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抑癌基因 Merlin 与干细胞标记物 Nanog 在肝细胞癌中 
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摘   要 目的：探讨肝细胞癌（HCC）抑癌基因失活与肝癌干细胞（LCSC）的关系及其临床意义。

方法：用免疫组化法检测 116 例 HCC 组织标本中抑癌基因 Merlin 与 LCSC 表面标记物 Nanog 的蛋白表

达，分析两者的表达与 HCC 患者临床病理因素及预后间的关系。

结果：按 X-tile 软件计算得出的 Merlin 与 Nanog 表达量的分界值，116 例 HCC 中 Merlin 低表达者 92 例

（79.3%），高表达者 24 例（20.7%）；Nanog 高表达者 36 例（31.0%），低表达者 80 例（69.0%）。

单因素分析显示，分化较差，有卫星灶、静脉浸润、出血坏死的 HCC 组织中 Merlin 低表达，而 Nanog

高表达（均 P<0.05）；多因素分析显示，Merlin 低表达和 Nanog 高表达是 HCC 术后存活和复发的独

立的预测指标（均 P<0.05）。将患者分为低危组（Merlin 高表达并 Nanog 低表达）、中危组（Merlin

高表达并 Nanog 高表达或 Merlin 低表达并 Nanog 低表达）、高危组（Merlin 低表达并 Nanog 高表达）

分析，3 组患者的术后总体生存率（低危组 > 中危组 > 高危组）和复发率（低危组 < 中危组 < 高危组）

差异均有统计学意义（均 P<0.05）。

结论：抑癌基因 Merlin 失活与 Nanog 高表达有一定关系，两者的消长与 HCC 患者预后密切相关。
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抑癌基因的失活是导致肝细胞癌（HCC）发

生的重要分子机制之一[1]。肿瘤干细胞学说认为，

肝癌干细胞（LCSC）在HCC的发生发展中具有重

要 作 用 [ 2 ]。 目 前 研 究 [ 3 ]结 果 显 示 ， L C S C 表 面 标 记

物 N a n o g 表 达 上 调 促 进 了 H C C 发 生 发 展 ， 并 与 抑

癌 基 因 失 活 具 有 一 定 内 在 关 系 [ 4 ]。 M e r l i n （ 或 称

S c h w a n n o m i n ） 蛋 白 为 至 今 被 证 明 的 第 一 种 具 有

肿瘤抑制作用的蛋白质 [5]。笔者前期研究 [6-7]发现

Merlin在HCC组织和细胞系表达下调具有潜在抑癌

基因功能。目前有关LCSC表面标记物联合抑癌基

因 在 肝 癌 中 的 表 达 及 预 后 鲜 见 报 道 。 本 文 回 顾 性

分析2010年2月—2010年10月间116例HCC病例，

采用免疫组织化学方法联合检测癌组织中Merlin、

Nanog蛋白表达，并分析两者与HCC临床病理因素

及其预后的关系。旨在探讨抑癌基因与LCSC表面

标记物在HCC中的表达及关系。

1　资料与方法

1.1  一般资料

2010年2月—2010年12月间，收集湘雅医院肝

脏外科肝切除治疗116例HCC患者临床资料，HCC

确诊根据2010年版世界卫生组织（WHO）病理诊

断 标 准 [ 8 ]。 其 中 男 9 3 例 ， 女 2 3 例 ； H B s A g 阳 性 者

为97例（83.6%）；肿瘤最大直径≤5 cm 36例，

> 5  c m  80例。HCC出血坏死表型界定参照笔者以

前的文献[9]报道，有出血坏死者为79例，无出血坏

死者为37例。

1.2  免疫组化

所 有 标 本 常 规 石 蜡 包 埋 制 成 4  μ m 厚 连 续 切

片 。 采 用 免 疫 组 织 化 学 S P 法 检 测 M e r l i n 和 N a n o g

蛋 白 表 达 （ 抗 体 购 自 英 国 A b c a m 公 司 ， 工 作 浓 度

1:500）在HCC中的表达，以PBS代替一抗作为阴

性对照。操作步骤按照免疫组织化学SP 试剂盒的

说 明 书 （ 福 州 迈 新 生 物 技 术 公 司 ） 。 免 疫 染 色 评

分标准参照我们以前的文献报道[10]。

1.3  Merlin 与 Nanog 蛋白表达量分界值值的选取

采用X-tile 3.6.1软件（Yale University School 

of  Medicine，NewHaven，CT，USA）、最小P值

法（minimum/optimal P  value）确定的最佳分界点

作为患者分组标准[11-12]。癌组织中Merlin和Nanog

蛋白表达水平分为低表达组及高表达组。

1.4  随访和观察指标

所有患者均每隔2~3个月复查胸片、AFP及肝

脏超声检查，2年后复查门隔延长至6个月。对有

可疑复发病灶行增强CT及MRI检查。116例患者中

位随访期16.5（3~36）个月。观察总体生存率和

无瘤生存率。

1.5  统计学处理

半定量资料组间比较采用Mann-Whitney U检

of HCC tissue were determined by immunohistochemical staining, and then the relations of their expressions 

with clinicopathologic factors and prognosis of HCC patients were analyzed.

Results: According to the cut-off values of Merlin and Nanog expression levels calculated by X-tile software, in the 

116 HCC patients, 92 cases (79.3%) had low Merlin expression and 24 cases (20.7%) had high Merlin expression; 

36 cases (31.0%) had high Nanog expression and 80 cases (69.0%) had low Nanog expression. Univariate 

analysis showed that HCC tissues with poor differentiation, satellite lesions, venous invasion or hemorrhagic 

necrosis had low Merlin but high Nanog expression (all P<0.05). Multivariate analysis showed that low Merlin 

expression and high Nanog expression were independent predictors for postoperative survival and recurrence 

(both P<0.05). After the patients were divided into low risk group (high Merlin and low Nanog expression), 

medial risk group (high Merlin and high Nanog expression or low Merlin and low Nanog expression) and high 

risk group (low Merlin and high Nanog expression), the analysis demonstrated that both overall survival rate (low 

risk group>medial risk group>high risk group) and recurrence rate (low risk group<medial risk group<high risk 

group) were statistically different among the three groups (all P<0.05). 

Conclusion: Inactivation of Nanog protein expression is related to inhibition of tumor suppression gene Merlin, 

and their increase and decrease are closely linked to the prognosis of HCC patients.

Key words Liver Neoplasms; Carcinoma, Hepatocellular; Genes, Tumor Suppressor; Neoplastic Stem Cells

CLC number: R735.7
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验。采用Kaplan-Meier法计算总体生存率和无瘤生

存率，Log -Rank法比较总体生存率和无瘤生存率

之间的差异。以上统计均采用SPSS 18.0软件进行

分析。

2　结　果

2.1  Merlin 和 Nanog 蛋白在肝癌组织中的表达

免 疫 组 化 显 示 ， 癌 组 织 标 本 中 ， M e r l i n 蛋 白

染 色 阳 性 细 胞 主 要 是 H C C 细 胞 胞 浆 （ 图 1 A ） ，

N a n o g 蛋 白 染 色 阳 性 细 胞 主 要 是 H C C 细 胞 胞 核

（图1B）；Mer l in表达水平低于邻近非癌肝组织

（P<0.05），而Nanog表达水平高于邻近非癌肝组

织（P<0.05）（图1C）。

2.2  Merlin 和 Nanog 表达水平与临床病理因素的

关系

使用X- t i le软件结合随访资料计算出癌组织标

本中Merl in和Nanog蛋白的分界值，进而把Merl in

和 N a n o g 蛋 白 的 表 达 分 成 高 表 达 组 和 低 表 达 组

（图2）。其中Merl in低表达组92例（79.3%），

高 表 达 组 2 4 例 （ 2 0 . 7 % ） ； N a n o g 高 表 达 组 3 6 例

（31.0%），低表达组80例（69.0%）。

单 因 素 分 析 结 果 显 示 ， 分 化 较 差 、 有 卫 星

灶、镜下静脉浸润、出血坏死的HCC组织中Merlin

的 表 达 水 平 较 低 ， N a n o g 的 表 达 水 平 较 高 （ 均

P<0.05）（表1）。

图 2　X-tile 软件确定 Merlin 和 Nanog 蛋白表达水平基于总体生存率的分界值
Figure 2　Cut-off  values of Merlin and Nanog expression levels calculated by X-tile soft ware based on overall survival data
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图 1　免疫组化检测结果（×200）　　A：Merlin 蛋白表达情况；B：Nanog 蛋白表达情况；C：免疫组化评分比较
Figure 1　Results of immunohistochemical staining (×200)　　A: Merlin protein expression; B: Nanog protein expression; C: Comparison 

of scores of immunohistochemical staining
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2.3  Merlin 和 Nanog 表达水平与 HCC 患者预后

的关系

在 单 因 素 生 存 分 析 中 ， 性 别 ， 白 蛋 白 水 平 ，

有 无 肝 炎 史 ， 有 无 肝 硬 化 等 对 总 体 生 存 率 和 无 瘤

生 存 率 均 无 统 计 学 意 义 （ 均 P > 0 . 0 5 ） ， 未 纳 入

多 因 素 分 析 。 多 因 素 分 析 显 示 ， M e r l i n 低 表 达 和

Nanog高表达是HCC术后存活率的独立的预测指标

（均P<0.05）（表2）。

表 1　Merlin 与 Nanog 蛋白表达与 HCC 临床病理特征的关系 [n（%）]
Table 1　Relations Merlin and Nanog expressions with clinicopathologic characteristics of HCC [n (%)]

临床病

理特征
n

Merlin Nanog 临床病

理特征
n

Merlin Nanog
低表达 高表达 P 低表达 高表达 P 低表达 高表达 P 低表达 高表达 P 

年龄（岁） 肿瘤数目
　≤ 60 69 55（59.8）14（58.3）

0.898
46（57.5）23（63.9）

0.304
　单个 60 49（53.3）11（45.8）

0.517
39（48.8） 21（58.3）

0.339
　＞ 60 47 37（40.2）10（41.7） 34（42.5）13（36.1） 　多个 56 43（46.7）13（54.2） 41（51.3） 15（41.7）
性别 肿瘤包膜
　女 23 16（17.4）7（29.2）

0.198
13（16.3）10（27.8）

0.150
　无 74 60（65.2）14（58.3）

0.532
54（67.5） 20（55.6）

0.216
　男 93 76（82.6）17（70.8） 67（83.8）26（72.2） 　有 42 32（34.8）10（41.7） 26（32.5） 16（44.4）
乙肝表面抗原 卫星灶
　阴性 19 14（15.2）5（20.8）

0.508
11（13.8）8（22.2）

0.254
　无 51 45（48.9）6（25.0）

0.036
42（52.5） 9（25.0）

0.006
　阳性 97 78（84.8）19（79.2） 69（86.3）28（77.8） 　有 65 47（51.1）18（75.0） 38（47.5） 27（75.0）
白蛋白（g/L） 静脉浸润
　≤ 35 7 5（5.4） 2（8.3）

0.595
4（5.0） 3（8.3）

0.485
　无 39 25（27.5）14（58.3）

0.004
20（25.0） 19（52.8）

0.003
　＞ 35 109 87（94.6）22（91.7） 76（95.0）33（91.7） 　有 77 66（72.5）10（41.7） 60（75.0） 17（47.2）
Child 分级 分化程度
　A 90 74（80.4）16（66.7）

0.150
65（81.3）25（69.4）

0.158
　I/II 61 53（57.6）8（33.3）

0.034
48（60.0） 13（36.1）

0.017
　B 26 18（19.6）8（33.3） 15（18.8）11（30.6） 　III/IV 55 39（42.4）16（66.7） 32（40.0） 23（63.9）
甲胎蛋白（μg/L） 出血坏死
　≤ 20 47 38（41.3）9（37.5）

0.735
28（35.0）19（52.8）

0.071
　无 37 23（25.） 14（58.3）

0.002
17（21.3） 20（55.6）

0.0002
　＞ 20 69 54（58.7）15（62.5） 52（65.0）17（47.2） 　有 79 69（75.） 10（41.7） 63（78.8） 16（44.4）
肝硬化 TNM 分期
　无 12 7（7.6） 5（20.8）

0.058
6（7.5） 6（16.7）

0.134
　I 57 50（54.3）7（29.2）

0.028
33（41.3） 24（66.7）

0.011
　有 104 85（92.4）19（79.2） 74（92.5）30（83.3） 　II/III 59 42（45.7）17（70.8） 47（58.8） 12（33.3）
肿瘤大小（cm） BCLC 分期
　≤ 5 36 33（35.9）3（12.5）

0.028
20（25.0）16（44.4）

0.036
　A 62 54（58.7）8（33.3）

0.027
36（45.0） 26（72.2）

0.007
　＞ 5 80 59（64.1）21（87.5） 60（75.0）20（55.6） 　B/C 54 38（41.3）16（66.7） 44（55.0） 10（27.8）

表 2　116 例 HCC 单因素和多因素分析生存复发风险因素
Table 2　Univariate and multivariate analyses of factors associated with survival and recurrence in the116 HCC patients

　　　变量
生存率 P 复发率 P

单因素 P 多因素 可信区间 单因素 P 多因素 可信区间
乙肝表面抗原（阳性 vs. 阴性） 0.618 — — — 0.783 — — —
白蛋白（>35 g/L vs. ≤ 35 g/L） 0.332 — — — 0.464 — — —
Child 分级（B/A） 0.265 — — — 0.063 — — —
肝硬化（有 vs. 无） 0.192 — — — 0.102 — — —
甲胎蛋白（>20 μg/L vs. ≤ 20 μg/L） 0.038 1.105 0.824~1.765 >0.05 0.041 1.106 0.782~1.732 >0.05
肿瘤大小（>5 cm vs. ≤ 5cm） 0.021 1.224 0.905~1.862 >0.05 0.035 1.156 0.824~1.926 >0.05
肿瘤数目（多个 vs. 单个） 0.017 1.278 1.052~2.135 0.035 0.023 1.234 0.926~2.135 >0.05
包膜（无 vs. 有） 0.063 >0.05 — — 0.018 1.207 0.871~1.954 >0.05
卫星灶（有 vs. 无） 0.005 1.507 1.168~4.352 0.016 0.007 1.331 1.087~2.248 0.024
静脉浸润（有 vs. 无） <0.001 3.245 1.652~8.563 <0.001 <0.001 3.678 1.924~8.523 <0.001
分化程度（III/IV vs. I/II） 0.041 1.305 0.986~2.357 >0.05 0.010 1.402 0.978~2.642 >0.05
肿瘤出血坏死（有 vs. 无） <0.001 3.068 1.544~7.857 <0.001 <0.001 3.552 1.526~7.261 <0.001
TNM 分期（II/III vs. I） 0.024 1.452 1.032~2.984 0.030 0.026 1.552 1.106~3.247 0.015
BCLC 分期（B/C vs. A） 0.012 1.546 1.136~3.825 0.018 0.015 1.706 1.213~3.826 0.008
Merlin 表达（低 vs. 高） <0.001 2.522 1.415~5.847 <0.001 <0.001 2.259 1.338~6.416 <0.001
Nanog 表达（高 vs. 低） <0.001 2.692 1.428~6.135 <0.001 <0.001 2.813 1.682~8.067 <0.001
Merlin 和 Nanog 表达联合预测
　中危 vs. 低危 0.010 2.289 1.315~4.847 0.007 0.009 2.412 1.481~6.628 <0.001
　高危 vs. 低危 <0.001 4.025 2.124~9.457 <0.001 <0.001 4.372 2.326~9.824 <0.001
　高危 vs. 中危 <0.001 2.966 1.821~8.186 <0.001 <0.001 3.305 1.642~8.264 <0.001
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根 据 患 者 M e r l i n 与 N a n o g 的 表 达 情 况 ， 将 患

者分为：低危组（Merlin高表达并Nanog低表达）

2 8 例 ， 中 危 组 （ M e r l i n 高 表 达 并 N a n o g 高 表 达 或

M e r l i n 低 表 达 并 N a n o g 低 表 达 ） 5 0 例 ， 高 危 组

（Merl in低表达并Nanog高表达）38例，3组患者

的术后总体生存率（图3A）与复发率（图3B）差

异均有统计学意义（均 P < 0 .05），总体生存率：

低危组>中危组>高危组；复发率：低危组<中危组

<高危组，差异均有统计学意义（均P<0.05）。

3　讨　论

M e r l i n 和 H C C 的 发 生 具 有 密 切 的 关 系 。 近 期

研究[13]显示，在肝脏特异性Merlin基因敲除鼠中，

在 发 育 的 基 因 剔 除 小 鼠 会 发 生 肝 祖 细 胞 （ 即 肝 卵

圆 细 胞 ， O C s ） 过 度 增 生 ， 并 最 终 基 本 全 部 发 生

HCC，且容易转移到肺，证明了Merlin基因在HCC

的 发 生 发 展 中 具 有 关 键 的 抑 制 作 用 。 分 子 机 制 涉

及 ： ⑴  肿 瘤 中 M e r l i n 其 编 码 基 因 发 生 突 变 时 ，

P21活化激酶（p21-activated kinase，PKA）调控

Merlin分子自身在“开放”状态和“封闭”状态之

间的转换 [14]；⑵ Mer l in表达下降或缺失，转化生

长因子β（TGF -β）活化Wnt /β -ca ten in信号通

路；⑶ Merlin蛋白通过折叠蛋白KSR1调节肿瘤抑

制作用 [15]；⑷ 活化FAK通路生长、增殖水平和迁

移能力以及细胞与基质黏附附能力。

此前人们已经发现Nanog不仅表达在胚胎原性

肿 瘤 以 及 生 殖 细 胞 肿 瘤 中 ， 而 且 在 其 他 类 型 的 肿

瘤包括肝癌中均有表达[3]。本研究免疫组化实验数

据显示，大多数的肝癌患者样本中出现Merlin低表

达和Nanog高表达，特别是在与低分化程度、出血

坏 死 以 及 血 管 浸 润 的 肝 癌 中 。 值 得 注 意 的 是 ， 肝

癌中Merlin低表达和Nanog高表达与临床上的不良

预 后 相 关 ， 提 示 其 作 为 肝 癌 预 后 诊 断 的 可 能 性 。

将 两 种 指 标 联 合 起 来 考 虑 后 发 现 高 表 达 干 细 胞 标

记物Nanog合并Merlin低表达患者术后生存曲线明

显较干细胞标记物阴性表达且Merlin高表达组患者

差。本研究结果表明，癌组织中Merlin与Nanog可

作 为 判 断 H C C 恶 性 程 度 及 进 展 的 指 标 。 M e r l i n 与

Nanog水平与HCC患者术后复发和生存有关，两者

联合检测可为HC C 的早期诊断、进一步治疗 及判

断预后提供必要的理论依据。
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