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Abstract
AIM: To investigate the clinical significance of 
expression of gene associated with retinoid-
interferon-induced mortality-19 (GRIM-19) in 
hepatocellular carcinoma (HCC). 

METHODS: The expression of GRIM-19 mRNA 
and protein in 40 cases of HCC tissues and 
matched non-cancerous tissues was detected by 
reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR), immunohistochemistry and Western 
blot. The correlation between GRIM-19 expres-
sion and clinicopathologic features of HCC was 
analyzed statistically.

RESULTS: The expression of GRIM-19 mRNA 
was significantly lower in HCC than in matched 
non-cancerous tissue (0.40 ± 0.31 vs 0.56 ± 0.67, 
P < 0.05). The positive rate of GRIM-19 protein 

expression in HCC was significantly lower than 
that in matched non-cancerous tissue (47.5% vs 
80%, P < 0.05). The expression level of GRIM-19 
protein was also significantly lower in HCC than 
in matched non-cancerous tissue (0.30 ± 0.29 vs 
0.57 ± 0.10, P < 0.05). GRIM-19 expression dif-
fered significantly between patients with stages I 
+ II disease and those with stages III+IV disease 
(0.57 ± 0.38 vs 0.30 ± 0.20, P < 0.05) as well as 
between patients with and without portal vein 
thrombosis (0.04 ± 0.02 vs 0.44 ± 0.32, P < 0.05). 
The expression of GRIM-19 was negatively cor-
related with serum AFP (r = -0.352, P < 0.05).

CONCLUSION: Decreased GRIM-19 expression 
is probably a significant event in the carcinogen-
esis of HCC and may be associated with tumor 
development, progression and invasion.

Key Words: Gene associated with retinoid-interfer-
on-induced mortality-19; Hepatocellular carcinoma; 
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摘要
目的: 探讨GRIM-19在肝细胞癌组织中表达的
临床意义.  

方法: 用RT-PCR检测40例肝细胞癌及非癌组
织中GRIM-19 mRNA表达水平, 用免疫组织
化学pv二步法和Western blot检测40例肝细胞
癌及非癌组织中GRIM-19蛋白的表达情况, 分
析GRIM-19与临床病理特征的关系.  

结果: GRIM-19 mRNA在肝细胞癌的表达明
显低于非癌组织(0.40±0.31 vs  0.56±0.67, 
P <0.05). GRIM-19蛋白主要定位于细胞质, 肝
细胞癌中的阳性率明显低于非癌组织(47.5% 
vs  80%, P <0.05). GRIM-19蛋白在肝细胞癌的
表达低于非癌组织(0.30±0.29 vs  0.57±0.10, 
P <0.05). 在肝细胞癌组织中, GRIM-19的表达
在临床分期为Ⅰ+Ⅱ与Ⅲ+Ⅳ组间、门脉有癌
栓与无癌栓组间均有统计学差别(0.57±0.38 

®

■背景资料
GRIM-19被认为
是凋亡调节基因
和抑癌基因, 在一
些肿瘤中已有较
为深入的研究, 但
在肝细胞癌中的
表达及意义尚未
明确.

■同行评议者
于聪慧, 教授, 北
京军区总医院肝
胆外科
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vs  0.30±0.20; 0.04±0.02 vs  0.44±0.32, 均
P <0.05); GRIM-19的表达与AFP数值呈负相关
(r  = -0.352, P <0.05).  

结论: GRIM-19表达下降, 是肝细胞癌发生过
程的重要事件, 可能与肝细胞癌的发生、发
展、侵袭等有关.  

关键词: 干扰素/维甲酸联合应用诱导凋亡的相关

基因19; 肝细胞癌; 逆转录聚合酶链反应; 免疫组织

化学
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0  引言

干扰素/维甲酸联合应用诱导凋亡的相关基因

19(genes associated with retinoid-interferon- in-
duced mortality 19, GRIM-19)是一种凋亡调节基

因, 他可以提高细胞对干扰素(interferon, IFN)及
全反式维甲酸(retinoic acid, RA)诱导的死亡的

敏感性, 从而抑制肿瘤细胞的增殖. 促进凋亡[1]. 
研究证实, 他在人类多种正常组织中均有表达[1], 
而在肺癌、结直肠癌等肿瘤组织中的表达明显

减低[2,3]. GRIM-19在肝细胞癌中表达情况的研

究, 国内、外尚未见报道, 本研究通过检测40例
肝细胞癌患者癌及其非癌组织中GRIM-19的表

达及定位, 分析其与临床病理特征的关系, 并进

一步探讨GRIM-19在肝细胞癌发生、发展中的

意义.

1  材料和方法

1.1 材料 收集山东大学附属省立医院肝胆外科

2010-04/2010-12经手术切除的、术后病理诊断

为肝细胞癌的40例患者的癌及非癌组织(肉眼正

常且距离肿瘤组织边缘5 cm以上), 于手术切除

后尽快采集, 存于-80 ℃冰箱. 患者年龄38-81岁, 
中位年龄58岁. 肿瘤分级采用Edmondsrr steiner
分级法: 1、2级36例, 3、4级4例. 肿瘤分期根据

国际抗癌联盟(UICC, 2003)的TNM分期, Ⅰ、Ⅱ

期24例, Ⅲ、Ⅳ期16例. GRIM-19鼠多抗(abcam, 
Hong Kong); 小鼠超敏二步法免疫组织化学检

测试剂、DAB试剂盒、β-ac t in鼠单抗、辣根

酶标记山羊抗小鼠IgG(北京中杉金桥); RIPA
裂解液、超敏E C L化学发光试剂盒(碧云天); 
B C A-100蛋白质定量测定试剂盒(上海博彩); 
TRIzol RNA提取试剂(北京全式金); RT-PCR试

剂盒(TaKaRa); PCR引物(南京金瑞思). 
1.2 方法

1.2.1 RT-PCR: 取约50 mg组织应用TRIzol法常规

提取总RNA. 测定RNA浓度后, 取500 ng总RNA, 
随机引物法逆转录合成cDNA. 以β-act in为内

参照, 进行PCR扩增, GRIM-19特异性引物上

游序列: 5'-GACTACAAACGGAACTTGCC-3', 
下游: 5'-GAGCCTCCTCTGTGGTGC-3', 扩增

片段长度343 bp. β-actin特异性引物上游序列: 
5'-CTGGGACGACATGGAGAAAA-3', 下游: 5'- 
AAGGAAGGCTGGAAGAGTGC-3', 扩增片段

长度564 bp. 反应条件: 95 ℃预变性2 min, 35个
循环(94 ℃ 30 s, 55℃ 30 s, 72 ℃ 34 s), 72 ℃充

分延伸10 min. 取扩增产物于2%琼脂糖凝胶中

电泳, 然后置于紫外光可见分析装置中拍照. 
1.2.2 免疫组织化学: 组织经固定、脱水、浸

蜡、包埋, 4 μm厚切片. 常规脱蜡和水化后, 高
温高压修复, 加3%过氧化氢37 ℃孵育30 min, 加
一抗4 ℃过夜, 37 ℃复温30 min, 加Poly Helper 
37 ℃孵育30 min, 加二抗37 ℃孵育30 min. DAB
显色, 苏木精复染, 脱水、分化、封片观察. 各
步间用PBS冲洗3次, 每次5 min. 染色结果参照

Fromowitz等综合分类法, 阳性细胞按百分比分

为0-3分, 阳性信号强度分为0-3分, 两项分值相

加, 总分0-1分为阴性(-), 2分为弱阳性(+), 3-4分
为中度阳性(++), 5-6分为强阳性(+++)[4]. 
1.2.3 Western blot:  取约50 mg组织研磨、裂解、 
离心, 上清液用蛋白定量试剂盒测定浓度后, 加
热变性. 取50 μg总蛋白, 行SDS-PAGE电泳分离

(15%的分离胶), 电转移于PVDF膜上, 脱脂牛奶

封闭, 再分别加入GRIM-19鼠多抗(1∶400)、内

参β-actin(1∶800), 4 ℃过夜, 山羊抗小鼠二抗

(1∶8 000)反应1 h. 用ECL化学发光试剂盒检测

杂交信号.
统计学处理 RT-PCR及Western blot条带的

灰度值用Image J软件分析. 计量数据用mean±
SD表示, 用SPSS16.0软件进行统计分析, 两组均

数比较用t检验, 关联性分析用Pearson相关检验. 
以P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 肝细胞癌及非癌组织GRIM-19 mRNA的水

平检测及其与临床病理特征的关系 GRIM-19、
β-actin条带与DNA ladder约340 bp、560 bp处
对应, GRIM-19/β-actin mRNA的灰度比值明显

低于相应非癌组织(0.40±0.31 vs  0.56±0.67, 
P <0.05, 图1). 

■研发前沿
GRIM-19在肿瘤
中的研究尚属未
成熟阶段, 他在一
些肿瘤中的表达
及意义亟须阐明, 
他在各种肿瘤发
生发展中的作用
及与其他肿瘤相
关因子的关系成
为研究的重点. 

■相关报道
H u 等 研 究 认 为
GRIM-19定位于
细胞核; Huang等
认为GRIM-19主
要定位于线粒体.
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临床分期为Ⅲ、Ⅳ期的肝细胞癌GRIM-19 
mRNA表达明显低于Ⅰ、Ⅱ期(0.30±0.20 vs  
0.57±0.38, P <0.05), 有门脉癌栓者明显低于无

门脉癌栓者(0.04±0.02 vs  0.44±0.32, P <0.05), 
而与性别、肿瘤大小、肝硬化、转移、组织

分级无关(P >0.05, 表1). 此外, 经Pearson检验, 
GRIM-19 mRNA表达与年龄无关(r  = 0.219, 
P >0.05), 而与AFP数值大小呈负相关(r  = -0.352, 
P <0.05). 
2.2  免疫组织化学检测GRIM-19蛋白在肝细胞

癌及非癌组织中的定位及表达 肝细胞癌和非癌

组织中GRIM-19蛋白的表达主要定位于细胞质, 
表现为不同染色程度的棕黄色颗粒. GRIM-19
在非癌组织中的阳性率为80%(32/40), 在肝细

胞癌中的阳性率为47.5%(19/40), 肝细胞癌中

G R I M-19蛋白的阳性率明显低于其非癌组织

(P <0.05, 图2). 

2.3  Western blot检测GRIM-19蛋白的表达 40例
肝细胞癌和非癌组织均有GRIM-19表达, 经曝

光1 000 s, 16 000 Da位置有相应条带, 肝细胞

癌组织中GRIM-19/β-actin灰度比值明显低于非

癌组织(0.30±0.29 vs  0.57±0.10, P <0.05, 图3). 
GRIM-19蛋白表达与肝细胞癌的临床分期、门

脉癌栓、AFP有关(P <0.05), 与其他临床病理特

征无关.

3  讨论

原发性肝癌(绝大部分是肝细胞癌)是世界上最

常见的恶性肿瘤之一, 在东亚的发病率特别高[5], 
在我国为死亡率第二位的恶性肿瘤[6]. 完善肝细

胞癌发病机制以更好地指导治疗显得尤为重要. 
GRIM-19等肿瘤相关基因及因子的发现, 为阐明

肝细胞癌发病机制奠定了基础. 
GRIM-19是2000年由Angell等[1]应用反义

基因敲除的方法分离发现的一种细胞凋亡调节

基因, 定位于人染色体19p13.2[7,8], 可编码一种

16 000 Da的小分子蛋白[9]. 有学者认为GRIM-19
是一种抑癌基因[10,11], 基于以下理由: (1)IFN/RA均

能抑制肿瘤生长, 并被用于一些肿瘤的治疗[12-14]; 
(2)IFN/RA使乳腺癌细胞系中GRIM-19 mRNA
及蛋白表达均增加, IFN/RA致GRIM-19过表达

可引起细胞凋亡, GRIM-19抑制剂促进细胞生

长[10]; (3)人染色体19p13.2是前列腺肿瘤抑制基

因[8]及散发性、家族性甲状腺癌杂合性丢失的

关键区域[15,16]. 另有研究表明, GRIM-19可以特

异性地与STAT3结合. 阻断细胞质内的STAT3进
人细胞核, 通过下调STAT3的转录激活活性, 抑
制其靶基因的表达和细胞生长[17,18]; 同时参与病

毒感染导致的癌变过程及多种肿瘤的形成[19]. 因
此, 研究GRIM-19 mRNA、蛋白在肿瘤中的表

达及作用, 具有重要的意义. 
在GRIM-19 mRNA水平, 研究证实原发性

肾细胞癌、肺癌、前列腺癌、子宫颈癌等肿瘤

中均有不同程度的表达降低甚至缺失[20-23]; 而
在脑胶质瘤中的表达明显高于正常脑组织 [24]. 
在本实验中, RT-PCR检测的肝细胞癌组织中

GRIM-19 mRNA表达水平均明显低于非癌组织, 
提示GRIM-19转录过程可能参与了肝细胞癌的

发生、发展. 甲状腺肿瘤中已经发现了GRIM-19
突变的现象[25], 肝细胞癌中是否存在类似的突

变, 需进一步的研究证实. 
在GRIM-19蛋白水平, 其细胞学定位是一

个重要的方面. GRIM-19在细胞中的定位存有

表  1  肝细胞癌组织中GRIM-19 mRNA表达与各临床病理
特征的关系

     
临床病理特征 n GRIM-19/β-actin (灰

度比值)

P 值

性别
    男 32 0.42±0.34 0.903
    女   8 0.34±0.16
肿瘤大小(cm)
    ≤5 24 0.45±0.33 0.098
    ＞5 16 0.29±0.19
肝硬化
    有 22 0.47±0.36 0.094
    无 18 0.32±0.21
门脉癌栓
    有   5 0.04±0.02 0.001
    无 35 0.44±0.32
转移
    有   8 0.32±0.28 0.456
    无 32 0.42±0.32
HBeAg
    阳性 15 0.43±0.40 0.774
    阴性 25 0.39±0.27
组织分级
    1+2 36 0.42±0.31 0.219
    3+4   4 0.14±0.01
临床分期
    Ⅰ+Ⅱ 24 0.57±0.38 0.022
    Ⅲ+Ⅳ 16 0.30±0.20

■创新盘点
本文首次揭示了
GRIM-19在肝细
胞癌中的表达及
意义, 为进一步完
善肝细胞癌发病
机制奠定了基础. 

■应用要点
肝细胞癌组织中
GRIM-19表达减
低 ,  其 表 达 水 平
与肝细胞癌的临
床分期、门脉癌
栓、AFP有关. 

GRIM-19
N1              T1               N2             T2

图  1  GRIM-19 mRNA在肝细胞癌和非癌组织中的表达. T: 

癌组织; N: 非癌组织.

β-actin
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争议, Hu等[26]研究认为GRIM-19定位于细胞核; 
Huang等[27]认为GRIM-19主要定位于线粒体; 在
结直肠癌、乳腺癌的研究中发现胞质、胞核均

有GRIM-19的表达, 但胞质多于胞核[3,28]; 本实验

发现GRIM-19在肝细胞癌及非癌组织中的阳性

定位于细胞质, 这与“GRIM-19是线粒体复合物

Ⅰ的亚基[29]”是相符的. GRIM-19在肝细胞中定

位与其他组织存在一定差异的具体机制需进一

步研究. 
在GRIM-19蛋白水平, 其表达变化亦非常重

要. 研究表明, GRIM-19蛋白在非小细胞肺癌、

肺腺癌、口腔癌等肿瘤中表达明显降低[30-32], 而
脑胶质瘤中表达升高[24]. 本实验中, 免疫组织

哈学检测的肝细胞癌中G R I M-19阳性率明显

低于非癌组织; Western blot检测的肝细胞癌中

GRIM-19表达水平明显低于非癌组织. 此结果

提示: GRIM-19蛋白表达可能主要受其mRNA水

平的影响, 亦可能存在上游调节子, 比如GW112, 
他能与GRIM-19结合, 削弱通过干扰素/维甲酸

通路诱导的细胞凋亡[33,34]. 
GRIM-19 mRNA、蛋白不仅在肝细胞癌中

的表达方面有较好的一致性, 而且在与肝细胞

癌临床病理特征的关系上有相同的结论: 二者

均与临床分期、门脉癌栓、AFP有关联. 临床分

期为Ⅲ、Ⅳ期者GRIM-19表达明显低于Ⅰ、Ⅱ

期, 提示其与肝细胞癌的发生发展等生物学行

为有关; 有门脉癌栓者GRIM-19表达明显减低, 
说明其表达很可能与肝细胞癌的侵袭有关. AFP

是一种具有抑制免疫细胞生长、促进各种肿瘤

细胞增生功能的糖蛋白[35], 他在肝细胞癌中与

GRIM-19的表达呈负相关, 提示二者可能共同参

与了肝细胞癌的发生发展, 二者是否存在相互

作用, 有待进一步研究. 
总之, 本研究发现了GRIM-19 mRNA及蛋白

在肝细胞癌组织中的表达减低, 探讨了其与肝细

胞癌临床病理特征的关系, 为进一步研究肝细胞

癌的致病机制奠定了基础, 同时GRIM-19有希望

成为肝细胞癌的诊断指标及其治疗的新靶标. 

志谢: 感谢山东大学附属省立医院中心实验室

人员的大力支持与帮助.
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