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　　［摘要］　目的　应用抗人ＧＰＣ３单克隆抗体检测肝脏良、恶性肿瘤组织中ＧＰＣ３蛋白的表达。方法　采用自制鼠抗人
ＧＰＣ３单克隆抗体及免疫组织化学技术检测１９例正常肝组织、９４例肝细胞癌（ＨＣＣ）组织、２０例胆管细胞癌组织、４２例肝脏良性

肿瘤组织中ＧＰＣ３蛋白的表达，并分析ＧＰＣ３蛋白表达水平与ＨＣＣ患者临床病理参数的关系。结果　ＧＰＣ３蛋白在肝细胞癌组
织中阳性率达到７９．８％，而血管瘤旁正常肝组织、胆管细胞癌组织和肝脏良性肿瘤组织中均不表达，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．００１）。ＨＣＣ组织中ＧＰＣ３蛋白的表达与血清 ＡＦＰ水平（Ｐ＝０．０２０）、是否伴有门静脉癌栓（Ｐ＝０．０５０）、有无包膜等因素相关

（Ｐ＝０．０４３）。结论　抗人ＧＰＣ３单克隆抗体可特异性检出肝细胞癌组织ＧＰＣ３蛋白的表达，值得进一步研究以应用于临床诊治。
　　［关键词］　磷脂酰肌醇蛋白聚糖类；单克隆抗体；肝肿瘤；免疫组织化学
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　　肝脏原发性肿瘤的组织来源复杂，各种良、恶性
肿瘤超过１００种，因此，病理诊断及鉴别诊断非常关

键［１］。目前临床常用的肝癌免疫组化诊断标志物包
括 ＨｅｐＰａｒ１、ｐＣＥＡ、ＣＤ３４等，但均存在特异性和
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（或）灵敏度的缺陷，不利于明确诊断［２］。磷脂酰肌
醇聚糖蛋白３（ｇｌｙｐｉｃａｎ３，ＧＰＣ３）基因定位于人染色
体Ｘｑ２６，其ｃＤＮＡ序列全长为２２６３ｂｐ，由８个外显
子组成，编码由５８０个氨基酸组成的硫酸乙酰肝素
类蛋白聚糖；ＧＰＣ３蛋白属于蛋白聚糖家族，相对分
子质量６００００～７００００，主要通过糖基磷脂酰肌醇
（ｇｌｙｃｏｓｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ，ＧＰＩ）锚定于胞膜［３］。

ＧＰＣ３ｍＲＮＡ和蛋白在肝癌中特异性高表达，与肝
癌的发生发展密切相关［４５］，是潜在的肝癌血清学和
组织学重要诊断标志物［６９］。

　　ＧＰＣ３单克隆抗体具有专一性的优点，有利于特
异性检出血清和组织中 ＧＰＣ３的表达，但目前缺乏
经济、实用的临床应用型 ＧＰＣ３单抗。我们的前期
研究成功制备兔抗人 ＧＰＣ３多抗，并证实肝细胞癌
中存在ＧＰＣ３特异性高表达［１０１１］。本研究是在此基
础上进一步制备出鼠抗人 ＧＰＣ３单克隆抗体，并应
用于免疫组化技术检测肝脏肿瘤组织ＧＰＣ３蛋白的
表达，探讨其临床应用价值，为肝脏肿瘤的临床病理
诊断及生物靶向治疗应用奠定基础。

１　材料和方法

１．１　标本来源　随机选取第二军医大学东方肝胆
外科医院２００３年５月至２００７年３月间手术切除的

１７５例肝脏组织标本。其中原发性肝细胞癌组织标
本９４例（Ⅰ级０例，Ⅱ级１０例，Ⅲ级８１例，Ⅳ级３
例）；原发性胆管细胞癌２０例；肝腺瘤组织２２例；肝
局灶性增生２０例；每例标本均包括肿瘤组织及距肿
瘤边缘≤２ｃｍ的癌旁组织。正常肝组织１９例，取自
肝血管瘤周围２ｃｍ以外部位的肝组织，取材并分装
后的标本行甲醛固定，所有病例均经临床和病理检
查明确诊断。

１．２　抗人ＧＰＣ３单克隆抗体的制备及鉴定　本实
验室利用原核表达系统，诱导表达人 ＧＰＣ３融合蛋
白，通过蛋白纯化方法得到纯度较好的融合蛋白作
为免疫原。经过免疫小鼠、细胞融合、杂交瘤的鉴
定、杂交瘤细胞的克隆化等多步操作，获得能够稳定
分泌特异性抗体的杂交瘤细胞系，该细胞系命名为

Ｚ１，Ｚ１经亚型鉴定为ＩｇＧ２ｂ型。将杂交瘤细胞通过
小鼠腹水制备的方法进行单克隆抗体的大量培养，
然后进一步利用ＰｒｏｔｅｉｎＧ 免疫亲和层析柱对腹水
进行纯化，经蛋白电泳鉴定获得纯度较好的单克隆
抗体，进行免疫印迹、细胞免疫荧光、免疫共沉淀、流
式细胞仪等实验鉴定。

１．３　免疫组织化学染色　鼠抗人ＧＰＣ３单克隆抗体

Ｚ１由本实验室根据１．２项下方法制备，羊抗小鼠二抗
购自Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司，ＤＡＢ显色试剂盒购自华美生物工

程公司上海分公司。免疫组化染色步骤：取组织块，石
蜡包埋，切片；石蜡切片６０℃烤箱过夜；切片脱腊至水
［二甲苯（１）１０ｍｉｎ→二甲苯（２）１０ｍｉｎ→二甲苯（３）１０
ｍｉｎ→１００％乙醇５ｍｉｎ→９５％乙醇５ｍｉｎ→８５％乙醇

５ｍｉｎ→７５％乙醇５ｍｉｎ→双蒸水５ｍｉｎ］；３％Ｈ２Ｏ２甲醇
液，室温放置２０ｍｉｎ；双蒸水洗５ｍｉｎ×３；抗原修复（切
片置于煮沸的０．０１ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸盐缓冲液内，高压再
煮沸２ｍｉｎ）；自然冷却至室温，双蒸水洗５ｍｉｎ×３；１％
ＢＳＡ封闭３０ｍｉｎ，３７℃；甩去封闭液，不洗，直接加用磷
酸盐缓冲液以１２０比例稀释的ＧＰＣ３鼠单克隆抗体

Ｚ１４℃过夜１６ｈ；４℃取出，室温复温１５ｍｉｎ，然后０．０１
ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗５ｍｉｎ×４；滴加 Ｄａｋｏ羊抗鼠二抗，４５
ｍｉｎ，３７℃；０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗５ｍｉｎ×４，ＤＡＢ显色２～
１０ｍｉｎ，镜下观察；双蒸水终止显色，苏木精复染１０ｓ，分
化后自来水返蓝，蒸馏水浸泡；脱水透明，盖玻片覆盖
（７５％乙醇５ｍｉｎ→８５％乙醇５ｍｉｎ→９５％乙醇１０ｍｉｎ→
１００％乙醇１０ｍｉｎ→１００％乙醇１０ｍｉｎ→石碳酸二甲苯５
ｍｉｎ→二甲苯１０ｍｉｎ→中性树胶封片）；显微镜下观察阳
性染色并照相。小鼠ＩｇＧ代替一抗作为阴性对照，磷酸
盐缓冲液作为空白对照。

１．４　免疫组化染色结果的判定　采用Ｆｒｏｍｏｗｉｔｚ
等［１０］的方法：每张切片随机观察５个中倍（×２００）视
野，每个视野计数１００个细胞，计算每个视野中阳性
细胞数的平均百分比作为该切片阳性细胞百分比进

行计分。阳性范围计分：０～５％为０分，６％～２５％
为１分，２６％～５０％为２分，５１％～７５％为３分，＞
７５％为４分；阳性着色计分：无着色为０分，淡黄色
为１分，棕黄色为２分，棕褐色为３分。两项结果相
加＜２分为阴性（０），２～３分为弱阳性（＋／１），４～５分
为中度阳性（／２），６～７分为强阳性（／３）。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１６．０软件进行数据
统计处理，分类资料采用χ

２检验或Ｆｉｓｈｅｒ’ｓ确切概
率法，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　抗人ＧＰＣ３单克隆抗体的制备及鉴定结果　
经免疫印迹、细胞免疫荧光、免疫共沉淀、流式细胞
仪等实验鉴定，证实本研究制备的单克隆抗体能特
异性识别内源性和外源性 ＧＰＣ３蛋白，相关技术已
申请国家发明专利（申请号２００９１０１９４４７５．８）。

２．２　ＧＰＣ３在肝正常组织和癌组织中的表达情况　
结果表明：ＧＰＣ３在人肝细胞癌的癌组织中表达较
强，主要呈棕黄色或棕褐色表达；低倍镜下，可见肝
细胞呈弥漫性染色，高倍镜下，可见阳性着色主要位
于肝癌细胞的细胞质，也见于肝癌细胞的胞膜（图

１Ａ～１Ｄ）。９４例肝细胞癌组织中 ＧＰＣ３强阳性３８
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例，阳性２３例，弱阳性１４例，阴性表达１９例，阳性
率为７９．８％。ＧＰＣ３在２０例胆管细胞癌组织中呈阴
性表达，阳性率为０．０％，两者差异有统计学意义

（Ｐ＜０．００１）。正常肝组织中ＧＰＣ３均呈阴性表达，阳
性率为０．０％，与肝细胞癌组织差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。

图１　应用自制单抗免疫组化染色观察正常肝脏、肝癌组织、肝良性肿瘤组织中ＧＰＣ３的表达

Ｆｉｇ１　Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｏｆｇｌｙｐｉｃａｎ３ｉｎｎｏｒｍａｌ，ｍａｌｉｇｎａｎｔａｎｄｂｅｎｉｇｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓ
Ａ：Ｎｏｒｍａｌｌｉｖｅｒ；Ｂ：Ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ；Ｃ：Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ（ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔｌｙｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｓｔａｉｎｉｎｇ）；Ｄ：Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ

ｃａｒｃｉｎｏｍａ（ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔｌｙｍｅｍｂｒａｎｏｕｓｓｔａｉｎｉｎｇ）．Ｅ：Ｆｏｃａｌｎｏｄｕｌａｒｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ；Ｆ：Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒａｄｅｎｏｍａ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ：×２００

２．３　ＧＰＣ３在肝良性肿瘤组织中的表达　结果（图

１Ｅ、１Ｆ）表明：ＧＰＣ３在２２例人肝腺瘤组织中全部呈
阴性表达，阳性率为０．０％；在２０例肝局灶性增生
组织中无阳性表达，阳性率为０．０％。ＧＰＣ３在肝细
胞癌中的表达（７９．８％）与在肝良性肿瘤中的表达相
比，两者差异具有统计学意义（Ｐ＜０．００１）。

２．４　肝细胞癌组织ＧＰＣ３蛋白的表达与临床病理
参数的关系　结果（表１）表明：ＧＰＣ３蛋白的表达在
不同肿瘤大小（Ｐ＝０．００１）、血清 ＡＦＰ水平（Ｐ＝
０．０２０）、包膜完整性（Ｐ＝０．０４３）及有无癌栓（Ｐ＝
０．０５０）条件下两者差异具有统计学意义，而在不同
性别、年龄、ＨＢｓＡｇ、是否合并肝硬化和病理分级等
条件下差异无统计学意义。

３　讨　论

　　肝癌是我国最常见的恶性肿瘤之一，我国卫生
部最新公布的第３次全国居民死亡原因调查结果显
示，肝癌死亡率位居恶性肿瘤的第２位。肝癌的病
理学诊断是临床医师了解肝癌的病因、发生机制、肝
脏病理变化、类型、患者临床治疗方案研究的基础。
尽管大多数病例可通过临床特点、常规 ＨＥ染色做
出正确诊断，但免疫组化在临床症状不典型和常规

ＨＥ染色不确定时具有非常重要的价值。然而，目
前可供选择的肝细胞癌免疫组化染色特异性抗体种

类极少，且特异性和（或）敏感性均存有一定的局
限［１３］。ＧＰＣ３属于硫酸肝素聚糖蛋白家族，在卵巢
癌、间皮瘤、肺癌、肾癌、乳腺癌等肿瘤中表达缺失，
但在肝癌中表达显著升高，是潜在的肝癌特异性标
志物［４５］。目前国内外尚缺乏一种检测 ＧＰＣ３的快
速敏感、特异、操作简单、方便临床使用的诊断方法。
本实验室通过基因重组技术获得ＧＰＣ３抗原，免疫

小鼠制备单克隆抗体，筛选得到了特异性好、亲和力
高的鼠抗人ＧＰＣ３单克隆抗体Ｚ１。

表１　肝细胞癌组织ＧＰＣ３蛋白的表达与临床病理参数的相关性

Ｔａｂ１　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆＧＰＣ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｉｔｈ

ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ

Ｉｔｅｍ
ＧＰＣ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ｎｅｇａｔｉｖｅ
（ｎ＝１９）

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ
（ｎ＝７５）

χ２ Ｐ

Ａｇｅ（ｙｅａｒ） ０．１３６ ０．７１２
　＜５０（ｎ＝４１） ９ ３２
　≥５０（ｎ＝５３） １０ ４３
Ｓｅｘ ０．７１１ ０．３９９
　Ｍａｌｅ（ｎ＝７８） １７ ６１
　Ｆｅｍａｌｅ（ｎ＝１６） ２ １４
Ｔｕｍｏｒｓｉｚｅｄ／ｍｍ １２．５９４ ０．００１
　＜５０（ｎ＝２１） １０ １１
　≥５０（ｎ＝７３） ９ ６４
ＰｒｅｏｐｅｒａｔｉｖｅＡＦＰρＢ／（ｎｇ·ｍｌ－１） ５．３７９ ０．０２０
　＜４００（ｎ＝５２） １５ ３７
　≥４００（ｎ＝４２） ４ ３８
ＨＢｓＡｇ ０．１９５ ０．６５８
　Ｐｏｓｉｔｉｖｅ（ｎ＝１２） ３ ９
　Ｎｅｇａｔｉｖｅ（ｎ＝８２） １６ ６６
Ｔｕｍｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ １．０５８ ０．５８９
　１（ｎ＝０） ０ ０
　２（ｎ＝１０） ３ ７
　３（ｎ＝８１） １５ ６６
　４（ｎ＝３） １ ２
Ｌｉｖｅｒｃｉｒｒｈｏｓｉｓ １．７９ ０．１８１
　Ｙｅｓ（ｎ＝３２） ４ ２８
　Ｎｏ（ｎ＝６２） １５ ４７
Ｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ  ０．４９６
　Ｙｅｓ（ｎ＝３） １ ２
　Ｎｏ（ｎ＝９１） １８ ７３
Ｐｏｒｔａｌｖｅｉｎｉｎｖａｓｉｏｎ ３．８５２ ０．０５０
　Ｙｅｓ（ｎ＝２７） ２ ２５
　Ｎｏ（ｎ＝６７） １７ ５０
Ｔｕｍｏｒｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ ６．３０６ ０．０４３
　Ｃｏｍｐｌｅｔｅ（ｎ＝４２） １３ ２９
　Ｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅ（ｎ＝２３） ４ １９
　Ｎｏｎｅ（ｎ＝２９） ２ ２７ ５．９５８ ０．０１５

　：Ｎｏｎｅｔｕｍｏｒｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎｖｓｃｏｍｐｌｅｔｅｔｕｍｏｒｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ
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　　本研究对来自临床的９４例肝细胞癌、１９例正
常肝、２０例胆管细胞癌和４２例肝脏良性肿瘤进行
了免疫组化染色，结果发现：ＧＰＣ３蛋白广泛表达于
肝细胞癌的癌细胞中，其深棕色阳性颗粒主要分布于
肝细胞胞质，少数分布于细胞膜，说明ＧＰＣ３主要定
位于胞质和胞膜。研究结果还表明：血管瘤旁正常肝
组织均不表达ＧＰＣ３蛋白，而肝细胞癌中ＧＰＣ３阳性
率达７９．８％，组间差异有统计学意义（Ｐ＜０．００１）。此
外，肝癌不同病理类型ＧＰＣ３的表达也有显著差异：
肝细胞癌中ＧＰＣ３阳性率占７９．８％（７５／９４），而肝内
胆管细胞癌为０％（０／２０）。这提示ＧＰＣ３是一种特异
性较强的肝细胞癌免疫组化标志物。

　　高分化的小肝癌与肝腺瘤、肝局灶性结节性增
生等肝脏良性肿瘤在形态学上较难鉴别。本研究发
现２０例肝腺瘤和２２例肝局灶性增生组织中均不表
达ＧＰＣ３蛋白，而肝细胞癌中ＧＰＣ３的阳性率高达

７９．８％，组间差异有统计学意义（Ｐ＜０．００１）。结果
提示ＧＰＣ３对于区别肿瘤结节的良恶性程度具有重
要价值。本研究结果显示ＧＰＣ３蛋白仅存在于肝细
胞癌组织，胆管细胞癌、正常肝脏、肝良性肿瘤组织
中均未发现ＧＰＣ３蛋白表达。这说明自制的鼠抗人

ＧＰＣ３单克隆抗体对于肝癌组织中ＧＰＣ３的检测有
很好的特异性和敏感性，为肝细胞癌的免疫组化检
测提供了一种新的特异性抗体。

　　本研究还对肿瘤不同临床病理参数下ＧＰＣ３蛋
白表达水平进行比较，发现ＧＰＣ３蛋白表达量与ＨＣＣ
癌组织分级、肿瘤大小及 ＨＢｓＡｇ状态、肝硬化无关，
与国外报道［６，１４］基本类似；ＧＰＣ３的表达与血清ＡＦＰ
水平、是否伴有门静脉癌栓、有无包膜密切相关。伴
有门脉癌栓的肝癌易发生肝内及远处转移，门脉癌栓
被认为是反映肝癌术后复发和转移最准确的预后指

标之一［１５］。这提示检测ＧＰＣ３蛋白的表达可能对于
判断肿瘤恶性程度及预后具有重要的价值。

　　本实验应用鼠抗人ＧＰＣ３单克隆抗体作免疫组
化染色特异性检出肝细胞癌组织 ＧＰＣ３蛋白的表
达，具有较高的敏感性和特异度，且有助于临床判断
患者预后，值得进一步研究。对ＧＰＣ３阳性表达的

ＨＣＣ患者，建议定期给予随访，及早发现肿瘤转移、
复发，并加强术后辅助治疗。ＧＰＣ３单克隆抗体可
否作为一种新的肝细胞癌组织病理诊断和鉴别诊断

方法，仍有待于进一步研究证实。后续的研究将进
一步关注ＧＰＣ３蛋白在临床病理疑难病例中的表达
情况，如高分化的小肝癌与较难鉴定良恶性的肝局
灶性结节性增生（尤其是伴有不典型增生）等。

　　（志谢　本研究得到第二军医大学东方肝胆外
科医院信号转导实验室刘淑琴高级实验师、郭琳娜

技师的无私支持和帮助，在此一并表示感谢！）
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