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Abstract
AIM: To explore the expression of osteopontin 
( O P N ) a n d s y n d e c a n - 1 a s w e l l a s t h e i r 
correlations with the clinical pathological 
characteristics of hepatocellular carcinoma 
(HCC) by tissue microarray (TMA) technique, 
and analyze the potential mechanisms during 
the development and progression of HCC.  

METHODS: The expression patterns of OPN 
and syndecan-1 proteins in HCC, liver cirrhosis 
(LC) and normal liver tissue (NLT) were inves-
tigated using high throughput TMA specified 
to HCC (478 spots, product batch No: OD-CT-
DgLiv01-001) by SP method. 

RESULTS: The positive rate of OPN in HCC 
was significantly higher than that in LC or NLT 
(73.3% vs 47.4%, 22.2%, both P < 0.05). Corre-
spondingly, the positive rate of Syndecan-1 ex-
pression was significantly lower than that in LC 
or NLT (19.6% vs 35.0%, 90.0%, P < 0.05, P < 0.01). 
The results of single-factor analysis showed that 
OPN expression was correlated with the inte-
grality of tumor membrane (χ2 = 4.52, P < 0.05), 
the formation of embolus in portal vein (χ2 = 
4.28, P < 0.05) and metastases (χ2 = 7.21, P < 0.05). 
Syndecan-1 expression was correlated with the 
integrality of tumor membrane (χ2 = 5.58, P < 
0.01), metastases (χ2 = 3.37, P < 0.05) and patho-
logical grades (χ2 = 4.35, P < 0.01). Moreover, 
OPN was negatively correlated with syndecan-1 
(r = -0.439, P < 0.01). 

CONCLUSION: TMA is a high-throughput plat-
form by which molecular pathology of cancer 
can be studied effectively. Over-expression of 
OPN and down-regulation of syndecan-1 may 
be involved in the development and progression 
of HCC, suggesting that OPN may decrease the 
adhesiveness of tumor cells and promote the 
metastasis by down-regulating the expression of 
syndecan-1. 
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摘要
目 的 :  应用组织芯片技术考察骨桥蛋白

®

■背景资料
原发性肝细胞肝
癌 (HCC)目前是
世界上死亡率第
3位的恶性肿瘤 , 
在亚洲和非洲发
病率很高, 近年在
欧美国家也呈上
升趋势. 尽管临床
研究取得了较大
进步, 但其复发率
仍然较高 .  O P N
是一个有多种功
能的分泌型钙结
合磷酸化糖蛋白, 
在多种实体瘤中
均有表达 ,  目前
该基因在HCC中
的研究是热点课
题; Syndecan-1属
于黏附分子家族
成员, 研究发现其
分子的表达在控
制恶性肿瘤细胞
生长和转移等过
程中具有重要作
用. 本研究应用生
物芯片上海国家
工程中心的高通
量肝癌特异性组
织芯片(478点阵), 
考察两者在HCC
中的表达及与临
床病理参数之间
的相关性. 
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(osteopontin, OPN)和Syndecan-1在原发性肝
细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)中的表
达及与临床病理参数之间的相关性, 分析两者
在HCC发生发展过程中的可能机制. 

方法: 应用S-P法对高通量肝癌组织芯片(478
点阵, 产品批号: OD-CT-DgLiv01-001)进行染
色, 检测OPN和Syndecan-1蛋白在肝癌、肝硬
化和正常肝组织中的表达. 

结果: OPN在HCC、肝硬化和正常肝组织中
的阳性率分别为73.3%, 47.4%和22.2%, 差异
具有显著性(P <0.05, P <0.05); Syndecan-1在
HCC、肝硬化和正常肝组织中的阳性率分别
为19.6%, 35.0%和90%, 亦有显著性差异(P < 
0.05, P <0.01). 单因素分析结果显示OPN的表
达与肿瘤包膜的完整性(χ2 = 4.52, P <0.05), 门
静脉有无癌栓(χ2 = 4.28, P <0.05)及肿瘤的转
移相关(χ2 = 7.21, P <0.05), 与其他临床病理特
征没有相关性; Syndecan-1的表达与肿瘤有无
包膜(χ2 = 5.58, P <0.01), 病理分级(χ2 = 4.35, 
P <0.01)以及肿瘤转移与否相关(χ2 = 3.37, 
P <0.05), 与其他临床病理特征没有相关性. 蛋
白之间的相关性分析显示, OPN与Syndecan-1
之间存在负相关(r  = -0.439, P < 0.01). 

结论: 组织芯片是一种可高效率和高通量研
究肿瘤分子病理的技术平台; HCC的发生发
展与癌细胞OPN的过表达和Syndecan-1表达
下调可能有关, OPN可能通过下调Syndecan-1
的表达, 降低肿瘤细胞之间的黏附性, 从而促
进肿瘤的转移.

关 键 词 :  组织芯片;  肝细胞肝癌;  骨桥蛋白; 
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0  引言

原发性肝细胞癌目前是世界上死亡率第3位的

恶性肿瘤, 在亚洲和非洲发生率很高, 近年在

欧美国家发病率呈上升趋势. 尽管HCC的临床

研究取得了较大进步 ,  但其复发率仍然较高 . 
我们在前期应用基因芯片对H C C的差异基因

表达谱进行筛选时, 发现osteopontin(OPN)和
Syndecan-1基因分别出现了上调和下调表达. 

OPN是一个有多种功能的分泌型钙结合磷

酸化糖蛋白, 在多种实体瘤中均有表达, 目前该

基因在HCC中的研究是热点课题; Syndecan-1属
于黏附分子家族成员, 研究发现其分子的表达

在控制恶性肿瘤细胞生长和转移等过程中具有

重要作用. 本研究在基因芯片工作的基础上应

用高通量肝癌特异性组织芯片(478点阵)(TMA), 
考察两者在HCC中的表达及与临床病理参数之

间的相关性.

1  材料和方法

1.1 免疫组化相关试剂和TMA OPN鼠抗人单克

隆抗体系Santa Cruz公司产品, Syndecan-1鼠抗

人单克隆抗体购自Ebioscience公司, SP染色试剂

盒和DAB显色试剂盒购自福州迈新生物技术开

发公司, 一抗工作浓度均为1∶100. 以PBS代替

一抗作为阴性对照. 
高通量肝癌T M A (产品批号 :  O D - C T-

DgLiv01-001)是芯超公司郜恒骏教授与上海市

肿瘤研究所顾健人院士合作推出的最新产品. 
高通量-478个样本; 高质量-最新鲜的标本材料

和最敏感的生物学活性; 高价值-203例肝细胞癌

组织、18例肝硬化组织、10例正常肝组织和14
例其他组织对照. 每个点都经过病理诊断.
1 .2  免疫组化染色方法  使用前将T M A从冰

箱中取出放于玻片架上复温 ,  然后60℃左右

烘烤3  h将表面封蜡融掉 .  然后置于二甲苯 
10 min, 无水乙醇5 min, 95%乙醇5 min, 70%乙

醇5 min, 进行脱蜡水化. 采用高压热修复法进行

抗原热修复. S-P免疫组织化学染色参考试剂盒

说明.
1.3 结果判断标准 观察阳性反应采用双盲法, 并
由两位上海第二医科大学附属仁济医院的病理

学专家独立观察TMA每个点阵的信息, 进行详

细记录. 免疫组化染色结果按0-3+进行记录, 记
数胞质、胞膜和/或胞核阳性染色细胞所占比

例. 阴性为≤10%的肿瘤细胞染色, 10%-25%阳

性记为1+, 26%-50%记为2+, 51%-75%记为3+, 
76%-100%记为4+.
统计学处理 采用SPSS11.0软件包进行统计

学处理, 相关蛋白与HCC临床病理指标之间的

关系用χ2检验; 蛋白之间在肿瘤组织中表达的相

关性用Spearman进行相关性检验分析. 检验水

准以P <0.05为有显著性差异.

2  结果

2.1 高通量肝癌T M A 图1所示为高通量肝癌

■研发前沿
OPN在肺癌、乳
腺癌、胃癌、卵
巢癌以及前列腺
癌等肿瘤中均有
表达 ,  而与H C C
预后的临床病理
参数之间相关性
的报道不多 .  有
关Syndecan-1与
HCC之间的相关
性研究报道甚少, 
可能的机制还不
清楚. 
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TMA, 含478个样本, 其中包括203例肝细胞癌组

织、18例肝硬化组织、10例正常肝组织和14例
其他组织对照.他组织对照.组织对照.
2.2 OPN蛋白在TMA上的染色结果 如图2所示, 
A表示TMA点阵全貌(×100), B表示局部放大结

果(×200), 以下相同. OPN表达一般定位于HCC
细胞的胞质, 少数肿瘤细胞胞膜和胞质同时阳质, 少数肿瘤细胞胞膜和胞质同时阳, 少数肿瘤细胞胞膜和胞质同时阳质同时阳同时阳

性. 而肝硬化组织中阳性着色细胞明显减少, 而
正常肝组织几乎呈阴性.
2.3 Syndecan-1蛋白在TMA上的染色结果 如图

3-4所示, Syndecan-1蛋白在HCC组织中基本不

表达, 而在正常肝组织中呈明显阳性表达, 主要

定位于细胞膜以及细胞与细胞之间的紧密连接. 
2.4 OPN和Syndecan-1在TMA中的表达情况 
OPN染色过程中, 在203例HCC样本中出现了8
例脱片, 20例肝硬化组织和10例正常肝组织分

别有1例脱片; Syndecan-1染色过程中, 在203例
HCC样本中出现了4例脱片, 20例肝硬化组织和

10例正常肝组织没有脱片发生. 
如表1所示, OPN在HCC组织中的阳性率为

73.3%, 与正常肝组织相比, 明显升高(P  = 0.030). 
而肝硬化组织的染色阳性率为47.4%, 与HCC组
织比较, 差异亦有显著性(P  = 0.041). 深入考察

OPN与HCC临床病理特征之间的相关性, 如表2
所示, OPN的表达与肿瘤包膜的完整性、门静脉

有无癌栓以及肿瘤的转移与否有一定的相关性, 
与其他临床病理特征没有相关性. Syndecan-1
在HCC组织中的阳性率为19.6%, 正常肝组织的

阳性率为90%, 而肝硬化组织的染色阳性率为

35.0%, 与HCC组织比较, 均具有显著性差异. 深
入考察Syndecan-1与HCC临床病理特征之间的

相关性, Syndecan-1的表达与肿瘤转移与否、病

理分级以及肿瘤有无包膜有相关性, 与其他临

床病理特征没有相关性.  相关性检验分析发现

OPN与Syndecan-1之间存在负相关(r  = -0.439, P  
= 0.003, 表3).表3).3).

3  讨论

TMA技术随基因芯片技术与功能基因组的发展

应运而生, 与细胞芯片、蛋白芯片、抗体芯片

一样, 属于一种特殊生物芯片技术. TMA技术可

以将数十个甚至上千个不同个体的临床组织标

本按预先设计的顺序排列在一张玻片上进行分

析研究, 是一种高通量、多样本的基因功能分

析工具. 他使科研人员第1次有可能同时对几百

甚至上千种正常或疾病以及疾病发展不同阶段

的自然病理生理状态下的组织样本, 进行某一个

或多个特定的基因, 或与其相关的表达产物的研

究. 这对人类基因组学的研究与发展, 尤其对基

因和蛋白质与疾病关系的研究, 疾病相关基因的

验证、新药物的开发与筛选、疾病的分子诊断, 
治疗过程的追踪和预后等方面具有实际意义和

广阔的市场前景[1]. 1998年Kononen  et al [2]首次应

用TMA技术对6种基因在1000乳腺癌中的表达

情况进行了研究, 揭开了TMA的研究序幕. 
OPN是一种黏附蛋白, 又是一种细胞因子, 

是一个有多种功能的分泌型钙结合磷酸化糖蛋

白, 相对分子质量为41.5 kDa. 编码他的单基因

序列在脊椎动物中是高度保守的, 与许多细胞

外基质(ECM)蛋白一样具有RGD(精氨酸-甘氨

酸-天冬氨酸)细胞黏附序列[3]. OPN的受体家族

包括整合素受体和CD44受体[4]. 通过受体结合, 
促进细胞的趋化、黏附和迁移, 参与骨的吸收, 
也能与羟磷灰石结合参与骨的形成. 

OPN在肺癌[5]、乳腺癌[6-8]、胃癌[9]、前列

腺癌[10-11]以及卵巢癌[12-13]等肿瘤中均有表达, 而
应用TMA技术研究OPN与HCC相关性的报道不

多. 本研究在前期的基因芯片结果中, 发现OPN
在HCC中的表达水平较癌旁组织上调了3.6293
倍, 较正常肝组织上调了4.6367倍(结果未显示). 
在蛋白水平的深入研究发现, 在HCC、肝硬化

和正常肝组织中的阳性表达率分别是73.3%、

47.4%和22.2%, 差异具有显著性. 与临床病理参

■相关报道
小 样 本 研 究 显
示 ,  OPN与HCC
有无浸润、肿瘤
的大小、分期以
及AFP的水平相
关 ,  O P N可能作
为一个新的Tcf信
号通路的下调因
子直接促进肿瘤
转移, 还可能通过
诱导uPA和MMPs
的水解作用或与
V E G F共同刺激
内皮细胞的迁移, 
促进肿瘤新生血
管的形成. 另有研
究报道, 在人类恶
性肿瘤形成过程
中, 肿瘤细胞表面
Syndecan-1分子
的表达可以缺失, 
但与HCC的相关
性鲜见报道. 

■创新盘点
本研究应用生物
芯 片 上 海 国 家
工 程 中 心 的 高
通 量 肝 癌 特 异
性组织芯片 (478
点阵),  考察OPN
和Syndecan-1在
HCC中的表达及
与临床病理参数
之间的相关性, 目
前国内外尚无如
此大样本的研究. 

图  1  高通量肝癌TMA.

表  1  OPN、Syndecan-1在TMA上的表达情况

     
组织类型

	                  OPN                             Syndecan-1           

                         n     阳性率(%)   P               n    阳性率(%)   P

HCC	     195  143(73.3)	          199  39(19.6)	

肝硬化           19      9(47.4)  0.041     20    7(35.0)  0.032

正常肝             9      2(22.2)  0.030     10    9(90.0)  0.001
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数之间的相关性分析显示, OPN过表达与肿瘤包

膜、门静脉癌栓和转移呈正相关. 蛋白之间的

相关性分析发现, OPN与Syndecan-1之间呈负相

关(r  = -0.439, P  = 0.003), 提示OPN可能通过下调

Syndecan-1的表达, 降低肿瘤细胞之间的黏附性, 
从而促进肿瘤的转移. 目前OPN的受体CD44已
经被用来作为各种肿瘤的治疗靶点, 整合素受

体αvβ3不仅对肿瘤细胞的弥散有作用, 而且对血

管生成和骨转移的骨质溶解起作用. 因此, OPN
和他的主要受体将成为治疗肿瘤新的药物靶点. 

Syndecan-1(CD138)来自于希腊文syndein , 
是指将细胞微环境成分与细胞骨架结合起来. 
他属于黏附分子整合素跨膜黏连蛋白聚糖家

族成员, 通过其分子表面的硫酸肝素侧链可结

合一系列配基如细胞黏附分子、基质成分、

生长因子、酶和酶抑制物等, 以共受体方式调

节细胞与微环境之间的相互作用, 参与组织器

官分化发育、血管形成、组织再生等一系列

生理过程的调节[14]. 随着研究的深入, 人们发现

Syndecan-1分子的表达在控制恶性肿瘤细胞生

长和转移等过程中具有重要作用, 而且可作为

判断肿瘤预后的指标, 指导临床诊断与治疗. 
Syndecan-1分子属于Ⅰ型跨膜蛋白, 含有N

末端信号肽. 小鼠分子定位于12号染色体, 人则

定位在第2号染色体(2p23), 基因全长含有5个外

显子, 分别编码分子量为3.5 kD单链结构的核

■应用要点
研究发现 ,  HCC
的发生发展与癌
细胞OPN的过表
达和Syndecan-1
表达下调可能有
关, OPN可能通过
下调Syndecan-1
的表达, 降低肿瘤
细胞之间的黏附
性, 从而促进肿瘤
的转移 .  O P N和
Syndecan-1可能
成为治疗HCC的
药物靶点.

A B

图  2  OPN蛋白在HCC组织中表达的IHC染色. A: TMA点阵全貌(×100); B: 局部放大结果(×200).

图  3  Syndecan-1蛋白在HCC组织中表达的IHC染色. A: TMA点阵全貌(×100); B: 局部放大结果(×200).

BA

A B

图  4  Syndecan-1蛋白在正常肝组织中表达的IHC染色. A: TMA点阵全貌(×100); B: 局部放大结果(×200).
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心蛋白. 在人类恶性肿瘤形成过程中, 肿瘤细胞

表面Syndecan-1分子的表达可以缺失. 如头颈

部及肺部鳞状上皮癌细胞Syndecan-1分子的表

达水平降低, 并与肿瘤恶性程度、瘤体积、淋

巴结肿大、临床分期及预后呈负相关. 乳腺浸

润性导管癌细胞较之正常乳房导管上皮细胞, 
Syndecan-1表达明显减少, 而周围结缔组织和基

质细胞表面Syndecan-1分子表达增加. 皮肤鳞状

细胞癌Syndecan-1表达缺失, 伴随鳞状细胞失黏

附增加, 从而促进肿瘤细胞侵入皮肤[15]. 

目前有关Syndecan-1与HCC之间的相关性

研究报道很少, 可能的机制还不清楚. 我们应用

TMA技术分析Syndecan-1在HCC组织中的表达

情况, 结果发现Syndecan-1主要定位于细胞膜上, 
在HCC中的阳性率为19.6%, 正常肝组织的阳性

率为90%, 而肝硬化组织的染色阳性率为35.0%, 
与HCC组织比较, 均具有显著性差异. 深入考察

Syndecan-1与HCC临床病理特征之间的相关性, 
发现Syndecan-1的表达与肿瘤转移与否、病理

分级以及肿瘤有无包膜有相关性, 与其他临床

■名词解释
1 组织芯片(tissue 
microarray, TMA):  
与细胞芯片、蛋
白芯片、抗体芯
片一样 ,  属于一
种特殊生物芯片. 
TMA可以将数十
个甚至上千个不
同个体的临床组
织标本按预先设
计的顺序排列在
一张玻片上进行
分析研究, 是一种
高通量、多样本
的分析工具.
2  骨桥蛋白(OPN): 
是一种黏附蛋白, 
又是一种细胞因
子, 是一个有多种
功能的分泌型钙
结合磷酸化糖蛋
白, 相对分子质量
为41.5 kD.
3 Syndecan-1: 他
属于黏附分子整
合素跨膜黏连蛋
白聚糖家族成员, 
通过其分子表面
的硫酸肝素侧链
可结合一系列配
基如细胞黏附分
子、基质成分、
生长因子、酶和
酶抑制物等, 以共
受体方式调节细
胞与微环境之间
的相互作用, 参与
组织器官分化发
育、血管形成、
组织再生等一系
列 生 理 过 程 的 
调节.

表  2  OPN、Syndecan-1与HCC临床病理特征之间的相关性

     
临床病理特征

	                     OPN	                                                 Syndecan-1           

                                       n             阳性率(%)       χ2          P                    n          阳性率(%)      χ2         P

年龄(岁)

    < 50                     83           61(73.5)     0.336     0.910          86        17(19.8)    0.621   0.701

    ≥50                   112           82(73.2)		                  113        22(19.5)		

性别     

     男	               101           72(71.3)     0.410     0.877         103        21(20.4)    0.710   0.696

     女	                 94           71(75.5)	                                   96        18(18.8)		

肿瘤直径 

    < 5 cm	                75           59(78.7)     0.424     0.760           76        16(21.1)    0.770   0.650

    ≥5 cm	              120           84(70.0)		                   123        23(18.7)		

肿瘤数目  

    单发	                 72           53(73.6)     0.330     0.915           74        13(17.6)    0.800   0.373

    多发	               123           90(73.2)		                   125        26(20.8)		

AFP(μg/L)

    <400	                 96           74(77.1)     0.615     0.690             97        18(18.6)    0.744  0.670

    ≥400	                 99           69(69.7)		                     102       21(20.6)		

肿瘤包膜    

    有	               109           71(65.1)     4.520     0.037           109       11(10.1)    5.582   0.003

    无	                 86           72(83.7)		                      90       28(31.1)		

门静脉癌栓  

    有	               133         111(83.5)     4.281     0.044           132	 26(19.7)    0.620  0.723

    无	                 62           32(51.6)		                      67	 13(19.4)		

肿瘤转移    

    有	                 87           80(92.0)     7.211     0.013            90	   9(10.0)    3.373  0.015

    无	               108           63(58.3)		                   109	 30(27.5)	

Child-Pugh  

    A	                 67           47(70.1)     0.370     0.865            65	 12(18.5)   1.010   0.086

    B	                 61           45(73.8)		                     64	 11(17.2)		

    C	                 67           51(76.1)		                     70	 16(22.9)		

病理分级    

    Ⅰ	                 40           31(77.5)     0.436      0.751           44	 18(40.9)   4.346   0.008

    Ⅱ	                 92           65(70.7)		                     91	 15(16.5)		

    Ⅲ	                 63           47(74.6)		                     64	   6(9.4)		

临床分期    

    Ⅰ	                 59           41(69.5)     0.550     0.713            60         10(16.7)   0.757   0.654

    Ⅱ	                 61           48(78.7)		                     67	 14(20.9)		

    Ⅲ	                 75           54(72.0)		                     72	 15(20.8)	
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病理特征没有相关性. 提示肝癌细胞Syndecan-1
分子表达下降或缺失是肝癌细胞具有高度转移

性的一个特征, 是肝癌细胞的转移抑制因子. 由
于Syndecan-1分子能与碱性成纤维细胞生长因

子(bFGF)结合[16], 故肿瘤基质Syndecan-1分子的

积聚有助于血管形成和基质增生. 因此, HCC细
胞表面Syndecan-1分子表达的缺失和基质细胞

高表达Syndecan-1, 是促进HCC转移的关键. 
T M A是一个令人兴奋、功能强大的研究

工具, 具有高通量、大样本、省时快速、简便

经济、用途广泛、结果可靠、便于设计实验对

照、可进行自动化研究等优点. 利用这一技术

可以使疾病的分子诊断、预后和治疗等相关领

域的大规模研究和开发成为可能. 但TMA仍以

手工制作和人工判断和读片为主, 所以自动化

制备技术的发展无疑十分重要, 这些技术目前

仍在研发之中[1]. TMA的应用领域十分广阔并正

在进一步拓展, 相信这一技术在后基因组学、

蛋白质组学、药物基因组学、生物信息学等相

关领域将发挥越来越重要的作用. 
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表  3  OPN与Syndecan-1在HCC中的表达相关性

      
OPN

	                            Syndecan-1	                             

                          -              +          ++            +++          ++++ 

-                    52          14          7               3              0      

+                    20          12          2               1              0

++	       28          10          7               0              0

+++	       49            5          2               0              0

++++	       34            0          0               0              0

P  = 0.003 (r  = -0.439).


