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Abstract
AIM: To explore the expression of phosphatase 
and tensin homology deleted on chromosome 
ten (PTEN), Akt and pAkt proteins in hepatocel-
lular carcinoma (HCC) and to elucidate their 
clinical significance.

METHODS: Immunohistochemical analysis was 
performed to detect the expression of PTEN, Akt 
and pAkt proteins in 78 specimens of hepato-
cellular carcinoma and 21 specimens of normal 
liver tissues. The relationship of their expression 
with clinicopathological and prognostic param-
eters was analyzed. 

RESULTS: The rate of PTEN overexpression 
was significantly lower in HCC than in normal 
liver tissue (42.3% vs 90.5%, P < 0.05), while the 
rates of Akt and pAkt overexpression were sig-
nificantly higher in HCC than in normal liver 
tissue (66.7% vs 33.3%; 43.6% vs 9.5%, both P 
< 0.05). PTEN expression was correlated with 
tumor size, cancer embolus of the portal vein, 
tumor invasion, lymph node metastasis and 
TNM stage. Akt and pAkt expression was cor-
related with tumor size, invasion, lymph node 
metastasis and TNM stage. PTEN expression 
was negatively correlated with Akt (r = -0.385, P 
= 0.000) and pAkt (r =- 0.334, P = 0.003) expres-
sion in HCC. Patients with low PTEN expression 
or high Akt and pAkt expression had a signifi-
cantly worse survival time than those with high 
PTEN expression or low Akt and pAkt expres-
sion (P = 0.000). A multivariate analysis based 
on the COX regression model demonstrated that 
TNM stage and pAkt expression were indepen-
dent prognostic factors for HCC.

CONCLUSION: The expression of PTEN, Akt 
and pAkt proteins is closely related to the ma-
lignant biological behavior of HCC. pAkt can be 
used as a key factor for predicting prognosis in 
HCC patients.
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摘要
目的��: 探讨人肝细胞癌组织中PTEN、Akt和
pAkt蛋白的表达及其预后价值.

方法�: 应用免疫组织化学方法检测78例肝细应用免疫组织化学方法检测78例肝细
胞癌组织及21例正常肝组织中PTEN、Akt和
pAkt蛋白的表达, 分析其与肝细胞癌临床病理
特征及预后的关系. 

®

■背景资料
肝细胞癌临床症
状出现晚、发展
迅速, 治疗效果差, 
预后不佳, 是我国
恶性肿瘤防治�
�的重点. 深入�
�肝细胞癌发生
发展、侵袭转移
的机制, 对有效的
评估患者预后有
重要的临床意义. 

■同行评议者
陈光, 教授, 吉林
大学第一医院消
化器官外科
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结果��: 在肝细胞癌组织中, P T E N蛋白的表
达率显著低于正常肝组织(42.3% vs  90.5%, 
P <0.05), Akt及pAkt蛋白的表达率显著高于正
常肝组织(66.7% vs  33.3%; 43.6% vs  9.5%, 均
P <0.05). PTEN蛋白的表达水平与肿瘤直径、

门静脉癌栓、侵及周围脏器或淋巴结转移及
TNM分期有关(均P <0.05); Akt及pAkt蛋白的
表达水平与肿瘤直径、侵及周围脏器或淋巴
结转移及TNM分期有关(均P <0.05). PTEN与
Akt蛋白表达呈负相关(r  = -0.385, P  = 0.000), 
与pAkt蛋白表达呈负相关(r  = -0.334, P  = 
0.003). PTEN蛋白高表达患者术后生存率明
显高于低表达患者(P  = 0.000), Akt、pAkt蛋
白高表达患者术后生存率明显低于低表达患
者(P  = 0.000). COX模型多因素分析结果显示, 
TNM分期及pAkt蛋白的表达是影响肝细胞癌
预后的独立因素.

结论�: 肝细胞癌组织中PTEN、Akt及pAkt的肝细胞癌组织中PTEN、Akt及pAkt的
表达失调与肝细胞癌的恶性生物学行为密切
相关, pAkt可以作为评价患者预后的指标. 

关键词: 肝细胞癌; 免疫组织化学; 第10号染色体缺

失的磷酸酶张力蛋白同源物基因; 蛋白激酶B; 磷

酸化蛋白激酶B� 
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0  ��引言

肝细胞癌为我国常见恶性肿瘤之一, 为我国第2
位恶性肿瘤致死病因[1]. 第10号染色体缺失的磷

酸酶张力蛋白同源物基因(phosphatase and tensin 
homology deleted on chromosome ten, PTEN)是迄

今为止发现的第1个具有双重磷酸酶活性的抑

癌基因[2], 位于人类第10号染色体上[3], 在诱导细

胞周期阻滞和细胞凋亡以及细胞黏附, 迁移、

分化等诸方面均发挥至关重要的作用[4]. 磷脂

酰肌醇-3-激酶/蛋白激酶B(phosphatidylinositol-
3-kinase/protein kinase B, PI3K/Akt)信号转导通

路是重要的“凋亡抑制”通路[5], Akt的过度活

化可以通过调节多种下游底物, 促进肿瘤细胞

增殖、抑制凋亡并参与放、化疗抵抗[6]. 研究

发现[7], PTEN可抑制PI3K/Akt通路, 降低磷酸化

Akt(pAkt)水平, 从而发挥其抑癌作用. 本实验采

用免疫组织化学方法联合检测肝细胞癌组织及

正常肝组织中PTEN、Akt及pAkt蛋白的表达, 
分析其与肝细胞癌临床病理特征及预后的关系, 

初步探讨他们在肝细胞癌中表达的意义及预后

价值.

1  �����材料和方法

1.1 材料材料 收集河北医科大学第四医院肝胆外科

2004-10/2007-12手术切除并经病理证实的随访

资料完整的肝细胞癌标本78例. 所有患者术前

均未经过任何抗肿瘤治疗. 男71例, 女7例, 年龄

30-73(中位年龄56)岁. 标本切除离体立即固定

于40 g/L中性甲醛溶液, 石蜡包埋. 78例肝细胞

癌组织中, 36例直径≤5 cm, 42例直径>5 cm; 侵
及邻近脏器或淋巴结转移共12例, 未侵及邻近

脏器或无淋巴结转移66例; 有门静脉瘤栓9例, 
无门静脉瘤栓69例; 66例为单发肿瘤, 12例为肝

内多发肿瘤. 临床分期根据TNM分期, Ⅰ期2例, 
Ⅱ期31例, Ⅲ期44例、Ⅳ期1例. 另取肝血管瘤

患者之肝组织21例作为对照. 由两位有经验病

理医师进行病理组织学诊断. PTEN兔抗人单克

隆抗体、pAkt(pS473)兔抗人单克隆抗体均购自

美国Epitomics公司, Akt兔抗人多克隆抗体购自

美国Cell Signaling Technology公司. 即用型非生

物素免疫组织化学EliVisionTM super检测试剂盒

(KIT-9922)、即用型快捷免疫组织化学MaxVi-
sionTM 2试剂盒(KIT-5920)均购自福州迈新生物

技术开发有限公司. 
1.2 方法方法 
1.2.1 免疫组织化学染色检测PTEN、Akt和pAkt免疫组织化学染色检测PTEN、Akt和pAkt
的表达: 采用免疫组织化学一步法(EliVisionTM 
super检测试剂盒). 切片均用2% APES处理, 4 
µm连续切片. 使用橘橼酸盐缓冲液抗原热修复. 
PTEN和pAkt抗体以1∶100稀释; Akt抗体以1∶
75稀释. 以PBS代替一抗作为阴性对照; 以已知

阳性的甲状腺癌切片作为PTEN的阳性对照; 已
知阳性的乳腺癌切片作为Akt的阳性对照; 已知

阳性的宫颈癌切片作为pAkt的阳性对照. 
1.2.2 结果判定: 根据阳性细胞所占比例并参照

相关文献进行结果判定. 每个切片观察10个高

倍镜视野, 每高倍镜视野计数100个肿瘤细胞, 
综合判断阳性细胞染色数和染色强度. PTEN蛋

白参照文献[7]判定标准, 根据阳性细胞所占比

例分为: 阳性细胞<30%为低表达; 阳性细胞≥

30%为高表达. Akt蛋白参照文献[8]改良后判定

标准, 根据阳性细胞所占比例分为: 阳性细胞

<10%为低表达; 阳性细胞≥10%为高表达. pAkt
蛋白参照文献[9]判定标准, 根据阳性细胞所占

比例分为: 阳性细胞<20%为低表达; 阳性细胞≥

■研发前沿
PI3K/Akt通路在
肿瘤细胞增殖、
凋亡和放、化疗
抵抗方面起重要
作 用 ,  是 重 要 的
“凋亡抑制”通
路. 提高PTEN活
性能够拮抗PI3K/
Akt信号通路, 而
PTEN基因的突变
或表达缺失将导
致 A k t 的 过 度 活
化, 有学者称此为
PTEN-PI3K/Akt
信号转导通路. 目
前以这条信号通
路为靶点的肿瘤
治疗策略正在广
泛的��中. 
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20%为高表达. 
1.2.3 随访: 纳入本研究的所有病例均有完整

随访资料, 研究自手术之日起, 至本研究结束

(2010-01-01)止, 随访时间单位为月, 研究终点

(阳性结局)定义为患者因肝细胞癌或相应并发

症死亡, 研究结束时仍未出现阳性结局者定为

删失. 本研究随访时间1.0-61.3(中位随访时间

26.1) mo.
统计学处理 计数资料阳性率之间的比较计数资料阳性率之间的比较

采用χ2检验及Fisher确切概率计算法; 相关分析

采用Spearman相关分析, 生存分析采用Kaplan-
Meie r生存曲线, 并经Log-rank检验. 多因素

分析采用C o x模型 .  所有统计学结果均采用

SPSS17.0软件进行处理. P <0.05认为差异有统

计学意义. 

2  ��结果

2.1 PTEN、Akt及pAkt蛋白在肝细胞癌组织中

的表达 PTEN蛋白阳性表达部位在胞质, 呈棕黄

色或棕褐色细颗粒; Akt、pAkt蛋白阳性染色均

为棕黄色或棕褐色粗颗粒状, 定位于胞质, 阴性

染色为均一淡黄色细颗粒状(图1). Akt、pAkt蛋
白在肝细胞癌组织中的高表达率分别为66.7%

和43.6%, 21例正常肝组织中的高表达率分别为

33.3%和9.5%, 差异有统计学意义(P <0.05, 表1). 
PTEN在肝细胞癌组织中的高表达率为42.3%, 
在正常肝组织中的高表达率为90.5%, 差异有统

计学意义(P <0.05, 表1). 
2.2 PTEN与Akt、pAkt蛋白在肝细胞癌组织中

表达的相关性 在肝细胞癌组织中, PTEN与Akt
蛋白的表达呈显著负相关(r = -0.385, P = 0.000), 
与pAkt蛋白的表达呈显著负相关(r = -0.334, P = 
0.003, 表2). 
2.3 PTEN、Akt及pAkt蛋白在肝细胞癌组织中

的表达与临床病理特征的关系 PTEN蛋白的表

达水平与肿瘤直径、有否门静脉癌栓、是否侵

及周围脏器或淋巴结转移有关(P <0.05); PTEN
蛋白的高表达率在TNM分期各组之间差异有统

计学意义(P <0.01), 分期越晚表达率越低. PTEN
蛋白表达在患者年龄、性别、肿瘤数目各组之

间差异无统计学意义(P>0.05). Akt及pAkt蛋白的

表达水平均与肿瘤直径、是否侵及周围脏器或

淋巴结转移有关(P <0.05), Akt及pAkt蛋白的高

表达率在TNM分期各组之间差异有统计学意义

(P<0.01), 分期越晚表达率越高. Akt及pAkt蛋白表

达在患者年龄、性别、肿瘤数目、有否门静脉

表  1  PTEN、Akt及pAkt蛋白在肝细胞癌及正常肝组织中的表达 n (%)

     
组织类型  n

PTEN Akt pAkt

低 高 χ2值 P 值 低 高 χ2值 P 值 低 高 χ2值 P 值

肝细胞癌 78 45(57.7) 33(42.3) 15.395 0 26(33.3) 52(66.7) 7.635 0.007 44(56.4) 34(43.6) 8.297 0.004

正常肝组织 21 2(9.5) 19(90.5) 14(66.7)   7(33.3) 19(90.5) 2(9.5)

表  2  PTEN与Akt、pAkt蛋白在肝细胞癌中表达的相关性 (n )

     
    Akt蛋白表达

r 值 P 值
       pAkt蛋白表达

r 值 P 值
低 高 低 高

PTEN蛋白表达 低   8 37 -0.385 0.000 19 26 -0.334 0.003

高 18 15 25 8

图� ����������������������������� ����������  1 ��������������������������� ����������PTEN、Akt及pAkt蛋白在肝细胞癌组织中的表达(IHC×200)��. A: PTEN蛋白低表达�� ���� ��������� ��� ����������; ���� ��������� ��� ����������B: Akt蛋白高表达; C: pAkt蛋白高表达.

A CB
■相关报道
Ya m a m o t o 等 �
�表明, 42.6%和
4 5 . 9 % 的胰腺癌
组织表达高强度
的A k t、p A k t蛋
白, 二者表达呈正
相 关 ;  二 者 的 表
达均与年龄、性
别等临床病理特
征 无 关 ;  高 表 达
pAkt蛋白的胰腺
癌患者5年生存率
(14.1%)明显低于
低表达pAkt的患
者(57.0%), Cox模
型分析显示pAkt
蛋白的高表达是
胰腺癌独立的预
后因子.



www.wjgnet.com

张萌, 等. PTEN、Akt和pAkt蛋白在肝细胞癌组织中的表达及其与预后的关系				             1907

癌栓各组之间差异无统计学意义(P>0.05, 表3). 
2.4 PTEN、Akt及pAkt蛋白在肝细胞癌组织中

的表达与预后 PTEN蛋白高表达组患者术后生

存率明显高于低表达组, 差异有统计学意义(P = 
0.000). Akt、pAkt蛋白高表达组患者术后生存

率明显低于低表达组, 差异均有统计学意义(P 
= 0.000, 表4). 将肝细胞癌患者的肿瘤直径、肿

瘤数目、有否门静脉癌栓、是否侵及周围脏器

或淋巴结转移、TNM分期及PTEN、Akt及pAkt
蛋白的表达水平等因素纳入Cox模型, 结果显示

TNM分期和pAkt蛋白的表达是影响肝细胞癌预

后的独立因素(表5, 图2).

3  ��讨论

PTEN的发现是继p53基因后肿瘤抑制基因领域

的又一重要里程碑, PTEN蛋白具有脂质磷酸

表  4  78例肝细胞癌中PTEN、Akt及pAkt蛋白的表达与患者生存率的关系 

     

n
生存率(%) 平均生存期

95%CI P 值
1年 3年 5年 (mo)

PTEN蛋白表达

    低 45 51.1 31.0   6.9 21.17±2.51 16.25-26.08 0.000

    高 33 90.9 62.0 52.0 44.28±3.62 37.18-51.38

Akt蛋白表达

    低 26 88.5 67.7 61.0 47.20±4.06 39.25-55.15 0.000

    高 52 57.7 33.6 10.6 22.74±2.35 18.13-27.35

pAkt蛋白表达

    低 44 97.7 66.6 44.4 44.54±2.91 38.85-50.23 0.000

    高 34 29.4 16.1   6.1 14.43±2.53   9.47-19.39

■创新盘点
本实验联合检测
肝细胞癌组织及
正 常 肝 组 织 中
PTEN、Akt及pAkt
蛋白的表达, 紧密
结合患者预后, 提
出pAkt蛋白的表
达和TNM分期是
影响肝细胞癌预
后的独立因素. 

表  3  PTEN、Akt及pAkt蛋白在肝细胞癌中的表达与临床病理特征的关系 n (%)

     

临床病理 n PTEN Akt pAkt

特征 低 高 χ2值 P 值 低 高 χ2值 P 值 低 高 χ2值 P 值

年龄(岁)

    ≤50 19 11(57.9)   8(42.1)   0.000 1.000   8(42.1) 11(57.9)   0.870 0.407 11(57.9)   8(42.1)   0.023 1.000

    ＞50 59 34(57.6) 25(42.4) 18(30.5) 41(69.5) 33(55.9) 26(44.1)

性别

    男 71 41(57.7) 30(42.3)   0.000 1.000 25(35.2) 46(64.8)   0.490 0.484  41(57.7) 30(42.3)   0.129 0.720

    女   7   4(57.1)   3(42.9)   1(14.3)   6(85.7)    3(42.9)   4(57.1)

肿瘤直径(cm)

    ≤5 36 11(30.6) 25(69.4) 20.171 0.000 20(55.6) 16(44.4) 14.857 0.000 30(83.3)   6(16.7) 19.709 0.000

    ＞5 42 34(81.0)   8(19.0)   6(14.3) 36(85.7) 14(33.3) 28(66.7)

肿瘤数目

    单发 66 40(60.6) 26(39.4)   1.492 0.341 22(33.3) 44(66.7)   0.000 1.000 38(57.6) 28(42.4)   0.237 0.754

    多发 12   5(41.7)   7(58.3)   4(33.3)   8(66.7)   6(50.0)   6(50.0)

门脉癌栓

    有   9   9(100.0)   0(0.0)   5.630 0.018   1(11.1)   8(88.9)   1.272 0.259   2(22.2)   7(77.8)   3.392 0.066

    无 69 36(52.2) 33(47.8) 25(36.2) 44(63.8) 42(60.9) 27(39.1)

有无转移

    有 12 12(100.0)   0(0.0) 10.400 0.001   0(0.0) 12(100.0)   5.429 0.020   3(25.0)   9(75.0)   5.690 0.026

    无 66 33(50.0) 33(50.0) 26(39.4) 40(60.6) 41(62.1) 25(37.9)

TNM分期

    Ⅰ   2   0(0.0)   2(100.0) 26.901 0.000   2(100.0)   0(0.0) 20.213 0.000   2(100.0)   0(0.0) 24.152 0.000

    Ⅱ 31   8(25.8) 23(74.2) 18(58.1) 13(41.9) 27(87.1)   4(12.9)

    Ⅲ 44 36(81.8)   8(18.2)   6(13.6) 38(86.4) 15(34.1) 29(65.9)

    Ⅳ   1   1(100.0)   0(0.0)   0(0.0)   1(100.0)   0(0.0)   1(100.0)
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酶与蛋白磷酸酶两种活性, 脂质磷酸酶活性是

PTEN抑制肿瘤的主要功能基础[10]. 人体多种正

常组织中均存在PTEN蛋白的表达, 但在相应的

肿瘤组织中表达降低或缺失. 本实验结果显示: 
PTEN蛋白在肝细胞癌组织中的表达水平显著

降低, 同Fabregat等[11]研究结果相一致. 结合患者

的临床病理指标研究发现, PTEN蛋白在肿瘤直

径>5 cm组、门静脉癌栓组、侵及周围脏器或

淋巴结转移组的表达水平显著降低, 且TNM分

期越晚PTEN蛋白表达水平越低, 说明PTEN蛋

白的低水平表达与肝细胞癌的侵袭、转移及临

床分期有密切联系, 进一步研究发现, PTEN蛋白

低表达组患者预后较差. Tachibana等[12]通过对

食管癌的检测发现, 晚期食管癌患者肿瘤组织

中PTEN蛋白表达下调并且与病理分期和预后

明显相关, 国内学者对消化系统肿瘤的研究也

得出相似观点[13-15]. 目前研究发现, PTEN蛋白表

达降低的主要原因并非PTEN基因突变所致, 某
些基因外机制如启动子甲基化可使PTEN在未

检测到突变的情况下表达缺失[16,17], 翻译后的异

常调控也可引发PTEN蛋白的降解[18], PTEN蛋白

在细胞内的定位也会影响其活性[19]. 
PTEN通过多种途径发挥肿瘤抑制作用[20,21], 

其中最重要的就是抑制PI3K/Akt通路[22]. Akt是
该通路的中心环节, 可被PI3K激活成为具有磷

酸激酶活性的pAkt[23]. pAkt通过磷酸化作用激活

或抑制其多种下游靶蛋白, 如: Bad、caspase9、
NF-κB、mTOR、P21等, 是重要的抗凋亡调节

因子[24,25]. 多种肿瘤组织如非小细胞肺癌、胃

癌、甲状腺癌、卵巢癌、乳腺癌都有Akt的过

度表达和活化[26-29]. 本实验发现Akt和pAkt蛋白

在肝细胞癌组织中呈显著高表达, 二者在肿瘤

直径>5 cm组和侵及周围脏器或淋巴结转移组

表达水平均明显升高, 且TNM分期越晚表达率

越高, Akt、pAkt蛋白高表达组患者术后生存率

显著降低, 提示二者的高表达与肝细胞癌的侵

袭转移及预后有关. Yamamoto等[30]对胰腺癌的

研究也得出类似结果: 高表达pAkt蛋白的胰腺

癌患者5年生存率明显降低, pAkt蛋白是胰腺癌

独立的预后因子. 
本研究进一步分析发现, PTEN与pAkt蛋白

表  5  78例肝细胞癌患者预后的COX多因素分析

     
因素 β值 标准误 χ2值 相对危险度 95%CI P 值

TNM 分期 1.181 0.342 11.919 3.257 1.666-6.366 0.001

pAkt蛋白表达 1.260 0.327 14.891 3.526 1.859-6.687 0.000

图� ������������������������������   2 ���������������������������� PTEN、Akt及pAkt蛋白在肝细胞癌组织中的表达与患
者预后的关系.� A: PTEN蛋白低表达的患者预后较高表达的

差; B: pAkt蛋白高表达的患者预后较低表达的差; C: Akt蛋

白高表达的患者预后较低表达的差.

■应用要点
本文重点��了
PTEN、Akt及pAkt
蛋白的表达与肝
细胞癌临床病理
特征及预后的关
系, 其结果对评价
患者的预后提供
了参考, 也为肝细
胞癌的分子靶向
治疗提供了一定
的实验基础.
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的表达呈负相关, 提示在肝细胞癌组织中, PTEN
蛋白的表达下调或缺失有可能导致Akt的过度活

化. 目前研究认为, PTEN抑制PI3K/Akt通路的相

关分子机制主要是PTEN通过其脂质磷酸酶活

性降解PI3K/Akt通路间的信使3, 4, 5三磷酸磷脂

酰肌醇(phosphatidylinositol-3, 4, 5-trisphosphate,  
PIP3), 维持pAkt的低水平, 从而抑制PI3K/Akt通
路及其下游效应分子的有效活化[31,32]. 本实验多

因素分析显示pAkt蛋白的表达是影响肝细胞癌

预后的独立因素, 而PTEN不能独立判断患者预

后, 我们推测与非PI3K依赖的Akt磷酸化激活途

径有关. Remy等[33]发现并命名了一种新的Akt
结合蛋白Ft1, 可以直接和Akt结合并促进其磷酸

化, Anai等[34]发现的一种特异性Akt结合蛋白在

体内外均可增强和维持Akt的磷酸化. 
总之 ,  肝细胞癌的发生发展是一个复杂

的、多因素参与的过程, PTEN、Akt和pAkt在
其中发挥重要作用, 有助于评价患者的预后, 以
PTEN和PI3K/Akt信号通路作为靶点可望为肝细

胞癌的分子靶向治疗提供新的思路.
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相关研究的关系. (2)材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详
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(3)结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 在结果中应避免讨论. (4)讨论 要简明, 应集中对所得的结果做

出解释而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾. 图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有足够具有自明

性的信息, 使读者不查阅正文即可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 表内非公知通用缩写应在表注中
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被读者理解, 所有的图应在正文中该出现的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑白图、线条图, 统一用一
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