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肝癌及癌旁肝组织中 ｃａｖｅｏｌｉｎ１表达及其意义
赵伊遐１，付蕾１，席蕾１，冯德云２

（中南大学湘雅医学院 １．２００３级临床学专业　２．病理学系，湖南 长沙 ４１００７８）

　　摘要：目的　探讨肝癌及癌旁肝组织中 ｃａｖｅｏｌｉｎ１蛋白和 ｍＲＮＡ的表达及其意义。方法　利用免
疫组化和原位杂交技术检测 １０例正常肝组织和 ５０例肝癌及其癌旁肝组织中 ｃａｖｅｏｌｉｎ１蛋白和ｍＲＮＡ
的表达，并分析其与肝癌生物学行为的关系。结果　肝细胞癌（ＨＣＣ）中 ｃａｖｅｏｌｉｎ１蛋白和 ｍＲＮＡ表达
的细胞主要为血管内皮细胞，其表达强度与 ＨＣＣ的分化程度无关。癌旁肝组织中ｃａｖｅｏｌｉｎ１蛋白和
ｍＲＮＡ阳性信号多位于肝窦内皮细胞、肝星状细胞、血管内皮细胞和增生的胆管上皮细胞。ｃａｖｅｏｌｉｎ１
蛋白和 ｍＲＮＡ在肝硬化及不典型增生的癌旁组织的肝细胞中呈强表达。在胆管细胞性肝癌组织中，癌
细胞和血管内皮细胞均呈强阳性。ｃａｖｅｏｌｉｎ１蛋白和 ｍＲＮＡ在胆管细胞性肝癌中表达强度显著高于
ＨＣＣ；ＨＢｓＡｇ和 ＡＦＰ阳性的肝癌患者的表达强度明显低于阴性患者。结论　ＨＣＣ中ｃａｖｅｏｌｉｎ１蛋白和
ｍＲＮＡ低表达或表达缺失可能是 ＨＣＣ较胆管细胞性肝癌恶性程度高、生长快和易发生转移的重要原
因；检测ｃａｖｅｏｌｉｎ１表达有可能作为鉴别 ＨＣＣ和胆管细胞性肝癌的有用指标之一。
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　 　 ｃａｖｅｏｌａｅ是 细 胞 表 面 胞 膜 内 陷 形 成 的
５０～１００ｎｍ的小囊泡，是细胞膜生物功能多样性的
重要结构基础，在细胞膜运输和信号转导中起关

键作用。ｃａｖｅｏｌｉｎ１是其主要的结构蛋白，与细胞
转化、肿瘤发生及浸润转移密切相关，可能是肿瘤

发生和转移的一种修饰基因［１］。ｃａｖｅｏｌｉｎ１在正常
情况下是一种细胞转化和肿瘤发生的负性调控

子［１］，但在某些肿瘤中具有促进肿瘤发生的作

用［２］。肝癌的发生与多种基因的表达和功能异常

相关。Ｙｅｒｉａｎ等［３］研 究 发 现 肝 细 胞 均 不 表 达

ｃａｖｅｏｌｉｎ，在具有大再生结节和非典型结节的肝硬
化组织中，其窦内皮细胞 ｃａｖｅｏｌｉｎ表达增强，肝癌
组织中亦有该蛋白的表达。但 ｃａｖｅｏｌｉｎ１在肝癌
中的表达形式及与肝癌的分化程度、转移等生物

学行为的关系尚有待进一步阐明。本课题利用免

疫组化和原位杂交方法检测肝癌、癌旁肝组织及

正常肝组织中 ｃａｖｅｏｌｉｎ１蛋白和 ｍＲＮＡ的表达，并
分析其与肝癌生物学行为的关系，以期为研究

ｃａｖｅｏｌｉｎ１在肝癌发生发展中的作用提供实验依
据。

１　材料与方法

１．１　标本分组及其一般资料
１．１．１　肝癌组　５０例。均为中南大学湘雅医院
肝胆外科手术切除的肝癌标本。男 ３６例，女
１４例；平均年龄 ５３．８（３１～６５）岁；肿瘤直径
≤３ｃｍ者１３例，３．１～５．０ｃｍ者 ２４例，＞５ｃｍ者
１３例；患者均未见远隔转移灶，且术前均未做化
疗和放疗；血清学检查乙肝表面抗原（ＨＢｓＡｇ）阳
性者 ３２例；甲胎蛋白（ＡＦＰ）阳性者 ３３例。病理
学证实 ５０例肝癌中肝细胞癌（ＨＣＣ）３８例，胆管
细 胞 性 肝 癌 １２ 例。３８ 例 ＨＣＣ 组 织 根 据

Ｅｄｍｏｎｄｓｏ［４］标准分级，Ⅰ级 ８例；Ⅱ级 １２例；Ⅲ级
１４例；Ⅳ 级 ４例；１２例 胆 管 细 胞 性 肝 癌 均 为
高－中分化腺癌。
１．１．２　癌旁肝组织组　５０例。均为紧邻癌组织
的癌旁肝组织，其中 ３８例 ＨＣＣ的癌旁肝组织中
１０例有肝硬化和肝纤维化，２８例有不典型增生；
１２例胆管细胞性肝癌的癌旁组织未见肝硬化和
肝纤维化。

１．１．３　正常肝组织组　１０例。为中南大学湘雅
医学院法医教研室解剖的意外死亡者正常肝脏标

本。所有标本均经 １０％福尔马林溶液固定，常规
石蜡包埋，４μｍ连续切片。
１．２　试剂

ｃａｖｅｏｌｉｎ１抗体为兔抗人免疫球蛋白 Ｇ，购自
宜康（杭州）生物技术有限公司；ｐｖ－９０００二步法
免疫组化检测试剂盒和 ＤＡＢ显色试剂盒购自北
京中杉生物技术开发公司；ＥＤＴＡ抗原修复液购自
福州迈新公司；ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ原位杂交试剂盒
为美国 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司产品。
１．３　实验方法
１．３．１　免疫组化检测 ｃａｖｅｏｌｉｎ１蛋白表达　按
ｐｖ－９０００免疫组化试剂盒说明进行。切片经脱蜡
水化 后 入 ０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷 酸 盐 缓 冲 液 （ＰＢＳ，
ｐＨ７．４）；３％Ｈ２Ｏ２甲醇液阻断内源性过氧化物酶
活性２０ｍｉｎ，蒸馏水清洗 ３×５ｍｉｎ；微波修复抗原
１０ｍｉｎ，蒸馏水洗 ３×５ｍｉｎ；血清封闭 １０ｍｉｎ，甩去
血清后滴加 １∶１００ｃａｖｅｏｌｉｎ１单抗，３７℃孵育 １ｈ；
０．０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗 ３×２ｍｉｎ；滴加 ＰＶ－９０００二
抗 ３７℃孵育 ４５ｍｉｎ；０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗 ３×２ｍｉｎ；
ＤＡＢ显色；苏木素复染。用试剂盒所附阳性片作
阳性对照；用 ＰＢＳ代替一抗作阴性对照。
１．３．２　原位杂交检测 ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ表达　按
试剂盒说明书操作。切片脱蜡至蒸馏水；２５μｇ／ｍＬ
蛋白酶 Ｋ于 ３７℃消化 ２０ｍｉｎ；蒸馏水洗涤，９５％
乙醇固定 ２ｍｉｎ；蒸馏水洗涤，５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ的
２×ＳＳＣ洗 涤 ２×５ｍｉｎ；滴 加 预 杂 交 液 ３７℃ 孵 育
３０ｍｉｎ；滴加地高辛标记的探针，加盖片于 ４２℃杂
交 １６ｈ；２×ＳＳＣ 洗 涤 ５ｍｉｎ；０．１×ＳＳＣ 洗 涤
２×５ｍｉｎ；滴加抗地高辛抗体（１∶１００），３７℃孵育
１ｈ；０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗３×２ｍｉｎ；滴加过氧化物酶标
记的 二 抗 ３７℃ 孵 育 ４５ｍｉｎ；０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗
３×２ｍｉｎ；ＤＡＢ显色；苏木素复染。用预杂交液代
替探针作阴性对照。

１．３．３　结果判定　采用 Ｂｒｅｓａｌｉｅｒ半定量公式［５］

判断染色结果。每张切片中随机选取 １０个视野，
根据细胞染色强度分为 ４级，并分别计分：（０）阴
性，细胞无着色；（１）弱阳性，细胞 着浅 黄色；
（２）中度阳性，细胞着棕黄色；（３）强阳性，细胞着
棕褐色。计数每一强度的视野数，根据下列公式

计算每张切片的平均染色强度：ＩＳ（ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｓｃｏｒｅ）
＝∑ ｛（０×Ｆ０）＋（１×Ｆ１）＋（２×Ｆ２） ＋
（３×Ｆ３）｝，Ｆ＝％ ×１０视野。
１．４　统计学处理

数据采用 ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行 ｔ检验和
Ｆ检验。
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２　结　果

２．１　ｃａｖｅｏｌｉｎ１蛋白在肝癌及癌旁肝组织中的表达
ｃａｖｅｏｌｉｎ１蛋白阳性信号呈浆膜型。在 ＨＣＣ

中其表达的细胞主要为血管内皮细胞（图 １），少
数癌细胞呈弱阳性；其癌旁肝组织中 ｃａｖｅｏｌｉｎ１蛋
白阳性信号多位于肝窦内皮细胞、肝星状细胞、血

管内皮细胞和增生的胆管上皮细胞；肝硬化及不

典型增生的癌旁组织的肝细胞其表达亦呈强阳性

（图 ２）。胆管细胞性肝癌组织中，癌细胞和血管
内皮细胞均呈强阳性（图 ３）。正常肝组织的肝窦
内皮、肝星状细胞、血管内皮细胞呈弱阳性，肝细

胞为阴性。

　图１　Ｃａｖｅｏｌｉｎ－１蛋白在 ＨＣＣ中的
表达，阳性细胞主要为血管内皮细胞

（ＰＶ９０００二步法×２００）

　图 ２　癌旁不典型增生的肝细胞呈
ｃａｖｅｏｌｉｎ１蛋白强阳性（ＰＶ９０００二步法
×４００）

　图３　胆管细胞性肝癌细胞ｃａｖｅｏｌｉｎ１
蛋白呈强阳性（ＰＶ９０００二步法×４００）

２．２　ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ在肝癌及癌旁肝组织中的表达
ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ阳性信号位于细胞浆。ＨＣＣ

中血管内皮细胞呈强阳性（图 ４），癌细胞弱阳
性，而癌旁肝组织中肝硬化和不典型增生的肝细

胞、增生的胆管上皮细胞、窦内皮细胞、星状细胞

及血管内皮细胞均呈强阳性（图 ５）。胆管细胞
性肝 癌 癌 细 胞 和 血 管 内 皮 细 胞 均 为 强 阳 性

（图６）。正常肝组织的肝窦内皮、肝星状细胞、
血管内皮细胞及肝细胞呈极弱阳性信号。

　图 ４　ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ在 ＨＣＣ中的
表达，阳性细胞主要为血管内皮细胞（原

位杂交×２００）

　图５　癌旁不典型增生的肝细胞和胆
管上皮细胞ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ呈强阳性；
小图为增生胆管（原位杂交×４００）

　图６　胆管细胞性肝癌ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲ
ＮＡ呈强阳性（原位杂交×４００）

２．３　ｃａｖｅｏｌｉｎ１蛋白及 ｍＲＮＡ表达强度与肝癌
的类型和分化程度的关系

胆管细胞性肝癌中 ｃａｖｅｏｌｉｎ１蛋白和 ｍＲＮＡ
阳性强度明显高于 ＨＣＣ（Ｐ＜０．０１）；在 ＨＣＣ中
ｃａｖｅｏｌｉｎ１蛋白和 ｍＲＮＡ的表达强度与 ＨＣＣ的分
化程度无关（Ｐ＞０．０５）（表 １－２）。

表１　ｃａｖｅｏｌｉｎ－１蛋白和ｍＲＮＡ表达强度与肝癌的类型的关系

组织学类型
例数

（ｎ）
ｃａｖｅｏｌｉｎ－１蛋白
表达强度（ｘ±ｓ）

ｃａｖｅｏｌｉｎ－１ｍＲＮＡ
表达强度（ｘ±ｓ）

Ｐ值

胆管细胞性肝癌

ＨＣＣ
１２
３８

２．５７±０．６４
０．８４±０．３１

２．１８±０．７３
０．９１±０．５４

＜０．０１

表２　ｃａｖｅｏｌｉｎ－１蛋白和ｍＲＮＡ表达强度与 ＨＣＣ分化程度
的关系

ＨＣＣ
分级

例数

（ｎ）
ｃａｖｅｏｌｉｎ－１蛋白
表达强度（ｘ±ｓ）

ｃａｖｅｏｌｉｎ－１ｍＲＮＡ
表达强度（ｘ±ｓ）

Ｐ值

Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ
Ⅳ

８
１２
１４
４

０．９６±０．５７
０．８２±０．６６
０．８１±０．６８
０．７５±０．４９

０．８０±０．５９
１．０３±０．７７
０．９０±０．５１
０．８１±０．７９

＞０．０５

２．４　癌旁肝组织中 ｃａｖｅｏｌｉｎ１蛋白和 ｍＲＮＡ表
达强度与细胞增生程度的关系

有肝硬化和不典型增生的 ＨＣＣ癌旁肝组织
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中其 ｃａｖｅｏｌｉｎ１蛋白和 ｍＲＮＡ的表达强度明显高
于无 肝 硬 化 的 胆 管 细 胞 性 肝 癌 癌 旁 肝 组 织

（Ｐ＜０．０１），尤以不典型增生者为甚（表 ３）。

表３　癌旁肝组织中 ｃａｖｅｏｌｉｎ－１蛋白和 ｍＲＮＡ表达强度与
细胞增生程度的关系

组织学类型 例数（ｎ）
ｃａｖｅｏｌｉｎ－１蛋白
表达强度（ｘ±ｓ）

ｃａｖｅｏｌｉｎ－１ｍＲＮＡ
表达强度（ｘ±ｓ）

不典型增生的ＨＣＣ癌旁肝组织 ２８ ２．１４±０．６２ ２．０９±０．８７

肝硬化的ＨＣＣ癌旁肝组织 １０ １．９７±０．７１ １．８４±０．８２

胆管细胞性肝癌癌旁肝组织 １２ ０．４５±０．３１ ０．５２±０．４１

　　注：与胆管细胞性肝癌癌旁肝组织比较，Ｐ＜０．０１

２．５　ｃａｖｅｏｌｉｎ１蛋白和 ｍＲＮＡ表达强度与其它
临床参数的关系

ｃａｖｅｏｌｉｎ１蛋白和 ｍＲＮＡ的表达强度与患者的
年龄、性别和肿瘤的大小无关，而与 ＨＢｓＡｇ和 ＡＦＰ
阳性有关，即 ＨＢｓＡｇ和 ＡＦＰ阳性的患者其 ｃａｖｅｏ
ｌｉｎ１蛋白表达强度明显低于阴性者（Ｐ＜０．０１）
（表 ４）。

表４　ｃａｖｅｏｌｉｎ－１蛋白和 ｍＲＮＡ表达强度与其它临床参数
的关系

临床参数 例数（ｎ）
ｃａｖｅｏｌｉｎ－１蛋白
表达强度（ｘ±ｓ）

ｃａｖｅｏｌｉｎ－１ｍＲＮＡ
表达强度（ｘ±ｓ）

Ｐ值

年龄（岁）

　３０～４５ １０ １．２２±０．８１ １．１１±０．６８

　４６～６０ ２９ １．２９±０．７４ １．２７±０．６６ ＞０．０５

　＞６０ １１ １．１９±０．７０ １．１７±０．８９

性别

　男
　女

３６
１４

１．２７±０．８８
１．２２±０．８３

１．２１±０．６７
１．２３±０．８１

＞０．０５

肿瘤大小（ｃｍ）

　≤３ １３ １．３１±０．５９ １．１９±０．５５

　３．１～５ ２４ １．２２±０．６７ １．２４±０．６１ ＞０．０５

　＞５ １３ １．２６±０．９１ １．１１±０．６３

ＨＢｓＡｇ
　（＋）
　（－）

３２
１８

０．６４５±０．５６
２．３４±１．０１

０．６７±０．４４
２．１９±０．７３

＜０．０１

ＡＦＰ
　（＋）
　（－）

３３
１７

０．６２±０．５８
２．４９±０．９７

０．７７±０．４５
２．０８±０．８５

＜０．０１

３　讨　论
ｃａｖｅｏｌｉｎｓ为 ２１～２５ｋＤ完整的膜蛋白，是 ｃａｖｅ

ｏｌａｅ的标志性结构蛋白。ｃａｖｅｏｌｉｎｓ基因家族在结
构和功能上均非常保守，参与细胞内囊泡性交换

和多种信号转导过程，在细胞分化、发育、迁移、

炎症、应激及免疫等方面发挥重要作用。Ｅｎ
ｇｅｌｍａｎ等［６］证实 ｃａｖｅｏｌｉｎ１基因定位于 ７ｑ３１．１，
而此位点在多种肿瘤中（如肝癌、卵巢癌、前列腺

癌、子宫肌瘤、胃腺癌等）出现缺失、突变或启动

子 ＣｐＧ岛甲基化，认为 ｃａｖｅｏｌｉｎ１表达或功能缺失
可能与肿瘤的发生发展密切相关。

以往研究表明，ｃａｖｅｏｌｉｎ１是一种直接参与细
胞生长和增殖的负调控基因。大多数癌组织和

肿瘤细胞系中，ｃａｖｅｏｌｉｎ１的表达均明显下降［７］。

在 ｃａｖｅｏｌｉｎ１基因敲除的小鼠中，其肿瘤生长和转
移均较正常小鼠快，故认为 ｃａｖｒｏｌｉｎ－１是抑癌基
因［８］。但 Ｋａｒａｍ等［９］在前列腺癌的研究中得到了

相反的结果，该蛋白高表达，且其表达程度与预

后呈负相关。

Ｙｅｒｉａｎ等［３］研究发现 ｃａｖｅｏｌｉｎ１蛋白在 ＨＣＣ中
呈低表达，而在具有大再生结节和非典型增生结

节的肝硬化组织中，其肝细胞和窦内皮细胞 ｃａｖｅ
ｏｌｉｎ１蛋白呈强表达。Ｙｏｋｏｍｏｒｉ等［１０］利用免疫印

迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测 亦观察 到肝 硬化组织 中
ｃａｖｅｏｌｉｎ１蛋白表达升高。本文结果显示，在 ＨＣＣ
中 ｃａｖｅｏｌｉｎ１蛋白和 ｍＲＮＡ主要表达于血管内皮
细胞，仅少数癌细胞呈弱表达，且与 ＨＣＣ的分化
程度无关；而在癌旁肝硬化和不典型增生的肝细

胞、增生的胆管上皮细胞、肝窦内皮细胞、肝星状

细胞、血管内皮细胞中其 ｃａｖｅｏｌｉｎ１蛋白和 ｍＲＮＡ
呈强阳性，该结果与既往研究结果基本一致。本

实验显示 ｃａｖｅｏｌｉｎ１蛋白和 ｍＲＮＡ在胆管细胞性
肝癌中呈强表达，前者阳性信号位于细胞膜和细

胞浆，后者呈胞浆阳性，推测检测 ｃａｖｅｏｌｉｎ１表达
有可能成为鉴别胆管细胞性肝癌和 ＨＣＣ的有用
指标之一。

ｃａｖｅｏｌｉｎ１蛋白与细胞器形成关系密切，并具
有降低脉管渗透性的作用。在 ｃａｖｅｏｌｉｎ１基因敲
除小鼠中，其肿瘤血管生成、肿瘤生长加快、血管

渗透性增高、血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）受体 －２
酪氨酸磷酸化水平升高，认为 ｃａｖｅｏｌｉｎ１蛋白低表
达或表达缺失可能是肿瘤恶性生物学行为的原

因之一［８］。笔者观察到 ＨＣＣ中 ｃａｖｅｏｌｉｎ１蛋白和
ｍＲＮＡ的表达强度显著低于胆管细胞性肝癌，这
可能是 ＨＣＣ较胆管细胞性肝癌恶性程度高、生长
快和易发生转移的原因之一。

肝硬化和肝细胞的不典型增生是癌前病变。

本文结果显示癌旁肝硬化和不典型增生的肝细

胞、肝窦内皮、肝星状细胞、血管内皮细胞 ｃａｖｅｏ
ｌｉｎ１蛋白和 ｍＲＮＡ均高表达。由于肝硬化和不

０７８
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典型增生的肝细胞均见于 ＨＣＣ的癌旁肝组织，而
胆管细胞性肝癌的癌旁肝组织罕见。Ｙｏｋｏｍｏｒｉ
等［１０－１１］认为肝硬化组织中 ｃａｖｅｏｌｉｎ１高表达，具
有抑制内皮性一氧化氮合酶的活性和一氧化氮

的合成，提高血管张力的作用；但是否与肝细胞

的恶性转化有关尚无定论。笔者认为 ｃａｖｅｏｌｉｎ１
蛋白和 ｍＲＮＡ在肝硬化和不典型增生的癌旁组织
高表达与 ＨＣＣ的发生关系还有待进一步研究。

乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）持续感染是 ＨＣＣ发生
的主要原因；ＡＦＰ是临床诊断 ＨＣＣ的常用指标。
胆管细胞性肝癌的发生一般与 ＨＢＶ感染无关，且
血清 ＡＦＰ常阴性；本文结果显示 ＨＢｓＡｇ和 ＡＦＰ阳
性的肝癌患者的 ｃａｖｅｏｌｉｎ１蛋白和 ｍＲＮＡ表达强
度明显低于阴性患者；可能主要是由于 ＨＣＣ和胆
管细胞性肝癌的病因和临床血清学表现完全不

同之故，即 ＨＢＶ感染是 ＨＣＣ发生的主要因素，且
癌细胞多表达 ＡＦＰ。
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