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　　［摘要］　目的　探讨原发性肝细胞癌组织中甲胎蛋白（ＡＦＰ）表达与肝祖细胞激活状态及患者预后的关系。方法　回
顾性分析９２例接受根治性切除术的原发性肝癌患者资料。其中男性７６例，女性１６例；年龄２５～７２岁，中位年龄５１岁。对手

术病理标本进行ＡＦＰ和细胞角蛋白１９（ＣＫ１９）染色观察并定量。采用单因素ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析，观察 ＡＦＰ的表达对术

后生存时间的影响。ＣｏｃｈｒａｎＡｒｍｉｔａｇｅ线性趋势检验分析祖细胞激活状态（ＣＫ１９阳性染色）评分与 ＡＦＰ表达的相关性。结

果　肝癌组织ＡＦＰ高表达组总生存期短于肝癌组织 ＡＦＰ低表达组（Ｐ＝０．０２１）。祖细胞激活状态评分与血清 ＡＦＰ浓度
（Ｐ＝０．０４６）、肝癌组织ＡＦＰ表达（Ｐ＜０．００１）正相关。结论　肝细胞癌甲胎蛋白高表达对肝癌预后不利，可能与肝脏祖细胞
的激活状态有关。

　　［关键词］　肝肿瘤；肝细胞癌；甲胎蛋白类；祖细胞；预后
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　　原发性肝癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是
我国常见的恶性肿瘤之一，病死率在恶性肿瘤中居
第２位［１］。近年来研究认为，肿瘤干细胞有可能是

肝癌生长、转移和复发的根源［２］。甲胎蛋白 （ａｌｐｈａ
ｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＦＰ）是胚胎肝祖细胞的经典标志物，鉴
于在个体和肿瘤发生过程中其与胚胎基因的密切相
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关性，新近研究提示ＡＦＰ与肝脏肿瘤的干性特征有
关［３４］。肝细胞的再生是一个多级过程，正常成体肝
细胞可以通过自我复制来恢复邻近坏死或凋亡的肝

实质。而在长期处于病毒感染、氧化应激或酒精损
伤的微环境中，成熟肝细胞的增殖能力受损时，肝脏
的祖细胞被激活、增殖并逐渐分化为肝细胞、胆管细
胞，参与肝实质的修复［５６］。肝脏中祖细胞激活反应

位于汇管区边缘，由串状扩张的小胆管细胞组成，它

可以被胆系标志物ＣＫ１９染色［７］。这种反应性小胆

管细胞反映了祖细胞的激活状态［８９］。肝祖细胞的

激活是反映肝再生的重要指标。慢性病毒性肝炎、

肝硬化导致的肝细胞不断坏死、再生可能是肝癌发

生的病理学基础［１０］。肝肿瘤 ＡＦＰ的表达是否与癌

旁组织肝祖细胞的激活程度存在联系尚不清楚。本

研究探讨了原发性肝细胞癌组织中 ＡＦＰ表达与肝

脏祖细胞激活状态的相关性，并进一步对预后的影

响进行了初步分析。

１　材料和方法

１．１　病例资料及纳入标准　选择２００１年２月至

２００３年７月第二军医大学东方肝胆外科医院收治的

实施根治性肝切除术的原发性肝癌患者９２例，其中

男性７６例，女性１６例，年龄２５～７２岁，中位年龄５１
岁。纳入标准：（１）术前未接受任何放、化疗等抗癌

治疗；（２）术前排除远处转移和其他并发症；（３）全部

病例病理学检查均确诊为肝细胞癌。本研究得到第

二军医大学伦理委员会的批准。

１．２　病例随访　对进入研究的所有病例进行随访。

随访方式包括电话随访、门诊随访和信件随访等。

总生存期是指从手术之日至死亡或最终随访时间截

止所经历的时间；无瘤生存期生存时间是指从手术

之日至第１次发现复发转移所经历的时间；末次随

访时间截至２００９年１２月。

１．３　免疫组化染色　外科手术切除的标本来源于

东方肝胆外科医院病理科。标本经１０％中性甲醛固

定，常规石蜡包埋，连续切片（厚４μｍ），分别行 ＨＥ
和免疫组织化学染色（ＡＢＣ法），染色前采用高压法

进行抗原修复。本研究中用到的抗体分别为ａｎｔｉ

ＣＫ１９（Ｄａｋｏ；１∶２００稀释），ａｎｔｉＡＦＰ（ａｂｃａｍ；１∶

２００稀释）。ＡＦＰ的免疫组化染色定量：电子显微镜

ＬｅｉｃａＤＭ ＲＸＡ２ （ＬｅｉｃａＭｉｃｒｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｇｅｒｍａｎｙ）

随机扫描１０个不重复视野（×２００），图像处理软件

ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ计算每个视野免疫组化阳性染色区

域的平均积分光密度（ｍｅａｎｉｎｔｅｒｇｒａｔｅｄｏｐｔｉｃａｌｄｅｎ

ｓｉｔｙ，ＭＩＯＤ）。祖细胞激活反应性小胆管细胞评分：

根据Ｐａｒｋ等［１１］的方法，计算癌旁肝组织汇管区实质

上皮间质交界区域ＣＫ１９阳性染色的串状小胆管所

占的百分数，半定量如下，０ 分：无；１分：≤１０％；

２分：１０％～２５％；３分：２６％～５０％；４分：≥５０％。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０和ＳＡＳ９．２软

件进行统计学处理。以 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ（ｌｏｇｒａｎｋ检

验）法计算生存率，ＣｏｃｈｒａｎＡｒｍｉｔａｇｅ线性趋势检验

反应性小胆管细胞评分与 ＡＦＰ的相关性。检验水

准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＡＦＰ表达水平与祖细胞激活反应　免疫组织

化学分析发现：ＡＦＰ阳性表达物呈棕黄色颗粒，定位

于胞质，少数细胞出现胞核染色。肝癌组织中 ＡＦＰ
染色差异性比较大，不同标本和同一标本肿瘤细胞

的染色强度不尽相同（图１Ａ、１Ｂ）。祖细胞激活反应

为棕色串状的反应性小胆管（图１Ｃ），位于癌旁肝组

织汇管区边缘，并且延伸到汇管区周围的肝实质细

胞中；肝脏祖细胞为单个、非串状的ＣＫ１９阳性小细

胞。部分标本癌旁肝组织中反应性小胆管比较少，

祖细胞激活水平较低（图１Ｄ）。

图１　ＨＣＣ组织中ＡＦＰ表达和

癌旁肝祖细胞激活状态的免疫组化染色情况

Ｆｉｇ１　ＳｔａｉｎｉｎｇｏｆＡＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅａｎｄ

ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｉｃｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ
ｉｎａｄｊａｃｅｎｔｎｏｎｃａｎｃｅｒｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓ

Ａ，Ｂ：ＳｔａｉｎｉｎｇｏｆｔｕｍｏｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＦＰ；Ｃ，Ｄ：Ｓｔａｉｎｉｎｇｏｆａｃｔｉｖａ

ｔｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｉｃｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓｉｎｎｏｎｃａｎｃｅｒｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓ（ａｒｒｏｗｓ）．

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００（Ａ，Ｂ）；×１００（Ｃ，Ｄ）

２．２　肝癌组织ＡＦＰ表达与预后　为了解肝癌组织



·１３８　　 · 第二军医大学学报　２０１２年２月，第３３卷

ＡＦＰ表达情况对患者生存的影响，我们计算了 ＨＣＣ
组织的ＡＦＰ平均积分光密度（ＭＩＯＤ），并在接下来

的分析中，把 ＭＩＯＤ的中位数作为癌组织ＡＦＰ高表

达和低表达的临界值。血清 ＡＦＰ浓度以２０ｎｇ／ｍｌ
作为ＡＦＰ表达阳性的临界值。

　　全组患者５年总生存率为３１．５％，中位生存期

２５．４个月；全组患者５年无病生存率为１９．６％，中

位生存期１５．８个月。ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析结果

显示（图２Ａ）：肝癌组织 ＡＦＰ高表达组５年总生存

率（２３．９％）和中位生存期（１９．４个月）均低于肝癌组

织ＡＦＰ低表达组（分别为３９．１％和３３．５个月，

Ｐ＜０．０５）；肝癌组织ＡＦＰ高表达组５年无病生存率

和中位生存期略低于肝癌组织ＡＦＰ低表达组，但差

异无统计学意义（Ｐ＝０．１２７，图２Ｂ）。

图２　肝癌组织中ＡＦＰ表达的预后分析

Ｆｉｇ２　ＳｕｒｖｉｖａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆＨＣＣｐａｔｉｅｎｔｓａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏＡＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅ
Ａ：ＳｕｒｖｉｖａｌｃｕｒｖｅｓｐｌｏｔｔｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏＡＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎＨＣＣｐａｔｉｅｎｔｓ．ＰａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｈｉｇｈＡＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｈａｄｓｈｏｒｔｅｒｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ

ｔｈａｎｔｈｏｓｅｗｉｔｈｌｏｗＡＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｐ＝０．０２１）．Ｂ：ＡＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｎｏｔａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌ（Ｐ＝０．１２７）

２．３　祖细胞激活状态与ＡＦＰ表达的相关性　Ｃｏ

ｃｈｒａｎＡｒｍｉｔａｇｅ趋势分析显示（表１）：反应性小胆

管细胞评分与肝癌组织 ＡＦＰ表达高低呈线性趋势

（Ｚ＝－３．５５８４，Ｐ＜０．００１），与血清ＡＦＰ阳性率呈

线性趋势（Ｚ＝－１．９９４９，Ｐ＝０．０４６）。Ｓｐｅａｒｍａｎ等

级相关分析显示：反应性小胆管细胞评分与肝癌组

织ＡＦＰ表达正相关（ｒ＝０．３８３，Ｐ＜０．００１）；在血清

ＡＦＰ≥２０ｎｇ／ｍｌ的患者中，反应性小胆管细胞评分

与肝癌组织 ＡＦＰ 表达正相关（ｒ＝０．３１０，Ｐ＝

０．００９）；在血清ＡＦＰ＜２０ｎｇ／ｍｌ的患者中，反应性

小胆管细胞评分与肝癌组织 ＡＦＰ表达正相关（ｒ＝

０．４９１，Ｐ＝０．０２）。

表１　祖细胞激活状态与血清ＡＦＰ及肝癌组织ＡＦＰ表达的关系

Ｔａｂ１　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｉｃｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓｗｉｔｈｓｅｒｕｍＡＦＰｌｅｖｅｌｓａｎｄＡＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅ
ｎ（％）

Ｒｅａｃｔｉｖｅｄｕｃｔｕｌｅｓｓｃｏｒｅ
ＳｅｒｕｍＡＦＰρＢ／（ｎｇ·ｍｌ－１）

＜２０ ≥２０ Ｔｏｔａｌ
ＡＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅ

Ｌｏｗ Ｈｉｇｈ Ｔｏｔａｌ
１ ８（４２．１） １１（５７．９） １９ １３（６８．４） ６（３１．５） １９
２ ９（２７．３） ２４（７２．７） ３３ ２０（６０．６） １３（３９．４） ３３
３ ２（６．９） ２７（９３．１） ２９ １３（４４．８） １６（５５．２） ２９
４ ３（２７．２） ８（７２．８） １１ ０（３６．４） １１（６３．６） １１
Ｔｏｔａｌ ２２ ７０ ９２ ４６ ４６ ９２

　ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅＣｏｃｈｒａｎＡｒｍｉｔａｇｅｔｒｅｎｄｔｅｓｔ，Ｚ＝－１．９９４９，Ｐ＝０．０４６ｆｏｒｈｅｐａｔｉｃｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓａｎｄｓｅｒｕｍ

ＡＦＰｌｅｖｅｌｓ；Ｚ＝－３．５５８４，Ｐ＝０．０００４ｆｏｒｈｅｐａｔｉｃｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓａｎｄＡＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅ

３　讨　论

　　在肝脏胚胎发育和肝癌发生中，ＡＦＰ是重要的
研究指标。正常情况下 ＡＦＰ由卵黄囊及胚胎肝脏
产生，出生后维持低水平表达。而在急慢性肝炎及
肝硬化患者，肝细胞损伤后再生情况下ＡＦＰ表达可

再度升高；ＡＦＰ明显增高见于肝细胞性肝癌和畸胎
瘤，血清ＡＦＰ浓度已作为临床诊断肝癌的重要指标
之一［１２］。新近研究提示血清ＡＦＰ浓度与肝癌的预
后相关，具体机制尚不清楚。本研究从组织学水平
直观地观察了ＡＦＰ在肿瘤中的表达情况，并分析了
肝癌组织 ＡＦＰ表达与患者预后的关系，结果发现



第２期．钱光阳，等．肝细胞癌甲胎蛋白表达与肝祖细胞激活状态及患者预后的关系 ·１３９　　 ·

ＡＰＦ升高的确对患者的预后有不利影响，癌组织

ＡＦＰ表达与患者总生存负相关。

　　越来越多的研究表明，肿瘤干细胞在肿瘤的发
生发展过程中发挥了重要作用。肿瘤干细胞除具有
自我更新和多向分化等正常干细胞的基本特性外，
还能够维持肿瘤的增殖和生长，逃避免疫调控，并通
过各种信号转导和调节通路参与肿瘤的发生、发展、
转移和复发［２］。目前已经在白血病、神经系统肿瘤、
乳腺癌和肝癌中发现了肿瘤干细胞存在的可能

性［１３１６］。寻找肿瘤干细胞的特征性指标是近年来的
肝癌研究热点。目前已经发现，ＣＤ１３３、ＣＤ９０、Ｅｐ
ＣＡＭ、ＣＫ７和ＣＫ１９等可能成为肝癌干细胞筛选的
参考标志物［１７２０］。但确切的肝癌干细胞的特异性标
志物尚未有定论。有报道认为在肝内胆管细胞癌和
胰腺癌中，ＡＦＰ在肿瘤细胞中的表达可能与具有肿
瘤干细胞的特征有关［４，２１］。既往研究表明，表达干
性指标的肝癌预后相对较差［２０］。本研究选取 ＡＦＰ
作为肝癌的指标，发现随着癌旁祖细胞的激活水平
的增强，肝癌组织ＡＦＰ表达阳性率、血清ＡＦＰ阳性
率都相应提高，两者存在正相关关系。我们推测，长
期慢性损伤的微环境促进了肝脏祖细胞的激活，同
样的环境因素也可能促进肝癌组织 ＡＦＰ的表达。
深入研究有助于进一步了解肝癌 ＡＦＰ表达的发生
机制及其与肝肿瘤干细胞的关系。
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