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Ｓｕｒｖｉｖｉｎ和 ｃｙｃｌｉｎＤ１在原发性肝细胞癌中的
表达及其相关性研究

董俊峰，吴小鹏

（山东大学齐鲁医院 普通外科，山东 济南 ２５００１２）

　　摘要：为探讨 ｓｕｒｖｉｖｉｎ和 ｃｙｃｌｉｎＤ１在原发性肝细胞癌（ＨＣＣ）组织中的表达及两者在肝癌发病机制
中的作用和相关性。笔者利用免疫组织化学 ＳＰ法检测 ５０例原发性肝癌组织（ＨＣＣ组）及 ２０例正常

肝组织（正常组）中 ｓｕｒｖｉｖｉｎ和 ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白的表达情况。采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析法分析两种蛋白表达

的相关性。结果示，ＨＣＣ组中 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达的阳性率为 ６６．０％（３３／５０），显著高于正常组（均为阴

性表达）（Ｐ＜０．００１）；其阳性表达与肝癌的肝内转移和癌灶的多发性有关（Ｐ＝０．０１９，Ｐ＝０．０３０）。

ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白在 ＨＣＣ组的阳性率为 ４４．０％（２２／５０），显著高于正常组（均为阴性表达）（Ｐ＜０．００１）；

其阳性表达与肝癌的肝内转移和分化程度有关（Ｐ＝０．０３５，Ｐ＝０．０３６）。两种蛋白的的阳性表达呈正

相关（ｒ＝０．４６６，Ｐ＜０．００１）。两者的过表达均与患者术后 ＜３年生存期有关（Ｐ＝０．０１８，Ｐ＝０．０１３）。

提示 ｓｕｒｖｉｖｉｎ与 ｃｙｃｌｉｎＤ１在 ＨＣＣ的发生及发展过程中起着不同程度的作用；两者的联合检测对判定原

发性 ＨＣＣ的预后可提供一定的依据。
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　　存活素（ｓｕｒｖｉｖｉｎ）是凋亡抑制蛋白（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｔｉｎｓ，ＩＡＰ）家族的成员，除具有较强的
抑制凋亡作用外，还有调节细胞周期和肿瘤血管

保护 等 多 种 生 物 学 活 性［１］。 细 胞 周 期 素 Ｄ１
（ｃｙｃｌｉｎＤ１）作为 Ｇ１／Ｓ期细胞周期相关蛋白，其基
因和编码蛋白的异常，以及与多种肿瘤相关基因

的协同作用可促使细胞的恶性转化。ｃｙｃｌｉｎＤ１表
达失控时，将引起细胞增殖周期失调，细胞失控

性生长形成肿瘤。本研究通过免疫组织化学 ＳＰ
法检测肝细胞癌（ＨＣＣ）和正常肝细胞中 ｓｕｒｖｉｖｉｎ
和 ｃｙｃｌｉｎＤ１的表达，初步探讨两者在 ＨＣＣ发病机
制中的作用以及它们之间的相关性。

１　材料与方法

１．１　标本及其一般资料
１．１．１　ＨＣＣ组　收集我院 ２００１—２００３年临床

　　收稿日期：２００６－０９－１８；　修订日期：２００７－０７－１６。

　　作者简介：董俊峰，男，山东淄博人，山东大学齐鲁医院硕士研究

生（现为济南军区总医院主治医师），主要从事肝胆肿瘤方面的研究。

　　通讯作者：董俊峰　Ｅｍａｉｌ：ｄｊｆ１９７７＠ｔｏｍ．ｃｏｍ

与病理资料完整的 ５０例 ＨＣＣ患者的肝癌组织标
本。男 ４２例，女 ８例；年龄 ２８～７１（平均 ５３）岁。
肿瘤分化程度按 Ｅｄｍｏｎｄｓｏｎ四级分级法（Ⅰ，Ⅱ级
为高中分化，Ⅲ，Ⅳ级为低分化），高中分化２２例，
低分化 ２８例。
１．１．２　正常组　收集我院 ２００１—２００３年临床
与病理资料完整的 ２０例正常肝组织标本作为对
照组。男 １４例，女 ６例；年龄 ３２～６７（平均 ５０）
岁。

所有标本均经 １０％甲醛溶液固定，石蜡包
埋，５μｍ厚连续切片，分别作 ＨＥ和免疫组化染
色。

１．２　主要试剂
兔抗人 ｓｕｒｖｉｖｉｎ多克隆抗体、兔抗人 ｃｙｃｌｉｎＤ１

多克隆抗体和 ＳＰ试剂盒，均购自北京市中杉金
桥生物技术有限公司。

１．３　实验方法
１．３．１　免疫组化方法　石蜡切片脱蜡水化，修
复抗原，正常非免疫动物血清孵育，分别加入一

抗（ｓｕｒｖｉｖｉｎ或 ｃｙｃｌｉｎＤ１多克隆抗体），二抗孵育；
ＤＡＢ显色，脱水，透明，封片。用磷酸盐缓冲液代
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替一抗作阴性对照，以试剂盒中所附已知阳性切

片为阳性对照。

１．３．２　免疫组化结果判断　ｓｕｒｖｉｖｉｎ和 ｃｙｃｌｉｎＤ１
均以 肿 瘤 细 胞 出 现 棕 黄 色 颗 粒 为 阳 性 表 达。

ｓｕｒｖｉｖｉｎ定 位 于 胞 浆．少 数 胞 核 可 同 时 染 色。
ｃｙｃｌｉｎＤ１定位于胞核．少数胞浆可同时染色。根据
阳性肿瘤细胞占肿瘤细胞总数的比例判定阴阳性

及其 程 度：阳 性 细 胞 数 ≤１０％ 为 阴 性 （一）；
＞１０％ ～２５％为弱阳性（＋）；＞２５％ ～５０％为
中度阳性（＋＋）；＞５０％为强阳性（＋＋＋）。
１．４　统计学处理

采用 ＳＡＳ８．２统计软件对相关数据资料进行
统计学处理。Ｓｕｒｖｉｖｉｎ和 ＣｙｃｌｉｎＤ１阳性表达率的
比较采用 χ２检验、Ｆｉｓｈｅｒ精确概率法检验；两者表
达关系采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析，检验水准均采用

α＝０．０５。

２　结　果

２．１　ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表达
ＨＣＣ组 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白阳性表达率为６６．０％，正

常组 未 见 表 达，两 者 差 异 有 高 度 显 著 性

（χ２＝２４．９７３，Ｐ＜０．００１）。ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表达与
肝癌患者的年龄、性别、术前甲胎蛋白（ＡＦＰ）水
平、肿瘤直径、包膜浸润、肝硬化背景、乙型肝炎

表面抗原（ＨＢｓＡｇ）、Ｃｈｉｌｄ肝功能分级、肝癌分化
程度等无明显关系（均 Ｐ＞０．０５）。肝内转移有
与无的 ＨＣＣ组织中 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白阳性表达率分别
为８４．６％和５９．５％，差异有显著性（χ２＝５．４１８，
Ｐ＝０．０１９）；单发病灶与多发病灶的 ＨＣＣ组织中
ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白阳性表达率分别为 ６０．５％和９１．７％，
差异有显著性（χ２ ＝４．６３５，Ｐ＝０．０３０）（表 １）
（图 １）。

表１　ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达与肝癌临床病理参数的关系（例）

临床病理参数 ｎ
ｓｕｒｖｉｖｉｎ阳性表达

阳性者 阴性者
Ｐ值 临床病理参数 ｎ

ｓｕｒｖｉｖｉｎ阳性表达

阳性者 阴性者
Ｐ值

性别 肿瘤数目

　男

　女

４２

８

２８

５

１４

３
０．３０１

　单个

　多个

３８

１２

２２（６０．５％）

１１（９１．７％）

１６

１
０．０３０

年 龄（岁） Ｃｈｉｌｄ分级

　３５

　≤３５

４１

９

２８

５

１３

４
０．２２６

　Ａ

　Ｂ

３１

１９

２０

１３

１１

６
０．７７７

ＡＦＰ（μｇ／ｌ） 分化程度

　≤２０

　＞２０

２０

３０

１５

１８

５

１２
０．２７３

　高中

　低

２２

２８

１４

１９

８

９
０．７５５

肝硬化 肝内转移

　无

　有

８

４２

６

２７

１５

１５
０．４４２

　有

　无

１３

３７

１２（８４．６％）

２１（５９．５％）

１

１６
０．０１９

ＨＢｓＡｇ 包膜浸润

　阳性

　阴性

４３

７

２８

５

１５

２
０．５５４

　有

　无

３６

１４

２３

１０

１３

４
０．２３５

肿瘤直径（ｃｍ） 生存期（年）

　≤５

　＞５

１８

３２

１３

２０

５

１２
０．４８６

　≥３

　＜３

１７

２６

７（４１．２％）

２０（７６．９％）

１０

６
０．０１８

２．２　ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白的表达
ＨＣＣ组 ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白的阳性表达率为４４．０％，

正 常 组 未 见 表 达，两 者 差 异 有 高 度 显 著 性

（χ２＝１２．８３３，Ｐ＜０．００１）；ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达与肝
癌患者的年龄、性别、术前 ＡＦＰ水平、肿瘤直径、包
膜浸润、肝硬化背景、ＨＢｓＡｇ及 Ｃｈｉｌｄ肝功能分级等

均无明显关系（均 Ｐ＞０．０５）。肝内转移有与无的
ＨＣＣ组 织 中 ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋 白 阳 性 表 达 率 分 别 为
５６．２％ 和 ２３．５％，差 异 有 显 著 性 （χ２＝４．４６１，
Ｐ＝０．０３６）；高中分化与低分化 ＨＣＣ组织中ｃｙｃｌｉｎＤ１
蛋白阳性表达率分别为 ３６．４％和 ６４．３％，差异有
显著性（χ２＝４．５３９，Ｐ＝０．０３５）（表 ２）（图 ２）。
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表２　ｃｙｃｌｉｎＤ１的表达与肝癌临床病理参数的关系（例）

临床病理参数 ｎ
ｃｙｃｌｉｎＤ１阳性表达
阳性者 阴性者

Ｐ值 临床病理参数 ｎ
ｃｙｃｌｉｎＤ１阳性表达
阳性者 阴性者

Ｐ值

　　性别 　　肿瘤数目
　　　男

　　　女

４２

８

２０

２

２２

６
０．１６２

　　　单个

　　　多个

３８

１２

１５

７

２３

５
０．２０８

　　年 龄（岁） 　　Ｃｈｉｌｄ分级
　　　３５

　　　≤３５

４１

９

１８

４

２３

５
０．２８７

　　　Ａ

　　　Ｂ

３１

１９

１２

１０

１９

９
０．３３６

　　ＡＦＰ（μｇ／ｌ） 　　分化程度
　　　≤２０

　　　＞２０

２０

３０

１０

１２

１０１

８
０．４８５

　　　高中

　　　低

２２

２８

６（３６．４％）

１６（６４．３％）

１６

１２
０．０３５

　　肝硬化 　　肝内转移
　　　无

　　　有

８

４２

３

１９

５

２３
０．２８２

　　　有

　　　无

１３

３７

９（５６．２％）

１３（２３．５％）

４

２４
０．０３６

　　ＨＢｓＡｇ 　　包膜浸润
　　　阳性

　　　阴性

４３

７

２０

２

２３

５
０．３２２

　　　有

　　　无

３６

１４

１４

８

２２

６
０．２４３

　　肿瘤直径（ｃｍ） 　　生存期（年）
　　　≤５

　　　＞５

１８

３２

１０

１２

８

２０
０．２１７

　　　≥３

　　　＜３

１７

２６

４（２３．５％）

１６（６１．５％）

１３

１０
０．０１３

图１　 肝细胞癌中ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达（ＳＰ×２００） 图２　 肝细胞癌中ｃｙｃｌｉｎＤ１的表达（ＳＰ×２００）

２．３　两种基因蛋白的表达与预后

随访时间≥３年生存组的 １７例中 ｓｕｒｖｉｖｉｎ和

ｃｙｃｌｉｎＤ１的阳性率分别为 ４１．２％（７／１７）和 ２３．５％

（４／１７）；＜３年生存组的２６例中 ｓｕｒｖｉｖｉｎ和 ｃｙｃｌｉｎＤ１

的阳性率分别为７６．９％（２０／２６）和６１．５％（１６／２６），

两组间差异显著（Ｐ＝０．０１８，Ｐ＝０．０１３）。

２．４　ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达与 ｃｙｃｌｉｎＤ１表达之间的相关性

ｓｕｒｖｉｖｉｎ（一）的 １５例中 ｃｙｃｌｉｎＤ１（＋）２例，阳性

率为 １３．３％；ｓｕｒｖｉｖｉｎ（＋）的 ３３例中 ｃｙｃｌｉｎＤ１（＋）

２０例，阳性率为６０．６％，ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达与 ｃｙｃｌｉｎＤ１表达

呈显著正相关（ｒ＝０．４６６，Ｐ＜０．００１）（表３）。

表３　ｓｕｒｖｉｖｉｎ和ｃｙｃｌｉｎＤ１在肝细胞癌中表达的相互关系

ｓｕｒｖｉｖｉｎ
ｃｙｃｌｉｎＤ１

（－） （＋）％
计 ｒ Ｐ值

（－）

（＋）

１５

１３

２（１３．３）

２０（６０．６）

１７

３３
０．４６６ ＜０．００１

３　讨　论

生理状态下，在成人，除子宫内膜、胎盘和胸

腺组织中可存在不同程度的 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达外，大多
数组织未能检测出 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达；在癌旁组织中
也不表达或低表达；其具体机制尚不清楚［２－５］。

然而，人类绝大多数恶性肿瘤却发现存在不同程

度的 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达，如胃癌、结直肠癌、肝癌、胰腺
癌、肺癌、乳癌和宫颈癌等。ｓｕｒｖｉｖｉｎ系通过抑制
半胱氨酸天冬蛋白酶 ３和 ７（ｃａｓｐａｓｅ３，ｃａｓｐａｓｅ７）
的活性而抑制细胞凋亡；ｃａｓｐａｓｅｓ则是控制细胞凋
亡的核心环节。ｓｕｒｖｉｖｉｎ直接作用于 ｃａｓｐａｓｅ，阻止
由 ｃａｓｐａｓｅ激活剂或凋亡诱导剂诱导的细胞内相
关自杀酶的积累，从而阻断细胞的凋亡过程［６］。

另外，ｓｕｒｖｉｖｉｎ与细胞周期调控因子 ＣＤＫ４形成
ｓｕｒｖｉｖｉｎＣＤＫ４复合体，释放出 ｐ２１，ｐ２１能进一步
与线粒体 ｃａｓｐａｓｅ３结合，抑制其活性，阻止细胞凋
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亡［７］。此外，ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达还具有细胞周期依赖
性，特异性地在 Ｇ２／Ｍ期表达，通过与细胞有丝分
裂纺锤体的微管结合，参与对细胞基因转录的调

节。因此认为，ｓｕｒｖｉｖｉｎ具有抑制细胞凋亡与调控
细胞周期两种功能；其过度表达可造成细胞增殖

增加、凋亡减少，细胞增殖与凋亡平衡失调，导致

肿瘤的发生。

本研究显示，ＨＣＣ组织中 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白阳性表
达率为 ６６．０％，而在正常肝组织中未见表达，表
明其参与了肝癌的发生、发展，其机制是抑制了肝

细胞的凋亡和调控细胞周期。ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达
与性别、年龄、肿瘤的分化程度、ＨＢｓＡｇ、肿瘤大
小、Ｃｈｉｌｄ肝功能分级等无关，而与 ＨＣＣ肝内转移
和肿瘤多发密切相关，预示着高度侵袭性的病理

特征。Ｉｋｅｇｕｅｈｉ等［８］ 的 研 究 结 果 显 示，ｓｕｒｖｉｖｉｎ
ｍＲＮＡ的表达与 ＨＣＣ预后相关。本组 ４３例获随
访患 者 中，生 存 期 ≥３年 组 的 ｓｕｒｖｉｖｉｎ阳 性 率
（４１．２％）明显低于生存期 ＜３年组（７６．９％）。
提示 ｓｕｒｖｉｖｉｎ阳性表达与患者预后相关，与Ｉｋｅｇｕｅｈｉ
等的研究结果一致。上述事实表明，ｓｕｒｖｉｖｉｎ阳性
的表达程度与 ＨＣＣ的发生发展和预后相关，与病
期进展相一致，可作为有效的预后预测因子。

ｃｙｃｌｉｎＤ１是一种反映细胞周期变化的蛋白，其
在细胞周期 Ｇ１到 Ｓ期的转变中有重要意义，具有
细胞周期正调控作用。在 Ｇ１期 ｃｙｃｌｉｎＤ１与相应
的细胞周期蛋白依赖激酶（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａ
ｓｅｓ，ＣＤＫ）结合，使 ｐＲＢ磷酸化，驱使细胞通过检
测点，加速细胞周期进程［９］。ｃｙｃｌｉｎＤ１作为 Ｇ１／Ｓ
期细胞周期相关蛋白，其基因和编码蛋白的异常，

以及与多种肿瘤相关基因的协同作用可促使细胞

恶性转化；ｃｙｃｌｉｎＤ１表达失控时，将引起细胞增殖
周期失调，细胞失控性生长形成肿瘤。ｃｙｃｌｉｎＤ１除
与肿瘤的发生发展有关外，还与肿瘤的转移、预后

也密切相关［１０］。本 研 究 显 示，ＨＣＣ组 织 中 ｃｙ
ｃｌｉｎＤ１蛋白阳性表达率为 ４４．０％，而在正常肝组
织中未见表达。ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达与性别、年龄、
肿瘤的数目、肿瘤大小、ＨＢｓＡｇ及 Ｃｈｉｌｄ肝功能分
级等无关，而与 ＨＣＣ的肝内转移、肿瘤分化程度
呈显著相关。研究同时表明，获随访的 ４３例中，
生存期≥３年组 ｃｙｃｌｉｎＤ１的表达率（２３．５％）明显
低于生存期 ＜３年组（６１．５％）。说明 ｃｙｃｌｉｎＤ１的
表达随肿瘤恶性程度的增高而增高，与肝癌的发

生发展密切相关，其过度表达可反映肝癌的侵袭

力。上述结果表明 ｃｙｃｌｉｎＤ１与 ＨＣＣ的发生发展、
分化程度及生存期有关，可作为有效的预后预测

因子。

ＨＣＣ的发生发展不仅是细胞增殖过强，而且
与细胞凋亡减弱密切相关，细胞的癌变是多种致

瘤因子协同作用的结果。本研究观察到在 ＨＣＣ
组织中，ｓｕｒｖｉｖｉｎ与 ｃｙｃｌｉｎＤ１之间的表达呈正相关，
提示 ｓｕｒｖｉｖｉｎ对细胞凋亡的抑制，使得 ｃｙｃｌｉｎＤ１过
表达，细胞持续增殖，导致癌的发生。Ｃｏｎｗａｙ等［１１］

的实验结果证实，处于 Ｓ期细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ提高
６．２倍，Ｇ２期提高 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ４０倍。这进一步
证实 ｓｕｒｖｉｖｉｎ与细胞分裂、增殖密切相关。

总之，ｓｕｒｖｉｖｉｎ与 ｃｙｃｌｉｎＤ１在肝细胞癌的发生、
发展中起着不同程度的作用。对两基因的检测有

利于判断 ＨＣＣ的恶性程度和预后分析，为进一步
治疗提供有效的依据。ｓｕｒｖｉｖｉｎ与 ｃｙｃｌｉｎＤ１的过表
达可作为判断肝癌预后差的指标。
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