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　　摘　要：目的　检测Ｅｐｈ受体酪氨酸激酶Ａ２（ＥｐｈＡ２）蛋白在肝细胞癌（ＨＣＣ）中的表达情况，分析其与 ＨＣＣ临床病理特征

和预后之间的相关性。方法　收集５２例 ＨＣＣ及对应癌旁组织，运用免疫组化技术检测ＥｐｈＡ２蛋白在 ＨＣＣ及对应癌旁组织中

的表达情况，研究ＥｐｈＡ２蛋白表达与 ＨＣＣ临床病理特征及肿瘤术后复发之间的相关性。结果　ＥｐｈＡ２蛋白在 ＨＣＣ组织中的

表达显著高于对应的癌旁组织，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；ＥｐｈＡ２蛋白在 ＨＣＣ中的高表达与肿瘤数目大于１、肿瘤包膜缺

失、门脉侵犯和高ＴＮＭ分期显著相关（犘＜０．０５）；多变量Ｃｏｘ比例风险分析提示ＥｐｈＡ２蛋白表达与 ＨＣＣ术后复发显著相关

（犘＜０．０５）。结论　ＨＣＣ组织中ＥｐｈＡ２蛋白表达上调，且其表达上调与 ＨＣＣ的恶性病理特征及术后复发相关，提示ＥｐｈＡ２蛋

白可能在 ＨＣＣ进展和转移中发挥重要作用。
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　　肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ，简称肝癌）是中

国肿瘤相关死亡最常见的原因之一［１］。近年来基于手术的综

合治疗能够降低肿瘤复发并提高患者生存率，但是患者确诊时

就已经出现了肝内转移或肝外转移使得治愈性切除不再可

行［２］。因此，越来越多的临床和组织学分子标志物如Ｅｐｈ受

体酪氨酸激酶Ａ２（ＥｐｈＡ２）蛋白、Ｅ钙黏蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）和 Ｎ

钙黏蛋白（Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ）被作为 ＨＣＣ诊断和预后相关因子。Ｅ

ｐｈＡ２蛋白属于促红细胞生成素产生肝细胞受体家族成员之

一，参与肿瘤形成、进展、血管生成和侵袭转移等一系列生物学

行为［３４］。为了评估ＥｐｈＡ２蛋白在 ＨＣＣ中的意义，本研究通

过检测ＥｐｈＡ２蛋白在ＨＣＣ及对应癌旁组织中的表达，并分析

其与 ＨＣＣ临床病理特征和肿瘤术复发的相关性，初步探讨Ｅ

ｐｈＡ２蛋白在 ＨＣＣ发生、发展、侵袭转移中的作用，现报道

如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集本院５２例ＨＣＣ患者手术切除的癌组织

及对应癌旁组织标本５２例，其中，男４５例，女７例，年龄３０～

７５岁，平均（５５．０±４．５）岁。所有患者术前均未行放射、化疗

及射频消融治疗，所有组织标本经术后病理学证实。所有标本

于术中离体３０ｍｉｎ内取材，经１０％甲醛溶液固定，石蜡包埋、

切片备用。对所有患者术后进行随访，记录发生肝内或远处转

移的时间。

１．２　方法　兔抗人 ＥｐｈＡ２蛋白多克隆抗体（ｓｃ９２４，Ｓａｎｔａ

Ｃｒｕｓ公司），免疫组化试剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限

公司。对石蜡块进行４μｍ连续切片制片。经过脱蜡过程后，

枸橼酸盐缓冲液进行热抗原修复，３０ｍＬ／ＬＨ２Ｏ２ 灭活内源性

过氧化物酶，１００ｍＬ／Ｌ山羊血清封闭，将以１∶１００比例稀释

的兔抗人ＥｐｈＡ２蛋白加于标本后，置于湿盒内４℃过夜。以

磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）取代一抗为阴性对照。滴加生物素标记

的山羊抗兔工作液，３７℃温箱孵育２０ｍｉｎ。滴加辣根酶标记

的链霉卵白素工作液，孵育３０ｍｉｎ。滴加ＤＡＢ显色，苏木精轻

度复染，梯度脱水至透明。显微镜下观察、成像系统拍照，统计

分析实验结果。用染色强度联合阳性细胞百分比进行评分：染

色强度分为４等级：０分，阴性；１分，弱阳性；２分，中度；３分，

强阳性；阳性细胞百分比分级：阳性细胞小于或等于５％，

０分；＞５％～２５％，１分；＞２５％～５０％，２分；＞５０％～７５％，３

分；＞７５％，４分。染色强度和阳性细胞百分比评分相乘大于

或等于１分则认为ＥｐｈＡ２蛋白阳性表达。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，采用

χ
２ 检验分析ＥｐｈＡ２蛋白在 ＨＣＣ及对应癌旁组织中的表达差
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异及其与 ＨＣＣ临床病理特征之间的相关性，采用多变量Ｃｏｘ

比例风险分析研究ＥｐｈＡ２蛋白表达与 ＨＣＣ术后复发的相关

性。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＨＣＣ及对应癌旁组织中ＥｐｈＡ２蛋白的表达　对收集的

５２份 ＨＣＣ组织和对应的癌旁组织进行ＥｐｈＡ２蛋白免疫组化

染色，ＥｐｈＡ２蛋白阳性染色为黄色或棕色，主要定位在细胞质

和细胞膜（图１）。ＥｐｈＡ２蛋白在 ＨＣＣ组织中的阳性表达率

６７．３％（３５／５２）显著高于对应癌旁组织２５．０％（１３／５２），差异

有统计学意义（χ
２＝１８．７２６，犘＜０．０５）。

　　Ａ：ＨＣＣ组织；Ｂ：癌旁组织。

图１　　ＥｐｈＡ２蛋白在 ＨＣＣ组织及癌旁组织中的

表达（ＳＰ，×４００）

表１　　ＥｐｈＡ２蛋白表达水平与 ＨＣＣ临床病理特征的关系

特征 狀
ＥｐｈＡ２蛋白表达情况

－ ＋ χ
２ 犘

年龄（岁）

　＜６０ ３６ １１ ２５ ０．２４３ ０．６２２

　≥６０ １６ ６ １０

性别

　男 ４５ １４ ３１ ０．３８０ ０．５３８

　女 ７ ３ ４

ＨＢｓＡｇ

　－ ６ １ ５ ０．７９２ ０．３７４

　＋ ４６ １６ ３０

ＡＦＰ（μｇ／Ｌ）

　≤４００ １１ ４ ７ ０．０８５ ０．７７０

　＞４００ ４１ １３ ２８

肝硬化

　不存在 １７ ６ １１ ０．０７８ ０．７８０

　存在 ３５ １１ ２４

肿瘤大小（ｃｍ）

　＜５ ３２ １３ １９ ２．３７９ ０．１２３

　≥５ ２０ ４ １６

肿瘤数量（狀）

　１ ２２ １１ １１ ５．１９１ ０．０２３

　＞１ ３０ ６ ２４

肿瘤包膜

　不存在 ３１ １４ １７ ５．４２４ ０．０２０

　存在 ２１ ３ １８

门脉侵犯

　不存在 ３３ １４ １９ ３．８８７ ０．０４９

　存在 １９ ３ １６

Ｅｄｍｏｎｓｏｎ分期

　Ⅰ＋Ⅱ ２０ ９ １１ ２．２３７ ０．１３５

　Ⅲ＋Ⅳ ３２ ８ ２４

ＴＮＭ分期

　Ⅰ＋Ⅱ ２３ １１ １２ ４．２９３ ０．０３８

　Ⅲ＋Ⅳ ２９ ６ ２３

２．２　ＥｐｈＡ２蛋白的表达与 ＨＣＣ临床病理特征的关系　Ｅ

ｐｈＡ２蛋白表达与 ＨＣＣ临床病理特征的相关性分析结果，见

表１。ＥｐｈＡ２蛋白在 ＨＣＣ组织中的高表达与较多肿瘤数目、

肿瘤包膜缺失、门脉侵犯和高ＴＮＭ分期显著相关（犘＜０．０５），

与性别、年龄、ＨＢＶ感染、血清 ＡＦＰ水平、肝硬化、肿瘤大小、

肿瘤Ｅｄｍｏｎｓｏｎ分级等无显著相关性。

２．３　ＥｐｈＡ２蛋白表达与 ＨＣＣ术后复发的关系　多变量Ｃｏｘ

比例风险分析提示高ＴＮＭ分期、门脉侵犯、肿瘤包膜缺失、肿

瘤体积（＞５ｃｍ）和ＥｐｈＡ２蛋白阳性表达是与肿瘤术后高复发

率相关的独立因子，见表２。

表２　　ＥｐｈＡ２蛋白表达与 ＨＣＣ术后复发的关系

变量 ＨＲ ９５％犆犐 犘

包膜（存在狏狊．缺失 ） １．５６７ １．０９２～４．１５３ ０．０４４

体积（＜５ｃｍ狏狊．＞５ｃｍ） ２．７１２ １．２２１～５．９２３ ０．０１２

门脉侵犯（缺失狏狊．存在） ３．９１６ １．２４５～３．６７２ ０．００３

ＴＮＭ分期（Ⅰ，Ⅱ狏狊．Ⅲ，Ⅳ） ３．２３８ １．１２５～４．１２９ ０．００４

ＥｐｈＡ２蛋白（阳性狏狊．阴性） １．３３３ １．４３９～３．２２１ ０．０１９

３　讨　　论

已经有很多临床和组织学指标被用来预测 ＨＣＣ患者术

后的复发和存活率［５］。近年来，越来越多的分子标志物作为肿

瘤侵袭、转移和预后因子引起人们的关注，多种恶性肿瘤如胃

癌、结肠癌、前列腺癌、胰腺癌和 ＨＣＣ已经被证实存在ＥｐｈＡ２

蛋白的表达上调并与肿瘤恶性临床病理特征相关［６１０］。Ｅ

ｐｈＡ２蛋白 ｍＲＮＡ在 ＨＣＣ及癌旁组织中的表达趋势尚有争

议［１１１２］，但本研究及之前研究提示，ＥｐｈＡ２蛋白在 ＨＣＣ组织

中表达显著上调（犘＜０．０５）
［１１１３］；之前有报道称ＥｐｈＡ２蛋白

过表达与 ＨＣＣ患者的门脉癌栓、卫星灶及淋巴结转移相

关［１１１３］。本研究也发现，ＥｐｈＡ２蛋白的高表达与 ＨＣＣ恶性临

床病理特征密切相关，如较多的肿瘤数目、肿瘤包膜缺乏、门脉

侵犯和高ＴＮＭ分期，进一步结合随访资料，多变量Ｃｏｘ比例

风险分析提示高ＴＮＭ分期、门脉侵犯、肿瘤包膜缺失、肿瘤体

积（＞５ｃｍ）和ＥｐｈＡ２蛋白表达是与肿瘤术后高复发率相关的

独立因子，预示ＥｐｈＡ２蛋白可能在肿瘤进展和侵袭中发挥重

要作用。

ＥｈｐＡ２及其配体ｅｐｈｒｉｎＡ１在肿瘤形成和进展中发挥的

作用依赖于不同的肿瘤细胞和机制［１４］。而且，ｅｐｈｒｉｎＡ１的缺

失可能引起非磷酸化的ＥｈｐＡ２聚集，从而通过ＥｈｐＡ２／ｅｐｈｒｉｎ

Ａ１系统消除其抑制活性。已知ＥｐｈＡ２蛋白／ｅｐｈｒｉｎＡ１参与

肿瘤的发病机制，但其复杂的机制尚未研究清楚。ＥｐｈＡ２蛋

白在各种成人上皮组织中普遍表达，并且参与到细胞形态形成

过程中（如细胞迁移和血管形成）。有研究提示，ＥｐｈＡ２蛋白

的高表达与Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的高表达有关联性，提示ＥｐｈＡ２蛋白

和Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白可能联合作用参与调节ＨＣＣ细胞的侵袭和

转移［１３］。有报道证实，ＨＣＣ侵袭转移与上皮间质转化（ＥＭＴ）

相关，ＥＭＴ表现为细胞失去有极性的上皮表型并获得间质表

型，分子水平表现为Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达降低伴Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ表达上

调，在肿瘤侵袭转移过程中发挥了关键作用［１５］。进一步的研

究表明，在肿瘤细胞中Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达下调可以通过作用于

ＥｐｈＡ２蛋白减少细胞与细胞外基质的黏附
［１６］。

因此，ＥｐｈＡ２蛋白的正常功能依赖于 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｅｃａｄ

ｈｅｒｉｎ的异常表达可能是通过影响ＥｐｈＡ２蛋白的功能而改变

ＨＣＣ细胞的生长和黏附性能。这些分子的相互作用是一个非
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常复杂的过程，涉及很多的信号通路，因此，未来的研究有必要

涉及ＥｐｈＡ２蛋白和ＥＮｃａｄｈｅｒｉｎ转化相关调节机制。
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ｗｉｔｈｃｈｏｌｅｃｙｓｔｏｌｉｔｈｉａｓｉｓ［Ｊ］．ＤｉｇＥｎｄｏｓｃ，２０１０，２２（２）：９５

１００．

［１５］ＦｏｌｋｅｒｓＭＴ，ＤｉｓａｒｉｏＪＡ，ＡｄｌｅｒＤＧ．Ｌｏｎｇｔｅｒｍｃｏｍｐｌｉｃａ

ｔｉｏｎｓｏｆｅｎｄｏｓｃｏｐｉｃｂｉｌｌｉａｒｙｓｐｈｉｎｃｔｅｒｏｔｏｍｙｆｏｒｃｈｏｌｅｃｙｓ

ｔｏｌｉｔｈｉａｓｉｓ：ａＮｏｒｔｈＡｍｅｒｉｃａｎｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ［Ｊ］．ＡＭＪＧａｓ

ｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ，２００９，１０４（１１）：２８６８２８６９．

（收稿日期：２０１３０１１１　修回日期：２０１３０３２１）
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