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摘   要 目的：探讨 NRAGE 在小肝细胞癌中的表达情况及其临床意义。

方法：采用免疫组化技术检测 160 例原发性小肝细胞癌组织及配对癌旁非癌组织中 NRAGE 的表达，

分析 NRAGE 表达与小肝细胞癌患者临床病理指标及预后的关系。

结 果：NRAGE 在 小 肝 细 胞 癌 组 织 中 阳 性 表 达 率 明 显 高 于 配 对 癌 旁 组 织（63.13% vs. 14.38%，

P<0.05）。NRAGE 表达增高与患者年龄、术前 AFP 水平、完整包膜和复发密切相关（均 P<0.05）。

单因素分析显示，微血管癌栓、术前 AFP 水平、子灶、完整包膜、复发、浆膜浸润、巴塞罗那分期、

分化程度和 NRAGE 表达是小肝细胞癌患者的预后影响因素（均 P<0.05）。多因素分析结果显示，

NRAGE 表达与微血管癌栓、术前 AFP 水平、复发、巴塞罗那分期是影响小肝细胞癌患者预后的独立

危险因素（均 P<0.05）。NRAGE 高表达小肝细胞癌患者 5 年生存率明显低于低表达患者（35.63% vs. 

54.23%，P<0.05）。

结论：NRAGE 在小肝细胞癌组织中表达增高，NRAGE 高表达患者预后差。
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Abstract Objective:  To investigate the expression and clinical value of neurotrophin receptor-interacting 

melanoma antigen-encoding protein (NRAGE) in small hepatocellular carcinoma (HCC) and its clinical  

significance. 

Methods: The NRAGE expressions in 160 specimens of small HCC tissue with paired adjacent non-

tumorous tissue were determined by immunohistochemical staining. The relations of NRAGE expression with 

clinicopathological features and prognosis of small HCC patients were analyzed.  

Results: The positive expression rate of NRAGE in small HCC tissue was significantly higher than that 
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原 发 性 肝 细 胞 癌 是 常 见 的 恶 性 肿 瘤 之 一 ， 病

死率在恶性肿瘤中位居第三位[1]。由于对处在进展

期 或 复 发 的 肝 细 胞 癌 患 者 缺 乏 有 效 的 治 疗 手 段 ，

肝细胞癌患者术后5年总生存率仅为15%~40%[2]。

小 肝 细 胞 癌 早 期 症 状 不 明 显 ， 待 出 现 症 状 和 体 征

时 ， 大 多 已 进 入 中 晚 期 ， 因 此 ， 发 现 潜 在 的 肿 瘤

标志物对于小肝细胞癌的早期诊断 [3]、判断预后 [4]

有 重 要 意 义 。 N R A G E （ n e u r o t r o p h i n  r e c e p t o r -

interacting melanoma antigen-encoding protein）

属 于 黑 色 素 瘤 抗 原 家 族 D 亚 型 ， 约 含 有 7 7 8 个 氨

基酸，分子量为86 kDa [5-7 ]。NRAGE参与细胞增

殖 、 凋 亡 过 程 [ 8 - 9 ]， 其 作 用 存 在 组 织 特 异 性 。 在

肺 癌 [ 1 0 ]、 食 管 癌 [ 1 1 ]中 N R A G E 表 达 增 高 ， 促 进 细

胞 增 殖 ， 起 到 促 进 肿 瘤 发 生 发 展 的 作 用 。 然 而 ，

有研究发现在胰腺癌 [12]、黑色素瘤 [13]、乳腺癌 [14]

中 N R A G E 起 到 抑 癌 作 用 ， 抑 制 肿 瘤 发 生 发 展 。

目 前 ， N R A G E 在 小 肝 细 胞 癌 发 病 机 制 中 所 起 的

作 用 并 不 清 楚 ， 有 待 进 一 步 探 讨 。 本 文 主 要 研 究

NRAGE在小肝细胞癌中的表达情况及其与临床病

理 指 标 之 间 的 关 系 ， 并 探 讨 其 在 小 肝 细 胞 癌 预 后

中可能起的作用。

1　材料与方法

1.1  研究标本

收集整理2005年5月—2010年7月于中国医科

大 学 附 属 第 四 医 院 第 二 普 通 外 科 行 手 术 切 除 的 小

肝细胞癌组织病理石蜡标本，共计180例。纳入标

准：⑴ 诊断为原发性小肝细胞癌；⑵ 术前均未行

放 化 疗 ， 手 术 方 式 为 根 治 性 肝 癌 切 除 术 ， 切 缘 均

距肿瘤3 cm以上，术前、术中未见转移；⑶ 患者

的临床病理资料齐全。排除标准：⑴ 原发性大肝

癌，继发性小肝细胞癌；⑵ 癌旁组织术后病理可

见 癌 细 胞 ； ⑶  术 前 行 放 疗 或 化 疗 ； ⑷  患 者 生 存

期删失。其中，原发性大肝癌11例，继发性小肝

细胞癌3例，术后病理见癌细胞1例，术前放化疗 

4例，生存期删失1例，累计20例。

1.2  免疫组化检测

小肝细胞癌组织标本应用4%的多聚甲醛固定

15 min，石蜡包埋。切片后脱蜡水化。抗原修复

采 用 枸 橼 酸 钠 缓 冲 液 （ p H 6 . 0 ） ， 水 浴 锅 加 热 至 

95  ℃左右，放入标本切片加热8 min。一抗孵育

（ 兔 多 克 隆 N R A G E 抗 体 ， a b 1 8 0 8 4 1 ， A b c a m 公

司 ） ， 4  ℃ 过 夜 。 然 后 加 入 二 抗 （ 山 羊 多 克 隆 抗

兔 抗 体 ， a b 1 5 0 0 7 7 ， A b c a m 公 司 ） 室 温 下 孵 育

3 0  m i n 。 P B S 清 洗 标 本 3 次 ， 每 次 1 0  m i n 。 D A B

显 色 约 1 m i n 。 苏 木 素 复 染 1 0  m i n 。 树 胶 封 片 ，

荧 光 显 微 镜 下 观 察 结 果 。 为 减 少 偏 差 ， 免 疫 组

化 结 果 至 少 被 2 名 病 理 医 生 独 立 进 行 评 估 。 根 据

染 色 程 度 分 为 0 分 （ 0 % ） ， 1 分 （ 1 % ~ 2 5 % ） ，

2 分 （ 2 6 % ~ 5 0 % ） ， 3 分 （ 5 1 % ~ 7 5 % ） ， 4 分

（ 7 6 % ~ 1 0 0 % ） 。 每 个 标 本 被 评 估 2 次 ， 得 分 相

加，最后总得分0-3分被认为是NRAGE低表达，

4~8分为NRAGE高表达。

1.3  随访

对 所 有 患 者 进 行 随 访 ， 随 访 方 式 包 括 电 话

in adjacent tissues (63.13% vs. 14.38%, P<0.05). NRAGE expression was significantly related to age, 

preoperative AFP level, complete capsule and recurrence (all P<0.05). Univariate prognostic analysis 

showed that microvascular invasion, AFP level, childhood lesions, complete capsule, recurrence, serosal 

invasion, Barcelona stage, degree of differentiation and NRAGE expression were factors affecting the 

prognosis of small HCC patients (all P<0.05), and multivariate prognostic analysis showed that NRAGE 

expression together with microvascular invasion, preoperative AFP level, recurrence, and Barcelona stage 

were independent risk factors for prognosis of small HCC patients (all P<0.05). In addition, the 5-year 

survival rate of patients with high NRAGE expression was significantly lower than those with low NRAGE 

expression (35.63% vs. 54.23%, P<0.05).

Conclusion: NRAGE expression is up-regulated in small HCC tissue, and patients with high NRAGE expression 

may have an unfavorable prognosis.
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随访和门诊随访。随诊内容包括腹部CT、AFP水

平、血液检查等，怀疑复发时行增强CT扫描。随访

至2015年5月1日，最短为3个月，最长为120个月，

中位随访时间为51个月。

1.4  统计学处理

应用SPSS 19.0软件进行统计分析。计数资料

采用χ2检验，Kaplan-Meier生存曲线对NRAGE表

达 进 行 生 存 分 析 ， C o x 比 例 风 险 模 型 对 预 后 进 行

单、多因素分析。P<0 .05认为比较结果有差异，

有统计学意义。

2　结　果

2.1  一般资料

按 照 纳 入 标 准 和 排 除 标 准 筛 选 后 共 1 6 0 名 患

者符合要求，其中男89例，女71例；年龄≥65岁 

87例，<65岁73例；伴有肝硬化120例，无肝硬化

40例；结节型83例，巨块型60例，弥漫型17例；

肿瘤≥3 cm 114例，<3 cm 46例；伴有乙肝病毒 

79例，无乙肝病毒81例；Child-Pugh A级124例，

B级36例；微血管有癌栓35例，无癌栓125例；术

前AFP水平≥20 μg/L 128例，<20 μg/L 32例；有

子灶39例，无子灶121例；有完整包膜56例，无完

整包膜104例；复发98例，无复发62例；伴有浆膜

浸润103例，无浆膜浸润57例；巴塞罗那分期0+A

期135例，B+C期25例；高分化62例，低中分化98

例。

2.2  NRAGE 在小肝细胞癌组织及配对癌旁组织

中表达情况

NRAGE主要表达于细胞膜和细胞质中，高表

达 着 色 呈 棕 黄 色 ， 在 部 分 小 肝 细 胞 癌 组 织 可 见 低

表 达 （ 图 1 ） 。 在 小 肝 细 胞 癌 组 织 中 N R A G E 高 表

达 率 为 6 3 . 1 3 % （ 1 0 1 / 1 6 0 ） ， 而 在 癌 旁 组 织 中 高

表达率为14.38%（23/160），差异有统计学意义

（P<0.05）（表1）。

表 1　NRAGE 在小肝细胞癌组织及配对癌旁组织中表达情

况 [n（%）]
Table 1　NR AGE expressions in small HCC tissues and 

corresponding adjacent non-carcinoma tissues [n (%)]

组织
NRAGE 表达

高 低
肝癌组织 101（63.13） 59（36.88）
癌旁组织 23（14.38） 137（85.63）

χ2 35.64
P <0.05

2.3  小肝细胞癌癌组织中 NRAGE 表达与临床病

理指标的关系

分 析 N R A G E 表 达 与 小 肝 细 胞 癌 临 床 病

理 指 标 的 关 系 ， 结 果 发 现 N R A G E 表 达 与 年 龄

（P=0 .000）、术前AFP水平（P=0 .001）、完整

包 膜 （P= 0 . 0 4 8 ） 和 复 发 （P= 0 . 0 0 0 ） 有 关 ， 而

与 性 别 、 肝 硬 化 、 大 体 分 型 、 肿 瘤 大 小 、 乙 肝 病

毒、Child-Pugh分级、微血管癌栓、有无子灶、浆

膜浸润、巴塞罗那分期和分化无关（均P>0 .05）

（表2）。

图 1　免疫组化检测 NRAGE 表达（×400）　　A：NRAGE 表达在小肝细胞癌癌组织（T）与癌旁组织（N）中的表达； 

B：小肝细胞癌癌组织中 NRAGE 低表达；C：小肝细胞癌癌组织中 NRAGE 高表达 
Figure 1　Immunohistochemical staining for NRAGE expression　　A: NRAGE expression in small HCC tissues (T) and adjacent non-

carcinoma tissue (N); B: Low NRAGE expression in small HCC tissue; C: High NRAGE expression in small HCC tissue

N

T

A B C
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2.4  NRAGE 表达与小肝细胞癌预后的关系

应 用 K a p l a n - M e i e r 生 存 曲 线 分 析 小 肝 细 胞

癌 中 N R A G E 不 同 表 达 组 的 5 年 生 存 率 ， 发 现

N R A G E 高 表 达 组 5 年 生 存 率 明 显 低 于 低 表 达 组

（ 3 5 . 6 3 %  v s .  5 4 . 2 3 % ） ， 差 异 有 统 计 学 意 义

（P=0 . 0 0 0 ） （ 图 2 ） 。 C o x 比 例 风 险 模 型 进 行 单

因 素 分 析 结 果 显 示 微 血 管 癌 栓 （P=0 . 0 0 1 ） 、 术

前AFP水平（P=0 .000）、子灶（P=0 .000）、完

整包膜（P=0.029）、复发（P=0.000）、浆膜浸

润（P=0.018）、巴塞罗那分期（P=0.000）、分

化 程 度 （P=0 . 0 1 6 ） 和 N R A G E 表 达 （P=0 . 0 0 0 ）

是 影 响 小 肝 细 胞 癌 患 者 预 后 的 因 素 。 多 因 素 分 析

结果显示微血管癌栓（P=0.005）、术前AFP水平

（P=0.003）、复发（P=0.000）、巴塞罗那分期

（P=0.000）和NRAGE表达（P=0.000）是影响小

肝细胞癌患者预后的独立危险因素（表3）。

图 2　不同 NRAGE 表达水平小肝细胞癌患者生存率比较
Figure 2　Comparison of survival rate of patients with diff erent 

NRA GE expression levels
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表 2　小肝细胞癌中 NRAGE 表达与临床病理指标的关系 [n（%）]
Table 2　Relations of NRA GE expression with clinicopathologic variables of small HCC [n (%)]

参数 n NRAGE 表达
χ2 P 参数 n NRAGE 表达

χ2 P 
高 低 高 低

性别 术前 AFP（μg/L）
　男 89 53（59.55） 36（40.45）

1.101 0.188 
　≥ 20 128 89（69.53） 39（30.47）

11.284 0.001
　女 71 48（67.61） 23（32.39） 　＜ 20 32 12（37.50） 20（62.50）
年龄（岁） 子灶
　≥ 65 87 70（80.46） 17（19.54）

24.616 0.000
　有 39 23（58.97） 16（41.03）

1.124 0.570
　＜ 65 73 31（42.47） 42（57.53） 　无 121 78（64.46） 43（35.54）
肝硬化 完整包膜
　有 120 72（60.00） 48（40.00）

2.014 0.108
　有 56 30（53.57） 26（46.43）

3.378 0.048
　无 40 29（72.50） 11（27.50） 　无 104 71（68.27） 33（31.73）
大体分型 复发
　结节型 83 54（65.06） 29（34.94）

0.892 0.640
　有 98 74（75.51） 24（24.49）

16.666 0.000
　巨块型 60 38（63.33） 22（36.67） 　无 62 27（43.55） 35（56.45）
　弥漫型 17 9（52.94） 8（47.06） 浆膜浸润
肿瘤大小（cm） 　有 103 69（66.99） 34（33.01）

1.856 0.117
　≥ 3 114 76（66.67） 38（33.33）

2.137 0.101
　无 57 32（56.14） 25（43.86）

　＜ 3 46 25（54.35） 21（45.65） 巴塞罗那分期
乙肝病毒 　0+A 135 86（63.70） 49（36.30）

0.124 0.444
　有 79 50（63.29） 29（36.71）

0.002 0.548
　B+C 25 15（60.00） 10（40.00）

　无 81 51（62.96） 30（37.04） 分化
Child-Pugh 分级 　高 62 38（61.29） 24（38.71）

0.146 0.414
　A 124 75（60.48） 49（39.52）

1.652 0.138
　低 + 中 98 63（64.29） 35（35.71）

　B 36 26（72.22） 10（27.78）
微血管癌栓
　有 35 19（54.29） 16（45.71）

1.504 0.152
　无 125 82（65.60） 43（34.40）
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3　讨　论

Saleh i等 [15]应用双杂交技术首次发现NRAGE

在 介 导 交 感 神 经 前 体 细 胞 凋 亡 过 程 中 起 重 要 作

用。NRAGE属于黑色素瘤抗原家族一员，这个家

族主要编码肿瘤特异性抗原，NRAGE在不同肿瘤

中 的 表 达 差 异 提 示 其 在 肿 瘤 发 生 发 展 过 程 中 具 有

不同临床意义。NRAGE高表达通过改变胰腺癌细

胞骨架和抑制癌细胞之间黏连抑制肿瘤转移 [ 12]。

N R A G E 可 以 负 性 调 节 受 体 酪 氨 酸 激 酶 R o r 2 抑 制

黑 色 素 瘤 细 胞 转 移 [ 1 3 ]。 N R A G E 表 达 增 高 可 以 抑

制乳腺癌癌细胞增殖、侵袭和转移能力 [ 14]。这表

明 N R A G E 起 到 抑 制 肿 瘤 发 展 的 作 用 。 然 而 在 食

管癌中，NRAGE通过与PCNA（proli ferat ing cel l 

nuclear antigen）结合表达增高，促进癌细胞增殖

和迁移 [16]，并且NRAGE高表达增加食管癌抗辐射

性[17]。在非小细胞肺癌中，NRAGE通过JNK信号系

统转录开始与肿瘤发生密切相关[10]。这说明NRAGE

在不同肿瘤中所起的作用具有组织特异性。

N R A G E 在 小 肝 细 胞 癌 癌 组 织 中 表 达 明 显 高

于癌旁组织，这表明NRAGE高表达参与了小肝细

胞癌的发生发展过程。NRAGE表达增高与小肝细

胞 癌 患 者 年 龄 、 术 前 A F P 水 平 、 完 整 包 膜 和 复 发

密切相关。随着年龄增高，NRAGE表达越高，与

Shimi zu等 [16]研究结果一致。NRAGE高表达与术

前 A F P 增 高 一 致 ， 可 以 同 时 检 测 帮 助 小 肝 细 胞 癌

患 者 进 行 早 期 诊 断 ， 而 且 均 是 影 响 小 肝 细 胞 癌 预

后的独立危险因素，说明NRAGE表达可能与AFP

相 关 ， 待 进 一 步 实 验 进 行 验 证 。 无 完 整 包 膜 患 者

NRAGE表达增高，说明NRAGE高表达对判断小肝

细胞癌进展有重要意义。值得注意的是，NRAGE

在 复 发 患 者 中 表 达 高 于 无 复 发 患 者 ， 进 一 步 研 究

发现在复发患者中，以5年区分复发早晚，复发时

间越早NRAGE表达越高，这提示我们检测NRAGE

表 达 水 平 有 助 于 了 解 小 肝 细 胞 癌 患 者 术 后 复 发 的

危险程度。

本研究多因素分析结果显示NRAGE表达是影

响小肝细胞癌患者预后的独立危险因素。NRAGE

高 表 达 患 者 生 存 期 明 显 缩 短 ， 是 负 性 预 后 影 响 因

子。这些研究表明NRAGE作为小肝细胞癌促进因

子 ， 可 以 作 为 判 断 小 肝 细 胞 癌 患 者 预 后 的 肿 瘤 标

志物。

综上所述，NRAGE在小肝细胞癌的发生发展

过程中起重要作用。NRAGE高表达与小肝细胞癌

患者预后密切相关，可以通过检测NRAGE表达，

结合微血管癌栓、术前AFP水平和巴塞罗那分期，

进 行 早 期 诊 断 ， 预 测 小 肝 细 胞 癌 患 者 预 后 ， 指 导

术后进行辅助治疗。
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