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输出蛋白 5 的表达与肝细胞癌患者临床病理特征 

及预后的关系

陈嘉飞，周武汉，王金桂

（福建省莆田市第一医院  肝胆胰脾外科，福建 莆田 351100）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要	 目的：探讨输出蛋白 5（XPO5）在肝细胞癌（HCC）组织中的表达及其与患者临床病理特征及预后的关系。

方法：用 Western blot 和免疫组化检测 XPO5 蛋白在 92 例 HCC 癌组织及癌旁组织手术标本中的表达，

用统计学方法分析 XPO5 表达水平与 HCC 患者临床病理因素及预后的关系。

结果：XPO5 蛋白在 HCC 组织中的表达水平明显高于癌旁组织。XPO5 蛋白表达与 HCC 患者肿瘤大

小、分化程度、临床分期、远处转移及肝硬化有关（均 P<0.05）。XPO5 高表达患者 1、5 年无瘤生

存率以及 1、5 年总生存率均明显低于 XPO5 低表达者（46.8% vs. 78.5%、20.3% vs. 37.4%；75.9% vs. 

91.2%、36.1% vs. 58.8%，均 P<0.05）。XPO5 高表达是 HCC 患者术后无瘤生存及总生存的独立危险

因子（P=0.036；P=0.013）。

结论：XPO5 基因在 HCC 组织中高表达，且与 HCC 的恶性病理特征及患者的不良预后有关。

关键词	 癌，肝细胞；核胞浆转运蛋白类；预后；危险因素
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Connection of exportin 5 expression to clinicopathologic 
characteristics and prognosis in patients with hepatocellular 
carcinoma
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(Department of hepatobiliary, Pancreatic, and Splenic Surgery, Putian First Hospital, Putian, Fujian 351100, China)

Abstract	 Objective: To investigate the expression of exportin 5 (XPO5) in hepatocellular carcinoma (HCC) tissue and its 

relations with clinicopathologic characteristics and prognosis of the patients.  

Methods: The protein expressions of XPO5 in 92 specimens of HCC and paired adjacent liver tissue were 

determined by Western blot and immunohistochemical staining, respectively. The relations of XP05 expression 

level with the clinicopathologic features and prognosis of HCC patients were determined by statistical analyses.

Results: The expression levels of XPO5 protein in HCC tissue was markedly higher than that in adjacent liver 

tissue. The XPO5 expression was significantly associated with the tumor size, degree of differentiation, clinical 

stage, distant metastasis and liver cirrhosis of the patients (all P<0.05). The 1- and 5-year disease-free survival 

rates and 1- and 5-year overall survival rates in patients with high XPO5 expression were significantly lower than 
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肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）

是常见的致死性肿瘤，据报道每年有约750 000新

发HC C 病例，过 去几十年随着诊断技术和手术的

进步，HCC患者的预后有一定提高，但5年生存率

也仅有26%[1]。肝硬化及乙肝病毒导致的慢性炎症

是导致HCC发生的主要因素[2]。目前，大部分HCC

患 者 在 确 诊 前 已 经 发 展 为 远 处 转 移 ， 只 有 少 部 分

患者具有有效的治疗手段[3]。因此，研究HCC发生

发 展 机 制 ， 寻 找 新 的 早 期 诊 断 和 预 后 指 标 仍 是 研

究的重点。

输出蛋白5（exportin 5，XPO5）是一类在大

多数生物体内非编码小RNA前体（pre -miRNA）

转 运 受 体 所 必 须 的 受 体 蛋 白 ， 主 要 负 责 转 运 p r e -

miRNA从细胞核进入到细胞质 [4-5]。据报道 [6]，碳

末端的突变引起XPO5蛋白失活导致包括结肠癌、

胃癌和子宫内膜癌中微卫星不稳定性。有研究 [7-9]

表 明 X P O 5 基 因 3 ' 端 非 翻 译 区 的 r s 1 1 0 7 7 单 核 苷 酸

多 态 性 会 增 加 肾 癌 、 结 肠 癌 的 患 病 风 险 ， 并 与 非

小 细 胞 肺 癌 患 者 预 后 显 著 相 关 。 这 些 研 究 结 果 提

示，XPO5基因可能参与调控肿瘤的发生发展。然

而 X P O 5 蛋 白 在 H C C 中 的 表 达 及 其 与 临 床 病 理 特

征间的关系尚不清楚。本文通过研究XPO5蛋白在

HCC组织中的表达，探讨了XPO5蛋白表达与HCC

患者临床病理因素间的关系及对预后的影响。

1　材料与方法

1.1  标本来源  

收集2014年1月—2015年6月在我院手术切除

的HCC患者标本。纳入标准：⑴ 具有详细完整的

临床病例信息；⑵ 所有病例均由病理医师确诊为

HCC；⑶ 术前未经放化疗；⑷ 所有患者均行切除

术 ， 且 切 缘 为 阴 性 。 剔 除 标 准 ： 病 例 随 访 资 料 或

临 床 病 例 信 息 不 全 者 。 手 术 后 通 过 电 话 或 门 诊 随

访获得肿瘤复发和总生存时间，随访到2018年6月

截止，共得到HCC标本92例。组织标本经手术切

除 后 迅 速 分 块 ， 部 分 经 过 福 尔 马 林 固 定 后 包 埋 于

石蜡中，一部分放入-80 ℃冰箱保存备用。采用液

氮研磨法提取标本中蛋白行Western blot实验。通

过石蜡切片制作4 μm切片行免疫组化检测XPO5蛋

白在组织样本中的表达。

1.2  主要试剂  

总 蛋 白 提 取 试 剂 R I P A 裂 解 液 、 蛋 白 酶 抑 制

剂、BCA蛋白浓度测定试剂盒、SDS-PAGE凝胶配

制试剂盒及电泳溶液、超敏ECL化学发光试剂盒均

购自上海碧云天生物技术有限公司。GAPDH兔抗

人单抗、XPO5兔抗人单抗、山羊抗兔HRP偶联标

记的二抗均购于美国Cell  Signaling Technology公

司。免疫组化MaxVision TM试剂盒购自福州迈新生

物技术开发有限公司。

1.3   Western blot 检测  

- 8 0  ℃ 冰 箱 冻 存 的 组 织 标 本 经 研 磨 后 加 入

R I P A 裂 解 液 提 取 蛋 白 ， 采 用 B C A 法 测 定 蛋 白 浓

度，取相同总量（30 μg）蛋白加入等体积2×电

泳加样缓冲液煮沸10 min。经SDS-PAGE凝胶电

泳 分 离 后 ， 浓 缩 胶 5 0  m i n ， 分 离 胶 1  h ， 转 印 到

PVDF膜。5%脱脂奶粉封闭30 min后，加入XPO5

（1:300）或者GAPDH（1:300）一抗4 ℃孵育过

夜，室温下漂洗3次。37 ℃孵育辣根过氧化物酶

（HRP）标记的二抗1 h，漂洗3次后，采用ECL化

学发光试剂盒显影蛋白条带。

1.4  免疫组化检测  

免 疫 组 化 实 验 步 骤 按 免 疫 组 化 试 剂 盒 说 明 书

步 骤 进 行 。 组 织 石 蜡 切 片 于 6 7  ℃ 烘 片 2  h ， 经 二

甲 苯 和 梯 度 酒 精 脱 蜡 至 水 。 抗 原 修 复 方 法 采 用

柠 檬 酸 盐 缓 冲 液 微 波 煮 沸 修 复 ， 自 然 冷 却 后 加

入 阻 断 剂 阻 断 内 源 性 过 氧 化 物 酶 活 性 ， P B S T 清

洗 3次。3% BSA封闭1 h后直接滴加XPO5一抗稀

those with low XPO5 expression (46.8% vs.78.5%, 20.3% vs. 37.4%; 75.9% vs. 91.2%, 36.1% vs. 58.8%, all P<0.05). 

High XPO5 expression was an independent risk factor for either disease-free survival and overall survival in HCC 

patients (P=0.036; P=0.013). 

Conclusion: XPO5 expression is increased in HCC tissue, and is associated with the malignant profiles of HCC 

and unfavorable outcomes of the patients. 

Key words	 Carcinoma, Hepatocellular; Karyopherins; Prognosis; Risk Factors

CLC number: R735.7
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释液（1:300），4 ℃孵育过夜，漂洗3次。37 ℃孵

育二抗1 h，PBST清洗3次。DAB显色试剂显色，

当 目 标 蛋 白 出 现 显 色 且 相 对 较 弱 时 终 止 显 色 。 根

据 阳 性 细 胞 百 分 比 及 显 色 深 浅 分 级 ， 表 达 强 度 用

组织学评分（∑pi）表示：p代表同一染色强度细

胞 所 占 计 数 细 胞 百 分 数 （ 即 阳 性 细 胞 百 分 率 ） ，

无细胞显色或阳性细胞百分数<5%为0，5%~35%

细胞显色为1，36%~65%细胞显色为2，>66%细胞

显色为3；i代表细胞浆显色深浅或染色强度，不显

色或显色不清为0，浅黄色为1，棕黄色为2，深褐

色为3。将所有HCC组织标本按评分高低分为高表

达组及低表达组，即评分总和≤3分为低表达组， 

>3分为高表达组。

1.5  统计学处理  

采用SPSS20 .0统计软件，实验数据以均数±

标准差（x± s）表示，统计处理采用独立 t检验对

组间进行比较；计数资料采用χ 2检验。患者总生

存率和无瘤生存率均采用Kaplan-Meier分析，单因

素和多因素分析采用Cox回归模型。P<0.05为差异

有统计学意义。

2　结　果

2.1  Western blot 检测 XPO5 在 HCC 组织中的

表达  

Western blot检测结果显示，XPO5蛋白在HCC

组织中的表达量均高于其对应癌旁组织（图1）。

XPO5

GAPDH

N T N T N T N T N T

1               2               3            4          5

图 1　Western blot 检测 XPO5 蛋白表达　　N：癌旁组织；

T：HCC 组织
Figure 1　XPO5 protein expression determined by Western blot

　　N: Ajacent tissues; T: HCC tissue

2.2  免疫组化检测 XPO5 在 HCC 组织中的表达 

免 疫 组 化 示 ， 正 常 肝 组 织 中 X P O 5 表 达 强 度

低，其完全定位在细胞质中（图2A）；在HCC组

织中，XPO5整体表达高于正常组织。其中XPO5

低表达组织其主要定位在细胞浆，少部分有细胞核

表达（图2B）；而在XPO5高表达组织，XPO5除了

定位在细胞质中，细胞核也出现表达（图2C）。

2.3  XPO5 蛋白表达水平与 HCC 临床病理因素

的关系  

XPO5蛋白表达水平与患者性别、年龄、血清

AFP水平、HbsAg及血管浸润、肿瘤部位和血管浸

润无关（均P>0 .05），与肿瘤大小、分化程度、

临床分期、远处转移及肝硬化有关（均P<0 .05）

（表1）。

2.4  XPO5 表达水平与 HCC 患者预后间的关系  

X P O 5 低 表 达 组 1 、 5 年 无 瘤 生 存 率 高 于 高 表

达 组 （ 7 8 . 5 % v s .  4 6 . 8 % ， 3 7 . 4 %  v s .  2 0 . 3 % ， 均

P<0.01）；XPO5低表达组1、5年总生存率高于高

表达组（91.2% vs .  75.9%，58.8% vs .  36.1%，均

P<0.01）（图3）。

A B C

图 2　免疫组化 XPO5 蛋白表达（×100）　　A：正常肝组织；B：HCC 组织 XPO5 低表达；C：HCC 组织 XPO5 高表达
Figure 2　Immunohistochemistry staining for XPO5 protein expression (×100)　　A: Normal liver tissue; B: HCC tissue with low XPO5 

expression; C: HCC tissue with high XPO5 expression
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2.5  影响 HCC 患者无瘤生存及总生存的危险因

素分析

单 因 素 和 多 因 素 C o x 风 险 回 归 模 型 分 析 示 ，

血 管 浸 润 （P= 0 . 0 3 2 ） 、 远 处 转 移 （P= 0 . 0 2 5 ）

及 X P O 5 表 达 （ P = 0 . 0 3 6 ） 均 是 影 响 H C C 患 者

无 瘤 生 存 的 独 立 危 险 因 素 （ 表 2 ） ； 临 床 分 期

（P=0.012）、远处转移（P=0.028）及XPO5表达

（P=0.013）是影响HCC患者总生存的独立危险因

素（表3）。
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A B

图 3　不同 XPO5 表达水平 HCC 患者的生存曲线
Figure 3　The survival curves of HCC patients with different XPO5 expression levels 

表 1　XPO5 表达与 HCC 患者临床病理特征的关系 [n（%）]
Table 1　Relations of XP05 expression with clinicopathologic features of HCC patients [n (%)]

参数
低表达组

（n=40）

高表达组

（n=52）
P 参数

低表达组

（n=40）

高表达组

（n=52）
P

性别 分化程度
　男 28（70.0） 35（67.3）

0.782
　高、中分化 23（57.5） 17（32.7）

0.017
　女 12（30.0） 17（32.7） 　低、未分化 17（42.5） 35（67.3）
年龄（岁） 临床分期
　≤ 50 18（45.0） 30（57.7）

0.226
　I、II 20（50.0） 15（28.8）

0.038
　＞ 50 22（55.0） 22（42.3） 　III、IV 20（50.0） 37（71.2）
HbsAg 远处转移
　阴性 8（20.0） 11（21.2）

0.892
　无　 28（70.0） 15（28.8）

<0.01
　阳性 32（80.0） 41（78.8） 　有 12（30.0） 37（71.2）
肿瘤大小（cm） 肝硬化
　≤ 5 17（42.5） 10（19.2）

0.015
　无 13（32.5） 5（9.6）

<0.01
　＞ 5 23（57.5） 42（80.0） 　有 27（67.5） 47（90.4）
AFP（ng/mL） 血管浸润
　≤ 20 22（55.0） 25（48.1）

0.510
　无 18（45.0） 17（32.7）

0.228
　＞ 20 18（45.0） 27（51.9） 　有 22（55.0） 35（67.3）

表 2　单因素及多因素分析 HCC 患者无瘤生存期相关的危险因子
Table 2　Univariate and multivariate analysis of risk factors for disease-free survival in HCC patients

　临床病理因素
单因素分析 多因素分析

HR（95% CI） P HR（95% CI） P
性别（男 / 女） 1.234（0.635~2.423） 0.501 — —
年龄（>50 岁 / ≤ 50 岁） 1.013（0.662~1.989） 0.736 — —
肿瘤大小（>5 cm/ ≤ 5 cm） 1.817（1.078~2.938） 0.026 1.019（0.911~1.321） 0.198
HbsAg 抗原（阳性 / 阴性） 1.023（0.980~1.069） 0.303 — —
AFP 水平（>20 ng/mL/ ≤ 20 ng/mL） 1.232（0.743~2.054） 0.367 — —
分化程度（低、未 / 高、中） 1.118（0.780~1.701） 0.182 — —
临床分期（III、IV/I、II） 1.888（1.642~2.473） 0.038 1.166（0.872~1.667） 0.383
远处转移（有 / 无） 1.286（1.031~1.792） <0.01 1.446（1.142~2.028） 0.025
肝硬化（有 / 无） 1.238（0.948~1.628） 0.044 1.321（0.821~1.738） 0.258
血管浸润（有 / 无） 1.849（1.343~2.558） 0.035 1.903（1.098~4.229） 0.032
XPO5 表达（高 / 低） 1.883（1.422~2.692） <0.01 1.478（1.136~2.018） 0.036
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3　讨　论

HCC的发病存在明显的地域差异，在东亚国

家 包 括 中 国 和 南 非 发 病 率 尤 其高 [10]。在过去几十

年，HCC手术切除后5年复发率高达50%~70%，导

致HCC患者生存率仍很低[11-12]。

m i R N A 是 一 类 非 编 码 蛋 白 质 的 R N A ， 通 过

结 合 靶 基 因 的 m R N A 导 致 其 降 解 从 而 抑 制 基 因

表 达 [ 1 3 - 1 4 ]。 m i R N A 的 生 物 学 合 成 过 程 涉 及 到 多

个 步 骤 ， 包 括 由 R N A 聚 合 酶 I I 对 原 m i R N A （ p r i -
miRNA）的转录，Drosha对pr i -miRNA的剪切成

pre -miRNA，再由XPO5将pre -miRNA由细胞核转

运 到 细 胞 质 中 ， 经 过 D i c e r 酶 的 加 工 形 成 成 熟 的

miRNA发挥基因沉默功能[15]。XPO5属于核转运蛋

白β家族成员，其主要功能是将pre -mi RNA从细

胞核转运到细胞质中；XPO5在多种底物的核浆运

输中发挥重要功能 [5]。在细胞周期中，XPO5通过

依赖于磷脂酰肌醇3-激酶转录后机制迅速提高细

胞 整 体 m i R N A 水 平 ， 抑 制 X P O 5 导 致 细 胞 增 殖 受

抑制 [16]。除了转运pre -miRNA外，有研究 [17-19 ]证

明XPO5还涉及到一些RNA结合蛋白的转运，比如

Staufen同系物2、白介素增强结合因子3及核糖体

60s亚基的运输。Lee等[20]发现，当XPO5功能异常

后 ， 相 比 于 正 常 细 胞 系 和 组 织 ， 在 肿 瘤 细 胞 系 和

组织中存在大量miRNA基因转录成pre -miRNA，

但 并 不 能 形 成 成 熟 的 m i R N A 。 X P O 5 在 肿 瘤 中 异

常表达也有报道，比如Chiosea等 [21]发现XPO5在

前列腺癌中高表达，Varamba l l y等 [22]也同样发现

XPO5高表达于前列腺癌组织中，并与肿瘤转移相

关。本研究发现，XPO5在HCC组织中的表达显著

高于癌旁组织，这与之前在其他肿瘤中的报道 [8-9]

一致。然而，也有文献[23]报道XPO5在支气管肺泡

癌 中 呈 低 表 达 状 态 。 这 种 在 不 同 肿 瘤 中 的 表 达 差

异可能跟肿瘤特异性有关。Shigeyasu等 [24]也发现

XPO5在结肠癌组织中表达量显著升高，且XPO5

高 表 达 与 患 者 恶 性 临 床 病 理 特 征 和 预 后 差 显 著 相

关 。 本 研 究 结 合 临 床 病 理 特 征 分 析 也 同 样 发 现 ，

高表达XPO5的HCC患者与恶性临床病理因素呈正

相关。Cox风险比例回归模型单因素和多因素分析

提示，XPO5可作为判断HCC患者术后肿瘤复发和

预后不良的独立风险因子。

S u n 等 [ 2 5 ]研 究 发 现 细 胞 外 调 节 蛋 白 激 酶 的 激

活能够磷酸化XPO5，磷酸化的XPO5其构象发生

改变，转运pre-miRNA的能力下降，导致细胞整

体miRNA的水平下降并促进肿瘤发生。本研究仅

限于XPO5表达与HCC患者临床病理参数的关联性

研究，根据本研究结果发现XPO5在HCC中起到促

进肿瘤进展的作用。结合之前的报道我们推测，在

HCC中XPO5过表达的原因和可能的促癌功能有下

几点。首先，XPO5可能存在基因突变导致翻译的

蛋白功能丧失，HCC细胞会通过高表 达 该 基 因 企

图来弥补这部分丧失的功能；其次，HC C 细胞高

表 达 X P O 5 导 致 合 成 转 运 的 促 进 肿 瘤 发 生 发 展 的

miRNA更快的生物合成，加速肿瘤进展。

综 上，XPO5在HCC组织中呈高表达，并与患

者恶性病理特征及预后差相关。XPO5蛋白表达水

平可作为判断HC C 患者术后肿瘤复发和不良预后

的重要指标，进一步深入研究XPO5在HCC中的作

用机制将有望为寻找新的治疗靶点提供理论基础。
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