
 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2008年8月18日; 16(23): 2661-2665
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

热休克蛋白gp96、髓样细胞白血病-1和阻抑蛋白在肝硬
化和肝癌组织中的表达

华婷琰, 黄介飞, 张 弘, 黄东凤, 魏 群

华婷琰, 黄介飞, 张弘, 黄东凤, 魏群, 南通大学附属医院消
化内科 江苏省南通市 226001
江苏省卫生厅医学科研项目, No. H200330
作者������贡献分布: 黄介飞与华婷琰对此文所作贡献均等; 此课题由
黄介飞, 张弘, 魏群, 黄东凤及华婷琰设计; 研究过程由华婷琰操
作完成; 数据分析由华婷琰完成; 本论文写作由华婷琰与黄介飞
完成.
通�����讯����作者��: 黄介飞, 226001, 江苏省南通市西寺路20号, 南通大
学附属医院消化内科. jiefeihuang@163.com
电话: 0513-85806629  传真: 0513-85519820
收稿日期���������������  ������������ ����: ������������� ������������ ����2008-06-03   ������������ ����修回���������� ����日期�������� ����: ����������2008-07-16
接受���������� ������� ������������������ 日期�������� ������� ������������������ : ������������� ������������������ 2008-07-21   在线出版日期������������ : ����������2008-08-18

Expression of heat shock 
protein gp96, myeloid cell 
leukemia sequence-1 and 
prohibitin in liver cirrhosis and 
hepatocellular carcinoma 

Ting-Yan Hua, Jie-Fei Huang, Hong Zhang, 
Dong-Feng Huang, Qun Wei

Ting-Yan Hua, Jie-Fei Huang, Hong Zhang, Dong-Feng 
Huang, Qun Wei, Department of Gastroenterology, Af-
filiated Hospital of Nantong University, Nantong 226001, 
Jiangsu Province, China
Supported by: the Medical Research Fund from Health 
Department of Jiangsu Province, No. H200330
Correspondence to: Dr. Jie-Fei Huang, Department of 
Gastroenterology, Affiliated Hospital of Nantong Univer-
sity, 20 Western Temple Road, Nantong 226001, Jiangsu 
Province, China. jiefeihuang@163.com
Received: 2008-06-03    Revised: 2008-07-16 
Accepted: 2008-07-21    Published online: 2008-08-18

Abstract
AIM: To analysis the expression pattern of 
heat shock protein (HSP) gp96, myeloid cell 
leukemia sequence-1 (MCL-1) and prohibitin 
(PHB) in liver cirrhosis (LC) and hepatocellular 
carcinoma (HCC), as well as their clinical 
significances.

METHODS: Two-step immunohistochemical 
method was employed to detect the expression 
of gp96, MCL-1 and PHB in 19 cases of LC, 32 
cases of HCC and 21 controls (non-LC or non-
HCC liver tissues) respectively. Their relation-
ships with the clinicopathological characteristics 
of HCC were investigated.

RESULTS: HSP gp96 expression increased by 
turns in the controls, LC and HCC (P < 0.05), and 
it was significantly elevated in tumors without 
envelope, with necrosis or portal venous throm-
bosis. HSP gp96 expression correlated nega-
tively with tumor differentiation (r = -0.4655, P 
= 0.0073) and positively with TNM staging (r = 
0.5157, P = 0.0025). Both MCL-1 and PHB were 
over-expressed in HCC, with the former higher 
in tumors with necrosis and the latter higher in 
tumors without envelope than their counterpart 
(P < 0.05).

CONCLUSION: Over-expression of HSP gp96, 
MCL-1 and PHB may play a role in the genesis 
and progression of HCC. Gp96 may be impli-
cated in the development of LC as well as its 
subsequent malignant transformation, and may 
serve as a prognostic biomarker for HCC.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Liver cirrho-
sis; Heat shock protein gp96; Myeloid cell leukemia 
sequence-1; Prohibitin; Immunohistochemistry
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摘要
目的: 分析热休克蛋白gp96、髓样细胞白血
病-1(MCL-1)和阻抑蛋白(PHB)在LC和HCC组
织中的表达及其临床意义. 

方法: 免疫组化二步法分别检测19例LC, 32
例HCC和21例对照组肝组织中gp96, MCL-1
和PHB的表达, 并分析其与肝癌临床病理学特
征的关系. 

结果: gp96在对照组、LC组和HCC组的表
达逐渐增强(P <0.05); HCC无包膜、有坏死
和门静脉有癌栓者g p96表达较高; g p96表
达与HCC分化程度呈负相关(r  = -0.4655, P  
= 0.0073), 与TNM分期呈正相关(r = 0.5157, 
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■背景资料
肝硬化和肝癌的
发生、发展是一
个多步骤演进的
过程, 了解肝硬化
和肝癌发生、发
展过程中的分子
事件, 阐明其复杂
的发生机制具有
重要的临床意义. 

■同行评议者
刘 绍 能 ,  主 任 医
师, 中国中医科学
院广安门医院消
化科; 刘正稳, 教
授, 西安交通大学
医学院第一附属
医院



P  = 0.0025). MCL-1和PHB在HCC组织中过
表达, H C C有坏死者M C L-1表达高于无坏
死者, HCC无包膜者PHB表达高于有包膜者
(P <0.05).

结论: gp96, MCL-1和PHB的过表达可能与
HCC的发生、发展有关. gp96可能参与LC的
发生、发展及向HCC的恶性转化, 有助于判
断HCC患者的预后.

关键词: 肝细胞癌; 肝硬化; gp96; 髓样细胞白血病

-1; 阻抑蛋白; 免疫组化
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是世

界上最常见、恶性程度最高的肿瘤之一, 位居

全球恶性肿瘤发病率的第5位、死因的第3位[1]. 
肝硬化(liver cirrhosis, LC)尤其是乙型肝炎后肝

硬化是肝癌发生最重要的一个危险因素[2]. LC
和H C C的发生、发展涉及众多基因改变和分

子事件. 我们曾利用基因芯片筛选出LC和HCC
相关基因[3-5], RT-PCR对部分基因表达进行了验

证, 发现LC和HCC组织中热休克蛋白(heat shock 
protein)gp96和髓样细胞白血病-1(myeloid cell 
leukemia sequence-1, MCL-1)上调显著, 而阻抑

蛋白(prohibitin, PHB)下调显著. 本研究旨在用

免疫组织化学方法研究三者在LC和HCC组织中

的表达, 并初步探讨其与LC和HCC发生、发展

的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集南通大学附属医院病理科2004-03/ 
2007-05原发性肝癌组织石蜡标本32例, 均为

HCC, 其中高分化癌9例, 中分化癌12例, 低分化

癌11例, 男25例, 女7例, 平均年龄50.06±13.63
岁, 所有肝癌患者术前均未接受任何全身化疗、

放射治疗、肝动脉栓塞和无水酒精注射等治疗; 
LC组织石蜡标本19例, 其中男12例, 女7例, 平
均年龄52.37±12.14岁; 同时选取非癌非硬化肝

组织石蜡标本21例(癌旁非硬化肝组织11例, 肝
血管瘤4例, 肝内胆管结石6例)作为对照, 其中

男10例, 女11例, 平均年龄47.14±14.55岁. 大鼠

抗人gp96 mAb(1∶100)、小鼠抗人MCL-1 mAb 
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(1∶50)和小鼠抗人PHB mAb(1∶100)均为美国

NeoMarkers公司产品, PV9000通用二步法试剂盒

购自北京中杉金桥生物技术有限公司.
1.2 方法 石蜡包埋标本经4 μm连续切片, 免疫组

化PV9000二步法按说明书进行, DAB显色, 苏
木素复染, 透明封片. 以PBS代替一抗作空白对

照. 每张切片随机选取十个高倍视野, 每个视野

计数100个细胞, 计算阳性细胞百分率. gp96和
MCL-1以胞质或胞核出现棕黄色颗粒为阳性表

达, 阳性细胞数<10%为阴性(-), 10%-25%为弱阳

性(+), 26%-50%为阳性(++), 51%-75%为强阳性

(+++), >75%为超强阳性(++++). PHB以胞质出

现棕黄色颗粒为阳性表达, 阳性细胞数<25%为

阴性(-), 26%-50%为弱阳性(+), 51%-75%为阳性

(++), >75%为强阳性(+++).
统计学处理 采用Stata 7.0统计软件, 阳性率

的比较采用c2检验或Fisher's精确概率法, 阳性表

达强度的两组间比较采用秩和检验, 多组间两

两比较采用秩变换方差分析, 相关性分析采用

Spearman等级相关, P<0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 gp96的表达 p96阳性表达物呈棕黄色颗粒, 
在肝细胞和肝癌细胞主要分布于细胞质, 少数

定位于胞核. HCC组、LC组和对照组gp96阳
性表达率分别为93.75%(30/32), 78.95%(15/19)
和57.14%(12/21); 表达强度分别为HCC组(-)2
例, (+)3例, (++)6例, (+++)12例, (++++)9例, LC
组(-)4例, (+)5例, (++)9例, (+++)1例, 对照组(-)9
例, (+)12例. gp96阳性表达率和表达强度在对照

组、LC组和HCC组均逐渐增加, 组间差异显著

(P <0.05). 
H C C无包膜者g p96表达强于有包膜者 , 

HCC有坏死者表达强于无坏死者, 门静脉有癌

栓形成者表达强于无癌栓者(P <0.05). 低分化

HCC中gp96的表达高于高、中分化, gp96表达

强度与HCC分化程度呈负相关(r  = -0.4655, P  = 
0.0073), 与肝癌TNM分期呈正相关(r  = 0.5157, P  
= 0.0025, 表1). HCC组织gp96的表达与患者的性

别、年龄、肿瘤大小和数目、血清AFP值及肝

脏基础疾病无关(P >0.05).
2.2 MCL-1的表达 MCL-1阳性表达物呈棕黄色

颗粒, 在HCC组织主要分布于细胞质, 在LC和对

照组主要分布于胞核. 各组间MCL-1阳性表达

率无差异(P >0.05); 表达强度在对照组、LC组和

HCC组有逐渐增强的趋势, 但统计学差异仅见
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■研发前沿
肝硬化与肝癌关
系密切, 肝硬化尤
其是乙型肝炎后
肝硬化是肝癌发
生、发展最重要
的一个危险因素. 
因此阻断肝硬化
的发生、发展及
早期预测癌变成
为医学攻关的一
个热点.

■相关报道
本课题组曾利用
基因芯片筛选出
肝硬化和肝癌相
关基因, RT-PCR
对部分基因表达
进 行 了 验 证 ,  发
现肝硬化和肝癌
组 织 中 g p 9 6 和
MCL-1表达上调
显著, 而PHB表达
下调显著. 
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于HCC组和对照组之间(P <0.05, 表2). 
32例HCC中8例发生坏死, 其MCL-1表达分

别为(-)1例, (++)4例, (+++)3例; 24例未发生坏死, 
其MCL-1表达分别为(-)11例, (+)6例, (++)6例, 
(+++)1例. MCL-1表达在肿瘤有坏死者强于无坏

死者(P <0.05). HCC组织MCL-1表达与患者的性

别、年龄、肿瘤大小和数目、肿瘤有无包膜、

门静脉有无癌栓、血清A F P值、肝脏基础疾

病、肿瘤分化程度及TNM分期均无关(P >0.05). 
2.3 PHB的表达 PHB阳性表达物呈棕黄色颗粒, 
在肝细胞和肝癌细胞中分布于细胞质. 肝癌组

PHB的阳性表达率和表达强度均高于肝硬化组

和对照组(P <0.05, 表3). 
32例HCC, 6例有肿瘤包膜, 其PHB表达分

别为(+)4例, (++)2例; 26例无肿瘤包膜, 其PHB
表达分别为(+)6例, (++)13例, (+++)7例. 肿瘤无

包膜者PHB表达强于有包膜者(P <0.05). HCC组
织PHB表达与患者的性别、年龄、肿瘤大小和

数目、肿瘤有无坏死、门静脉有无癌栓、血清

AFP值、肝脏基础疾病、肿瘤分化程度及TNM
分期均无关(P >0.05).

3  讨论

gp96是存在于真核生物细胞内质网中分子质量

为96 kDa的热休克蛋白, 属HSP90家族. Fu et al [6]

认为, gp96的高表达可促进肿瘤的发生. 在乳腺

癌、肾癌、黑色素瘤、肺癌、食管癌、胃癌、

肝癌和结肠癌等组织中都发现gp96有不同程度

的高表达. Singh-Jasuja et al [7]认为gp96的表达能

增强机体对肿瘤的免疫反应. gp96自体肿瘤疫苗

对黑色素瘤和结肠癌的治疗作用已经进入了临

床Ⅰ/Ⅱ期评价[8-9]. 
肝硬化与肝癌的发生密切相关, 每年约有

2%-6.6%的肝硬化患者进展为肝癌, 而非肝硬化

患者的肝癌发生率仅为0.4%. 本研究中gp96的
阳性表达率和表达强度在对照组、LC组和HCC
组逐渐增高 ,  推测其可能参与了肝硬化的发

生、发展及向肝癌的恶性转化过程. 在肝硬化

的形成过程中, 肝细胞再生, 需要gp96作为分子

伴侣来调节、稳定这一过程; 在肝癌的发生、

发展过程中, 由于肿瘤组织生长快, 局部缺血、

缺氧及酸中毒, 这些应激条件诱使肿瘤组织产

生热休克蛋白, 从而保护肿瘤细胞战胜机体内

各种不利的生理环境. 同时, 作为一种抗凋亡蛋

白[10], gp96可能通过诱导细胞凋亡和增殖失衡, 
而在肝硬化和肝癌的发生中发挥重要作用. 此
外, 大分子HBV表面蛋白可以活化gp96的转录

增强子, 诱导gp96表达升高. 本研究51例肝硬化

和肝癌患者中有45例血清HBsAg为阳性, 可能

是造成gp96高表达的另一个原因. 
本研究显示, 无包膜的HCC组织中gp96表

达强于有包膜者; 肿瘤有坏死者表达强于无坏

死者; 门静脉有癌栓形成者表达强于无癌栓者; 
gp96表达与HCC分化程度呈负相关, 与TNM分

期呈正相关. 表明gp96的表达与HCC的生物学

行为有关, 其过表达可能是造成HCC扩散、浸

润和转移的原因之一, 是HCC预后不良的重要

表  1  gp96表达与HCC临床病理学特征的关系

     
项目                     n

                              表达强度

	                         -        +        ++       +++      ++++

肿瘤包膜

    有	           6          2       0         2         2           0

    无	         26          0       3         4       10           9

肿瘤坏死

    有	           8          0       0         0         3           5

    无	         24          2       3         6         9           4

门静脉癌栓

    有	           7          0       0         0         3           4

    无	         25          2       3         6         9           5

分化程度					   

    高分化	           9          1       1         2         4          1

    中分化	         12          1       2         4         3          2

    低分化	         11          0       0         0         5          6

TNM分期

    Ⅰ期	         18          1       3         5         7           2

    Ⅱ期	           4          1       0         1         1           1

    Ⅲ期	         10          0       0         0         4           6

表  2  Mcl-1在HCC, LC和对照组肝组织中的表达

     
分组                 n

                                 表达强度

		        -	     +	   ++            +++

HCC组	      32	     12	     6	   10	    4

LC组	      19	     10	     5	     4	    0

对照组	      21	     12	     9	     0	    0

表  3  PHB在HCC, LC和对照组肝组织中的表达

     
分组                 n

                                 表达强度

		        -	     +	   ++            +++

HCC组	      32	     0	     10	   15	    7

LC组	      19	     4	       6	     8	    1

对照组	      21	     4	     12	     5	    0

■应用要点
gp96 ,  MCL-1和
PHB的过表达可
能 与 肝 癌 的 发
生、发展有关, 有
可能成为肝癌包
括小肝癌的诊断
标志物. gp96可能
参与了肝硬化的
发生、发展及向
肝癌的恶性转化, 
有助于判断肝癌
患者的预后. 
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因素. 
目前对于小肝癌的诊断主要是依据AFP和

影像学检查. 肝癌患者的血清AFP浓度与肿瘤大

小大体上呈正相关. 本研究显示, gp96的表达与

肿瘤大小和血清AFP值无关, 在HCC直径≤3 cm
组和直径>3 cm组之间无差异, 在AFP<400 μg/L
组和AFP≥400 μg/L组之间无差异, 提示gp96对
小肝癌也具有一定的诊断价值. 

MCL-1基因是在研究人髓样白血病细胞系

ML-1用佛波酯诱导后, 沿单核/巨噬细胞途径分

化过程中, 作为早期诱导基因被首次发现的, 属
Bcl-2基因家族的抗凋亡成员. MCL-1的亚细胞

定位与细胞生长状态密切相关[11]: 在呈指数幂

生长的细胞中, MCL-1主要位于线粒体; 在静止

期细胞, MCL-1主要位于细胞核. 本研究中HCC
组织MCL-1主要呈浆型表达, LC和对照组则以

核型表达为主. 
MCL-1基因定位于人染色体1q21, 该区域

在肿瘤性疾病及其癌前病变中是一个易变化的

区域, 再加上MCL-1所表现出来的抗细胞凋亡

作用, 人们推测MCL-1的表达改变可能与肿瘤

发生有关. 这种猜测首次被证实是在MCL-1转
基因小鼠实验中, 人们发现MCL-1转基因小鼠B
细胞淋巴瘤的发生率增加[12]. 随后, 越来越多的

研究表明MCL-1在人类多种肿瘤组织中过表达, 
如非小细胞肺癌[13]、非霍奇金淋巴瘤[14]、多发性

骨髓瘤[15]等. MCL-1在HCC组织的表达显著高于

邻近癌旁组织, 且与肿瘤大小、肿瘤分级和肝

移植术前接受的治疗无关[16]. 反义寡核苷酸技术

干扰HCC细胞株MCL-1的表达后, HCC细胞凋

亡增加, 且对化疗药物的敏感性增加[17]. 
本研究中MCL-1在对照组、LC组和HCC组

的表达有逐渐增强的趋势, 但统计学差异仅见

于HCC组和对照组之间, 考虑受样本量的限制, 
可能导致某些统计趋势未能充分显现. MCL-1表
达与肿瘤大小无关, 在HCC直径≤3 cm组和直

径>3 cm组之间无差异, 提示MCL-1对小肝癌也

具有一定的诊断价值. 另外, 我们发现HCC有坏

死者MCL-1的表达强度高于无坏死者. 肿瘤组

织由于代谢旺盛, 局部缺血、缺氧和酸性代谢

产物积聚, 引起肿瘤细胞坏死, 坏死局部炎症反

应强烈, 产生大量的细胞因子, 而细胞因子可以

迅速诱导MCL-1表达升高[18]. 同时MCL-1的高表

达可以保护中性粒细胞免于凋亡, 延长其寿命, 
进而参与炎症反应. 

PHB基因是一种潜在的肿瘤抑制基因, 因

其具有明显的抗细胞增殖、抗肿瘤作用而得名. 
关于肿瘤组织中PHB表达的研究结果存在不一

致现象. Ryu et al [19]研究发现PHB在胃癌组织中

的表达显著高于癌旁组织; 而Jang et al [20]的研究

显示早期胃癌组织中PHB的表达下调. 目前有关

PHB在肝癌中的研究尚不多. 蛋白质组研究发现

肝癌细胞株HCC-M中PHB表达上调[21]. 
本研究中, 免疫组化显示HCC组织PHB的

阳性表达率和表达强度均显著高于LC和对照

组, PHB表达与肿瘤大小无关, 在HCC直径≤3 
cm组和直径>3 cm组之间无差异, 提示PHB对肝

癌包括小肝癌具有一定的诊断价值. 
通常肿瘤组织中癌蛋白增加, 抑癌蛋白减

少, 但为什么PHB在肿瘤组织中表达会增加呢? 
Nijtmans et al [22]提出了这样的解释：增殖细胞

中P H B的过表达是由于其启动子区存在能与

MYC癌蛋白相结合的调控元件, 而肿瘤组织中

M Y C等癌蛋白的表达通常升高, 从而诱导了

PHB的表达. 
有趣的是, 在我们基因芯片和RT-PCR实验

中, LC组织和HCC组织PHB表达均下调; 而免疫

组化结果显示, LC组织PHB蛋白表达与对照组

无差异, HCC组织PHB蛋白表达上调. 推测可能

由于翻译水平及翻译后水平的调控机制, 导致了

PHB的mRNA水平和蛋白水平出现不一致现象. 
本研究表明, gp96、MCL-1和PHB的过表达

可能与HCC的发生、发展有关, 有可能成为肝

癌包括小肝癌的诊断标志物. gp96可能参与了肝

硬化的发生、发展及向肝癌的恶性转化, 有助

于判断肝癌患者的预后. 结合之前我们的研究, 
充分证明了基因芯片技术能快速、高效地筛选

出肝硬化和肝癌相关基因, 对这些基因进一步

进行功能研究将为阐明肝硬化和肝癌复杂的发

生机制, 发现肝硬化和肝癌的诊断标志物及药

物治疗干预靶点提供可能. 
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