 旁 组 织 中 T s p a n 8 染 色 呈 淡 染 ， 而 在 肝 癌 标 本

中 表 达 呈 现 出 明 显 不 均 一 性 （ 图 2 ） 。 单 因 素 分

析 显 示 ， T s p a n 8 表 达 与 患 者 肿 瘤 数 目 、 T N M 分

期 、 E d m o n d s o n 分 级 、 有 无 血 管 侵 犯 有 关 （ 均

P<0.05）（表2）；352例肝癌标本中Tspan8免疫

组化染色阳性的有185例（52.6%），其中有肝内

转移和（或）血管侵犯（高转移潜能组）为112例

（112/191，58.6%），无肝内转移或血管侵犯组

（低转移潜能组）73例（73/161，45.3%），差异

具有统计学意义（58.6% vs. 45.3%，P=0.013）（表

3）。Cox多因素分析提示，Tspan8高表达是肝癌术

后复发转移（TTR：HR=1.64，95% CI=1.21~2.23，

P = 0 . 0 0 2 ） 和 术 后 生 存 （ O S ： H R = 1 . 6 6 ， 

95% CI=1 .23~2 .25，P=0 .001）的独立影响因子

图 1　Tspan 表达和肝癌转移潜能的关系　　A-C：Tspan8 mRNA 与蛋白在不同肝癌细胞株中的表达； D-F：Tspan8 mRNA 与

蛋白在肝癌、癌旁、正常组织的表达；G-I：Tspan8 mRNA 与蛋白在不同病理状态肝癌患者癌组织中的表达
Figure 1　Association of Tspan8 expression with metastasis potential in HCC　　A–C: The mRNA and protein expressions of Tspan8 in 

different HCC cell lines; D–F: The mRNA and protein expressions of Tspan8 in HCC, tumor-adjacent tissue and normal liver tissue;  
G–I: The mRNA and protein expressions of Tspan8 in HCC tissues from patients with different disease statuses
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表 2　Tspan8 表达与临床病理特征的关系 [n（%）]
Table 2　Association of Tspan8 expression with clinicopathologic features [n (%)]

临床病理特征
Tspan8 阳性

（n=185）

Tspan8 阳性

（n=167）
P 临床病理特征

Tspan8 阳性

（n=185）

Tspan8 阳性

（n=167）
P

年龄（岁） 肿瘤数目
　≥ 55 81（43.8） 77（46.1）

0.662
　≥ 2 35（18.9） 10（6.0）

<0.001
　＜ 55 104（56.2） 90（53.9） 　1 150（81.1） 157（94.0）
性别 TNM 分期
　男 151（81.6） 139（83.2）

0.692
　II/III 54（29.2） 38（22.8）

0.170
　女 34（18.4） 28（16.8） 　I 131（70.8） 129（77.2）
HBsAg 肿瘤包膜完整性
　阳性 168（90.8） 142（85.0）

0.095
　否 132（71.4） 121（72.5）

0.818
　阴性 17（9.2） 25（15.0） 　是 53（28.6） 46（27.5）
肝硬化情况 Edmondson 分级
　有 142（76.8） 115（68.9）

0.096
　III/IV 106（57.3） 70（41.9）

0.004
　无 43（23.2） 52（31.1） 　I/II 79（42.7） 97（58.1）
AFP 水平（μg/L） 血管侵犯
　≥ 20 130（70.3） 113（67.7）

0.598
　有 93（50.3） 53（31.7）

<0.001
　＜ 20 55（29.7） 54（32.3） 　无 92（49.7） 114（68.3）
肿瘤直径（cm）
　≥ 5 115（62.2） 79（47.3）

0.005
　＜ 5 70（37.8） 88（52.7）

表 3　Tspan8 表达肝癌转移潜能关系 [n（%）]
Table 3　Association of Tspan8 expression with metastatic potential of HCC  [n (%)]

转移潜能
Tspan8 免疫组化染色 P

阳性（n=185） 阴性（n=167）
低 73（39.5） 88（53.7）

0.013
高 112（60.5） 79（46.3）

图 2　组织芯片分析 Tspan8 表达
Figure 2　Tspan8 expression detected by tissue microarray
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（ 表 4 ） 。 K a p l a n - M e i e r 分 析 显 示 ， 与 T s p a n 8 低

表 达 肝 癌 患 者 比 较 ， 高 表 达 者 术 后 更 易 复 发 （ 复

发时间较短）（HR=1.68，95% CI=1.26~2.24，

P < 0 . 0 0 1 ） ， 且 术 后 生 存 期 短 （ H R = 1 . 8 5 ， 

95% CI=1.38~2.47，P<0.001），差异具有统计学

意义（图3）。
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图 3　Tspan8 表达水平与术后复发率的关系　　A：复发曲线；B：总生存曲线
Figure 3　Relations of Tspan8 expression with tumor recurrence and prognosis　　A: Recurrence curves; B: Overall survival curves

3　讨　论

前 期 研 究 [ 6 - 8 ]发 现 T s p a n 8 过 表 达 与 肝 癌 肝 内

转 移 、 结 肠 癌 转 移 密 切 相 关 。 本 研 究 通 过 检 测 多

株肝癌细胞系和80例肝癌患者组织中Tspan8的表

达情况，分析Tspan8过表达与肝癌转移潜能的关

系。本研究发现Tspan8表达与肝癌转移潜能增强和

术后生存时间密切相关。Tspan8过表达可作为一个

潜在的肝癌术后复发及生存的临床预后预测指标。  

四 跨 膜 蛋 白 超 家 族 作 为 组 织 者 可 通 过 多 条 细

胞 信 号 通 路 参 与 肿 瘤 血 管 生 成 、 细 胞 迁 徙 、 侵 袭

与 转 移 等 过 程 。 作 为 四 跨 膜 蛋 白 家 族 中 一 员 ， 目

前有关Tspan8的报道相对较少，它在消化系统中

的 表 达 比 其 他 四 跨 膜 蛋 白 如 C D 9 、 C D 6 3 、 C D 8 1

和 C D 1 5 1 更 具 特 异 性 [ 1 2 - 1 5 ] 。 进 一 步 研 究 表 明 ，

Tspan8是唯一对肿瘤转移具有促进作用的四跨膜

蛋白 [16-19]。Tspan8与肝癌相关的研究报道更少，

已发现伴肝内转移的肝癌中Tspan8表达明显比无

肝内转移的肝癌上调，提示Tspan8可能与肝内血

行转移相关[8]。Tspan8的过表达可提高肿瘤细胞迁

徙 能 力 已 经 在 结 肠 癌 及 胰 腺 癌 细 胞 系 实 验 中 得 到

验证。Tspan8在结肠癌肝转移标本中呈过表达，

并 与 结 肠 癌 发 生 发 展 密 切 相 关 [ 2 0 - 2 1 ]。 在 小 鼠 胰 腺

癌 细 胞 系 中 D 6 . 1 A （ T s p a n 8 同 源 ） 过 表 达 可 以 增

加 肿 瘤 转 移 潜 能 并 诱 导 肿 瘤 血 管 再 生 ， 促 进 细 胞

增 殖 及 肿 瘤 增 生 长 ， 其 可 能 是 通 过 D 6 . 1 A 与 整 合

素α6β4形成复合物，进一步形成四跨膜蛋白网络激

活PKC通路，而增强细胞迁徙和肝转移能力[9]。

在本研究中，我们首先发现Tspan8在一系列不

同转移潜能的肝癌细胞系中有不同表达，对432例

的 大 样 本 检 测 发 现 其 在 肝 癌 组 织 存 在 显 著 差 异 表

达 ， 提 示 其 在 肝 癌 中 具 有 潜 在 研 究 价 值 。 进 一 步

我们发现在高转移潜能细胞系中Tspan8的mRNA和

蛋 白 表 达 水 平 显 著 升 高 ； 有 趣 的 是 ， 当 根 据 临 床

特 征 将 肝 癌 区 分 为 不 同 转 移 潜 能 组 进 一 步 检 测 其

表 达 后 ， 发 现 高 转 移 潜 能 组 （ 伴 肝 内 转 移 和 或 血

管侵犯）中Tspan8的表达显著高于低转移潜能组

（ 无 肝 内 转 移 或 血 管 侵 犯 ） 。 上 述 研 究 结 果 初 步

表 4　Tspan8 表达与肝癌 TTR 及 OS 的多因素回归分析
Table 4　Cox multivariate regression analysis of relations of Tspan8 expression with TT R and OS of HCC

变量
TTR OS

HR（95% CI） P HR（95% CI） P
年龄≥ 55 岁 1.00（0.74~1.36） 0.991 1.14（0.84~1.55） 0.410
男性 0.88（0.86~1.33） 0.542 0.92（0.61~1.39） 0.691
乙肝表面抗原阳性 0.65（0.4~1.00） 0.047 0.71（0.47~1.08） 0.110
有慢性肝炎 1.35（0.97~1.88） 0.076 1.18（0.85~1.64） 0.323
AFP 水平≥ 20 μg/L 1.15（0.83~1.60） 0.389 1.11（0.80~1.53） 0.531
肿瘤≥ 5 cm 1.58（1.15~2.18） 0.005 1.38（1.12~1.73） 0.004
肿瘤个数≥ 2 2.12（1.54~2.92） <0.001 1.98（1.44~2.71） <0.001
TNM II~III 期 1.21（0.91~1.62） 0.197 1.25（0.93~1.66） 0.136
无包膜 0.97（0.72~1.32） 0.865 1.12（0.82~1.52） 0.488
Edmondson III~IV 级 1.46（1.08~1.95） 0.012 1.55（1.16~2.08） 0.003
有血管侵犯 1.51（1.11~2.04） 0.009 1.41（1.04~1.91） 0.026
Tspan8 表达 1.64（1.21~2.23） 0.002 1.66（1.23~2.25） 0.001
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表明Tspan8过表达可促进肝癌侵袭转移。下一步

研 究 还 需 结 合 体 内 外 实 验 ， 并 通 过 信 号 网 络 通 路

等 阐 述 分 析 其 促 进 肝 癌 侵 袭 转 移 的 分 子 机 制 ， 值

得深入探讨。

总之，本研究初步结果表明肝癌中Tspan8高

表 达 可 促 进 肝 癌 侵 袭 转 移 并 与 肝 癌 术 后 复 发 及 预

后 密 切 相 关 ， 为 潜 在 的 肝 癌 术 后 复 发 和 预 后 预 测

的分子指标。
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