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　　［摘要］　目的　研究精氨酸酶２（Ａｒｇ２）在肝细胞癌（ＨＣＣ）组织中的表达及临床病理意义。方法　收集１１３例 ＨＣＣ
组织及癌旁肝组织，其中２９例伴有癌旁异型增生结节（ＤＮ），另取１２例正常肝组织。运用蛋白质印迹分析法检测 Ａｒｇ２蛋白

在１５例 ＨＣＣ组织、癌旁肝组织和１２例正常肝组织中的表达；运用免疫组织化学方法检测Ａｒｇ２在１１３例 ＨＣＣ、癌旁肝组织

及ＤＮ中的表达情况，并分析其与 ＨＣＣ各临床病理特征间的关系以及鉴别诊断价值。结果　蛋白质印迹分析结果显示，
Ａｒｇ２在正常肝组织和癌旁肝组织中均不表达，在 ＨＣＣ组织中表达升高（Ｐ＜０．０１）；免疫组织化学结果显示，Ａｒｇ２阳性表达

于肝癌细胞质内，阳性率为７７．０％（８７／１１３），其表达与 ＨＣＣ组织学分级相关（Ｐ＜０．０５）；Ａｒｇ２在低级别ＤＮ中无表达，在高

级别ＤＮ中阳性表达率为１４．３％（２／１４），而在高分化ＨＣＣ中阳性表达率为６６．７％（８／１２），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结

论　Ａｒｇ２在 ＨＣＣ中高表达，并且与 ＨＣＣ组织学分级相关，其可能参与 ＨＣＣ的发生、发展过程。检测 Ａｒｇ２表达有助于鉴
别高分化 ＨＣＣ与ＤＮ。

　　［关键词］　精氨酸酶２；肝细胞癌；组织学分级；免疫组织化学
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　　肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是

世界范围内最常见的恶性肿瘤之一，而我国 ＨＣＣ的

发病率明显高于世界平均水平。深入研究 ＨＣＣ患

者蛋白质谱的变化对揭示其发生、发展规律和致病

机制具有重要意义。精氨酸酶２（ａｒｇｉｎａｓｅ２，Ａｒｇ

２）与癌症关系密切，研究发现Ａｒｇ２在肺癌、前列腺

癌以及乳腺癌等肿瘤中表达水平增加［１３］；并且通过

抑制肿瘤细胞中 Ａｒｇ２的表达，降低肿瘤细胞的增

殖活性［４］。但Ａｒｇ２在 ＨＣＣ中的表达情况还缺乏

相关研究。因此，本研究应用蛋白质印迹法和免疫

组织化学技术检测 Ａｒｇ２在 ＨＣＣ及癌旁肝组织中

的表达情况，探讨其与 ＨＣＣ临床病理学特征间的关

系，以进一步认识其临床意义。

１　材料和方法

１．１　临床资料　选取我院病理科２００９年８月至

２０１１年１２月 ＨＣＣ手术标本１１３例，术前均未行化

学及放射治疗，诊断均经术后病理证实。其中男８９
例，女２４例；年龄２８～７５岁，平均（５３．１±９．６）岁。

切取所有患者癌组织及距肿瘤２～３ｃｍ的癌旁肝组

织，并在其癌旁选出异型增生结节（ｄｙｓｐｌａｓｔｉｃｎｏｄ

ｕｌｅｓ，ＤＮ）２９例，其中低级别异型增生结节（ｌｏｗ

ｇｒａｄｅＤＮ，ＬＤＮ）１５例，高级别异型增生结节（ｈｉｇｈ

ｇｒａｄｅＤＮ，ＨＤＮ）１４例；经中性甲醛固定，石蜡包

埋。另取１２例肝血管瘤患者手术切除的瘤旁正常

肝组织以及上述１１３例 ＨＣＣ患者中１５例的癌组织

及相应癌旁肝组织新鲜标本，液氮冻存备用。

１．２　主要试剂　兔抗人 Ａｒｇ２抗体购自 Ｓａｎｔａ

Ｃｒｕｚ公司，二抗工作液及免疫组化试剂盒购自福州

迈新生物技术有限公司。

１．３　蛋白质印迹分析检测Ａｒｇ２蛋白在 ＨＣＣ及相

应癌旁肝组织、正常肝组织中的表达　在新鲜 ＨＣＣ
组织及相应癌旁肝组织和正常肝组织中加入蛋白裂

解液，冰浴匀浆，４℃、１２０００×ｇ离心２０ｍｉｎ，取上清，

测定蛋白含量。分别取蛋白样品各４０μｇ，加入４×十

二烷基硫酸钠（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ，ＳＤＳ）上样缓冲

液，于沸水中加热５ｍｉｎ，行ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电

泳，电泳结束后，进行湿式电转移。将转移后的聚偏

二氟乙烯（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅｄｉｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）膜用含

１０％脱脂奶粉的三羟甲基胺基甲烷盐酸盐缓冲液

（ｔｒｉｓａｍｉｎｏｍｅｔｈａｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｃａｃｉｄｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅａｎｄ

Ｔｗｅｅｎ，ＴＢＳＴ）室温包被２ｈ，然后用抗 Ａｒｇ２（１∶

８００）抗体室温孵育１ｈ，４℃过夜，以βａｃｔｉｎ作为内参

对照。ＴＢＳＴ漂洗５ｍｉｎ×５次，转入辣根过氧化物酶

交联的免疫球蛋白Ｇ（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅＩｍｍｕｎｏ

ｇｌｏｂｕｌｉｎＧ，ＨＲＰＩｇＧ）中，室温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ漂洗５

ｍｉｎ×５次，化学发光试剂（ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，

ＥＣＬ）发光，显影，定影。

１．４　免疫组织化学检测及结果判定　所有标本经

１０％中性甲醛溶液固定后常规组织处理，４μｍ厚连

续切片，分别行 ＨＥ和免疫组化染色。其中免疫组

化染色采用 ＭａｘＶｉｓｉｏｎ二步法，参照试剂盒说明书

进行。ＰＢＳ液代替一抗作阴性对照，已知阳性的组

织作阳性对照。免疫组化染色以肝细胞质棕黄色颗

粒为阳性，按阳性细胞所占百分比并参考着色强度

确定分级如下：无明显阳性细胞（－），阳性细胞

数≤２５％为弱阳性（＋），阳性细胞数２５％～５０％为

中度阳性（），阳性细胞数≥５０％为强阳性（）。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１５．０统计软件分析

处理数据，计量资料用珚ｘ±ｓ表示，组间比较采用ｔ
检验；计数资料采用χ

２检验或Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法；

Ａｒｇ２表达与 ＨＣＣ患者临床病理特征的关系采用

Ｓｐｅａｒｍａｎ秩相关分析。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　蛋白质印迹分析结果　蛋白质印迹分析结果

显示，Ａｒｇ２在癌旁肝组织和正常肝组织不表达，在

癌组织中的表达高于癌旁肝组织和正常肝组织（Ｐ＜
０．０１，图１）。

图１　蛋白质印迹分析检测Ａｒｇ２蛋白的表达

Ｆｉｇ１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆＡｒｇ２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ｎ：Ｎｏｒｍａｌｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓ；ＰＬＴ：Ｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓ；

ＨＣＣ：Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ；Ａｒｇ２：Ａｒｇｉｎａｓｅ２．Ｐ＜

０．０１ｖｓＮａｎｄＰＬＴｇｒｏｕｐ；珚ｘ±ｓ
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２．２　免疫组化检测Ａｒｇ２在 ＨＣＣ中的表达　免疫

组化检测结果显示，Ａｒｇ２的阳性染色见于肝癌细胞

的胞质内，正常肝组织及癌旁肝组织中均不表达（图

２Ａ、２Ｂ、２Ｅ、２Ｆ）。１１３例 ＨＣＣ组织中８７例 Ａｒｇ２
阳性表达，阳性率为７７．０％。

图２　Ａｒｇ２表达的免疫组化检测结果（ＭａｘＶｉｓｉｏｎ二步法）

Ｆｉｇ２　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＡｒｇ２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（ＭａｘＶｉｓｉｏｎｍｅｔｈｏｄ）

Ａ：Ｎｏｒｍａｌｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓ；Ｂ：Ｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓｃｉｒｒｈｏｔｉｃｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓ；Ｃ：Ｌｏｗｇｒａｄｅｄｙｓｐｌａｓｔｉｃｎｏｄｕｌｅｓ；Ｄ：Ｈｉｇｈｇｒａｄｅｄｙｓｐｌａｓｔｉｃ

ｎｏｄｕｌｅｓ；Ｅ：ＨｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓｏｆｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｇｒａｄｉｎｇⅠ；Ｆ：Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓｏｆｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ

ｇｒａｄｉｎｇⅢ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

２．３　ＨＣＣ组织中Ａｒｇ２表达与临床病理因素的关

系　Ａｒｇ２表达与临床病理因素之间的相关性分析

显示，随着组织学分级等级升高，Ａｒｇ２表达水平升

高（ｒ＝０．２８６２，Ｐ＝０．００１９）；与年龄、性别、乙型肝

炎病毒感染、肿瘤最大径、肿瘤数目、肝硬化与否、微

血管侵犯、术后复发等均无关（表１）。

表１　Ａｒｇ２表达与ＨＣＣ患者临床病理特征的关系

Ｔａｂ１　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆＡｒｇ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｉｔｈｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｗｉｔｈｐｒｉｍａｒｙｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｓ

Ｉｔｅｍ Ｎ
Ａｒｇ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｎ

－ ＋  

χ２ｔｅｓｔ

χ２ｖａｌｕｅ Ｐｖａｌｕｅ

Ｓｐｅａｒｍａｎｒａｎｋ
ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ

ｒｖａｌｕｅ Ｐｖａｌｕｅ

Ａｇｅ（ｙｅａｒ） ３．１３４７ ０．３７１ ０．０８１９ ０．３８８６

　　≤５３．１ａ ６２ １７ ２４ ２０ １

　　＞５３．１ ５１ ９ ２４ １５ ３

Ｓｅｘ ３．４１７２ ０．３３２ －０．１１６２ ０．２１８３

　　Ｍａｌｅ ８８ １９ ３５ ３０ ４

　　Ｆｅｍａｌｅ ２５ ７ １３ ５ ０

ＨＢｓＡｇ １．００２８ ０．８０１ ０．０１０５ ０．９１１９

　　Ｎｅｇａｔｉｖｅ １４ ４ ５ ４ １

　　Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ９９ ２２ ４３ ３１ ３

ＳｅｒｕｍＡＦＰρＢ／（ｎｇ·ｍＬ－１） １．６７５６ ０．６４２ ０．０７７８ ０．４１２５

　　＜２０ ４９ １４ １９ １４ ２

　　≥２０ ６４ １２ ２９ ２１ ２
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续表

Ｉｔｅｍ Ｎ
Ａｒｇ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｎ

－ ＋  

χ２ｔｅｓｔ

χ２ｖａｌｕｅ Ｐｖａｌｕｅ

Ｓｐｅａｒｍａｎｒａｎｋ
ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ

ｒｖａｌｕｅ Ｐｖａｌｕｅ

Ｌｉｖｅｒｃｉｒｒｈｏｓｉｓ １．１３３６ ０．７６９ ０．０６２０ ０．５１３９

　　Ｐｒｅｓｅｎｔ １００ ２４ ４２ ３１ ３

　　Ａｂｓｅｎｔ １３ ２ ６ ４ １

Ｔｕｍｏｒｓｉｚｅｄ／ｃｍ ８．３５７１ ０．２１３ ０．１６６３ ０．０７７０

　　≤３ ４５ １５ １９ １１ ０

　　＞３ｂｕｔ≤５ ３７ ６ １４ １５ ２

　　＞５ ３１ ５ １５ ９ ２

Ｔｕｍｏｒｎｕｍｂｅｒ ０．３５５０ ０．９４９ ０．０３４０ ０．７２０７

　　Ｓｉｎｇｌｅ ８２ ２０ ３４ ２５ ３

　　Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ３１ ６ １４ １０ １

Ｇｒａｄｅｓ １５．８３５０ ０．０１５ ０．２８６２ ０．００１９

　　Ⅰ １２ ４ ８ ０ ０

　　Ⅱ ５６ １６ ２５ １４ １

　　Ⅲ ４５ ６ １５ ２１ ３

Ｖａｓｃｕｌａｒｉｎｖａｓｉｏｎ ０．９６２６ ０．８１０ －０．０７１２ ０．４５３３

　　Ｐｒｅｓｅｎｔ ３５ ７ １４ １３ １

　　Ａｂｓｅｎｔ ７８ １９ ３４ ２２ ３

Ｒｅｌａｐｓｅｂ ２．９０４７ ０．４０６ ０．０１４６ ０．８８６９

　　Ｙｅｓ ４５ １４ １５ １３ ３

　　Ｎｏ ５３ １２ ２４ １６ １

　ａ：Ｍｅａｎａｇｅ；ｂ：Ｆｉｆｔｅｅｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｅｒｅｎｏｔｉｎｃｌｕｄｅｄｄｕｅｔｏｌｏｓｔｉｎｆｏｌｌｏｗｕｐ

２．４　免疫组化检测 Ａｒｇ２在肝ＤＮ中的表达　由

于观察到Ａｒｇ２在正常肝组织及癌旁肝组织均不表

达，为进一步分析Ａｒｇ２的鉴别诊断价值，本研究选

出癌旁组织中ＬＤＮ１５例，ＨＤＮ１４例，行免疫组

化Ａｒｇ２染色，结果显示：Ａｒｇ２在 ＬＤＮ 未见着

色，在 ＨＤＮ中阳性表达率为１４．３％ （２／１４），见图

２Ｃ、２Ｄ，与高分化 ＨＣＣ（Ⅰ级）阳性表达率［６６．７％
（８／１２），表１］差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论

　　Ａｒｇ是肝脏鸟氨酸循环中的一个催化酶，它是

三聚体结构，在鸟氨酸循环的最后过程起催化作用。

它能水解Ｌ精氨酸，生成尿素和Ｌ鸟氨酸。Ａｒｇ除

在机体尿素生成中发挥关键作用外，还参与催化合

成精胺和精脒等多种细胞生长必需的代谢分子。因

此，Ａｒｇ的表达改变将对细胞代谢水平和生长状态

产生显著影响。Ａｒｇ有２个同工酶，分别为 Ａｒｇ１
和Ａｒｇ２。Ａｒｇ１在肝脏中有较高的活性，也称为

“肝型Ａｒｇ”；Ａｒｇ２也称为“肝外Ａｒｇ”，主要在肾脏、

小肠、胃、胰腺、脑等组织中表达［５］。研究表明：

Ａｒｇ１在 ＨＣＣ组织中表达明显降低［６］；Ａｒｇ２在肺

癌、前列腺癌以及乳腺癌等肿瘤中表达水平增加，表

明Ａｒｇ２参与这些肿瘤的发生、发展过程［１３］。通过

抑制高生长活性的肿瘤细胞中 Ａｒｇ２的表达，能明

显降低细胞的增殖活性，甚至直接导致细胞的凋

亡［４］，表明Ａｒｇ２是部分肿瘤细胞生长、增殖的必需

因素。

　　本研究应用蛋白质印迹分析和免疫组织化学染

色检测发现，Ａｒｇ２在 ＨＣＣ组织中表达明显升高，

这与Ａｒｇ２在肺癌、前列腺癌以及乳腺癌等肿瘤中

的表达趋势一致。通过分析 ＨＣＣ中Ａｒｇ２蛋白表

达与临床病理特征间的关系发现，Ａｒｇ２与肿瘤细

胞组织学分级密切相关，其表达水平随组织学分级

升高而逐渐升高，提示 Ａｒｇ２可能参与 ＨＣＣ的发

生、发展过程。研究表明，精氨酸是调节 Ｔ细胞活

化和增殖的必需氨基酸之一，细胞外的精氨酸被

Ａｒｇ２水解后，Ｔ细胞ＣＤ３ζ链表达受到影响，进而

抑制Ｔ细胞增殖，最终影响对肿瘤细胞的免疫抑制

功能［７８］。同时，Ａｒｇ２能够激活肿瘤诱导的骨髓源

性抑制细胞（ｍｙｅｌｏｉｄｄｅｒｉｖｅｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｃｅｌｌｓ，ＭＤ

ＳＣｓ），后者存在于几乎所有肿瘤患者的外周血中，主

要发挥免疫抑制作用，介导肿瘤患者系统性免疫功

能障碍和局部的肿瘤免疫逃避［９］。Ａｒｇ２在 ＨＣＣ
中的异常表达是否通过介导机体免疫抑制而导致
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ＨＣＣ的发生发展，这需要进一步的实验研究证实。

Ａｒｇ２与诱导型一氧化氮合酶（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅＮＯｓｙｎ

ｔｈｅｓａｓｅ，ｉＮＯＳ）共用底物精氨酸，Ａｒｇ２表达增加能

够直接导致精氨酸水解增加，从而导致ｉＮＯＳ底物

相对减少，进而 ＮＯ合成减少［１０］，而 ＮＯ能通过调

节肿瘤血管生成、细胞毒性反应以及肿瘤免疫等多

种机制影响肿瘤的生物学进程。另外，在影响细胞

增殖方面，Ａｒｇ２通过水解Ｌ精氨酸生成Ｌ鸟氨酸，

进而合成精胺，精胺是肿瘤组织持续快速生长所必

需的［１１］。可以推测：Ａｒｇ２在 ＨＣＣ中表达升高能

促进精胺的合成，进而促进癌细胞的快速生长。总

之，Ａｒｇ２能通过多种途径影响肿瘤的进展，但Ａｒｇ

２是否参与 ＨＣＣ发生发展过程，以及通过何种机制

参与还有待进一步研究。

　　ＨＣＣ的发生发展大多是一个从肝炎、肝硬化、

ＤＮ到癌的渐进过程，在这个过程中，ＤＮ尤其是 Ｈ

ＤＮ与高分化 ＨＣＣ的鉴别诊断一直是一个难点。

由于观察到Ａｒｇ２在正常肝组织及癌旁肝组织均不

表达，为进一步分析Ａｒｇ２的鉴别诊断价值，本研究

选出癌旁组织中ＬＤＮ和 ＨＤＮ，行免疫组化Ａｒｇ２
染色，结果显示：Ａｒｇ２在 ＬＤＮ 未见着色，在 Ｈ

ＤＮ中阳性表达率为１４．３％，而在高分化 ＨＣＣ中阳

性表达率为６６．７％，差异有统计学意义。提示Ａｒｇ

２免疫组化染色对肝细胞癌的病理诊断，尤其在高

分化 ＨＣＣ与ＤＮ的鉴别诊断中有一定的帮助。

　　综上所述，Ａｒｇ２可能参与 ＨＣＣ发生发展过

程，并且有望成为鉴别ＤＮ与高分化 ＨＣＣ的参考指

标之一。进一步明确Ａｒｇ２在 ＨＣＣ中的作用及具

体机制，将有助于更深入认识 ＨＣＣ，也为临床寻找

有效的治疗靶点提供新的依据。
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