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　　［摘要］　目的　探讨 ＨＭＧＡ２在原发性肝癌中的表达及其与原发性肝癌患者临床资料间的关系。方法　通过ＲＴ
ＰＣＲ检测ＨＭＧＡ２ｍＲＮＡ在肝癌组织及正常肝组织中的表达，蛋白质印迹分析、免疫组化分别检测ＨＭＧＡ２蛋白在肝癌组织

及正常肝组织中的表达水平，分析ＨＭＧＡ２蛋白的表达与肝癌患者临床资料之间的相关性。结果　 ＨＭＧＡ２ｍＲＮＡ在肝癌

组织中的阳性表达率为４３．６９％，高于在正常肝组织中２３．３０％的阳性表达率，其在肝癌组织中的相对表达值为０．７１±０．０３，

高于其在正常肝组织中０．２８±０．０４的相对表达值 （Ｐ＜０．０５）。ＨＭＧＡ２蛋白在肝癌组织中的相对表达值为０．５６±０．０４，高

于其在正常肝组织中０．１９±０．０３的相对表达值 （Ｐ＜０．０５）。免疫组化结果显示 ＨＭＧＡ２蛋白在正常肝组织中阳性表达率为

２０．３９％，明显低于其在肝癌组织中３７．８６％的阳性表达率 （Ｐ＜０．０５），ＨＭＧＡ２蛋白的表达与肝癌患者性别和肿瘤大小无关

（Ｐ＞０．０５），但与淋巴结转移数量、肝内转移以及临床分期相关（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。结论　ＨＭＧＡ２在肝癌组织中高表
达，且其高表达与肝癌的淋巴结转移数量、肝内转移及临床分期紧密相关，可作为肝癌转移和恶化的肿瘤标志物。

　　［关键词］　ＨＭＧＡ２蛋白；肝肿瘤；肿瘤转移；癌基因

　　［中图分类号］　Ｒ７３５．７　　　［文献标志码］　Ｂ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２０１０）０２０２１５０３

［收稿日期］　２００９０６０１　　　　［接受日期］　２００９１１０２
［基金项目］　上海市卫生局青年科研基金（２００８Ｙ０７７），国家高科技研究发展计划 （“８６３”计划）（２００７ＡＡ０２２００４）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＦｕｎｄｆｏｒＹｏｕｔｈｏｆ

ＨｅａｌｔｈＢｕｒｅａｕｏｆＳｈａｎｇｈａｉＭｕｎｉｃｉｐａｌＧｏｖｅｒｎｍｅｎｔ（２００８Ｙ０７７）ａｎｄＮａｔｉｏｎａｌＨｉｇｈｔｅｃｈＲ＆ＤＰｒｏｇｒａｍ（“８６３”Ｐｒｏｇｒａｍ，２００７ＡＡ０２２００４）．
［作者简介］　刘　蓓，硕士生，主治医师．Ｅｍａｉｌ：ｌｉｕｂｅｉ１９７６＠１２６．ｃｏｍ
通讯作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２１６５３８９９９８，Ｅｍａｉｌ：ｌｉｕｈｕｉｇｇ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

　　原发性肝癌是我国最常见的恶性肿瘤之一，世界每年

４２．５％的新发肝癌发生在我国，由于缺乏早期诊断，近２０年

来我国肝癌的病死率增加了４１．１７％，肝癌已成为我国第２
位的肿瘤疾病［１２］。因此，阐明肝癌发生、发展的潜在分子生

物学机制可能对肝癌早期诊断及寻求更多有效的治疗方法

有帮助。高迁移率蛋白 Ａ（ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐＡ，ＨＭＧＡ）

是一种广泛参与细胞各种生理活动的蛋白质，在早期的胚胎

组织中含量很丰富，而在大部分的成体细胞中含量却相对较

少，主要由以下４种已知的成员组成：ＨＭＧＡ１ａ、ＨＭＧＡ１ｂ、

ＨＭＧＡ１ｃ和 ＨＭＧＡ２，其主要生理功能包括可诱导性基因

转录的调控、将反转录病毒整合到染色体上、诱导转化及促

进癌细胞活化等。其中 ＨＭＧＡ２则是单独由 ＨＭＧＡ２基因

编码的蛋白质。近来研究发现 ＨＭＧＡ２在一些上皮源性恶

性肿瘤中如肺癌［３］、胰腺癌［４］、白血病［５］和神经内分泌瘤［６］、

乳腺癌［７］等肿瘤组织中表达增高，对恶性肿瘤的生长、分化、

转移起重要作用。目前关于 ＨＭＧＡ２在肝癌中的表达及其

与肝癌患者临床资料间的相关性研究尚未见报道，为此我们

探讨 ＨＭＧＡ２在肝癌组织内的表达特征及临床意义，为进一

步研究 ＨＭＧＡ２在肝癌发生发展中的作用机制提供依据并

为其新的临床应用进行有益的探索。

１　材料和方法

１．１　临床资料　收集２００８年４月至２００９年４月第二军医

大学东方肝胆外科医院原发性肝癌患者手术切除标本１０３
例，所有标本均在手术切除后３０ｍｉｎ内切取适当大小保存

于液氮中，患者年龄１９～７２岁，平均（５４±６．２）岁，男６４例，

女３９例。其中Ⅰ～Ⅱ期５０例，Ⅲ～Ⅳ期５３例。以同一肝

癌患者肝癌组织手术切缘旁组织作为正常对照，所有标本均

经术后病理确诊。

１．２　ＲＴＰＣＲ检测　取适量保存于液氮中的肝癌组织，在

液氮中研磨成粉末状后，加入适量 ＴＲＩｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司）提取组织总ＲＮＡ，取２μｇ总ＲＮＡ反转录后进行ＨＭ

ＧＡ２基因 ＰＣＲ 扩增，正向引物：５′ＣＡＣＴＴＣ ＡＧＣＣＣＡ

ＧＧＧＡＣＡＡ３′，反向引物：５′ＡＡＴＴＣＧＧＴＴＴＴＴＣＴＣ

ＡＣＣＣＧ３′，扩增片段大小为６５１ｂｐ；以 ＧＡＰＤＨ 为内参照

扩增，正向引物：５′ＡＡＴＣＣＣＡＴＣＡＣＣＡＴＣＴＴＣＣＡ３′，

反向引物：５′ＣＣＴＧＣＴＴＣＡＣＣＡＣＣＴＴＣＴＴＧ３′，扩增片

段大小为５８７ｂｐ。ＰＣＲ反应条件：９４℃ 预变性２ｍｉｎ，９４℃
变性３０ｓ，５３℃ 退火３０ｓ，７２℃ 延伸１ｍｉｎ，３０个循环，最后

７２℃ 延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物在琼脂糖凝胶电泳后拍照并进

行灰度扫描。

１．３　蛋白质印迹法检测 　取适量保存于液氮中的肝癌组

织，匀浆处理后加入２００μｌ细胞裂解液提取组织总蛋白
［８］，

取２０μｌ蛋白质样品进行ＳＤＳＰＡＧＥ，电泳结束后将蛋白质

转移到硝酸纤维素膜上，加１１０００稀释的抗 ＨＭＧＡ２单

克隆抗体（Ａｂｃａｍ公司）４℃孵育过夜，５％脱脂奶粉封闭２ｈ，
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１×ＰＢＳ洗涤３次，加入１２０００稀释的辣根过氧化物酶标

记的抗人ＩｇＧ多克隆抗体（Ａｂｃａｍ公司）孵育２０ｍｉｎ，然后用

ＰｉｅｒｃｅＥＣＬ荧光试剂检测蛋白，以βａｃｔｉｎ为内参照。

１．４　免疫组化检测及阳性结果判定　每个蜡块取４μｍ厚

连续切片做免疫组化染色。鼠抗人 ＨＭＧＡ２单克隆抗体购

自美国Ａｂｃａｍ公司，ＰＶ９０００免疫组化试剂盒购自北京中

杉金桥生物技术有限公司。检测肝癌组织中 ＨＭＧＡ２的表

达按试剂盒操作说明进行。先对组织切片进行常规脱蜡、水

化，然后用３％ Ｈ２Ｏ２去离子水孵育１０ｍｉｎ，以阻断内源性过

氧化物酶的干扰。ＥＤＴＡ（ｐＨ８．０）修复液微波常规修复，待

其自然冷却，１×ＰＢＳ清洗后滴加１００μｌ鼠抗人 ＨＭＧＡ２
（１１００稀释），４℃孵育过夜，然后ＰＢＳ冲洗，２ｍｉｎ×３次。

滴加试剂盒中的试剂１，３７℃孵育２０ｍｉｎ，１×ＰＢＳ冲洗，２

ｍｉｎ×３次，然后滴加试剂盒中的试剂２，３７℃孵育２０～３０

ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗，２ｍｉｎ×３次。最后ＤＡＢ显色１０ｍｉｎ，终止显

色，苏木精复染，盐酸乙醇固定，封片并观察。以１×ＰＢＳ代

替一抗作阴性对照。

　　利用光学显微镜观察到组织标本的着色程度判定免疫

组化结果。ＨＭＧＡ２蛋白阳性表达主要表现为细胞核内含

棕黄色或者棕褐色颗粒。高倍镜下（×２００）随机取８个不同

的视野，计数细胞总数及核阳性细胞数，按阳性细胞所占百

分比计分：阳性细胞率≤５％计０分，５％＜阳性细胞率≤
２５％计１分，２５％＜阳性细胞率≤５０％计２分，５０％＜阳性

细胞率≤７５％计３分，阳性细胞率＞７５％计４分；同时，根据

染色的强弱程度计分：阴性染色计０分，弱染色计１分，中等

强度染色计２分，强染色计３分；根据两者之和判定：０分为

（－），１～２分为（＋），３～４分为（），５～６分为（），７分为

（）。统计分析时（－）为阴性，（＋）和（）合计弱阳性表

达，（）和（）合计为强阳性表达。以上结果均至少由２位

病理医师双盲法观察并确定。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计学分析，

计量资料以珚ｘ±ｓ表示，两组间比较采用ｔ检验；计数资料采

用χ
２ 检验、四格表概率法及计数资料的相关性分析。Ｐ＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＨＭＧＡ２ｍＲＮＡ在原发性肝细胞癌组织中的表达　为

检测 ＨＭＧＡ２在肝癌组织中的表达分布，我们首先采用ＲＴ

ＰＣＲ检测 ＨＭＧＡ２ｍＲＮＡ在肝癌组织、正常肝组织中的表

达。检测发现，ＨＭＧＡ２ｍＲＮＡ在部分肝癌组织中的表达明

显升高，在正常组织中不表达或者弱表达；对琼脂糖凝胶电

泳图像进行灰度扫描，ＨＭＧＡ２在肝癌组织中的相对表达值

为０．７１±０．０３，在正常组织中的表达为０．２８±０．０４，差异有

显著统计学意义（Ｐ＜０．０５，图１）。ＨＭＧＡ２ｍＲＮＡ在肝癌

组织和正常肝组织中的阳性表达率分别为４３．６９％（４５／１０３）

和２３．３０％（２４／１０３），差异有显著统计学意义（χ
２＝９．６１０，

Ｐ＜０．０５）。

２．２　蛋白质印迹分析检测结果　ＨＭＧＡ２蛋白在正常肝癌

组织中表达很低或者不表达，在部分肝癌组织中表达明显增

强，在肝癌组织中的阳性表达率为 ３７．８６％ （３９／１０３），

ＨＭＧＡ２蛋白在肝癌组织中的相对表达为０．５６±０．０４，在正

常肝组织中的相对表达为０．１９±０．０３，组间比较差异有统计

学意义（Ｐ＜０．０５，图２）。

图１　ＨＭＧＡ２ｍＲＮＡ在肝癌组织中的表达

Ｎ：正常肝组织，Ｔ：肝癌组织．Ｐ＜０．０５与正常肝组织比较；ｎ＝

１０３，珚ｘ±ｓ

图２　ＨＭＧＡ２蛋白在肝癌组织中的表达

Ｎ：正常肝组织，Ｔ：肝癌组织．Ｐ＜０．０５与正常肝组织比较；ｎ＝１０３，

珚ｘ±ｓ

２．３　免疫组织化学检测结果　免疫组化分析发现，ＨＭＧＡ２
蛋白为核表达蛋白，在正常肝组织中表达阳性率为２０．３９％
（２１／１０３），其阳性表达见图３Ｂ，而在肝癌组织中的表达阳性

率为３７．８６％（３９／１０３），其阳性表达见图３Ｃ、３Ｄ。ＨＭＧＡ２
蛋白在肝癌组织中阳性率明显高于其在正常肝组织中的阳

性率，两者差异有统计学意义（Ｐ＝０．００５８）。

２．４　ＨＭＧＡ２蛋白表达与肝癌患者临床资料的相关性分

析　将ＨＭＧＡ２蛋白与肝癌肿瘤大小、患者性别、淋巴结转

移以及临床分期进行相关性分析，发现 ＨＭＧＡ２蛋白的表达

与肝癌患者性别和肿瘤大小无关（Ｐ＞０．０５），与淋巴结转移

数量、肝内转移以及临床分期相关（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），

见表１。

３　讨　论

　　ＨＭＧ蛋白是由 ＨＭＧＡ基因编码的一类与染色体结合

的非组蛋白家族，因其在聚丙烯酰胺中电泳迁移率快而得

名［９］。其中 ＨＭＧＡ２是 ＨＭＧＡ家族成员之一，由１０９个氨

基酸组成，由位于１２ｑ１３１５的 ＨＭＧＡ２基因编码。ＨＭＧＡ２
蛋白含３个ＡＴ沟结合域，一旦与染色体ＤＮＡ小沟内 ＡＴ
丰富的短序列结合，立即启动转录因子，并与转录因子协同

作用调节靶基因的转录［１０］。正常情况下，ＨＭＧＡ 表达水平

在胚胎时期是最高的，而在高度分化或非分裂的成熟细胞

和组织中多表达减少或检测不出［１０］。越来越多的证据［１１１３］

显示 ＨＭＧＡ２的过表达与恶性肿瘤的发病机制相关，其在肿

瘤组织中可能是通过发挥转录因子的功能，参与调节恶性肿

瘤的发生发展。

　　本研究中我们通过ＲＴＰＣＲ和蛋白质印迹法检测 ＨＭ

ＧＡ２在肝癌及癌旁正常肝组织中的表达发现，ＨＭＧＡ２在

癌旁正常肝组织中不表达或者低表达，其相对表达量（ｍＲ

ＮＡ：０．２８±０．０４；蛋白质：０．１９±０．０３）与其在肝癌组织中的

表达量相比，后者中的表达量明显增高（ｍＲＮＡ：０．７１±
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０．０３；蛋白质：０．５６±０．０４），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

同时 ＨＭＧＡ２在肝癌组织中的阳性表达率明显高于其在正

常肝组织中的阳性表达率，差异也有统计学意义（Ｐ＜０．０５），

提示 ＨＭＧＡ２的表达可能与肝癌的发生有一定关系。

图３　免疫组化检测ＨＭＧＡ２蛋白在肝癌组织中的表达

Ａ：ＨＭＧＡ２蛋白在正常肝组织中不表达；Ｂ：ＨＭＧＡ２蛋白在正常肝组织中低表达；Ｃ：ＨＭＧＡ２蛋白在肝癌组织中低表达；Ｄ：ＨＭＧＡ２蛋白

在肝癌组织中高表达．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

表１　ＨＭＧＡ２蛋白与肝癌患者临床资料的相关性分析

ＨＭＧＡ２蛋白表达
阴性 阳性 χ２ Ｐ

患者例数 ５６ ４７
性别

　　男 ３５ ２９ ０．００７ ０．９３４
　　女 ２１ １８
肿瘤大小

　　＜５ｃｍ ２７ ２８ １．３２５ ０．２５０
　　≥５ｃｍ ２９ １９
淋巴结转移数量

　　＜２ ３１ １５ １１．７０ ０．０１７
　　≥２ ２５ ３２
肝内转移

　　有 ２３ ３４ １０．１１ ０．００２
　　无 ３３ １３
临床分期

　　Ⅰ～Ⅱ ３５ １５ ９．５７０ ０．００２
　　Ⅲ～Ⅳ ２１ ３２

　　进一步免疫组化检测发现，ＨＭＧＡ２蛋白主要在细胞核

中表达，在肝癌组织中的阳性表达率（３７．８６％）明显高于在

正常肝组织中阳性表达率（２０．３９％），两组差异有统计学意

义（Ｐ＜０．０５）。分析 ＨＭＧＡ２表达与肝癌患者临床资料的关

系，发现其与淋巴结转移数量和肝内转移相关（Ｐ＜０．０５或

Ｐ＜０．０１），提示ＨＭＧＡ２的表达与肝癌的进展可能有一定关

系。同时发现 ＨＭＧＡ２在Ⅲ～Ⅳ期肝癌患者中的阳性表达

率明显高于其在Ⅰ～Ⅱ期肝癌患者中的阳性表达率（Ｐ＜
０．０１），进一步提示 ＨＭＧＡ２的表达可能与肝癌的发生、发展

密切相关。

　　综上所述，ＨＭＧＡ２基因及蛋白在肝癌组织中表达明显

增加，且与淋巴结转移、肝内转移及肝癌的临床分期密切相

关，说明 ＨＭＧＡ２在肝癌的进展中起重要作用，提示 ＨＭ

ＧＡ２有可能作为肝癌肿瘤标志物用于肝癌的监测甚至作为

肝癌治疗的靶分子，用于肝癌的生物治疗。
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