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Abstract
AIM: To explore the expression of RhoC protein 
and its relations with microvessel density (MVD) 
in hepatocellular carcinoma (HCC).

METHODS: Immunohistochemical staining was 
used to detect the expression of RhoC protein 
and MVD in the tissues from HCC (n = 49), 
metastatic focus of HCC and normal liver (n = 9). 
The relationship between the RhoC expression 
and pathological features as well as MVD was 
evaluated.

RESULTS: The positive rate of RhoC expres-
sion was 73.5% (36/49) in HCC, 81.8% (18/22) 
in the metastatic focus of HCC and 11.1% (1/9) 
in normal liver tissues, and there was significant 
difference between the former two and the lat-
ter (P < 0.01). The expression of RhoC protein in 
HCC was not correlated with the age, gender of 

patients, tumor size, α-fetoprotein expression, 
HBsAg and tumor encapsulation (P > 0.05), but 
significantly correlated with the Edmondson 
grading (χ2 = 8.037, P = 0.005) and tumor metas-
tasis (χ2 = 7.335, P = 0.007). The value of MVD 
in HCC, metastatic focus of HCC was markedly 
higher than that in the normal tissues (H = 4.564, 
P < 0.01; H = 4.442, P < 0.01). Meanwhile, the 
value of MVD in HCC with positive and nega-
tive expression of RhoC was 93.3 ± 25.0/mm3 
and 55.7 ± 23.4/mm3, respectively, and there 
was notable difference between them (P < 0.01).

CONCLUSION: RhoC expression may be a good 
marker in the identification of HCC patients 
with high risks in the angiogenesis, invasion and 
metastasis.
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摘要
目 的 :  探 讨 R h o C 蛋 白 表 达 和 肝 细 胞 癌
(hepatocellular carcinoma, HCC)临床病理的关
系及其和微血管生成之间的联系. 

方法: 应用免疫组织化学法, 检测49例HCC、
22例肝癌转移灶组织、9例正常肝组织内
RhoC蛋白表达和微血管密度(microvesse l 
density, MVD), 并将检测结果与患者的临床资
料进行统计分析. 

结果: R h o C蛋白在9例正常肝组织中有1例
呈阳性表达, 占11.1%, 而在49例HCC中有36
例阳性表达, 占73.5%, 22例肝癌转移灶中有
18例呈阳性表达, 占81.8%, 正常肝组织组与
另两组比较有显著性差异(P <0.01); RhoC蛋
白表达强度与年龄、性别、肝癌大小、AFP
表达量、H B s A g是否阳性及有无包膜无关
(P >0.05), 而与肝癌分化程度、有无侵袭转移
有显著关系(χ2 = 8.037, P  = 0.005; χ2 = 7.335, 
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■背景资料
RhoC基因作为肿
瘤转移相关基因
近年来得到广泛
关 注 ,  当 前 众 多
研 究 表 明 R h o C
的过量表达与肺
癌、乳腺癌、胃
癌、胰腺癌、膀
胱癌、卵巢癌、

黑色素瘤等恶性
肿瘤的侵袭转移
密切相关. 一些研
究利用分子生物
学方法表明RhoC
与肝癌的关系, 而
本研究则利用免
疫组化方法证实
了 R h o C 在 H C C
组织中的表达上
调与HCC分化程
度、侵袭转移能
力 密 切 相 关 ,  推
测RhoC基因可能
是通过调控肝癌
细胞运动和促进
肝癌血管生成来
促进肝癌的侵袭
转移 .  相信RhoC
有可能成为判断
HCC侵袭转移能
力及肝癌患者预
后的一个新指标.



P  = 0.007). 肝癌、肝癌转移灶中MVD显著高
于正常肝组织(H  = 4.564, P <0.01; H  = 4.442, 
P <0.01). RhoC阳性表达的肝癌MVD值为93.3
±25.0/mm3, 阴性表达的肝癌MVD值为55.7
±23.4/mm3, 前者明显高于后者(t  = 4.715, 
P <0.01).

结论: RhoC在HCC组织中的表达上调与其血
管生成和侵袭转移有关.

关键词: 肝癌; 转移; RhoC蛋白; 微血管密度
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0  引言

近年来研究表明, RhoC GTP酶的过量表达与肿

瘤的侵袭转移密切相关[1-2]. 我们通过分析RhoC
在肝细胞癌组织内的表达及与肝癌微血管密度

和临床病理学征象之间的关系, 探讨RhoC在肝

癌侵袭转移和血管生成中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 厦门大学附属中山医院2002-01/2004-12
肝癌手术切除标本49例, 肝癌转移灶标本22例
(含门静脉、胆管癌栓、肝内转移灶、腹壁、

腹腔、脑、牙龈等远处转移灶), 另外选取9例
肝外伤患者肝脏标本作为对照组. 肝癌患者中

男39例, 女10例, 年龄25-75(平均47)岁, 均经手

术后病理切片证实为HCC, HCC病理分级采用

Edmondson 4级法: Ⅰ-Ⅱ级29例, Ⅲ-Ⅳ级20例; 
肿瘤直径≤5 cm的25例, >5 cm的24例; AFP≤
7.02 µg/L 9例, >7.02 µg/L 40例; HBsAg(+)33例, 
HBsAg(-)16例; 具有包膜的28例, 无包膜21例; 
有脉管癌栓或远处转移灶的27例, 镜下无脉管

侵袭或转移的22例. 所有组织均经40 g/L甲醛固

定, 常规石蜡包埋, 厚4 µm连续切片, 分别作苏

木精-伊红(HE)和免疫组织化学染色.
1.2 方法 所有标本均行RhoC和CD34免疫组织

化学染色 ,  分别采用链霉素抗生物素蛋白-过
氧化物酶(S-P)方法和Envision法检测RhoC和

C D34的表达. 羊抗人R h o C多克隆抗体(美国

Santa Cruz公司产品)工作浓度1∶100; 鼠抗人

CD34单克隆抗体及Envision plus试剂盒(美国

Neomarkers公司产品)购自福州迈新生物公司. 
操作步骤按试剂盒说明书进行. 用PBS替代一
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抗作阴性对照. RhoC免疫组化染色位于细胞质

和胞膜, 染色强度为黄色、棕黄色或棕褐色. 根
据瘤组织或非瘤肝组织中染色程度分为4个等

级: 缺乏细胞质染色或弱染的评分为0～+, 判定

为阴性细胞; 弥漫的, 中到强细胞质染色评分为

++～+++(“0”未染色;“+”呈黄色;“++”呈

棕黄色;“+++”呈棕褐色), 判定为阳性细胞[3]. 
阳性细胞数≥30%者为阳性, <30%为阴性. 微血

管密度测定参照Weidner方法, 即先在低倍镜(×
40)下扫视整个切片, 选取血管密度最高的5个区

域, 再在高倍镜(×200, 0.74 mm3/视野)下计数

被染成棕黄色的血管数目, 共记录5个视野中的

MVD值, 取其平均数作为该切片的MVD值. 由
于观察中发现一种特殊类型的血管, 其管腔很

大, 单位面积内的血管数目相对较少, 因此采用

Tanigawa et al [4]报道的改良法计数, 即每40 µm
长度的此类血管计数为1个MVD值. 以上均请两

位专职病理科医师以双盲法分别进行评估, 两者

意见不统一时, 由两位医师讨论后作出结论.
统计学处理 利用SPSS 11.5统计分析软件包

处理. 统计分析方法为χ2检验和t检验(方差不齐

时采用两独立样本非参数检验Mann-Whitney U
检验).

2  结果

2.1 肝脏组织RhoC的表达 肝癌及肝癌转移灶组

织阳性表达率明显高于正常肝组织(36/49, 18/22 
vs  1/9, χ2 = 16.174, P <0.01), 而肝癌和肝癌转移

灶组织阳性表达率无差别(χ2 = 0.581, P >0.05). 
RhoC主要表达于癌细胞胞质和胞膜中, 呈棕黄

至棕褐色(图1A). 染色强弱与细胞分化程度相

关, 腺样多角形癌细胞分化程度相对较高, 呈巢

样结构, 相对局限化, 侵袭能力较低, RhoC染色

较弱; 梭形样癌细胞异型性明显, 分化程度较低, 
RhoC染色强, 呈条索状分布, 并与肿瘤的侵袭性

生长相一致(图1B). 
2.2 RhoC表达与肝细胞癌临床病理特征的关系 
RhoC表达阳性率与肝癌患者的病理分级和有

无侵袭转移相关(P <0.01, 表1), 而且表达水平与

肝癌患者的病理分级和有无侵袭转移也密切相

关(P <0.05, 表2), 但与患者性别、年龄、肿瘤大

小、胞膜有无、AFP水平及是否合并乙肝无关

(P >0.05, 表1). 
2.3 MVD与HCC临床病理特征及RhoC的关系 
CD34标记血管内皮, 阳性染色局限于血管内皮

细胞的胞质和胞膜, 呈棕褐色, 形成条状(纵切
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■创新盘点
一些研究利用分
子生物学方法表
明RhoC与肝癌的
关系, 而本研究则
利用免疫组化方
法证实了RhoC在
HCC组织中的表
达上调与HCC分
化程度、侵袭转
移能力密切相关, 
推测RhoC基因可
能是通过调控肝
癌细胞运动和促
进肝癌血管生成
来促进肝癌的侵
袭转移. 



面)或环状(横切面), 在肝癌组织中多为弥漫性

分布(图2), MVD值为61.7±11.9, 而在正常肝

组织中MVD值为11.3±6.9, 两者有显著差异(H  
= 4.564, P <0.01); 在侵袭转移肝癌组中MVD值

74.4±12.2; 无转移肝癌组MVD值46.0±11.1, 
前者高于后者, 具显著意义(H  = 4.442, P <0.01). 
MVD值与患者年龄、性别、AFP水平、肿瘤大

小及病理分级间无统计学意义(P >0.05). RhoC阳
性表达的肝癌MVD值为93.3±25.0/mm3, 阴性表
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达的肝癌MVD值为55.7±23.4/mm3, 前者明显高

于后者(t = 4.715, P <0.01).

3  讨论

Rho GTP酶是Ras超家族小分子G蛋白的成员, 
包括Rho(RhoA, RhoB, RhoC), Rac, cdc42, Rnd,  
RhoD, TTF等6个亚家族共22种成员蛋白[5], 其中

的RhoC基因定位于1p13-p21, RhoC蛋白含193
个氨基酸. 肿瘤细胞的运动能力是肿瘤侵袭的

先决条件, 是肿瘤转移扩散的关键. 肿瘤细胞的

移动包括细胞前进端质膜的突起; 前进端与胞
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图  1  肝癌组织RhoC表达(S-P). A: 癌细胞胞质和胞膜呈棕褐色(×100); B: 腺样多角形癌细胞分化程度较高, RhoC染色较弱; 

周边梭形癌细胞异型性明显, 分化程度低, RhoC染色强(×40).

图  2  肝癌组织中CD34染色阳性局限于血管内皮细胞的

胞质和胞膜, 呈棕褐色, 形成条状或环状, 呈弥漫性分布

(Envision×100).

    

表  1  肝癌患者临床病理特征与RhoC表达间的关系

临床病理特征        n            RhoC+             χ2                 P 值

年龄  

    >40岁              31           23             0.000          1.000

    ≤40岁            18            13     

性别

    男                    39           28             0.015          0.902

    女                    10             8               

肿瘤大小 

    >5 cm             24            17            0.168          0.682

    ≤5 cm            25           19  

包膜

    无                    21           15             0.790          0.779

    有                    28            21    

AFP 

    +                     40            30            0.009          0.925

    _                        9              6

HBsAg

    +                     33           25             0.031          0.860

    _                      16           11

病理分级

   Ⅰ-Ⅱ               29           17             8.037          0.005

   Ⅲ-IV               20            19

转移

    无                    22           12             7.335          0.007

    有                    27           24

    

表  2  RhoC的表达强度与肝癌病理分级和侵袭转移的关系

病理特征                    n                    +～+++                   +++

病理分级

   Ⅰ～Ⅱ                 29                     17                        7           

   Ⅲ～IV                 20                     19b                     14a

转移

    无                       22                     12                        4          

    有                       27                     24b                     17a

aP<0.05, bP<0.01.

BA ■应用要点
RhoC有可能成为
判断HCC侵袭转
移能力及肝癌患
者预后的一个新
指标.
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外基质新的黏附位点的形成; 尾端与旧黏附点

的脱离; 最后以细胞内肌动球蛋白为基础的细

胞骨架收缩促使细胞整体向前移动. 研究表明, 
Rho刺激、调节纤维母细胞及其他一些黏附细

胞的肌动蛋白张力纤维和局灶性黏附, 介导肌

动蛋白结构重组, 通过调节肌球蛋白轻链磷酸

化, 使肌球蛋白和肌动蛋白丝相互作用, 形成收

缩性的肌动-球蛋白束, 最终导致癌细胞极性消

失及促进细胞运动. RhoC则能通过调节细胞骨

架蛋白来加快细胞迁移的这些步骤[1,6], 例如在

黑色素瘤细胞的转移和扩散中RhoC蛋白是必需

的[1]; Ikoma et al [7]在对鼠的肺癌模型进行基因转

导研究时发现, 过度表达RhoC组能显著增加纵

隔淋巴结转移, 相反, 过表达显性失活Rho组纵

隔淋巴结转移的大小明显减少, 质量也明显减

轻. 同样在体外迁移和侵袭实验中, RhoC的过表

达提高了迁移和侵袭能力(后者比前者明显), 而
过表达显性失活Rho能同时抑制迁移和侵袭. 这
些结果表明RhoC可能通过调节细胞移动来促

进肺癌的转移. 另外Ikoma et al [7]还发现过度表

达RhoC能导致MMP-2, MMP-9, MT1-MMP和
TIMP-2等mRNA表达的显著升高, 反之过表达

显性失活Rho能降低上述MMP的mRNA表达水

平. 运用酶谱分析法也证实了过度表达RhoC不
但明显上调MMP-2和MMP-9的前体(失活状态), 
还明显上调活性状态的MMP-2, 从而首次揭示

了RhoC和MMPs在癌中的关系, 并提出了RhoC
作用新机制: RhoC不但能明显上调MMPs的表

达水平, 同时也能增加MMPs的活性, 使降解胞

外基质能力增强, 从而导致肿瘤侵袭活性的增强. 
和Ras超家族的所有成员一样, RhoC在非

活性GDP结合形式和活性GTP结合形式之间循

环, 与GDP结合游离于胞质中, 与GTP结合作用

于细胞内的效应分子. 但和Ras不同的是RhoC
极少突变[8], 更多的是表达水平上的异常. 如通

过使用基因芯片技术对比高转移性和低转移性

黑色素瘤细胞, 发现前者RhoC明显升高[1]; Kleer 
et al [9]也发现RhoC的表达水平与乳腺癌侵袭转

移特性密切相关. 研究显示在恶性肿瘤的转变

中, Rho蛋白与GTP或GDP结合形式的转换起着

重要作用, 而RhoC的过量表达则可能加快GTP
与GDP的循环转换过程. 近年来, RhoC的表达与

肿瘤侵袭转移的关系成为研究热点, 已有大量

资料发现肿瘤组织中异常表达RhoC与其侵袭

转移相关[1-2,7,9-24]. 我们通过免疫组织化学法检测

了RhoC蛋白在正常肝、肝癌及其转移灶中的表

达. 结果表明, RhoC蛋白表达水平在伴有侵袭转

移的肝癌中明显高于无侵袭转移的肝癌, 而无

论在伴有转移还是在不伴有转移的肝癌以及肝

癌转移灶中, RhoC的表达水平都明显高于正常

肝组织, 且肝癌恶性程度越高, RhoC表达越强. 
此外, 我们还观察到, 强RhoC染色的肝癌细胞分

布呈条索状, 与肿瘤细胞的侵袭性生长相一致. 
因此我们推测, RhoC基因与肝癌的侵袭转移密

切相关, 可能是通过调控癌细胞的运动促进肿

瘤的侵袭转移. 
肝癌的侵袭转移大多是通过血管途径转移. 

本研究显示, RhoC的表达强度与新生血管数量

有关, 表明两者之间存在密切的关系. 在研究乳

癌中发现, RhoC GTP酶的过量表达能特异而直

接的通过炎性乳癌细胞来控制血管生成因子的

合成[25-26], 因此我们推测, RhoC也能促进肝癌血

管生成, 增加肝癌细胞进入血管的可能性, 促进

肝癌的扩散转移. 然而, 其中具体机制尚不完全

清楚, 需要进一步研究. 本研究结果提示, RhoC
基因的表达与HCC分化程度、侵袭转移能力密

切相关. RhoC有可能成为判断HCC侵袭转移能

力及肝癌患者预后的一个新指标. 
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