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　　［摘要］　目的　探讨 ＡＫＲ１Ｂ１０和ＧＰＣ３联合应用对提高肝细胞癌（ＨＣＣ）免疫组化诊断敏感性和特异性的价值。方
法　制备７５例ＨＣＣ组织芯片作为训练集，进行ＡＫＲ１Ｂ１０和ＧＰＣ３免疫组化检测，建立Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归诊断模型，以此构建ＲＯＣ
曲线（受试者工作特征曲线），利用其曲线下面积（ＡＵＣ）对单个指标和联合指标的敏感性和特异性进行评估。将Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归诊

断模型用于２００例ＨＣＣ的测试集中，检测其有效性。结果　训练集中，ＡＫＲ１Ｂ１０和ＧＰＣ３的ＡＵＣ分别为０．７７３和０．８００，联合
诊断后的ＡＵＣ提高至０．９３１；ＡＫＲ１Ｂ１０和ＧＰＣ３的敏感性分别为５６％和６１．３％，特异性均为９８．７％，两者联合后的敏感性提高

至８８．０％，特异性为９７．３％。测试集中，ＡＫＲ１Ｂ１０联合ＧＰＣ３对 ＨＣＣ诊断的敏感性和特异性分别为９７．０％和９６．５％。结

论　ＡＫＲ１Ｂ１０联合ＧＰＣ３明显提高ＨＣＣ免疫组化诊断的敏感性和特异性，可在常规病理检查中合理组合使用。
　　［关键词］　肝细胞癌；免疫组织化学；醛酮还原酶１Ｂ１０；磷脂酰蛋白聚糖３；诊断
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　　磷脂酰肌醇蛋白聚糖３（ＧＰＣ３）作为肝细胞癌
（ＨＣＣ）免疫组化诊断的常用标志物之一，虽然具有
特异性高的特点，但存在敏感性较低的不足，容易造
成假阴性，需要借助其他的标志物提高其诊断的敏

感性。我们在前期利用蛋白质组学技术筛选 ＨＣＣ
诊断标 志 物 的 研 究 中，发 现 醛 酮 还 原 酶 １Ｂ１０
（ＡＫＲ１Ｂ１０）在 ＨＣＣ组织中高表达［１］。本研究旨在
探讨ＡＫＲ１Ｂ１０与ＧＰＣ３联合应用对提高 ＨＣＣ免
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疫组化诊断的敏感性和特异性的价值。

１　材料和方法

１．１　临床样本及组织芯片制备

１．１．１　病例选择　随机取２０１２年１～３月第二军
医大学东方肝胆外科医院病理科 ＨＣＣ标本２７５例，
随机抽取其中７５例制备组织芯片（含癌与癌旁组
织）作为训练集，另２００例作为测试集，全部进行

ＡＫＲ１Ｂ１０和ＧＰＣ３免疫组化染色。

１．１．２　组织芯片制备　基本方法如下：设计组织
芯片阵列排列方式。制备合适的空白受体蜡块。使
用直径２．０ｍｍ的组织穿刺针取出石蜡标本的组织
芯，并有规律地排列在空白受体蜡块上制备成组织
阵列块，在６０℃恒温烤箱中加热融合，使组织芯与受
体蜡块紧密相连。对组织阵列块进行４μｍ的常规
切片，裱于３氨基丙基三乙氧基硅烷涂抹的载玻片
上制成组织芯片，于９０℃烤片１ｈ，待行免疫组化
染色。

１．２　免疫组化染色　切取４μｍ白片，常规脱蜡→
梯度乙醇水化→抗原修复（高压修复法）→抗原封
闭→滴加一抗工作液置４℃过夜→次日ＥｎＶｉｓｉｏｎ检
测试剂盒（ＧｅｎｅＴｅｃｈ公司）显色→苏木精复染→脱
水封固。一抗及稀释倍数如下：小鼠抗 ＡＫＲ１Ｂ１０
（１５００，Ｈ０００５７０１６Ａｂｎｏｖａ，胞质染色），小鼠抗

ＧＰＣ３（１２５０，Ｃｌｏｎｅ１Ｇ１２；ＢｉｏＭｏｓａｉｃｓ，胞质染
色）。每批染色均设阳性和空白对照。

１．３　免疫组化结果分析　为了严格控制阳性率，按

ＡＫＲ１Ｂ１０或ＧＰＣ３阳性细胞所占比例分为阴性（阳
性细胞＜１５％）组和阳性（阳性细胞＞１５％）组［２］。同
时，采用ＮｉｋｏｎＤＳＲｉ１显微镜在×２００视野下，应用

ＮＩＳＥｌｅｍｅｎｔｓ３．２软件分别提取 ＨＣＣ及癌旁组织的
免疫组化图像，利用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓｖ６．０软件（Ｍｅｄｉａ
ＣｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓＩｎｃ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，ＭＤ）计算蛋白表达强度的积
分光 密 度 （ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＩＯＤ）值。用

ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件绘制ＩＯＤ箱形图。

１．４　回归诊断模型的构建和应用

１．４．１　建立回归诊断模型　构建模型时，阴性结果
设为０，阳性结果设为１。将训练集７５例组织芯片
的ＡＫＲ１Ｂ１０和ＧＰＣ３免疫组化结果代入模型，结
果在０～１之间，构建Ｂｉｎａｒｙｌｏｇｉｓｔｉｃ回归诊断模型
（采用Ｆｏｒｗａｒｄ：ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌ变量筛选方法），绘制受
试者工作特征（ＲＯＣ）曲线，计算ｃｕｔｏｆｆ值，再利用
其曲线下面积（ＡＵＣ）对单个指标和联合指标的敏感
性、特异性进行评估。

１．４．２　诊断模型的应用　将测试集２００例 ＨＣＣ的

ＡＫＲ１Ｂ１０和ＧＰＣ３免疫组化结果（癌旁为０，癌为

１）代入Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归诊断模型，结果介于０～１，再根
据ｃｕｔｏｆｆ值作出诊断。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计学软件进行
数据分析，计量资料用珔ｘ±ｓ表示，组间比较采用

Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验，或 ＭａｎｎｗｈｉｔｎｅｙＵ 检验，计数资料
作Ｐｅａｒｓｏｎχ

２检验或ｃｏｎｔｉｎｕｉｔｙｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎχ
２检验。检

验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　临床样本特征　 训练集和测试集病例的性别、
年龄、ＨＢｓＡｇ、肝硬化、ＡＦＰ、肿瘤大小、肝功能Ｃｈｉｌｄ
Ｐｕｇｈ分级、ＴＮＭ、肿瘤分化程度、血管侵犯等临床病
理学参数差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，表１）。

表１　临床样本特征

Ｔａｂ１　Ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

ｏｆＨＣＣｐａｔｉｅｎｔｓｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ

Ｖａｒｉａｂｌｅ Ｔｒａｉｎｉｎｇｇｒｏｕｐ
（ｎ＝７５）

Ｔｅｓｔｉｎｇｇｒｏｕｐ
（ｎ＝２００） Ｐｖａｌｕｅ

Ｓｅｘｎ ０．８８７ｂ

　　Ｍａｌｅ ６５ １７２
　　Ｆｅｍａｌｅ １０ ２８
Ａｇｅ（ｙｅａｒ），珚ｘ±ｓ ５２．３±１２．５ ５１．６±１１．０ ０．６４３ｃ

ＨＢｓＡｇａｎ ０．２８２ｂ

　　Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ６４ １７９
　　Ｎｅｇａｔｉｖｅ １１ ２０
Ｃｉｒｒｈｏｓｉｓａｎ ０．３３９ｂ

　　Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ６７ １６８
　　Ｎｅｇａｔｉｖｅ ８ ３０
ＳｅｒｕｍＡＦＰｎ ０．８３８ｂ

　　≤２０ｎｇ·ｍｌ－１ ２８ ７２
　　＞２０ｎｇ·ｍｌ－１ ４７ １２８
Ｔｕｍｏｒｓｉｚｅ ０．２３５ｂ

　　　（ｄ·ｃｍ－１）ａｎ
　　≤３ ２１ ６６
　　＞３ ５４ １１９
Ｃｈｉｌｄｐｕｇｈｃｌａｓｓａｎ ０．５９８ｄ

　　Ａ ７１ １９０
　　Ｂ ４ ６
　　Ｃ ０ ０
ＴＮＭａｎ ０．０５６ｂ

　　Ⅰ ５０ １５５
　　ⅡⅢ ２５ ４４
Ｔｕｍｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｎ ０．３８１ｂ

　　ⅠⅡ １２ ２４
　　ⅢⅣ ６３ １７６
Ｖａｓｃｕｌａｒｉｎｖａｓｉｏｎｎ ０．８９９ｄ

　　Ｙｅｓ １ ５
　　Ｎｏ ７４ １９５

　ＨＣＣ：Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ；ＨＢｓＡｇ：ＨｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓｓｕｒｆａｃｅａｎ

ｔｉｇｅｎ；ＡＦＰ：αｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ．ａ：Ｓｏｍｅｄａｔａｗｅｒｅｌｏｓｔｉｎｔｅｓｔｉｎｇｇｒｏｕｐ；ｂ：

Ｐｅａｒｓｏｎχ２ｔｅｓｔ；ｃ：Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔｔｅｓｔ；ｄ：Ｃｏｎｔｉｎｕｉｔｙｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ

２．２　ＡＫＲ１Ｂ１０和 ＧＰＣ３在癌及癌旁组织中的表
达　结果显示，ＡＫＲ１Ｂ１０和ＧＰＣ３在癌组织中的表达
均高于癌旁组织，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图１）。
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图１　ＡＫＲ１Ｂ１０（Ａ）和ＧＰＣ３（Ｂ）在ＨＣＣ及

癌旁组织的ＩＯＤ值

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＫＲ１Ｂ１０（Ａ）ａｎｄＧＰＣ３（Ｂ）ｉｎ

ＨＣＣｔｉｓｓｕｅｓａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓａｓｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｂｙＩＯＤ
ＩＯＤ：Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ．ＨＣＣ：Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ；Ａｄｊ：

Ａｄｊａｃｅｎｔ；Ｐ＜０．０１；ｎ＝７５，ｂｏｘａｎｄｗｈｉｓｋｅｒｐｌｏｔ１０％９０％．珔ｘ±ｓ

２．３　Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归预测模型与敏感性、特异性分析

２．３．１　Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归预测模型的建立　在训练集
中，利用ＡＫＲ１Ｂ１０和ＧＰＣ３免疫组化阳性和阴性
结果构建Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归预测模型，其方程为：

　　Ｐ＝ ｅ（－２．０９４＋５．２７８×ＧＰＣ３＋５．０９６×ＡＫＲ１Ｂ１０）
１＋ｅ（－２．０９４＋５．２７８×ＧＰＣ３＋５．０９６×ＡＫＲ１Ｂ１０）

２．３．２　ＲＯＣ曲线绘制　训练集中，ＡＫＲ１Ｂ１０和

ＧＰＣ３的ＡＵＣ分别为０．７７３和０．８００，联合诊断的

ＡＵＣ为０．９３１（图２，ｃｕｔｏｆｆ值为０．３２２６），显示诊
断效率得到明显提高。

图２　Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归预测模型ＲＯＣ曲线图

Ｆｉｇ２　ＲＯＣｃｕｒｖｅｓｏｆＡＫＲ１Ｂ１０，

ＧＰＣ３ａｎｄＡＫＲ１Ｂ１０／ＧＰＣ３

ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｐｒｅｄｉｃｔｅｄｂｙｌｏｇｉｓｔｉｃｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｍｏｄｅｌ

２．３．３　训练集和测试集敏感性、特异性预测分
析　在训练集中，ＡＫＲ１Ｂ１０（＋）和ＧＰＣ３（＋）敏感性
分别为５６．０％和６１．３％，特异性均为９８．７％。两者
联合后其敏感性提高至８８．０％，特异性为９７．３％。在
测试集中，ＡＫＲ１Ｂ１０和ＧＰＣ３联合应用后敏感性和
特异性也非常高，分别为９７．０％和９６．５％（表２）。

表２　训练集和测试集的敏感性、特异性比较

Ｔａｂ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎｔｒａｉｎｉｎｇｇｒｏｕｐａｎｄｔｅｓｔｉｎｇｇｒｏｕｐ

ｎ ＨＣＣ Ａｄｊ Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ
（％）

Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ
（％）

ＰＰＶ
（％）

ＮＰＶ
（％）

ＴｒａｉｎｉｎｇｇｒｏｕｐＡＫＲ１Ｂ１０（＋） ７５ ４２ １ ５６．０ ９８．７ ９７．７ ６９．２
ＴｒａｉｎｉｎｇｇｒｏｕｐＧＰＣ３（＋） ７５ ４６ １ ６１．３ ９８．７ ９７．９ ７１．８
ＰｒｅｄｉｃｔｅｄｂｙｔｒａｉｎｉｎｇｇｒｏｕｐＧＰＣ３＋ＡＫＲ１Ｂ１０ｍｏｄｅｌ ７５ ６４ ２ ８８．０ ９７．３ ９７．１ ８９．０
ＰｒｅｄｉｃｔｅｄｂｙｔｅｓｔｉｎｇｇｒｏｕｐＧＰＣ３＋ＡＫＲ１Ｂ１０ｍｏｄｅｌ ２００ １９４ ６ ９７．０ ９６．５ ９６．５ ９７．０

　ＨＣＣ：Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ；Ａｄｊ：Ａｄｊａｃｅｎｔ；ＰＰＶ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅｖａｌｕｅ；ＮＰＶ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅｖａｌｕｅ

２．４　ＡＫＲ１Ｂ１０ 和 ＧＰＣ３ 在 ＨＣＣ 中 表 达 的 特
点　ＡＫＲ１Ｂ１０和ＧＰＣ３在ＨＣＣ细胞质内均表达，阳性
率分别为５６．０％和６１．３％。而在４０．７％（１１２／２７５）的

ＧＰＣ３阴性 ＨＣＣ中，ＡＫＲ１Ｂ１０的阳性率占５９．８％
（６７／１１２）。典型病例ＨＥ染色结果显示，癌组织与癌
旁组织分界清楚（图３Ａ）。免疫组化结果显示癌组织中

ＧＰＣ３阴性（图３Ｂ），而ＡＫＲ１Ｂ１０阳性（图３Ｃ）。很显
然ＡＫＲ１Ｂ１０可以弥补ＧＰＣ３阳性率低的缺点。

３　讨　论

　　ＧＰＣ３是一种细胞膜表面的硫酸乙酰肝素糖蛋
白。ＧＰＣ３与肝癌的关系是近年来的一个研究热
点［３４］。ＧＰＣ３作为新的肝癌早期诊断标志物被越
来越广泛地运用于 ＨＣＣ免疫组化诊断中。ＧＰＣ３

也有一定的局限性，虽然阳性表达定位在细胞质和
细胞膜［５］，但在实际应用中，ＧＰＣ３在 ＨＣＣ组织中
的表达特异性强，但敏感性较低，３０％～４０％的 ＨＣＣ
为阴性［３５］，易造成漏诊。

　　ＡＫＲ１Ｂ１０是细胞质内烟酰胺酰嘌呤二核苷酸
磷酸依赖的可溶性单体氧化还原酶，属于醛酮还原
酶超家族中的一员［６］，主要存在于结肠、小肠和肾上
腺，在肝脏、甲状腺、前列腺和睾丸中低表达［７］。近
年来，ＡＫＲ１Ｂ１０与肿瘤的关系日益受到重视，不少
文献报道在与吸烟相关的非小细胞肺癌、子宫颈癌
和子宫内膜癌中检测到ＡＫＲ１Ｂ１０的异常表达［８１０］，
进一步研究发现非小细胞肺癌中 ＡＫＲ１Ｂ１０与 Ｋｉ
６７基因的表达水平呈正相关［９］。然而，至今鲜见

ＡＫＲ１Ｂ１０与 ＨＣＣ相关性的报道。我们在前期利
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用蛋白质组学技术筛选ＨＣＣ诊断标志物的研究中，
发现ＡＫＲ１Ｂ１０在 ＨＣＣ中高表达［１］，因此，我们选

用ＡＫＲ１Ｂ１０与ＧＰＣ３联合用于诊断 ＨＣＣ。

图３　癌与癌旁组织的ＨＥ染色及免疫组化染色结果

Ｆｉｇ３　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＨＣＣａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ
Ａ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ；Ｂ，Ｃ：ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＧＰＣ３ｎｅｇａｔｉｖｅａｎｄＡＫＲ１Ｂ１０ｐｏｓｉｔｉｖｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

　　经统计学分析，本研究的训练集和测试集样本在
患者的性别、年龄、ＨＢｓＡｇ、肝硬化、ＡＦＰ、肿瘤大小、
肝功能Ｃｈｉｌｄｐｕｇｈ分级、ＴＮＭ、肿瘤分化程度、血管
侵犯等临床病理学参数间差异无统计学（Ｐ＞０．０５），
说明训练集结果所制作出的预测模型用于测试集中

比较合理。Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归预测模型是分析应变量为分
类资料的常用统计分析方法，ＲＯＣ曲线能反映此敏感
度和特异度连续变量的综合指标。ＲＯＣ曲线真阳性
率（敏感性）为纵坐标，假阳性率（特异性）为横坐标。
在座标上由无数个临界值求出的无数对真阳性率和

假阳性率作图绘制ＲＯＣ曲线，计算ＡＵＣ来评价诊断
效率。ＡＵＣ越大，诊断准确性越高。在 ＲＯＣ曲线
上，最靠近坐标图左上方的点代表敏感性和特异性均
较高的临界值。根据上述条件，我们将训练集的
ＡＫＲ１Ｂ１０和ＧＰＣ３免疫组化结果代入回归诊断方程
计算出 ＡＵＣ、ＡＫＲ１Ｂ１０和 ＧＰＣ３的 ＡＵＣ分别为
０．７７３和０．８００，两者联合后提高至０．９３１，对诊断ＨＣＣ
的敏感性和特异性均在９６％以上，说明两者联合后能
够弥补单个标志物诊断效率不足的问题。

　　ＡＫＲ１Ｂ１０和 ＧＰＣ３的训练集中，ＡＫＲ１Ｂ１０
（＋）和 ＧＰＣ３（＋）敏感性低，分别仅为５６．０％和
６１．３％，而特异性均高达９８．７％；两者联合后，敏感
性显著提高至８８．０％，特异性仍保持在９７．３％；将
测试 集 结 果 代 入 至 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回 归 模 型 方 程，
ＡＫＲ１Ｂ１０和 ＧＰＣ３联合后区别癌和癌旁的敏感
性、特 异 性 分 别 为 ９７．０％ 和 ９６．５％。表 明
ＡＫＲ１Ｂ１０和ＧＰＣ３的 ＨＣＣ诊断效率能通过两者
联合应用得到显著提高。总之，通过对测试集病例
实际应用，证明 ＡＫＲ１Ｂ１０不仅使ＧＰＣ３特异性保
持高水平，而且也增加了 ＧＰＣ３的敏感性，避免
ＧＰＣ３假阴性造成 ＨＣＣ漏诊，ＨＣＣ的免疫组化诊
断效率得到显著提高。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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