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原发性肝细胞癌中 ＰＴＴＧ，ｐ２７及 ＳＫＰ２蛋白的
表达及其临床意义

潘凯华，王群伟

（中南大学湘雅二医院 普通外科，湖南 长沙 ４１００１１）

　　摘要：采用免疫组化法检测 ＰＴＴＧ，ｐ２７及 ＳＫＰ２蛋白在 ５０例 ＨＣＣ和 １６例正常肝组织中的表达。
结果示：⑴ＰＴＴＧ，ｐ２７及 ＳＫＰ２在 ＨＣＣ中的阳性表达率分别为 ７２．０％，３６％和 ５６．０％，在正常肝组织

中阳性率分别为 ６．３％，９３．８％和 １２．５％；三者的表达在两种组织间差异有显著性（Ｐ＜０．０１）。

⑵ＰＴＴＧ表达与大体形态、有无转移有关（Ｐ＜０．０１或 Ｐ＜０．０５）。ｐ２７表达与肿瘤病理分级、肿块大

小、术前 ＳＨＣＳＰ阳性、肝内外转移、门静脉癌栓有关（Ｐ＜０．０１或 Ｐ＜０．０５）。ＳＫＰ２表达与肿瘤病理分

级、肿块大小、大体形态及肝内外转移有关（Ｐ＜０．０１或 Ｐ＜０．０５）。三者表达与年龄、肿瘤病理类型、

ＡＦＰ、有无乙肝或肝硬化无关（Ｐ＞０．０５）。⑶ＰＴＴＧ及 ＳＫＰ２与 ｐ２７表达呈负相关（ｒ＝－０．２１８和

－０．６５９，Ｐ＜０．０５）。提示，⑴ＰＴＴＧ蛋白在 ＨＣＣ中的高频率过度表达表明其基因激活可能是人肝组织

癌变过程中的重要因素之一。⑵ＳＫＰ２表达上调可促进 ＨＣＣ的发生发展。⑶ＰＴＴＧ和 ＳＫＰ２与 ｐ２７的

低表达有关；ｐ２７的低表达可能与 ＨＣＣ的发生发展有关。
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　　近年来，发现几乎所有癌基因、抑癌基因都
直接或间接地参与细胞周期调控。它们的异常表

达可导致细胞周期调节失控，使细胞增殖过多，

凋亡过少，甚至导致肿瘤发生［１］。垂体肿瘤转化

基因（ＰＴＴＧ），ｐ２７和 Ｓ期相关蛋白 ２（ＳＫＰ２）在
原发性肝细胞癌（ＨＣＣ）中表达有单个因素的研
究报道，对于三者共同在原发性 ＨＣＣ中的表达及
其相关性尚未见报道。本研究旨在进一步探讨

ｐ２７，ＰＴＴＧ和 ＳＫＰ２在肝癌组织中的表达及其与
临床病理参数之间的关系，并对三者之间的相关

性作一研究。

１　资料与方法

１．１　标本及相关性资料
１．１．１　ＨＣＣ组　收集我院肝胆胰外科 ２００２年
６月—２００４年 １２月手术切除并经病理证实为

　　收稿日期：２００６－０６－１５；　修订日期：２００６－１０－３０。

　　作者简介：潘凯华，男，湖南长沙人，中南大学湘雅二医院普外

科住院医生，主要从事肝胆胰外科方面的研究。

　　通讯作者：潘凯华　Ｅｍａｉｌ：ｌｉｇａｎ＿１２１８＠１６３．ｃｏｍ。

ＨＣＣ者。男 ４６例，女 ４例；年龄 ２０～７３（平均
４７．４±１４．０）岁；病理学类型、组织学分化程度、
是否有乙肝、术前血清肝癌特异性蛋白（ＳＨＣＳＰ）、
术前甲胎蛋白（ＡＦＰ）定性定量测定、有无肝硬
化［２］、肝内外有无转移、大体形态及肿块主发部位

等资料见表 １。本组病例术前未行放疗或化疗。
所有癌肿均顺利切除，切除标本均取癌组织。

１．１．２　对照组　男 １２例，女 ４例；年龄２２～４５岁
（平均 ３３．２±８．６）岁。均为肝破裂患者经病理证
实为正常肝组织。上述标本经 １０％福尔马林固定
后常规制作石蜡包埋连续切片，切片厚４μｍ。
１．２　主要试剂

兔抗人 ＰＴＴＧ多克隆抗体、鼠抗人 ｐ２７单克隆抗
体、鼠抗人 ＳＫＰ２单克隆抗体、兔ＳＰＫｉｔ（ＳＰ９００１）、鼠
ＳＰＫｉｔ（ＳＰ９００２）、ＤＢＡＨＣｌ显色试剂盒，以上试剂
均购自北京中杉金桥生物技术公司。

１．３　免疫组化
操作步骤按免疫组化试剂盒的说明进行。用

试剂盒提供已知乳腺癌阳性切片作为阳性对照，

以磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）替代一抗作为阴性对照。
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表 １　ＨＣＣ组织中 ＰＴＴＧ，ｐ２７及 ＳＫＰ２的表达与临床
病理的关系

病理特征 分组 例数 ＰＴＴＧ（平均秩） ｐ２７（平均秩） ＳＫＰ２（平均秩）

病理分型 肝细胞癌 ４５ ２６．２８ ２４．６６ ２６．２７

混合型肝癌 ５ １８．５０ ３３．１０ １８．６０

分化程度 高分化 ６ ２４．９２ ４１．９２２） １３．３３

中分化 ２２ ２４．５０ ２４．２７ ２４．４５

低分化 ２２ ２６．６６ ２２．２５ ２９．８６

大体形态 巨块形 ４１ ２８．１３１） ２３．６８ ２７．８９１）

结节形 ９ １３．５０ ３３．７８ １７．１７

肿块大小（ｃｍ） ≤５ ６ １８．３３ ３７．９２１） ９．５０２）

＞５ ４４ ２６．４８ ２３．８１ ２７．６８

肝硬化 无－轻 ２２ ２５．２５ ２８．７５ ２６．８３

中－重 ２８ ２４．８０ ２２．９５ ２２．８４

血清ＳＨＣＳＰ 阴性 ３１ ２４．８３ ２９．８５２） ２８．３６

阳性 １９ ２８．１４ １８．３９ ２１．５０

转移 无 １７ １８．６５１） ３１．１５１） １９．２１１）

有 ３３ ２９．０３ ２２．５９ ２８．７４

癌栓 无 ２９ ２２．５３ ３１．２２２） ２３．３９

有 ２１ ２９．６０ １７．６０ ２７．４５

年龄（岁） ≤４５ ２２ ２６．１８ ２３．７３ ２２．５２

＞４５ ２８ ２４．９６ ２６．８９ ２６．１７

ＡＦＰ 阴性 ８ ２４．５０ ３１．７５ １５．６３１）

阳性 ４２ ２４．９８ ２３．８３ ２６．２７

乙肝 阴性 ７ ２５．７１ ３０．３６ ２２．４３

阳性 ４３ ２５．４７ ２４．７１ ２４．８５

　　注：同一病理特征的组间比较，１）Ｐ＜０．０５；２）Ｐ＜０．０１

１．４　结果判断

双盲法阅片。凡细胞中出现明显的棕黄色颗粒为

阳性细胞。评分方法：将染色强度评分（无为０分；弱

为１分；中为 ２分；强为 ３分）和阳性细胞率评分

（＜５％为０分；５％ ～１０％为 １分；１１～２０％为 ２分；

２１％～５０％为３分；＞５０％为４分）之和为该切片评分

值。设定评分１～２为阴性，＞２为阳性［３］。

１．５　统计学处理

采用χ２检验及 Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析。统计由

ＳＰＳＳ１３．０统计软件完成。检验水准α＝０．０５。

２　结　果

２．１　ＰＴＴＧ蛋白在 ＨＣＣ和正常肝组织中的表达

ＰＴＴＧ阳性反应物质为棕黄色颗粒，阳性主要

分布于细胞浆，呈弥漫性全浆分布，有的呈包涵

体状。ＰＴＴＧ阳性细胞在癌组织中呈弥漫性、小巢

状或散在分布（图 １－２）。ＰＴＴＧ在 ＨＣＣ中阳性

表达率 显 著 高 于 正 常 肝 组 织，差 异 有 显 著 性

（Ｐ＜０．０１）（表２）。

表 ２　ＰＴＴＧ在两种组织中的表达情况

分组 例数 阳性数 阳性率（％） 评分（ｘ±ｓ）

癌组织 ５０ ３６ ７２．０ ３．１８±１．８９

正常组织 １６ １ ６．３ ０．６９±１．０８

Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１

２．２　ｐ２７蛋白在 ＨＣＣ和正常肝组织中的表达
ｐ２７阳性反应物质为棕黄色颗粒，分布于细

胞质和细胞核中，主要定位于胞核（图 ３－４）。
定位于胞核者主要见于正常肝组织；定位于胞浆

者主要见于 ＨＣＣ组织。ＨＣＣ组织阳性率显著低
于正常肝组织，差异有显著性（Ｐ＜０．０１）（表３）。

表３　ｐ２７在两种组织中的表达情况

分组 例数 阳性数 阳性率（％） 评分（ｘ±ｓ）

癌组织 ５０ １８ ３６．０ ２．０２±１．６８

正常组织 １６ １５ ９３．８ ４．４４±１．２１

Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１

２．３　ＳＫＰ２蛋白在 ＨＣＣ和正常肝组织中的表达
ＳＫＰ２阳性反应物质为棕黄色颗粒，在细胞质

和／或细胞核中均可见，而只在胞浆出现棕黄色
颗粒为非特异性染色（图 ５－６）。肝癌组织 ＳＫＰ
２的阳性表达率显著高于正常肝组织，差异显著
性（Ｐ＜０．０１）（表 ４）。

表 ４　ＳＫＰ２在两种组织中的表达情况

组织 例数 阳性数 阳性率（％） 评分（ｘ±ｓ）

癌组织 ５０ ２８ ５６．０ ２．４８±２．１６

正常组织 １６ ２ １２．５ ０．６９±１．４５

Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１

２．４　ＰＴＴＧ，ｐ２７和 ＳＫＰ２蛋白表达与 ＨＣＣ临
床病理参数的关系

ＨＣＣ组织中 ＰＴＴＧ蛋白阳性强度与 ＨＣＣ的年
龄、病理类型、组织学分级、有无乙肝、术前血清

ＳＨＣＳＰ水平、ＡＦＰ、有无肝硬化、肿块大小及有无
门静脉癌栓无关（Ｐ＞０．０５），而与肿块大体形
态、有无转移相关；巨块形、有肝内或肝外转移者

ＰＴＴＧ表达增强。ｐ２７蛋白在 ＨＣＣ中的表达与年
龄、病理类型、有无乙肝、ＡＦＰ、有无肝硬化、大体
形态无关（Ｐ＞０．０５），而与组织学分级、术前血
清 ＳＨＣＳＰ、有无肝内或肝外转移、肿块大小及有无
门静脉癌栓有关；高分化、ＳＨＣＳＰ阴性、无肝内或

５８２
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肝外转移、肿块直径≤５ｃｍ和无门静脉癌栓的癌
肿 ｐ２７表达增强。ＳＫＰ２蛋白在 ＨＣＣ的表达与患
者年龄、病理类型、有无乙肝、术前血清 ＳＨＣＳＰ、
ＡＦＰ、有 无 肝 硬 化 及 有 无 门 静 脉 癌 栓 无 关
（Ｐ＞０．０５），而与组织学分级、肝内或肝外有无转
移、肿块大体形态和肿块大小有关；中低分化、有

肝内或肝外转移、肿块直径 ＞５ｃｍ的巨块形肝癌

ＳＫＰ２表达增强（表 １）。
２．５　ＰＴＴＧ，ｐ２７和 ＳＫＰ２三者之间蛋白表达相

关性

结 果 显 示，ＰＴＴＧ 与 ｐ２７表 达 呈 负 相 关
（ｒ＝－０．２１８，Ｐ＜０．０５），ＳＫＰ２与 ｐ２７表达呈高度
密切负相关（ｒ＝－０．６５９，Ｐ＜０．０１），ＰＴＴＧ与 ＳＫＰ
２之间无明显相关性（ｒ＝０．２０５，Ｐ＞０．０５）。

图１　高分化肝细胞癌，ＰＴＴＧ阳性表
达，评分６分（ＳＰ×２００）

图２　正常肝组织，ＰＴＴＧ阴性表达，评
分０分（ＳＰ×２００）

图３　高分化肝细胞癌，ｐ２７阳性表达，
评分５分（ＳＰ×２００）

图４　正常肝组织，ｐ２７阳性表达，评分６
分（ＳＰ×２００）

图５　低分化肝细胞癌，ＳＫＰ２阳性表
达，评分６分（ＳＰ×２００）

图６　正常肝组织，ＳＫＰ２阴性表达，评
分０分（ＳＰ×２００）

３　讨　论

肿瘤组织的一个显著特征是细胞失控性生

长，其发生、发展与肿瘤细胞有丝分裂的分子调

控密切相关。而细胞周期的调控是一个极其复

杂的过程，涉及到多因子多层次上的作用，其中

有两个主要调控点：一个处于 Ｇ１／Ｓ转折点，另一
个处于 Ｇ２／Ｍ转折点。

ＰＴＴＧ是 Ｐｅｉ等［４］在 １９９７年发现的垂体瘤转
化基因，该基因位于 ５号染色体长臂 ５ｑ３３，基因
全长超过 １０ｋｂ，含有 ５个外显子和 ４个内含子。
ＰＴＴＧ作为一种强有力的肿瘤转化基因，可通过多
种机制参与肿瘤的形成与发展：阻止姐妹染色体

分离；诱导细胞转化；促进其他原癌基因及促瘤

因子 的 表 达；促 进 ｂＦＧＦ参 与 的 肿 瘤 血 管 生
成［５］。ｐ２７是细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂家
族中重要的一员。该基因定位于染色体 １２ｐ１２

及 １２ｐ１３．１交界的 １２ｐ１３处，至少有 ２个外显子
和 １个内含子，ｐ２７编码的是一种分子量为 ２７ｋＤ
的热稳定蛋白，这种蛋白质在体外以化学剂量方

式与细胞周期蛋白复合物结合，抑制其激酶活

性，使细胞停滞于 Ｇ１期。ｐ２７表达调节主要在翻
译水平后，即泛素 －蛋白水解酶途径介导的 ｐ２７
蛋白降解［６］。此外磷酸化也是 ｐ２７降解的机制。
ＳＫＰ２基因是 １９９５年由 Ｄｅｍｅｔｒｉｃｋ等［７］发现，其与

细胞周期调控密切相关。定位于 ５ｐ１３，编码的蛋
白质由４３６个氨基酸组成，分子质量约４７ｋＤ。目
前认为 ＳＫＰ２表达受转录及转录后水平双重调
节，它通过对 ＣＤＫＩ的泛素化及降解而促进细胞
周期 Ｇ１／Ｓ期转换及 Ｓ期的发展。

本实验中 ＰＴＴＧ蛋白在 ＨＣＣ中阳性表达率为
７２．０％，显著高于正常对照组（Ｐ＜０．０１）。高频
率过度表达表明 ＰＴＴＧ蛋白在人肝组织癌变过程
中可能起重要作用，这与金中元等研究结果相
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符［８］。笔者还发现，ＰＴＴＧ蛋白阳性表达的强度与
肿 瘤 大 体 形 态、是 否 有 肝 内 外 转 移 相 关

（Ｐ＜０．０５），而与 ＨＣＣ患者的年龄、病理类型、组
织学分级、有无乙肝、术前血清 ＳＨＣＳＰ水平、ＡＦＰ、
有无肝硬化、肿块大小、有无门静脉癌栓与 ＰＴＴＧ
表达无关（Ｐ＞０．０５）；巨块形、有肝内或肝外转
移者 ＰＴＴＧ表达较强，这与 Ｓｈｉｂａｔａ等［９］的研究结

果基本相符。因此，ＰＴＴＧ不仅在 ＨＣＣ中高表达，
而且与 ＨＣＣ的发展有着密切的关系。

本实验中 ＨＣＣ组 ｐ２７蛋白阳性表达率显著
低于正常对照组（Ｐ＜０．０１），这与 Ｉｔｏ等［１０］的研

究结果一致。实验中 ｐ２７蛋白在 ＨＣＣ组的表达
与年龄、病理类型、有无乙肝、ＡＦＰ、有无肝硬化、
大体形态无关（Ｐ＞０．０５），而与组织学分级、术
前血清 ＳＨＣＳＰ、有无肝内或肝外转移、肿块大小、
有无门静脉癌栓有关（Ｐ＜０．０１或 Ｐ＜０．０５）；高
分化、ＳＨＣＳＰ阴 性、无 肝 内 外 转 移、肿 块 直 径
≤５ｃｍ和无门静脉癌栓的癌肿 ｐ２７表达较强，提
示 ｐ２７与肝癌的发生、发展关系密切。

本实验 ＨＣＣ组 ＳＫＰ２蛋白阳性表达率显著高
于正常肝组织组，差异显著性（Ｐ＜０．０１）。表明
ＳＫＰ２参与了肝组织的恶性转化过程。ＳＫＰ２蛋
白在 ＨＣＣ的表达与患者年龄、病理类型、有无乙
肝、术前血清 ＳＨＣＳＰ、ＡＦＰ、有无肝硬化、有无门静
脉癌栓无关（Ｐ＞０．０５），而与组织学分级、肝内
外有无转移、肿块大体形态和肿块大小有关

（Ｐ＜０．０１或Ｐ＜０．０５）；中低分化、有肝内外转移、
肿块直径 ＞５ｃｍ的巨块形肝癌 ＳＫＰ２表达较强。
提示该基因表达上调可能与 ＨＣＣ的恶性程度和
侵袭转移能力密切相关。此结果与 Ｋｏｇａ等［１１］的

研究基本吻合。由于 ＳＫＰ２表达的特异性，故对
于 ＳＫＰ２的检测可望作为中、低分化 ＨＣＣ的一个
治疗靶点。

经相关性分析表明，ＨＣＣ中 ＰＴＴＧ与 ｐ２７呈
负相关（ｒ＝－０．２８９，Ｐ＝０．０４２）。ｃｍｙｃ癌基
因是 ＰＴＴＧ主要靶基因，ＰＴＴＧ激活 ｃｍｙｃ基因，过
度表达的 ｃｍｙｃ蛋白刺激细胞周期进程、引起细
胞转化、阻碍分化和诱导有丝分裂。在 ｐ２７高水
平表 达 时 ｃｍｙｃ又 能 转 录 表 达，促 使 ｃｙｃｌｉｎＥ
ＣＤＫ２起作用而对抗 ｐ２７诱导的生长阻断［１２］。形

成 ＰＴＴＧ激活 ｃｍｙｃ，对抗 ｐ２７负性调节细胞增生
的作用，导致肿瘤细胞过度增殖。ＳＫＰ２与 ｐ２７
呈明显负相关（ｒ＝－０．６５９，Ｐ＝０．０００）。ＳＫＰ２
通过作用靶蛋白 ｃｙｃｌｉｎ和 ＣＤＫｓ等泛素化调节细
胞周期。目前较公认的靶物质是 ｐ２７蛋白；ｐ２７
是细胞周期负性调节因子，细胞由静止状态进入

增殖状态需 ｐ２７的降解。而 ＳＫＰ２在 ｐ２７降解过
程中发挥了重要作用。Ｃａｒｒａｎｏ等［１３］认为 ＳＫＰ２是
泛素介导 ｐ２７降解所必需，泛素连接酶复合体通
过 ＳＫＰ２的 Ｆｂｏｘ特异识别结合 ｃｙｃｌｉｎＣＤＫ２复合
体，后者使 ｐ２７的 １８７位苏氨酸磷酸化；ＳＫＰ２特
异识别磷酸化的 ｐ２７，使其通过泛素蛋白酶体途
径降解。至于 ＰＴＴＧ与 ＳＫＰ２之间关系，本资料表
明无明显相关性（ｒ＝０．２０５，Ｐ＞０．０５）。这可能
与两者作用机制不同有关。

迄今，ＨＣＣ的治疗仍面临许多困难，而基因治
疗提供了一个很有前景的方向。因此，研究如何

改良 ＰＴＴＧ和 ＳＫＰ２的作用，激活 ｐ２７等抑癌基
因的功能，将为 ＨＣＣ的基因治疗提供一条有效
的途径。
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