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ＫＬＦ６蛋白在肝细胞癌组织中的表达及其意义
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　　摘　要：目的　探讨Ｋｒｕｐｐｅｌ样因子６（ＫＬＦ６）蛋白在肝细胞癌中的表达以及与肝细胞癌发生、发展之间的关系。方法　采用

免疫组织化学链霉素抗生物素蛋白过氧化物酶（ＳＰ）法检测４８例原发性肝癌组织、癌旁组织及２４例正常肝组织中ＫＬＦ６蛋白的

表达。结果　ＫＬＦ６蛋白在肝癌组织、癌旁组织的阳性表达率明显高于正常肝组织（犘＜０．０５）；ＫＬＦ６蛋白表达与肝功能Ｃｈｉｌｄ

Ｐｕｇｈ分级正相关（犘＜０．０５）；男性患者肝癌组织ＫＬＦ６蛋白的表达高于女性患者（犘＜０．０５）；ＫＬＦ６蛋白的表达与年龄、甲胎蛋

白、肿瘤直径、肝硬化、乙型肝炎病毒感染、远处转移和门静脉癌栓无明显相关（犘＞０．０５）。结论　ＫＬＦ６蛋白在肝癌组织和癌旁

组织中高表达，犓犔犉６基因与肝细胞癌的发生、发展有关。
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　　原发性肝细胞癌是一种恶性度较高、进展较快、预后差的

恶性肿瘤，甲胎蛋白（ａｌｐｈａｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＦＰ）是诊断肝细胞癌

的重要指标，但仍有一定的局限性，约３０％～４０％的肝细胞癌

患者血清ＡＦＰ呈阴性或低浓度阳性，而且急性病毒性肝炎、慢

性活动性肝炎、肝硬化活动期以及睾丸癌或卵巢癌等非肝细胞

癌疾病通常会出现ＡＦＰ升高
［１］。因此，寻找特异更强、敏感性

更高的肿瘤标志物是肝细胞癌研究的热点之一。Ｋｒｕｐｐｅｌ样

因子６（Ｋｒｕｐｐｅｌｌｉｋｅｆａｃｔｏｒ６，ＫＬＦ６）基因为近年发现的锌指转

录因子［２］。相关研究表明，犓犔犉６基因具有抑制细胞生长的作

用，有研究表明，它可能是具有广泛抑癌作用的基因［３］。Ｎａｒｌａ

等［４］通过对前列腺癌的研究，提出犓犔犉６基因是新的候选抑

癌基因。但犓犔犉６基因在肝细胞癌发生、发展过程中的作用

机制仍不清楚。本实验通过免疫组织化学法检测 ＫＬＦ６蛋白

在肝癌组织、癌旁组织及正常肝脏组织中的表达，旨在初步探

讨ＫＬＦ６蛋白在肝癌组织中的表达及其与肝细胞癌发生、发展

之间的关系。

１　材料与方法

１．１　标本来源　收集２０１０年３月１日至２０１１年３月３１日

于广西医科大学附属肿瘤医院住院的４８例肝细胞癌患者的肝

癌组织标本（肝细胞癌组）及同期收治的２４例肝血管瘤患者的

活体病理检查正常肝组织标本（对照组），检查均获患者同意并

签署知情同意书。肝细胞癌组均为手术切除标本，患者术前均

未接受任何抗肿瘤治疗，术后病理证实为肝细胞癌；年龄２４～

７５岁，中位５３岁，≤５０岁２８例，＞５０岁２０例；男３８例，女１０

例；ＡＦＰ：＜４００μｇ／Ｌ３０例，≥４００μｇ／Ｌ１８例；肿瘤直径：＜

５ｃｍ１０例，≥５ｃｍ３８例；伴肝硬化３２例；伴乙型肝炎病毒

（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）感染４０例；出现远处转移１２例；门静

脉癌栓１４例；肝功能ＣｈｉｌｄＰｕｇｈ分级：Ａ级２５例，Ｂ级２２例，

Ｃ级１例。

１．２　主要试剂　鼠抗人 ＫＬＦ６单克隆抗体购自美国Ｓａｎｔａ

Ｃｒｕｚ公司；辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标

记的小鼠第二抗体ＩｇＧ购自美国 ＡｌｐｈａＤｉａｇｎｏｓｔｉｃＩｎｔｅｒｎａ

ｔｉｏｎａｌＩｎｃ．公司；二氨基联苯胺（３，３′ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＤＡＢ）

显色剂购自福州迈新生物技术开发有限公司。

１．３　免疫组织化学链霉素抗生物素蛋白过氧化物酶（ｓｔｒｅｐ

ｔａｖｉｄｉｎｐｅｒｏｓｉｄａｓｅ，ＳＰ）法检测　取新鲜组织块置于１０％甲醛

３３重庆医学２０１３年１月第４２卷第１期
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溶液中固定，石蜡包埋后制成４μｍ厚的切片，６０℃烤箱片过

夜，二甲苯（Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ缸，各浸洗１０ｍｉｎ），乙醇（１００％Ⅰ、１００％

Ⅱ、９５％、８０％、７０％、６０％，各浸洗５ｍｉｎ），脱蜡后用自来水冲

洗及磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）浸洗。

修复抗原，ＰＢＳ浸洗。过氧化氢溶液浸泡１５ｍｉｎ，ＰＢＳ浸洗。

滴加第一抗体，于３７℃烤箱孵育２ｈ，ＰＢＳ浸洗。滴加第二抗

体，于３７℃烤箱孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ浸洗。用新鲜配制的ＤＡＢ

显色液显色。自来水冲洗后，苏木素复染，封片镜检。以ＰＢＳ

代替第一抗体作阴性对照。

１．４　结果分析　结果采用１３点评分法进行半定量分析
［４］。

（１）按切片中显色细胞数比例计分：无细胞显色，计为０分；显

色细胞数占细胞总数的比例小于１０％，计为１分；显色细胞数

超过切片中细胞总数的１０％，但小于５０％，计为２分；为显色

细胞数超过切片中细胞总数的５０％，但小于８０％，计为３分；

显色细胞数超过切片中细胞总数的８０％，计为４分。（２）按切

片中细胞显色强度计分，０分：细胞无显色；１分：呈浅黄色（弱

染色）；２分：呈棕黄色（中等染色）；３分：呈棕褐色（强染色）。

最终评分是２个指标的乘积。０～１分为阴性（－）；２～３分为

阳性，其中４～５分为弱阳性（＋），６～７分为中阳性（＋＋），≥

８分为强阳性（＋）。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析。计

数资料用χ
２ 检验，对结果采用有序多分类反应变量的Ｌｏｇｉｓｔｉｃ

回归分析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＫＬＦ６表达情况与不同临床指标的关系　肝癌组织和癌

旁组织ＫＬＦ６表达阳性率分别为９５．８％（４６／４８）和８９．６％

（４３／４８），ＫＬＦ６表达情况与不同临床指标的关系见表１。正常

肝脏组织中ＫＬＦ６均为阴性表达（０／２４）。

２．２　ＫＬＦ６在肝癌组织、癌旁组织及正常肝组织中的表达情

况　ＫＬＦ６在肝癌组织中呈高表达，ＫＬＦ６主要位于细胞质，呈

棕黄色或黄褐色颗粒见图１左；癌旁组织也可见 ＫＬＦ６表达，

但表达水平较肝癌组织低，见图１中；正常肝脏组织中 ＫＬＦ６

均为阴性表达，见图１右。

表１　　ＫＬＦ６表达情况与不同临床指标的关系

临床指标 狀

肝癌组织［狀（％）］

阴性 弱阳性 中阳性 强阳性

癌旁组织［狀（％）］

阴性 弱阳性 中阳性 强阳性

性别

　男 ３８ ２（５．３） ８（２１．０） １（２．６） ２７（７１．１） ４（１０．５） ２６（６８．４） １（２．６） ７（１８．４）

　女 １０ ０（０．０） ４（４０．０） ２（２０．０） ４（４０．０） １（１０．０） ９（９０．０） ０（０．０） ０（０．０）

年龄

　≥５０岁 ２０ １（５．０） ５（２５．０） ０（０．０） １４（７０．０） １（５．０） １８（９０．０） ０（０．０） １（５．０）

　＜５０岁 ２８ １（３．６） ７（２５．０） ３（１０．７） １７（６０．７） ４（１４．３） １７（６０．７） １（３．６） ６（２１．４）

ＡＦＰ（μｇ／Ｌ）

　≥４００ １８ １（５．６） ５（２７．８） １（５．６） １１（６１．０） ２（１１．１） １３（７２．２） ０（０．０） ３（１６．７）

　＜４００ ３０ １（３．３） ７（２３．３） ２（６．７） ２０（６６．７） ３（１０．０） ２２（７３．４） １（３．３） ４（１３．３）

肿瘤直径（ｃｍ）

　≥５ ３８ ２（５．３） ８（２１．０） ２（５．３） ２６（６８．３） ３（７．９） ３０（７８．９） １（２．７） ４（１０．５）

　＜５ １０ ０（０．０） ４（４０．０） １（１０．０） ５（５０．０） ２（２０．０） ６（６０．０） ０（０．０） ２（２０．０）

肝硬化

　有 ３２ １（３．１） ５（１５．６） ３（９．４） ２３（７１．９） ２（６．３） ２４（７５．０） １（３．１） ５（１５．６）

　无 １６ １（６．３） ７（４３．７） ０（０．０） ８（５０．０） ３（１８．８） １１（６８．７） ０（０．０） ２（１２．５）

ＨＢＶ感染

　阳性 ４０ ２（５．０） １０（２５．０） ２（５．０） ２６（６５．０） ５（１２．５） ２９（７２．５） １（２．５） ５（１２．５）

　阴性 ８ ０（０．０） ２（２５．０） １（１２．５） ５（６７．５） ０（０．０） ６（７５．０） ０（０．０） ２（２５．０）

远处转移

　有 １２ １（８．３） ２（１６．７） １（８．３） ８（６６．７） １（８．３） ８（６６．７） ０（０．０） ３（２５．０）

　无 ３６ １（２．８） １０（２７．８） ２（５．６） ２３（６３．３） ４（１１．１） ２７（７５．０） １（２．８） ４（１１．１）

门静脉癌栓

　有 １４ ０（０．０） ３（２１．４） ２（１４．３） ９（６４．３） ０（０．０） ９（６４．３） ０（０．０） ５（３５．７）

　无 ３４ ２（５．９） ９（２６．５） １（２．９） ２２（６４．７） ５（１４．７） ２５（７３．６） １（２．９） ３（８．８）

ＣｈｉｌｄＰｕｇｈ分级

　Ａ级 ２５ ２（８．０） １１（４４．０） ３（１２．０） ９（３６．０） ５（２０．０） ２０（８０．０） ０（０．０） ０（０．０）

　Ｂ级 ２２ ０（０．０） １（４．５） ０（０．０） ２１（９５．５） ０（０．０） １５（６８．２） １（４．５） ６（２７．３）

　Ｃ级 １ ０（０．０） ０（０．０） ０（０．０） １（１００．０） ０（０．０） ０（０．０） ０（０．０） １（１００．０）
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图１　　肝癌组织（左）、癌旁组织（中）及正常肝组织（右）中ＫＬＦ６的表达（ＳＰ×４００）

２．３　肝癌组织、癌旁组织 ＫＬＦ６表达与正常组织 ＫＬＦ６表达

之间的对比分析　根据１３点评分法进行半定量分析
［５］：（１）４８

例肝癌组织中阳性表达数（包括弱阳、中阳、强阳性）为４６例

（９５．８％）；（２）４８例癌旁组织中阳性表达数（包括弱阳、中阳、

强阳性）为４３例（８９．６％）；（３）２４例正常组织均为阴性，一部

分为极弱表达，一部分为无表达，评分为０～２分；（４）肝癌组

织、癌旁组织与正常组织ＫＬＦ６表达的对比分析见表２。

表２　　肝癌组织、癌旁组织ＫＬＦ６表达与正常组织

ＫＬＦ６表达之间的比较

组别 狀 阳性［狀（％）］ 阴性［狀（％）］ χ
２ 犘

肝癌组织 ４８ ４６（９５．８） ２（４．２）　 ６３．６９２０．００

癌旁组织 ４８ ４３（５．４）　 ５（１０．４） ５３．３７９０．００

正常组织 ２４ ０（０．０）　 ２４（１００．０） － －

　　－：此项无数据。

２．４　ＫＬＦ６表达与临床病理的关系　采用有序多分类反应变

量的Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析显示犘＝０．００１，累积Ｌｏｇｉｔ模型拟合整

体拟合良好。参数估计结果见表３。参数估计表明：（１）肝功

能ＣｈｉｌｄＰｕｇｈ分级与ＫＬＦ６表达强度正相关（犘＜０．０５）。（２）

ＫＬＦ６在男性患者肝癌组织中的表达比女性高（犘＜０．０５）。

（３）年龄、肿瘤直径、ＡＦＰ、肝硬化、ＨＢＶ感染、远处转移和门静

脉癌栓与ＫＬＦ６表达无明显相关（犘＞０．０５）。

表３　　Ｌｏｇｉｔ模型拟合似然比检验

效应
模型拟合标准

简化后模型的２倍对数似然值

似然比检验

χ
２ ｄｆ 犘

截距 ２２．１９２ ０．０００ ０ ０．０００

性别 ３１．９１０ ９．７１８ ３ ０．０２１

年龄 ２５．０７７ ２．８８５ ３ ０．４１０

ＡＦＰ ２５．７０８ ３．５１６ ３ ０．３１９

肿瘤直径 ２６．９０９ ４．７１８ ３ ０．１９４

肝硬化 ２４．４０７ ２．２１５ ３ ０．５２９

门静脉癌栓 ２４．９２２ ２．７３０ ３ ０．４３５

远处转移 ２３．４５７ １．２６５ ３ ０．７３８

ＣｈｉｌｄＰｕｇｈ分级 ６０．０９６ ３７．９０５ ６ ０．０００

ＨＢＶ感染 ２３．２３８ １．０４７ ３ ０．７９０

３　讨　　论

肝细胞癌是全球常见的１０种恶性肿瘤之一，由于其治疗

手段以手术为主，预后较差，５年生存率仅为３％～５％，病死率

位居世界第三［６］。目前，人们普遍认为，肝细胞癌的发生、发展

机制是多基因调控、多步骤、多阶段的复杂过程，转录因子在肿

瘤的发生、发展及转移过程中发挥了重要作用。

犓犔犉６基因是新发现的ＫＬＦ家族成员，位于１０ｐ１５，在大

多数组织、器官中均有表达，是一种广泛表达的锌指转录因子。

近年来相关研究表明，犓犔犉６基因在前列腺癌、肺癌、结肠癌及

胶质瘤中有不同程度的突变和缺失，在肿瘤组织中ＫＬＦ６表达

水平降低且与基因杂合性缺失有关［７９］。

目前肝癌研究多集中在犓犔犉６基因是否发生突变的问题

上［９１１］，犓犔犉６基因分突变型和野生型，ＫｒｅｍｅｒＴａｌ等
［３］发现

肝细胞癌中存在 犓犔犉６的高突变，与等位基因失衡。Ｓｏｎｇ

等［１１］在肝癌组织中没有发现犓犔犉６基因的突变；此外，有研究

发现犓犔犉６基因突变在肝细胞癌发生中作用较小，而上调犘２１

表达是 犓犔犉６基因抑制肝癌细胞增殖的重要途径
［１０，１２］。

ＫＬＦ６靶位基因是犘２１基因，犓犔犉６基因通过上调犘２１表达而

抑制细胞生长。Ｌｉ等
［１３］认为野生型犓犔犉６基因的生长抑制机

制是通过Ｐ５３依赖方式上调抑癌基因犘２１（犆犻狆犾／犠犃犉１），它

可消除一些肿瘤源性的突变，而野生型犓犔犉６基因也可以不

依赖犘５３基因的介导而上调犘２１表达，从而抑制肝癌细胞增

殖。

本研究表明锌指转录因子ＫＬＦ６在肝癌和癌旁组织中表

达，提示 犓犔犉６基因参与了肝细胞癌的发生、发展过程。

犓犔犉６基因在肝癌组织中的高表达可能是在肝细胞癌发病初

期出现了机体的代偿表现，这与冯洁等［１４］、Ｃｈｏ等
［１５］分别在肝

细胞癌、结肠癌中检测到ＫＬＦ６蛋白表达的报道一致。这种高

表达在肿瘤发生前期就已缓慢进行，导致肝癌组织中ＫＬＦ６表

达率明显高于癌旁组织。另一原因可能是基因突变导致抑癌

基因犓犔犉６下调犘２１的功能下降，从而阻止了肝癌细胞生长

能力的下降，继而出现了在正常肝组织中无表达的现象。

本研究显示：（１）肝癌组织中ＫＬＦ６蛋白表达率高于癌旁

组织；（２）男性患者肝癌组织中ＫＬＦ６蛋白表达率高于女性，这

一结果与本研究选择的标本有密切关系，此时间段入院男性高

于女性；（３）ＫＬＦ６蛋白表达与年龄、ＡＦＰ、肿瘤直径、肝硬化、

ＨＢＶ感染、远处转移和门静脉癌栓等因素的关联性很小，差异

无统计学意义（犘＞０．０５）；（４）ＫＬＦ６蛋白在正常肝组织中无表

达或极弱表达，提示ＫＬＦ６蛋白在分化程度高和非增殖性肝组

织中表达极低或无表达。

综上所述，肝细胞癌发生、发展是一个缓慢、复杂的过程，

转录因子ＫＬＦ６参与了肝细胞癌发生的全过程，其具体发病机

制还没有得到证实，需要进一步深入研究。
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和促进肿瘤细胞分化，这种多功能蛋白在对抗肿瘤方面显示出

巨大潜能。深入研究ＰＥＤＦ产生不同生物反应的各种机制和

相互作用对其临床应用具有重大意义。

本实验对食管癌组织Ｓｕｒｖｉｖｉｎ与ＰＥＤＦ蛋白的相关性研

究发现，这２种蛋白的表达呈明显负相关（狉＝－０．３５３，犘＝

０．００３）。ＰＥＤＦ蛋白可抑制食管癌的进展，而Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白则

促进其发生、发展，ＰＥＤＦ蛋白表达的缺失和Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的高表

达均与食管癌的浸润深度、淋巴结转移和 ＴＮＭ 分期明显相

关。因此，联合检测这２种蛋白的表达情况，对于判断食管癌

患者的预后以及指导治疗等均有一定的临床意义。本研究同

时也为食管癌的靶向治疗和抗血管生成抑制剂的临床应用提

供了理论依据。
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