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Abstract
AIM: To explore the expression and clinic 
significance of Beclin1 and Nuclear factor-
kappa B (NF-κB p65) protein in primary human 
hepatocellular carcinoma (HCC). 

METHODS: Fifty pathologically-confirmed HCC 
samples, 30 post-hepatitis cirrhosis samples, 30 
hepatitis tissue samples and 10 normal hepatic 
tissue samples from January 2003 to December 
2007 were collected. The expressions of Beclin1 
and NF-κB p65 in liver tissues were detected us-
ing immunohistochemistry.   

RESULTS: The expressions rates of Beclin1 
protein in cancer tissues, cirrhosis tissues, hep-
atitis tissues, normal tissues were respectively 
78.00%(39/50), 26.67%(8/30), 53.3%(16/30) 
and 10.00%(1/10). The differences among the 
four were statistically significant (χ2 = 28.31, 

P < 0.05). The expressions of Beclin1 protein 
was significantly higher in HCC tissues than 
in cirrhosis tissues, hepatitis tissues or normal 
tissues (χ2 = 20.39, χ2 = 5.31, χ2 = 14.41, P < 0.05). 
The expressions of Beclin1 protein was mark-
edly higher in hepatitis tissues than in cirrhosis 
tissues and normal tissues(χ2 = 4.44, χ2 = 4.12, 
P < 0.05). The expressions rates of NF-κB p65 
protein in HCC tissues, cirrhosis tissues, hepa-
titis tissues and normal hepatic tissues were 
74.00%(37/50), 36.67%(11/30), 30.0%(9/30) 
and 20.00%(2/10), respectively. The differences 
among the four were statistically significant (χ2 
= 22.00, P < 0.05). The expression of NF-κB p65 
protein was markedly higher in HCC tissues 
than in cirrhosis tissues, hepatitis tissues and 
normal hepatic tissues(χ2 = 10.89, χ2 = 14.85, χ2 
= 8.44, P < 0.05).  

CONCLUSION: Beclin1 expression is positively 
correlated with NF-κB p65 expression in HCC. 
Aberrant expressions of Beclin1 and NF-κB p65 
are closely related with HCC development. They 
may play important roles in HCC development.
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摘要
目的: 分析自噬基因B e c l i n1和核因子N F-
κB(nuclear factor-kappaB, NF-κB)在原发性
肝细胞性肝癌(primary human hepatocellular 
carcinoma, HCC)中的表达及其临床意义.  

方法: 收集顺德第一人民医院2003-01/2007-12
手术切除经病理学证实的HCC50例, 肝炎后
肝硬化手术切除或活检标本30例, 肝炎患者肝
脏穿刺组织30例和正常肝组织10例. 应用免
疫组化S-P法检测肝脏组织中Beclin1和NF-κB 
p65蛋白的表达.  

结果: 原发性肝细胞性肝癌、肝硬化、肝

®

■背景资料
肝细胞性肝癌是
一种常见恶性肿
瘤, 在我国居恶性
肿瘤发病率的第
三位, 死亡率的第
二位, 因此寻找敏
感而特异的肿瘤
标志物对肝癌的
早期发现, 早期诊
断, 早期治疗至关
重要. 

■同行评议者
王蒙, 副教授, 中
国人民解放军第
二军医大学附属
东方肝胆外科医
院肝外综合治疗
一科
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炎和正常肝组织的B e c l i n1蛋白阳性表达
率分别是78.00%(39/50)、26.67%(8/30)、
53.33%(16/30)、10.00%(1/10), 四者之间的差
异有统计学意义(χ2 = 28.31, P<0.05), 且Beclin1
在原发性肝细胞性肝癌组织表达明显高于在
肝硬化组织, 肝炎组织, 正常肝组织中的表达
(χ2 = 20.39, 5.31, 14.41, P<0.05); 在肝炎组织表
达明显高于在肝硬化组织, 正常肝组织中的表
达(χ2 = 4.44, χ2 = 4.12, P<0.05). 原发性肝细胞
性肝癌、肝硬化、肝炎和正常肝组织的NF-κB 
p65蛋白阳性表达率分别是74.00%(37/50)、
36.67%(11/30)、30.00%(9/30)、20.00%(2/10), 
四者之间的差异有统计学意义(χ2 = 22.00, 
P <0.05), 且NF-κB p65在原发性肝细胞性肝癌
组织表达明显高于在肝硬化组织, 肝炎组织, 
正常肝组织中的表达(χ2 = 10.89, χ2 = 14.85, χ2 
= 8.44, P<0.05).  

结论: Beclin1和NF-κB p65在HCC中的表达关
系密切, 呈正相关; Beclin1和NF-κB p65异常
表达与HCC的发展密切相关, 在HCC的发展
过程中起重要的作用.

关键词: Beclin1; 核因子κB; 免疫组化
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是一

种常见恶性肿瘤. 在我国恶性肿瘤发病率居第

3位, 死亡率第2位. 有关肝癌的发病机制仍不完

全清楚, 目前认为, 多基因、多阶段的癌基因

或抑癌基因变异构成肝癌发生和发展的分子

基础. Bec l inl基因也称BECN1基因. 是一种分

子质量为60 kU的蛋白质, 位于人染色体17q21, 
与bcl-2基因产物相互作用能抑制Sinbis病毒的

复制, 减少中枢神经系统的凋亡[1-2]. 核因子NF-
κB(nuclear factor-kappaB, NF-κB)作为一种具有

多向转录调节作用的核蛋白因子, 是在1986年
由Rwiansen和Baltimo发现的. 当时认为NF-κB
只在成熟的B细胞中特异表达[3]. 随后的研究发

现, NF-κB广泛存在于各种组织细胞中, 但在不

同类型和不同生存状态的组织细胞中, 其活性

有所不同[4]. 迄今的研究显示NF-κB在多种原发

肿瘤中高表达, 在恶性肿瘤的发生发展过程中

起着非常重要的作用. 本研究旨在用免疫组化

的方法来检测Beclinl和NF-κB p65在肝癌中的表

达情况, 并探讨其临床意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集顺德第一人民医院2003-01/2007-12
手术切除经病理学证实的 H C C 5 0 例 ,  按
Edmondson分级标准Ⅰ-Ⅱ级24例, Ⅲ-Ⅳ级26
例. 其中男性47例, 女性3例, 年龄28-71(平均

56.5)岁. 收集肝炎后肝硬化手术切除或活检标

本30例, 其中男性22例, 女性8例, 年龄25-69(平
均50.6)岁. 收集肝脏患者肝脏穿刺组织30例, 按
1995年中国病毒性肝炎防治方案(试行)慢性肝

炎分级分期标准, 轻, 中, 重度各10例. 其中男性

28例, 女性2例, 年龄6-51(平均34.8)岁. 标本用40 
g/L甲醛固定, 石蜡包埋, 4 μm厚连续切片.  用意

外死亡(生前体健)经HE染色切片诊断证实无病

变的成人肝脏标本作正常对照. 兔多抗Beclin1, 
鼠单抗NF-κB p65购自美国Santa Crus公司.
1.2 方法 应用免疫组化S-P法, 实验步骤按说明

书进行. 以试剂公司提供的阳性对照片作为阳性

对照, 以磷酸盐缓冲液代替一抗作为阴性对照. 
用双盲法对染色结果进行评估, Beclin1蛋白和

NF-κB p65主要表达于细胞质, 呈棕黄色, 背景不

着色. 每例随机观察5个高倍视野(×400), 每高倍

视野计数200个瘤细胞. 计数细胞总数及核阳性

细胞数, 按阳性细胞所占的百分比计分: 阳性细

胞率≤20%为1分, 阳性细胞率>20%且≤50%为

2分, 阳性细胞率>50%且≤75%为3分, 阳性细胞

率>75%为4分; 同时, 将染色强度分为4 级: 阴性

染色1分, 弱染色2分, 中等强度染色3分, 强染色4
分; 根据二者的乘积判断结果, ≤4分为(-); >4且
≤8 为( +); >8且≤12为(++); >12且≤16为(+++).

统计学处理 用SPSS13.0统计软件对数据采

用卡方检验、四格表概率法及相关分析进行统

计学分析处理. 以P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 Beclin1蛋白的表达 Beclin1蛋白主要表达于

细胞质, 呈棕黄色, 弥漫分布(图1). HCC、肝硬

化, 慢性肝炎和正常肝组织的Beclin1蛋白阳性

表达率分别是78.00%(39/50)、26.67%(8/30)、
53.33%(16/30)、10.00%(1/10), 四者之间的差异

有统计学意义(χ2 = 28.31, P <0.05), 经两两比较, 
Beclin1在原发性肝细胞性肝癌组织表达明显高

于在肝硬化组织, 肝炎组织, 正常肝组织中的表

达(χ2 = 20.39, χ2 = 5.31, χ2 = 14.41, P <0.05); 在
肝炎组织表达明显高于在肝硬化组织, 正常肝

组织中的表达(χ2 = 4.44, χ2 = 4.12, P <0.05, 表1).

■研发前沿
自噬对肿瘤具有
双 向 作 用 ,  因 而
NF-kB p56是否通
过自噬发挥作用
尚需进一步研究
证实.
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χ2 = 14.85, χ2 = 8.44, P <0.05, 表1).
2.3 Beclin1和NF-κB p65在肝癌组织的表达与相

关临床病理因素的关系 Beclin1和NF-κB p65在
HCC中的表达与年龄、性别、组织学分级、HB-
sAg及转移均无关, 而与肿瘤的大小有关(表2). 在
50例肝细胞性肝癌组织中, Beclin1和NF-κB p65
表达强度之间存在正相关(r  = 0.794, P<0.05, 表3).  

3  讨论

Bec l in l基因也称BECN1基因. 位于人染色体

17q21, 定位于高尔基体, 参与PI3K复合物的组

成和自噬体的形成[5]. 据报道75%卵巢癌、50%
乳腺癌以及40%前列腺癌中存在BECN1基因的

缺失性突变[2]. 在动物实验中观察到二乙基亚硝

胺诱导的原发性肝癌和癌前结节自噬能力较正

常肝细胞下降[6]. 因而通常被认为是一种肿瘤抑

制基因, 但本研究结果显示Beclinl在肝癌组织和

肝炎组织中高表达的特性, 将在基因水平上为

肝癌的预防和治疗提供一个新的靶点. Beclinl蛋

表  1  Beclin1和NF-κB p65蛋白在各组肝组织中表达情况

     
                                              Beclin1           

阳性率(%)
	             NF-κB p65	       

 阳性率(%)
                                       阴性      阳性		       阴性	         阳性

正常肝组织      10	      9	   1           10.00	         8	           2	          20.00

慢性肝炎	         30	    14	 16           53.33	       20	           9	          30.00

肝硬化	         30	    22	   8           26.67	       19	         11	          36.67

HCC	         50	    11	 39           78.00	       13	         37	          74.00

表  2  Beclin1和NF-κB p65表达与肝细胞性肝癌临床病
理参数的关系

     
                             

n
              Beclin1           	   NF-κB p65	

                                       阴性      阳性        阴性        阳性

年龄(岁)					   

    ≥60	         16	      4	 12	 3            13

    <60	         34	      7	 27          10            24

肿瘤大小

(cm)					   

    ≤5	         19	      8	 11	 9            10

    >5	         31	      3	 28	 4            27

Edmondson

分级					   

    Ⅰ/Ⅱ	         24	      3	 21	 2            12

    Ⅲ/ Ⅳ	         26	      8	 18          11            25

HBsAg					   

    阳性	         42	      7	 35          12            30

    阴性	           8	      4	   4	 1             7

转移					   

    阳性	         14	      3	 11	 2            12

    阴性	         36	      8	 28           11           25

表  3  50例肝细胞性肝癌组织Beclin1和NF-κB p65蛋白
表达的关系

     
                    

n
            	                       NF-κB p65	       

                                    -	 +	 ++	 +++

-	 11	 4	 1	  4	   2

+	   9	 2	 3	  4	   0

++	 26	 7            10	  7	   2

+++	   4	 0	 0	  3	   1

合计	 50          13            14              18	   5

图  1  Beclin1和NF-κB p65 在不同肝组织中的表达(SP×400). A: Beclin1在肝癌组织中的表达; B: Beclin1在肝炎组织中的表达; 

C: NF-κB p65在肝癌组织的表达; D: NF-κB p65在正常肝组织的表达.

A B C D

2.2 NF-κB p65蛋白的表达 NF-κB p65蛋白在癌

组织中以胞质型为主, 部分肝癌组织可见胞核

表达, 阳性细胞的分布呈弥漫性、小巢状或散

在分布(图1); NF-κB p65蛋白阳性表达率分别是

74.00%(37/50)、36.67%(11/30)、30.00%(9/30)、
20.00%(2/10), 四者之间的差异有统计学意义(χ2 
= 22.00, P <0.05), 经两两比较, NF-κB p65在原发

性肝细胞性肝癌组织表达明显高于在肝硬化组

织, 肝炎组织, 正常肝组织中的表达(χ2 = 10.89, 

■相关报道
国内外对Beclin1
在肝癌发生中的
作用研究得出的
结 论 尚 不 统 一 , 
本文对50例原发
性肝细胞肝癌中
Beclin1和NF-kB 
p 5 6 的 表 达 进 行
了 细 致 的 研 究 . 
发现两者在肝癌
中 均 高 表 达 ,  与
Djavaheri-Mergny 
e t  a l 报道的N F - 
kB p56激活抑制
了肿瘤坏死因子
介导的自噬结果
不完全一致.
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白表达与年龄、组织学分级、HBsAg及转移均

无关, 与肿瘤直径大小有关, 有统计学意义. 该
实验结果对我们进一步研究Beclinl在肝细胞性

肝癌中的作用有重要意义, 有助于肝癌的诊断

和治疗方案的选择. 
核因子NF-κB(nuclear factor-kappaB, NF-

κB)是信号传导途径的中枢的关键转录刺激因

子, κB位点存在于多种细胞和病毒的基因组中, 
因而NF-κB能够调控众多基因转录[7]其信号转

导途径参与了肝脏免疫炎症反应相关基因、肝

炎病毒相关基因和原癌基因和抑癌基因的转录

表达[8]. 在肝癌组织中异常激活, 可抑制细胞凋

亡, 促进肝细胞存活, 与肝癌的发生发展密切相

关[9]. 本研究亦显示NF-κB p65在原发性肝细胞

性肝癌组织表达明显高于在肝硬化组织, 肝炎

组织, 正常肝组织中的表达, 与年龄、组织学分

级、HBsAg及转移均无关, 与肿瘤直径大小有

关, 有统计学意义. 这提示在HCC中表达具有特

异性, 这将为HCC的治疗提供新的靶点.  
在分析Beclinl与NF-κB p65的关系时发现, 

Beclinl与NF-κB p65在肝癌的发展过程中呈明

显的正相关(r  = 0.794, P <0.05). 推测二者可能在

肝细胞性肝癌的发生发展中共同发挥着重要作

用, 但具体调控机制尚不清楚. 推测其可能机制

有下述几个方面: (1)当细胞受到各种因素(如氧

化、缺血/再灌注、TNF2α、钙超载、毒性化合

物)刺激下, 线粒体渗透性转运通道(MTP)开放,
线粒体肿胀, 释放cyc-c等凋亡因子. 此时, 细胞

启动自噬来清除受损线粒体, 避免凋亡因子释

放进入胞质, 同时提高细胞对低氧的耐受力, 对
细胞起到一定保护作用. 这些外界信号同时激

活了NF-κB信号通路, 使得Beclinl与NF-κB p65
表达均增高. (2)Beclinl与NF-κB p65两者可能

与凋亡相互拮抗: Liang et al证明Beclinl通过与

bcl-2相互作用, 在宿主中枢神经系统抗Sindbis
病毒发病机制中起作用, 推测Beclinl与bcl-2家
族的凋亡作用有关[1], 因为bc l-2基因上有κB位

点, 参与NF-κB激活后的抗细胞凋亡过程, 当肿

瘤发展至晚期, 若自噬仍未活化, 则肿瘤细胞对

缺血、缺氧的耐受力下降, 且不能及时清除胞

内受损大分子物质和细胞器, 肿瘤细胞可能最

终走向凋亡或坏死. 而自噬活化过程中因大分

子物质循环和有害物质的隔离使肿瘤细胞生存. 
进而保护肿瘤细胞免于凋亡和坏死的危险. 肿

瘤细胞所具有的高自噬活性对肿瘤细胞在恶劣

环境中的生存起到一定的保护作用. (3)共同作

用于c-Myc, ras等癌基因促进肿瘤生长. (4)肿瘤

细胞的生长因子是受NF-κB调节的靶基因, 可以

激活NF-κB信号通路[10], 而生长因子结合于跨膜

酪氨酸受体后, 激活1型磷脂酰肌醇三磷酸激酶

(classI P13K), 使PIP被磷酸化为PIP3, PIP3结合

于Akl/PKB和他的活化分子PDKI. 抑制了mTOR
激酶活性, 促进自噬形成[11]. (5)均在肝脏枯否细

胞有表达, 可能均参与了从肝炎, 肝硬化到肝癌

的免疫炎症反应. 
迄今, 研究提示自噬信号通路与NF-κB p65

信号转导通路之间可能通过某些交叉点共同在

恶性肿瘤的发生、发展中发挥作用. 但其具体

机制尚不清楚. 深入研究Beclinl, NF-κB p65两者

之间的关系对阐明肝癌的发生、发展并最终开

发新的治疗手段提供理论依据. 
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