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原发性肝癌患者外周血犆犇１３３犆犇１０５细胞水平及意义
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安徽医科大学第三附属医院微创外科，合肥２３０００１

　　［摘要］　目的　探讨原发性肝癌（ＨＣＣ）患者外周血ＣＤ１３３＋／ＣＤ１０５＋细胞表达水平及其与临床预后的关系。方法　

用流式细胞仪检测８０例原发性肝癌患者和２０例健康者ＣＤ４５－／ＣＤ１３３＋／ＣＤ１０５＋细胞比例，分析其与年龄、性别、临床分期、

组织学分化程度、淋巴结转移及手术预后的关系，采用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ方法进行生存率分析，应用Ｃｏｘ比例风险模型进行多因素

分析。结果　原发性肝癌患者外周血ＣＤ４５－／ＣＤ１３３＋／ＣＤ１０５＋细胞水平较术后及健康对照组升高，差异有统计学意义（犘＝

０．００３、犘＝０．０００）。术后复发组术前外周血ＣＤ４５－／ＣＤ１３３＋／ＣＤ１０５＋细胞水平高于术后未复发组，差异有统计学意义（犘＝

０．０１５）。患者外周血ＣＤ４５－／ＣＤ１３３＋／ＣＤ１０５＋细胞比例与临床分期、分化程度、有无淋巴结转移密切相关（均犘＜０．０５），与年

龄、性别无关。ＣＤ１３３与ＣＤ１０５的表达呈正相关（狉＝０．８４６，犘＜０．０５）。患者外周血ＣＤ４５－／ＣＤ１３３＋／ＣＤ１０５＋细胞比例＞

０．５％者术后生存率较细胞比例≤０．５％者下降（犘＜０．０５），ＣＤ４５－ＣＤ１３３＋细胞比例＞１．１％者术后生存率较细胞比例≤１．１％

者降低（犘＜０．０５），ＣＤ４５－ＣＤ１０５＋ 细胞比例＞３６％者术后生存率较细胞比例≤３６％者降低（犘＜０．０５），外周血 ＣＤ４５－／

ＣＤ１３３＋／ＣＤ１０５＋细胞表达水平、分化程度、有无淋巴结转移是影响肝癌预后的独立因素。结论　肝癌患者外周血ＣＤ４５－／

ＣＤ１３３＋／ＣＤ１０５＋细胞表达水平明显升高并且与肝癌的恶性程度密切相关。外周血ＣＤ４５－／ＣＤ１３３＋／ＣＤ１０５＋细胞表达水平降

低是肝癌患者预后良好的独立因素，是潜在的抗癌靶标。
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ｍｅｔａｓｔａｓｉｓｗｅｒｅｔｈｅｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｆａｃｔｏｒｓｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇＨＣＣｐｒｏｇｎｏｓｉｓ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＰｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆＣＤ４５
－ＣＤ１３３＋ＣＤ１０５＋ｃｅｌｌｓｉｎ
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ＤｅｃｒｅａｓｅｄＣＤ４５－ＣＤ１３３＋ＣＤ１０５＋ｃｅｌｌｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｉｎｔｈｅｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｉｓａｎｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｆａｖｏｒａｂｌｅｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｆａｃｔｏｒｆｏｒＨＣＣ
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ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｎｅｗｔｒｅａｔｍｅｎｔ．

　　［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｐｒｉｍａｒｙｈｅｐａｔｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａ；ＣＤ１０５；ＣＤ１３３；ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ；ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１４，３５（１２）：１３８２１３８６］

　　原发性肝癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是

消化系统最常见的恶性肿瘤之一，其发病率和死亡

率均居高不下，目前手术是治疗 ＨＣＣ最有效的方

法，但术后复发率较高［１２］。研究［３４］发现肝癌的高

复发率和高死亡率与肿瘤干细胞关系密切，肝癌干

细胞可能在肝癌早期已进入外周血液，并且在外周

血中无限增殖，诱导正常肝细胞和肿瘤细胞的恶变，

此外肝癌干细胞对化疗药物和放疗的治疗效应也产

生对抗作用，为降低肝癌的死亡率和复发率，早期发

现肝癌患者外周血中的肝癌干细胞已成为目前研究

的热点。ＣＤ１３３是肿瘤干细胞的特征性标记物之

一［５６］，ＣＤ１０５是肿瘤微血管标记物之一且与ＣＤ１３３

关系密切，两者共同参与了肿瘤的发生和发展［７］。

本研究拟通过检测 ＨＣＣ 患者外周血 ＣＤ１３３和

ＣＤ１０５阳性细胞的水平，探讨二者在肝癌发生、发展

及预后判断中的重要意义。

１　资料和方法

１．１　研究对象　２００３年３月至２００９年３月在安徽

医科大学第三附属医院进行手术治疗的 ＨＣＣ患者

２１６例，本研究回顾性分析了其中在知情同意下行肝

门区域淋巴结清扫＋肝脏切除术的肝癌患者８０例。

该８０例患者术前常规检查ＡＦＰ、右上腹ＣＴ增强扫

描，其中２５例行上腹部 ＭＲＩ，未发现有远处转移。

术后病理诊断为肝细胞肝癌６３例（伴肝硬化５４

例），胆管细胞癌１１例（合并肝内胆管结石５例、伴

肝硬化３例），混合型肝癌６例均伴有肝硬化。８０例

ＨＣＣ患者中术前２１例发生淋巴结转移，病理组织

示肝细胞癌１３例、胆管细胞癌５例、混合性肝癌３

例。术中无死亡。８０例患者中男４１例、女３９例，平

均年龄（５８．２２±７．００）岁，分别于术前５～７ｄ收集患

者外周血进行ＣＤ１３３、ＣＤ１０５检测。选取正常健康

体检者２０例作为对照，其中男１３例、女７例，平均

年龄（５７．７４±８．２８）岁。所有 ＨＣＣ患者均经病理

学证实，术前未经过放化疗和免疫治疗，术后都经正

规的放化疗，所有患者均无其他系统恶性肿瘤病史。

１．２　主要试剂与仪器　抗人ＣＤ１０５ＦＩＴＣ抗体、抗

人ＣＤ１３３ＰＥ抗体、抗人 ＣＤ４５ＰＣｙ５抗体、ＦＩＴＣ、

ＰＥ和ＰＣｙ５标记的小鼠ＩｇＧ１同型对照、ＦＣ５００流

式细胞仪、溶血素、离心机均购自美国 Ｂｅｃｋｍａｎ

Ｃｏｕｌｔｅｒ公司。磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）购自大冢（中国）

投资有限公司。

１．３　实验方法　所有观察对象于清晨空腹抽取外

周静脉血２ｍＬ。ＥＤＴＡ抗凝，２ｈ内送至流式细胞

仪室，取流式细胞仪专用试管 ２ 支，Ａ 管中加

ＣＤ１０５ＦＩＴＣ 抗 体、抗 人 ＣＤ１３３ＰＥ 抗 体、抗 人

ＣＤ４５ＰＣｙ５抗体各１０μＬ，Ｂ管中加相应同型对照液

各１０μＬ，Ａ、Ｂ管分别加入１００μＬ全血，混匀后避光

反应约１５ ｍｉｎ，各加溶血素１ ｍＬ，再避光放置

１０ｍｉｎ，以１５００ｒ／ｍｉｎ的速度离心５ｍｉｎ，弃上清

液，各加缓冲液２ｍＬ，同一速度离心５ｍｉｎ，弃上清

液，加４００μＬ缓冲液后上机，用流式细胞仪检测，以

ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件获取分析数据，定量分析每管样品中

３００００个细胞，以ＣＤ４５－／ＣＤ１３３＋／ＣＤ１０５＋ 细胞为

阳性细胞，记录阳性细胞百分率，减去非特异性对

照值。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计学

分析，计量资料以珔狓±狊表示，组间比较采用狋检验，

相关性分析采用Ｐｅａｒｓｏｎ列联系数狉计算，采用Ｋａ

ｐｌａｎＭｅｉｅｒ方法进行生存率分析，应用Ｃｏｘ比例风

险模型进行多因素分析。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　术前、术后外周血 ＣＤ４５
－／ＣＤ１３３＋／ＣＤ１０５＋

细胞水平变化 　８０ 例 ＨＣＣ 患 者 术 前 外 周 血

ＣＤ４５－／ＣＤ１３３＋／ＣＤ１０５＋ 细 胞 水 平 为 （０．６３２±

０．５６２）％，术后为（０．４３７±０．３７９）％，术前外周血中

ＣＤ４５－／ＣＤ１３３＋／ＣＤ１０５＋细胞水平高于术后（狋＝
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３．２５２，犘＝０．００３）；且较健康对照组［（０．０２５±

０．０７１）％］升高，差异有统计学意义（狋＝４．８０１，犘＝

０．０００）。此外，ＨＣＣ患者术后复发组术前外周血

ＣＤ４５－／ＣＤ１３３＋／ＣＤ１０５＋ 细 胞 水 平 ［（０．７７０±

０．６０８）％］高于术后未复发组［（０．４６５±０．３８９）％］，

差异有统计学意义（狋＝２．４８９，犘＝０．０１５）。

２．２　ＣＤ４５
－／ＣＤ１３３＋／ＣＤ１０５＋细胞表达与临床病

理学特征的关系　患者外周血 ＣＤ４５
－／ＣＤ１３３＋／

ＣＤ１０５＋细胞比例与性别、年龄无关。临床分期Ⅱ～

Ⅲ期肝癌患者外周血 ＣＤ４５
－／ＣＤ１３３＋／ＣＤ１０５＋ 细

胞比例高于Ⅰ～Ⅱ期肝癌患者，差异有统计学意义

（狋＝２．７３４，犘＝０．００８）。高、中、低分化癌患者外周

血ＣＤ４５－／ＣＤ１３３＋／ＣＤ１０５＋细胞比例，两两比较差

异均有统计学意义（均犘＜０．０５）。有淋巴结转移肝

癌患者外周血 ＣＤ４５－／ＣＤ１３３＋／ＣＤ１０５＋ 细胞比例

高于无淋巴结转移者，差异有统计学意义（狋＝

３．１１０，犘＝０．００３）。具体数据见表１。

表１　８０例犎犆犆患者犆犇４５
－／犆犇１３３＋／犆犇１０５＋细胞

水平与临床特征的关系

项目 犖
ＣＤ４５－／ＣＤ１３３＋／ＣＤ１０５＋

细胞比例 （％），珔狓±狊
犘

性别 ０．６３０

　男 ４１ ０．６０３±０．５２３

　女 ３９ ０．６６４±０．６０６

年龄（岁） ０．４２７

　＜６０ ４８ ０．５９１±０．５０８

　≥６０ ３２ ０．６９４±０．６３８

临床分期 ０．００８

　Ⅰ～Ⅱａ ５８ ０．５３１±０．５００

　Ⅱｂ～Ⅲ ２２ ０．９０１±０．６４１

分化程度 ＜０．０５

　高 ３０ ０．２９７±０．２４７

　中 ３５ ０．６８２±０．５４８

　低 １５ １．１８７±０．５９１

淋巴结转移 ０．００３

　有 ５９ ０．５２２±０．４９９

　无 ２１ ０．９４３±０．６２４

２．３　ＨＣＣ患者外周血中ＣＤ１３３和ＣＤ１０５蛋白表

达之间的关系　８０例ＨＣＣ患者外周血中ＣＤ１３３随

ＣＤ１０５阳性表达改变而改变者６２例，二者呈正相关

（狉＝０．８４６，犘＜０．０５）。

２．４　ＣＤ４５
－ＣＤ１３３＋、ＣＤ４５－ＣＤ１０５＋细胞表达水平

与肝癌患者术后生存率的关系　对８０例 ＨＣＣ患者

电话或信件随访并进行ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ分析，比较其

外周血中 ＣＤ４５－／ＣＤ１３３＋／ＣＤ１０５＋ 细胞的不同表

达水平与生存率的关系，总生存期定义为自手术之

日起至随访截止或死亡。外周血ＣＤ４５－／ＣＤ１３３＋／

ＣＤ１０５＋细胞比例＞０．５％者术后生存率较细胞比例

≤０．５％者降低（犘＜０．０５，图１Ａ），ＣＤ４５
－／ＣＤ１３３＋

细胞比例＞１．１％者术后生存率较细胞比例≤１．１％

者降低（犘＜０．０５，图１Ｂ），ＣＤ４５
－／ＣＤ１０５＋细胞比例

＞３６％者术后生存率较细胞比例≤３６％者降低（犘＜

０．０５，图１Ｃ）。

图１　犆犇４５
－／犆犇１３３＋／犆犇１０５＋、犆犇４５－／犆犇１３３＋和

犆犇４５－／犆犇１０５＋的细胞表达水平与肝癌患者

术后生存率的关系

２．５　影响预后的Ｃｏｘ模型多因素分析　外周血中

ＣＤ４５－／ＣＤ１３３＋／ＣＤ１０５＋细胞表达水平、分化程度、

有无淋巴结转移是影响本组肝癌患者预后的独立因

素（表２）。
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表２　影响原发性肝癌术后预后的犆狅狓模型多因素分析

变量 Ｂ ＳＥ Ｅｘｐ（Ｂ） Ｗａｌｄ 犘

ＣＤ４５－／ＣＤ１３３＋／

　ＣＤ１０５＋表达水平

－１．１００ ０．３３３ ０．３３３ １０．９２１ ０．００１

分化程度 ０．５５４ ０．２７４ １．７４０ ４．０９３ ０．０４３

淋巴结转移 ０．８１４ ０．３８０ ２．２５８ ４．５８３ ０．０３２

３　讨　论

肝癌干细胞的研究尚处于初级阶段，研究发现

在结肠癌、前列腺癌、脑胶质瘤中均存在ＣＤ１３３阳

性细胞，并且与肿瘤的恶性程度密切相关［８１０］。

ＣＤ１０５参与血管新生过程，从而促进肿瘤的生长、浸

润和转移［１１１３］。本课题组前期探讨了 ＣＤ１３３和

ＣＤ１０５阳性细胞在ＨＣＣ患者中的增殖及侵袭作用，

联合检测ＣＤ１３３和ＣＤ１０５双阳性细胞可以更加精

确地筛选出肝癌干细胞，其部分实验结果已发表［１４］，

此外，国外文献也已有相关实验［１５１６］。

由于ＣＤ１３３＋和ＣＤ１０５＋的细胞在外周血中非

常少，因此，需要利用ＣＤ４５进行富集以提高检测灵

敏度。抗人ＣＤ４５抗体又称抗人白细胞共同抗原抗

体，它可以结合血源性白细胞，而不结合非血源性的

肿瘤细胞。在使用流式细胞仪对单个核细胞检测

时，考虑到ＣＤ４５阴性的单核细胞可以从分离液和

血浆之间分离［１７１８］，我们首先加ＣＤ４５ＰｅｒＣＰ以进

行ＣＤ４５／ＳＳＣ双参数散电图设门，选中ＣＤ４５－区域

再进行下一步分析，从而将外周血单个核细胞中血

源性白细胞去除，使该ＣＤ４５－区域细胞全为肿瘤细

胞，在此基础上进一步检测ＣＤ１３３、ＣＤ１０５阳性表

达，可使ＣＤ１３３＋ＣＤ１０５＋肝癌干细胞的检测敏感性

大幅提高。

本研究结果显示，术后肝癌患者外周血ＣＤ４５－／

ＣＤ１３３＋／ＣＤ１０５＋细胞水平低于术前（犘＜０．０５），而

健康正 常人外周血几乎未见 ＣＤ４５－／ＣＤ１３３＋／

ＣＤ１０５＋细胞
［１９］。这表明手术切除肿瘤后，外周血

ＣＤ４５－／ＣＤ１３３＋／ＣＤ１０５＋细胞比例下降，这有助于

延缓肿瘤的进一步发展。本研究还发现 ＣＤ４５－／

ＣＤ１３３＋／ＣＤ１０５＋细胞的表达与临床分期、分化程度

以及淋巴结转移相关，有文献报道术中切除局部淋

巴结可能提高患者预后［１，２０］。因此推测肝癌患者外

周血ＣＤ４５－／ＣＤ１３３＋／ＣＤ１０５＋细胞水平越高，患者

的病情越严重，预后越差，原因可能与含有的肿瘤干

细胞越多，新生血管增生越活跃，转移几率进一步增

加有关［２１］。

本研究还发现，肝癌患者外周血中 ＣＤ１３３与

ＣＤ１０５的表达呈正相关，即肝癌外周血中ＣＤ１３３表

达越高，ＣＤ１０５表达也越高。这可能是因为ＣＤ１３３

作为一种肝癌干细胞，其可以促进或分化成血管内

皮细胞，从而导致ＣＤ１０５的表达升高，促进肿瘤的

生长、浸润和转移。

综上所述，肝癌患者外周血 ＣＤ４５－／ＣＤ１３３＋／

ＣＤ１０５＋细胞表达水平明显升高，且与肝癌的恶性程

度密切相关，另外其还极大地影响着患者预后，对

ＣＤ４５－／ＣＤ１３３＋／ＣＤ１０５＋细胞表达的进一步研究，

可能会为预测肝癌复发及判断肝癌预后提供新的依

据，靶向降低肝癌患者外周血 ＣＤ４５－／ＣＤ１３３＋／

ＣＤ１０５＋细胞的数量将为肝癌的临床治疗提供一个

应用前景。
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