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Abstract
AIM: To investigate the expression of nuclear-
transcription factor-κB (NF-κB) in different 
tissues of hepatocellular carcinoma (HCC) 
and its correlation with the clinicopathological 
features of HCC.

METHODS: Immunohistochemistry was used to 
detect NF-κB expression in 35 HCC tissues and 
in their corresponding non-cancerous tissues. 

Liver HBV-DNA was detected by in situ mo-
lecular hybridization technique. The relationship 
between NF-κB expression and HBV replication, 
and clinical pathological characteristics was ana-
lyzed. Fisher’s exact test was used to analyze the 
numeration data, and rank sum test was used to 
analyze the ranked data. 

RESULTS: The positive NF-κB material was 
brown granule-like stained substance, the NF-
κB with dot-nest-like staining was localized in 
nucleus and cytoplasm in HCC, and only in cy-
toplasm in its surrounding tissues. Its expression 
in HCC was well-distributed and stronger than 
its surrounding tissues. The incidence of NF-κB 
positive expression was 100% in HCC tissues, 
and 68.6% in its surrounding tissues, respec-
tively. Significant difference was found between 
the two groups (Fisher's exact = 0.000). No posi-
tive relationship presented itself between NF-κB 
expression and histological differentiation grad-
ing, the number of tumor, the size of tumor or 
the level of AFP and ALT. The expression level 
of NF-κB was significantly higher in HBV-DNA-
positive HCC group than that in HBV-DNA- 
negative ones (t = 4.7347, P = 0.000). 

CONCLUSION: The overexpression of hepatic 
NF-κB was closely associated with the occur-
rence and development of HCC, and it could be a 
marker for early diagnosis and prognosis of HCC. 
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摘要
目的: 探讨核转录因子(NF)-κB在HBV相关肝
癌组织中的表达及其临床病理学关系.

方法: 采用免疫组织化学方法, 分别检测35例
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■背景资料
HCC是全球最常
见的恶性肿瘤之
一, 每年有50余万
新发病例, 其中一
半在中国 .  HCC
发生发展具多病
因、多中心和多
阶段特征, 肝炎病
毒感染引起肝脏
慢性炎症是其主
要发病背景.

■同行评议者
谭学瑞, 教授, 汕
大医学院第一附
属医院院长室



肝癌灶组及其自身对照的非癌组NF-κB的表
达; 以生物素标记的HBV DNA探针检测肝癌
组织中HBV DNA, 并分析NF-κB表达与HBV
复制及其临床病理学特征之间的关系. 计数资
料用Fisher确切概率法处理, 等级资料用秩和
检验处理. 

结果: NF-κB阳性表达物呈棕黄色颗粒状染
色, 癌组织中NF-κB呈点灶状表达, 定位于胞
质和细胞核; 而癌周组织NF-κB主要在胞质表
达, 细胞核未见阳性表达. 癌组织NF-κB表达
强度明显高于癌周组织; 癌组织NF-κB表达
阳性率为100%, 癌周组织为68.6%, 二者差异
显著(Fisher's exact = 0.000). 肝癌组织中NF-
κB的表达强度与肿瘤分化程度、肿瘤数目、

肿瘤直径等临床病理学特征无关. HBV DNA
阳性肝癌组织中NF-κB比浓度显著高于HBV 
DNA阴性组(t  = 4.7347, P  = 0.0000).

结论: 肝癌组织NF-κB过表达与HBV相关肝
癌的发生、发展密切相关, 可作为肝癌早期诊
断及预后判断的标志.

关键词: 肝细胞癌; 核转录因子-κB; 免疫组织化学
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0  引言

核转录因子-κB(nuclear-transcription factor-κB, NF-
κB)是首先在B细胞中发现的一种能与免疫球蛋

白κ轻链增强子B区特异性结合的蛋白因子, 后
证实其广泛存在于真核细胞内, 能与多种细胞基

因启动子或增强子特定位点结合而促进基因转

录、表达[1]. 持续肝炎病毒感染导致肝脏慢性炎

症是原发性肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)的
主要发病背景, 炎症介质和病毒癌基因可使NF-
κB异常活化, 活化的NF-κB进入细胞核内调节靶

基因表达, 抑制肝细胞凋亡, 促进肝细胞转化, 在
肝细胞炎症与癌变间起桥梁作用[2]. 肝癌组织中

NF-κB高表达, 其参与癌症的启动、发生及发展

过程, 但肝癌中NF-κB表达临床病理学特征尚不

清楚[3]. 本研究按自身配对法留取肝癌术后癌灶

和癌周组织, 分析了组织中NF-κB表达、胞内分

布与HBV DNA复制及其临床病理特征.

1  材料和方法

1.1 材料 于2005-2008年按自身配对法收取南通
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大学附属医院原发性肝癌患者(男49例, 女16例)
术后新鲜肝脏组织, 分别留取肝癌切除后的癌灶

组织、癌周组织(距癌灶边缘5 cm)各35份(每份

约200 mg), 除部分作组织病理学检查外, 其余组

织置-85℃保存备用. 35份标本中肝癌肿块直径

≥5 cm有7例, <5 cm有28例(其中<3.0 cm肝癌17
例), 肝癌患者年龄范围在35-69岁, 平均年龄50.9
±9.8岁. 标本经组织病理学(HE染色)证实其类

型均为肝细胞肝癌, 其中高分化、中分化和低分

化分别为7例、22例及6例; 肿瘤单发者30例, ≥2
个者5例. 所有病例均有完整随访资料, 按全国肝

癌防治协作组制定的标准核实诊断.
1.2 方法 
1.2.1 肝组织匀浆制备和核蛋白提取: 取新鲜肝

组织50 mg, 剪成碎片置于经高压灭菌的匀浆器

中, 按细胞核蛋白与细胞质蛋白抽提试剂(碧云

天生物技术有限公司)使用说明进行核蛋白提

取.方法主要为: 加入适当量的组织匀浆液(由细

胞质蛋白抽提试剂A、B和PMSF按一定比例配

制而成), 冰浴中充分匀浆, 离心后移去上清(部
分浆蛋白), 再加入含有PMSF的细胞质蛋白抽

提试剂A, 震荡和冰浴后加入试剂B, 再次震荡冰

浴, 离心后移上清(浆蛋白), 此时加入含有PMSF
的核蛋白提取试剂, 经反复震荡冰浴30 m in后, 
离心吸取上清(即核蛋白), 置于-85℃冰箱保存

备用. 
1.2.2 肝组织总RNA制备: 取新鲜肝组织50 mg, 
剪成碎片于RNAlater液中, 4℃过夜去除上层液

体, 置于经0.1% DEPC水处理的匀浆器中, 加
入TRIzol试剂(Gibco, USA)2 mL, 冰上匀浆肝

组织后, 吸1.5 mL匀浆液至离心管中, 室温静置

3-5 min; 加入氯仿, 激烈振荡混匀; 于4℃ 12 000 
r/m in, 离心15 m in; 小心吸出上层水相于另一

离心管中, 加入异丙醇; -20℃沉淀30 m in; 4℃ 
12 000 r/min, 离心10 min; 小心弃上清; 沉淀中

加入750 mL/L乙醇, 4℃ 12 000 r/m in, 离心10 
min; 重复洗涤1次; 去上清, 稍微晾干, 加入适当

体积(30 μL)无核酸酶水, 充分溶解. 在UV2201
型紫外分光光度计上测定A 260和A 280值, 比率在

1.9-2.1之间. 
1.2.3 肝组织NF-κB定量方法: 肝组织核蛋白以

BCA法测定. NF-κB活性测定按Trans AM(Active 
Motif提供)说明书进行.其方法: 每孔加结合缓冲

液30 μL和10 μL细胞核蛋白提取液, 并加细胞溶

解液(CLB)20 μL. 阳性对照孔中加2.5 μg Jurkat
核提取物并稀释到20 μL CLB中, 空白孔中加

www.wjgnet.com

■相关报道
Beg et al报道HBV 
X基因编码的X蛋
与NF-κB在细胞
内定位有关, 其激
活 肝 细 胞 中 N F -
κB信号途径的上
游激酶, 通过激酶
的 级 联 反 应 ,  使
IκBα磷酸化并降
解, 细胞质中解离
的NF-κB移位入
核内使转录功能, 
X蛋白对NF-κB的
激活可能是HBV
感染诱发HCC的
主要原因之一.

■研发前沿
NF-κB是一种具
有广泛生物活性
的核转录因子, 作
为细胞内信号传
递的一个枢纽参
与了多种肿瘤的
形成, 在慢性炎症
所致的HCC中起
了桥梁作用, NF-
κB信号通路近年
来已成为HCC防
治的研究热点.
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CLB液20 μL. 标准孔中依次加20 μL重组蛋白

质P50或P65, 封板后置于震荡培养箱中室温孵

育1 h. 每孔以洗涤液200 μL洗3次. 然后加入100 
μL稀释的NF-κB抗体, 封板后置室温孵育1 h, 再
以洗涤液200 μL洗3次. 每孔加100 μL HRP结合

的抗体, 封板后置室温震荡1 h, 以洗涤液200 μL
洗4次. 每孔加100 μL显色剂, 室温置2-10 min, 
加终止液100 μL, 于450 nm处测定其吸光度值

(A 450), 根据标准曲线计算出蛋白浓度.
1.2.4 肝组织HBV DNA检测: 取肝癌的癌灶及癌

旁组织, 经40 g/L中性甲醛固定, 石蜡包埋, 组织

切片, 脱蜡水化, 蒸馏水冲洗, 37℃烘干, 蛋白酶

K(20 mg/L)室温下消化30 min, 脱水, 37℃烘干, 
加生物素标记的HBV DNA探针, 加盖玻片, 加
热(95℃)10 min(变性), 37℃过夜, 加蛋白阻断液, 
37℃ 5 min, 滴加羊抗鼠生物素IgG, 37℃ 20 min, 
37℃的增强洗液冲洗, 甩干; 加羊抗鼠IgG, 37℃ 
20 min, 37℃的增强洗液中洗, 甩干; 加入碱性磷

酸酶标记的结合物(SAP), 37℃ 20 min, 37℃的

增强洗液冲洗, 甩干; 加入BCIP/NBT染色, 蒸馏

水冲洗, 复染封片. 
1.2.5 免疫组织化学分析NF-κB(SP法): 兔抗人

NF-κB多克隆抗体及S-P免疫组化试剂盒均购自

武汉博士德生物工程有限公司. 新鲜肝组织以

40 g/L中性甲醛固定, 石蜡包埋, 制成厚度4 μm
的组织切片. 按常规脱蜡、水化; 双氧水阻断内

源性过氧化物酶; 高压加热法修复抗原; 正常动

物血清封闭非特异性结合; 滴加NF-κB抗体, 4℃
过夜, 磷酸盐缓冲液(PBS)漂洗; 滴加生物素标

记的第二抗体, 室温孵育10 m in, PBS漂洗; 滴
加链霉素抗生物素蛋白-过氧化酶, 室温10 min, 
PBS冲洗; 滴加新鲜配制的四盐酸二氨基联苯

胺(DAB)溶液, 显色, 水洗; 复染. 透明、封片. 
Olympus BX 50光学显微镜观察、摄像. 以0.01 
mol/L PBS液(pH = 7.5)分别替代一抗、二抗和

SP试剂作阴性对照, 已知表达NF-κB的肝癌组

织作阳性对照. NF-κB表达强度, 以阳性细胞数

≥10%作为阳性判断标准, 进而根据阳性细胞百

分率分为NF-κB表达弱阳性(+): 阳性细胞数为

10%-25%; NF-κB表达阳性(++): 阳性细胞数为

26%-75%; NF-κB表达强阳性(+++): 阳性细胞数

>75%.
统计学处理 人肝癌组织分为癌灶组与自身

对照的癌周组进行比较.以Stata7.0统计软件进

行分析, 计数资料用Fisher确切概率法分析和处

理, 等级资料用秩和检验分析和处理, 以P <0.05
表示差异具有显著性.

2  结果

2.1 肝癌组织中NF-κB表达与定量分析 肝癌及

癌周组织中NF-κB阳性表达呈棕黄色. 癌组织

NF-κB表达呈巢状分布, 深染, 胞质和胞核均阳

性; 而对应的癌周组织NF-κB表达主要定位于胞

质, 胞核无明显阳性着色(图1). 癌组织中NF-κB
全数表达, 且强度明显高于癌周组织.肝癌组与

癌周组间, 其表达阳性率(Fisher's exact = 0.000)
和表达强度(U = 4.373, P <0.01)均存在明显差

异.肝癌组的肝NF-κB比浓度为69.3±40.2 ng/g
肝组织, 癌周组为21.0±17.2 ng/g肝组织, 肝癌

组比癌周组大约高3倍(t  = 6.04, P <0.01).
2.2 肝癌组织NF-κB表达的病理学特征分析 肝
癌组织中NF-κB表达的病理学特征分析见表1. 
癌组织NF-κB全数阳性, 其强度与肿瘤的分化程

度、数目和大小、AFP以及ALT水平间的关系

经秩和检验均未见明显的统计学差异.
2.3 癌旁组织NF-κB表达的病理学特征分析 癌
旁组织NF-κB表达与癌灶组织相比, 表达强度

低, 有近1/3组织中未见阳性表达(表2). 癌旁组

织中NF-κB阳性率为68.6%(24/35), 其表达阳性

率和表达强度与分化程度、肿瘤数目与直径、

AFP及ALT水平间, 经确切概率法和秩和检验分

析同样未见明显的统计学差异.
2.4 肝癌组织NF-κB表达与HBV复制关系 肝癌

组织HBV复制与NF-κB表达关系分析见表3. 肝

图   1   肝 组 织 N F -
κB表达(SP×200). A: 

肝癌; B: 癌周.

BA ■创新盘点
对 于 N F - κ B 在
HCC形成中的作
用机制多集中在
细胞水平, 本实验
研究了NF-κB在
人肝癌组 织中表
达特点、细胞内
分布、与肝癌相
关临床病理特征
以及HBV DNA复
制关系, 尚少见报
道.
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癌组织中均有NF-κB表达, 但在HBV DNA阳性

组和阴性组间, 癌组织NF-κB比浓度(ng/g肝)明
显高于癌周组织; NF-κB表达强度也存在明显差

异, 癌组织显著增强. HBV DNA阳性组23例中, 
其表达强度均在中等阳性表达以上, 其中强阳

性表达为主(78.3%); HBV DNA阴性组12例阳性

中, 其表达强度以中等阳性表达为主, 未见强阳

性表达病例.

3  讨论

NF-κB是一种具有广泛生物活性的核转录因子, 
作为细胞内信号传递的一个枢纽参与多种生理

过程的调控, 其表达异常会导致机体的多种病

理改变. 当细胞处于静息状态时, NF-κB主要位

于胞质中, 与NF-κB抑制蛋白(IκB)家族成员结

合, 形成无活性的三聚体. 当其受到细胞因子、

有丝分裂原、病毒等刺激后, IκBα通过磷酸

化、泛素化降解, 使NF-κB的核定位信号暴露, 

引导NF-κB进入到细胞核内, 活化的NF-κB与靶

基因顺式调节元件上的κB位点上特异序列结合

而诱导相关基因的转录, 进而发挥抑制细胞凋

亡、诱导细胞恶性转化、促进肿瘤侵袭转移和

对化学药物耐药等作用[4]. 本研究分析了人HCC
及配对癌周组织中NF-κB的表达特点、胞内定

位、比浓度及临床病理特征.
HCC发生发展具多病因、多中心和多阶段

特征[5]. 我国HCC患者中90%伴HBV感染, HBV
或HCV持续感染, 引起肝细胞长期慢性炎症, 使
肝脏损伤和肝硬化, 而易罹患HCC[6-8]. 研究表明

炎症相关性HCC形成过程中涉及多种基因表达

改变、众多信号通路异常激活, NF-κB信号通

路是其中重要一环[9-13]. 其上调炎症反应介质如

TNF-α, 化学因子和白介素的表达, 而炎症介质

和化学因子又可以进一步激活NF-κB, 形成正反

馈放大机制, 进而选择性促进癌前病变细胞的

存活, 致使肝细胞基因损伤不断积累而向恶性
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表  3  肝癌组织HBV复制与NF-κB表达关系分析

     
分组

                         
n

        NF-κB比浓度                   表达强度                 
U值       P 值

                                      mean±SD(ng/g肝)      －     +     ++   +++          

HBV DNA阳性     23        89.3±52.8a           0     0      5     18         4.080    <0.01 

HBV DNA阴性     12        31.3±18.6            0     4      8       0 

t  = 4.7347, aP  = 0.0000 vs  HBV DNA阴性组.

■应用要点
NF-κB信号通路
是HCC形成机制
中的重要一环, 可
以成为HCC基因
治疗的有力靶点.

表  1  肝癌组织中NF-κB表达的病理学特征分析

     
	           NF-κB表达  NF-κB表达强度 

                               阳性(%)     -    +   ++   +++      
U值       P 值

分化程度 

    高              7     7(100)     0    0    2       5  

    中            22   22(100)     0    4    8     10    0.403   >0.05a

    低              6     6(100)     0    0    3       3    0.571   >0.05a

肿瘤数目 

    单发         30   30(100)     0   4   12    14  

    多发           5     5(100)     0   0    1       4    1.251   >0.05

肿瘤直径(cm)

    >5             7      7(100)     0   2     1      4 

    <5           28    28(100)     0   2   12    14   0.144    >0.05 

AFP(μg/L)

    >400       12    12(100)     0   1    5       6  

    <400       23    23(100)     0   3    8     12    0.000   >0.05

ALT(U/L)

    >50         11    11(100)     0   1     3      7  

    <50         24    24(100)     0   3   10    11   0.798    >0.05

分组               n        

 a与高分化组比较.

表  2  肝癌癌旁组织中NF-κB表达的病理学特征分析

     
	             NF-κB表达       NF-κB表达强度

                          阳性(%)  Fisher值    -   +   ++  +++   
U值     P 值

分化程度

    高	   7    7(100)                 0   4    3    0   

    中	 22  14(63.6)  0.045     8   3    7    4   0.204  >0.05a

    低	   6    3(50.0)  0.155     3   1    2    0   0.819  >0.05a

肿瘤数目

    单发	 30  20(66.7)              10   6  10    4   

    多发	   5    4(80.0)  0.774     1   2    2    0   0.024  >0.05

肿瘤直径(cm)

    >5	   7    4(57.1)                3   2    1    1   

    <5	 28  20(71.4)  0.651     8   6  11    3   0.722  >0.05

AFP(μg/L)

    >400	 12    9(75.0)                3   3    6    1   

    <400	 23  15(69.6)  0.424     8   4    7    3   1.044  >0.05

ALT(U/L)

    >50	 11    9(81.8)                2   4    5    0   

    <50 	 24  15(62.5)  0.230     9   3    8    4   0.018  >0.05

分组            n        

 a与高分化组比较.
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表型转化[14-15]. 研究发现NF-κB表达阳性率在癌

组织明显高于癌周组织, 且阳性强度亦明显高

于癌周组织; 肝癌细胞中NF-κB的mRNA表达量

明显比正常肝细胞高, 表明NF-κB与HCC形成密

切相关. 
H B V的X基因编码的X蛋白在H B V相关

HCC的形成过程中起了重要作用[16-18]. 有研究报

道X蛋白与NF-κB在细胞内定位有关, X蛋白对

NF-κB的激活可能是HBV感染诱发HCC的主要

原因之一[19]. 本研究对HBV相关HCC的NF-κB
表达定位分析发现, NF-κB在HCC的胞核内有点

灶状阳性表达, 而癌周组织未发现有胞核内表

达, 提示NF-κB是被激活后进入胞核内发挥其转

录活性, 从而参与HCC的发生发展. HBV DNA
是病毒复制和传染性的直接标志, 其测定为判

断HBV复制、传染性大小、抗病毒药物疗效、

病情变化和预后、调整抗病毒药物剂量、确定

疗程提供可靠依据.在本组资料中NF-κB表达在

HBV DNA阳性与阴性组间差别十分明显, 提示

HBV复制与NF-κB表达明显相关.在与HBsAg之
间, 显示HBsAg阳性病例癌组织与癌周组织NF-
κB强度均有高于HBsAg阴性病例趋势, 但在统

计学上未见有明显差异.
对照临床资料分析发现在HCC中NF-κB阳

性及强度与分化程度、肿瘤数目和大小以及患

者AFP和ALT水平间均未见统计学差异, 提示

NF-κB异常激活可能是HCC形成的早期分子事

件, 这有助于HCC的早期诊断、治疗. 对诱导

大鼠肝癌模型研究也观察到NF-κB在诱癌早期

即有过表达, 且随着肝细胞变性、癌前病变和

癌变表达逐渐增强. 用NF-κB抑制剂喂饲大鼠

后, NF-κB表达明显下调, 且肝脏病变程度明显

变轻. 
总之, NF-κB信号通路异常激活与HBV相关

性HCC形成密切相关, 靶向NF-κB信号通路的基

因治疗可在多途径、多位点阻止HCC的发生、

发展及进展.
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