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Abstract
AIM: To analyze the expression of glypican 3 
(GPC3) in different liver diseases and to explore 
its significance in early diagnosis of hepatocel-
lular carcinoma (HCC).

METHODS: The expression of GPC3 and 
α-fetoprotein (AFP) was detected by immunohis-
tochemistry in 126 liver needle biopsy specimens 
from 13 patients with very early stage HCC, 44 
patients with early stage HCC, 16 patients with 
dysplastic nodules, 29 patients with liver cir-
rhosis, and 24 patients with hepatitis, and in 
57 resected HCC specimens from patients with 
intermediate and advanced HCC. Twenty-eight 
resected normal liver tissue specimens were used 
as controls.

RESULTS: The expression of GPC3 in HCC 
differed significantly from those in other liver 
diseases (all P < 0.01). Detection of GPC3 ex-
pression showed a higher diagnostic sensitiv-
ity (80.7%) and specificity (99.4%) than that of 
AFP (37.7% and 93.6%, respectively). GPC3 was 
expressed in 92.3% of very early stage HCC 
and in 72.7% of early stage of HCC. In contrast, 
AFP only appeared in 38.5% of very early stage 
HCC and in 34.1% of early stage HCC. The 
positive rates of GPC3 expression in very early 
and early stage HCC were significantly higher 
than those in dysplastic nodules (both P < 0.01). 
GPC3 and AFP expression was not detected in 
liver cirrhosis, hepatitis or normal liver tissue. 
In patients with small HCC, the positive rate 
of GPC3 expression was 78.6%, and combined 
detection of GPC3 and AFP had a sensitivity 
of 85.7%. In patients with small HCC who had 
an AFP of ≤20 μg/L, the positive rate of GPC3 
expression was 70%. The recurrence rate after 
radical surgery in GPC3-positive patients was 
higher than that of GPC3-negative ones (P < 
0.05).

CONCLUSION: GPC3 is highly expressed in 
HCC. Detection of GPC3 expression has a high 
sensitivity and specificity for diagnosis of very 
early and early stage HCC and therefore repre-
sents a potential diagnostic parameter for early 
HCC. Immunohistochemistry detection of GPC3 
in liver needle biopsy specimens is an effective 
ancillary tool for early diagnosis of HCC. GPC3 
expression is an independent prognostic factor 
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■背景资料
寻找理想的生物
标志物一直是肝
癌研究领域的难
点和热点, GPC3
因其高敏感性、
高特异性近年来
备受关注. 

■同行评议者
石 毓 君 ,  副 研 究
员, 四川大学华西
医院外科



for HCC recurrence after surgery.
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摘要
目的: 探讨磷脂酰肌醇蛋白聚糖3(GPC3)在肝
细胞癌(HCC)等不同肝病组织中的表达情况
及其对肝癌早期诊断的意义.

方法: 采用免疫组织化学方法检测126例肝穿
刺活检标本(包括13例极早期HCC、44例早期
HCC、16例不典型增生、29例肝硬化和24例
肝炎)及57例中晚期HCC手术标本中GPC3和甲
胎蛋白(AFP)的表达, 28例正常肝组织作对照.

结果: GPC3在HCC与其他组织中的表达差异
具有统计学意义(P <0.01). GPC3和AFP对HCC
诊断的敏感性分别为80.7%和37.7%, 特异性
分别为99.4%和93.6%. 在极早期和早期肝癌
中, GPC3的阳性表达率, 显著高于AFP(92.3% 
vs  38.5%; 72.7% vs  34.1%, 均P <0.05). GPC3在
极早期和早期肝癌中的表达均高于高级别不
典型增生组(P <0.01). 在肝硬化、肝炎、正常
肝组织中均未见GPC3和AFP蛋白表达. GPC3
在小肝癌中的阳性率为78.6%, 联合AFP可将
诊断敏感性提高为85.7%. 在血清AFP阴性的
小肝癌中GPC3的阳性率高达70%. GPC3阳性
表达患者肝癌根治术后1年、2年、3年的复发
率明显高于GPC3阴性患者(P <0.05). 

结论: GPC3在极早期和早期HCC中具有良好
的敏感性和特异性, 有望成为新的肝癌早期诊
断标志物, 肝穿刺活检行GPC3染色是一个有
效的肝癌早期鉴别诊断的辅助工具, 同时也有
助于预测HCC患者的预后.

关键词: 肝细胞癌; 磷脂酰肌醇蛋白聚糖3; 鉴别诊

断; 肝穿刺
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是世
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界上最常见的恶性肿瘤之一, 其发病率排第6位, 
死亡率排第3位, 全球每年新发肝癌的病例是62
万左右, 其中中国占55%[1]. 肝癌起病隐匿, 恶性

度高, 容易复发和转移, 出现典型临床症状时多

已处于中晚期, 丧失诸多治疗机会. 因此早期诊

断对改善HCC的预后至关重要[2]. 磷脂酰肌醇蛋

白聚糖3(glypican 3, GPC3)是硫酸类肝素蛋白聚

糖家族中的一员, 通过糖基磷脂酰肌醇锚定在

细胞表面, 对细胞生长、分化和增殖具有重要

作用[3]. GPC3在生物体内的分布具有明显的组

织特异性和组织分化的时相特异性. 在胎肝、

胎盘等胚胎组织中GPC3高表达, 但是在成人正

常肝组织中未见表达, 且他与多种肿瘤关系密

切, 在间皮瘤[4]、乳腺癌[5]、卵巢癌[6]、及肺癌[7]

中GPC3表达下调, 但在肝癌组织中表达水平明

显上调. 所以近年来GPC3作为一种新的HCC标
志物成为国外研究的热点. 但多局限于小样本

的横断面研究, 且国内外肝癌的病因学存在一

定差异, 我国的肝癌多发生在乙型肝炎病毒感

染的基础之上. 本研究从疾病的进展角度出发, 
应用IHC方法检测良性肝病、癌前病变及肝癌

穿刺活检组织中GPC3表达情况, 从而探讨GPC3
染色在肝穿刺活检标本中鉴别诊断的意义及其

在HCC早期诊断中的价值, 同时了解GPC3蛋白

的表达和HCC患者预后的相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集天津市第三中心医院2003-12/ 
2008-10住院的肝病患者肝组织标本共268例, 参
照美国肝病学会-巴塞罗那(AASLD-BCLC)分
期标准和治疗策略[8]及WHO(2000)消化系统肿

瘤分类进行临床和病理诊断. 114例肝癌, 按照

BCLC分期分为极早期13例、早期44例(两者均

为穿刺标本, 其中直径≤3 cm的小肝癌42例)、
中晚期57例(手术标本); 癌旁组织57例, 为距癌

组织2 cm处无癌细胞浸润的肝组织; 不典型增生

16例、肝硬化29例、肝炎24例(三者均为穿刺标

本); 正常肝组织28例(取自肝血管瘤手术标本)
作为对照. 肝穿刺活检标本均为超声引导下穿

刺所得. 肝癌组织学类型: 高分化55例, 中分化

45例, 低分化14例. 肝癌患者男94例, 女20例, 年
龄22-82(平均55.9±10.9)岁. 肝癌根治术前均未

行放、化疗或其他抗肿瘤治疗. 所有标本均经

4%甲醛溶液固定, 石蜡包埋, 4 μm连续切片. 该
研究经本院医学伦理委员会批准.
1.2 方法 
1.2.1 实验 :  鼠抗人G l y p i c a n-3单克隆抗体
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■研发前沿
目前被广泛应用
于 肝 癌 诊 断 的
A F P 、 H e p 1 、
CD10、CD34等
免疫组织化学标
志物均存在明显
局限性, 所以寻找
理想的生物标志
物成为肝癌研究
领域的难点和热
点. 近年来GPC3
作 为 一 种 新 的
HCC标志物成为
国外研究的热点.
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(1G-12)购自美国Santa Cruz Biotechnology. 鼠抗

人α-1-AFP单克隆抗体(ZA-0008)、即用型二步

法检测试剂盒PV-9000及DAB试剂盒均购自北

京中杉金桥生物技术有限公司, 行免疫组织化

学SP两步法染色, GPC3工作浓度为1∶100, AFP
工作浓度为1∶50. 每批染色均设已知阳性切片

作阳性对照, 用磷酸盐缓冲液代替一抗作阴性

对照, 具体操作步骤按试剂盒说明书进行. 
1.2.2 结果判定: 由两位资深病理医生分别评定

各种肝脏组织标本的病理特征. 以细胞质和(或)
细胞膜出现棕黄色颗粒为阳性. 综合染色强度

和阳性细胞数所占比例进行半定量判定[9]. 染色

强度评定: 不着色0分; 淡黄色为1分; 棕黄色为2
分; 深棕色为3分. 阳性细胞数所占比例评定: 阳
性细胞数<5%为0分; 5%-25%为1分; 25%-50%为

2分; >50%为3分. 两种评分相加, 将结果分为4个
等级, 0-1分为阴性(-); 2分为弱阳性(+); 3-4分为

中阳性(++); 5-6分为强阳性(+++). 根据着色部

位不同可分为胞膜型、胞质型和毛细胆管型.
统计学处理 所有统计学分析均使用SPSS 

13.0统计软件处理. 服从正态分布的计量资料以 
表示. 采用Frequencies、χ2检验、Fisher确切概

率法、二分类多因素Logistic回归分析. P <0.05
为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 GPC3蛋白在不同肝组织中的表达 GPC3主
要表达在肝癌细胞的细胞质和细胞膜中, 其次

为毛细胆管腔缘(图1). GPC3在HCC与其他组织

中的表达差异具有统计学意义(P <0.01). GPC3

■相关报道
L i u 等 用 免 疫 组
织化学方法检测
5 8 例 H C C 和 1 2
例肝硬化组织中
GPC3的表达, 发
现GPC3在HCC中
的阳性率为94.8% 
(55/58). 28例血清
AFP≥400 μg/L的
肝癌组织中GPC3
全为阳性, 30例血
清AFP<400 μg/L
的肝癌组织中的
阳 性 率 也 高 达
90%(27/30), 而在
癌旁及肝硬化组
织中未见表达.

A B

C D

图  1  GPC3在HCC中的表达(SP×400). A: 主要在细胞膜中表达; B: 主要在细胞质中表达; C: 主要在毛细胆管腔缘表达; D: 

阴性表达.

A B

图  2  GPC3和AFP在高级别不典型增生中的表达(SP×400). A: GPC3; B: AFP.
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在肝癌组织中高表达, 敏感性和特异性分别为

80.7%和99.4%, 其中强阳性47例, 占51.1%, 中阳

性28例, 弱阳性17例. GPC3在肝癌穿刺标本和大

体标本中的阳性率分别为77.2%和84.2%, 两者

之间的差异无统计学意义(P >0.05). 而在正常肝

组织、肝炎、肝硬化及癌旁中均未见GPC3蛋白

的表达, 不典型增生组中仅1例高级别不典型增

生表达, 为中阳性, 其余均为阴性(图2).  
2.2 AFP蛋白在不同肝组织中的表达 AFP主要表

达在细胞质, 在肝癌和癌旁中的阳性表达率分

别为37.7%和13.6%, 与GPC3表达之间的差异均

有统计学意义(P <0.05), 而在正常肝、肝炎、及

肝硬化组织中均未见表达. 在不典型增生组中, 
有2例高级别不典型增生表达AFP, 与GPC3表达

之间的差异无统计学意义. 
2.3 GPC3表达与肝癌早期诊断 (1)GPC3蛋白在

极早期、早期、中期和进展期肝癌中的阳性

率分别为92.3%、72.7%、84.2%, 均明显高于

AFP蛋白的表达, 差异具有统计学意义(P <0.05, 
表1). GPC3在极早期肝癌和早期肝癌中的阳性

率显著高于高级别不典型增生9.1%(1/11), 差异

有统计学意义(P <0.01). 在13例极早期肝癌中

GPC3强阳性4例, 中阳性6例, 弱阳性仅有2例, 
而AFP则无1例为强阳性表达; (2)在42例直径

≤3 cm的小肝癌中, 血清AFP(>20 μg/L)、组织

GPC3蛋白、AFP蛋白的阳性率分别为52.4%、

78.6%、40.5%, 后两者联合诊断小肝癌的敏感

性为85.7%, 显著优于单独AFP(40.5%), 差异有

统计学意义(P <0.01). GPC3与血清AFP及组织

中AFP蛋白表达之间的差异均具有统计学意义

(P <0.01); (3)在20例血清AFP≤20 μg/L且直径≤

3 cm的小肝癌中, 有14例表达GPC3蛋白, 占70%.
2.4 GPC3蛋白表达与HCC患者临床病理因素的

关系 统计分析表明, GPC3蛋白的表达与患者性

别、年龄、肝功能分级、是否合并肝硬化、肿

瘤直径、肿瘤个数、肿瘤分化程度、TNM分

期、血清AFP、r-GT水平和HBsAg阳性等方面

的差异无统计学意义(P >0.05, 表2). 与AFP蛋白

相比较, GPC3在高分化和中分化HCC中的阳性

表达率明显较高(P <0.01, 表3). 
2.5 GPC3表达与复发的关系 肝癌根治术后密

切随访91例, 中位随访时间13(1-61) mo, 58例
患者肝癌复发, 12例患者远处转移, 其中5例为

肺转移. 死亡35例, 其中26例患者死于肝癌, 9
例患者死于其他疾病. GPC3蛋白阳性表达患

者肝癌根治术后1年、2年、3年的复发率分别

为52.1%(37/71)、60.6%(43/71)和67.6%(48/71), 
明显高于G P C3蛋白阴性表达患者的复发率

20.0%(4/20)、35.0%(7/20)和40.0%(8/20), 差异

均有统计学意义. 选取GPC3表达、肿瘤直径、

■创新盘点
本研究从疾病的
进展角度出发, 应
用 I H C 方法检测
良性肝病、癌前
病变及肝癌穿刺
活检组织中GPC3
表达情况, 从而探
讨GPC3染色在肝
穿刺活检标本中
鉴别诊断的意义
及其在HCC早期
诊断中的价值, 同
时了解GPC3蛋白
的表达和HCC患
者预后的相关性.

表  2  GPC3蛋白表达与HCC患者临床病理因素的关系

     
项目   n 阳性n (%)   χ2值   P 值

性别

    男 94 76(80.85) 　

    女 20 16(80.00) 0.000 >0.05

年龄(岁)

    ≥55 63 47(74.60)

    <55 51 45(88.24) 3.363 >0.05

合并肝硬化

    有 99 83(83.84)

    无 15   9(60.00) 3.346 >0.05

肝功能

    A 85 66(77.65)

    B 29 26(89.66) 2.002 >0.05

血清AFP(μg/L)

    ≤20 49 38(77.55)

    20-200 27 20(74.07)

    >200 38 34(89.47) 2.951 >0.05

血清r-GT

    有 44 32(72.73)

    无 67 57(85.07) 2.548 >0.05

    缺失   3

血清HBsAg

    阳性 80 68(85.00)

    阴性 34 24(70.59) 3.182 >0.05

血管侵犯

    有 22 18(81.82)

    无 92 74(80.43) 0.000 >0.05

肿瘤直径(cm)

    ≥5 46 36(78.26)

    <5 68 56(82.35) 0.295 >0.05

肿瘤数目

    单发 75 59(78.67)

    多发 39 33(84.62) 0.583 >0.05

TNM分期

    Ⅰ/Ⅱ 72 58(80.56)

    Ⅲ/Ⅳ 42 34(80.95) 0.003 >0.05

表  1  GPC3和AFP在肝癌BCLC不同分期中表达水平的比较 n(%)

     
肝癌BCLC分期     n GPC3阳性   AFP阳性

极早期   13 12(92.3)   5(38.5)a

早期   44 32(72.7) 15(34.1)a

中期和进展期   57 48(84.2) 23(40.4)a

合计 114 92(80.7) 43(37.7)

aP<0.05 vs  GPC3阳性; GPC3的表达在肝癌BCLC分期中无差异.
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肿瘤个数、年龄、性别、分化程度、TNM分

期、血管侵犯8个因素, 应用多因素Logistic回
归模型分析其对于H C C复发的影响 ,  结果显

示HCC复发与2种因素有关: GPC3表达(OR  = 
3.422, 95%CI: 1.186-9.879, P  = 0.023)和肿瘤直

径(OR  = 1.126, 95%CI: 1.016-1.249, P  = 0.024), 
所以GPC3蛋白表达是影响患者术后复发的一个

独立因素.

3  讨论

HCC是一种常见的恶性肿瘤, 早期诊断有助于

选择治疗和改善预后. 病毒性肝炎、肝硬化是

HCC发生的主要病理基础, 对多数病理医生来

说, 肝炎、肝硬化以及进展期肝癌因病理形态

学特征相对明显比较容易诊断, 而形态介于腺

瘤样增生、不典型腺瘤样增生与早期肝癌之间

的鉴别则非常的困难[10]. 目前被广泛应用于肝癌

诊断的AFP、Hep1、CD10、CD34等免疫组织

化学标志物均存在明显局限性[11,12], 所以寻找

理想的生物标志物成为肝癌研究领域的难点

和热点. 近年来诸多研究将GPC3单独作为联

合其他标志物[13-15]或者免疫组织化学指标[16-22], 
能够将HCC和肝脏良性肿瘤、胆管细胞癌、转

移性肝癌区别开来[13,16-19,23]. 而本研究着重于从

“肝炎-肝硬化-肝癌”三部曲进展的角度出发, 
检测GPC3在正常肝组织、肝炎、肝硬化、不

典型增生、极早期肝癌、早期肝癌、中晚期肝

癌、癌旁肝组织中的表达, 从而尝试探讨其在

肝癌尤其在早期肝癌发生发展中的作用. 
研究报道GPC3在HCC中特异性高表达, 敏

感性为72%-90%, 特异性为96%-100%[13-22]. 本
实验证实GPC3对HCC诊断的敏感性和特异性

分别为80.7%和99.4%. 在正常肝、肝炎、肝硬

化、癌旁组织中均未见GPC3的表达, 与前人的

研究结果一致[15,16,27]. 本研究还发现在13例极早

期HCC中, GPC3阳性率为92.3%(12/13), 而AFP
仅有5例为阳性表达, 无1例为强阳性表达. GPC3

在极早期和早期肝癌AFP蛋白阴性中的阳性率

分别为87.5%(7/8)和72.4%(21/29), 意味着在肝

癌早期诊断上GPC3显著优于AFP. 同时GPC3在
极早期和早期肝癌中的表达均明显高于高级别

不典型增生组, 差异有统计学意义(P <0.01). 结
果表明肝穿刺活检的GPC3染色有利于将影像学

难以分辨的、直径较小的早期肝癌和癌前病变

及良性结节区分开来. Hsu等[25]早在1997年报道

肝癌中GPC3 mRNA的表达优于AFP mRNA, 在
小肝癌中差异则更为明显. 同时Tangkijvanich
等[26]、Capurro等[23]在血清学方面也证实了在小

肝癌诊断中, GPC3优于AFP. 与Libbrecht等[18]的

研究相一致的是, 本研究发现在小肝癌中GPC3
阳性表达率为78.6%, 联合AFP可将诊断敏感性

提高到85.7%. GPC3蛋白在血清AFP阴性的小肝

癌中的阳性率同样高达70%, 提示GPC3蛋白的

检测有助于肝癌的早期诊断. 
Yamauchi等[15]报道, GPC3在不典型增生中

局灶性弱着色, 低级别和高级别中的阳性率分

别为25%(2/8)和75%(6/8). 与之不同的是本实

验结果显示在低级别不典型增生中未见GPC3
表达 ,  在高级别不典型增生中的阳性率仅为

9.1%(1/11), 与Libbrecht等[18]研究报道一致. 迄
今, 文献报道[15,17,18,23]通过免疫组织化学的方法

检测GPC3在146例不典型增生中的表达, 其中

GPC3在69例低级别中阳性率为5.8%, 在77例高

级别中为16.9%, 两者之间的差异有统计学差异

(P  = 0.037). 众多研究结果之间存在差异, 可能与

不典型增生诊断的困难性及诊断能力的差异[24], 
及标本的取材、试剂的来源以及免疫组织化学

过程有关. 但不可否认的是, GPC3在早期肝癌和

癌前病变中有着重要的鉴别诊断价值. 
GPC3表达与肝癌合并肝硬化是否有关目

前尚无定论, Wang等[17]和Anatelli等[27]研究证实

在肝硬化基础上的肝癌GPC3表达率显著提高, 
存在统计学差异, 但另有研究显示HCC组织中

GPC3表达与合并肝硬化无关[16,27,31]. 本研究显

示, 在肝硬化组和非肝硬化组HCC组织中GPC3
表达率分别为83.84%和60%, 但差异无统计学

意义. 上述结果的不同可能与标本的大小、取

材方法和肝癌的病因学有关. 同时, 实验还发现

GPC3在HCC中的表达与患者肝功能分级、肿

瘤直径、肿瘤个数、TNM分期、血清AFP定
性、血管侵犯等无关, 与先前研究结果一致[16,27]. 

本研究表明, GPC3阳性组患者肝癌根治术

后1、2、3年的复发率明显高于GPC3阴性组患

表  3  不同分化程度下GPC3和AFP表达水平的比较 n (%)

     
分化程度     n GPC3阳性 AFP阳性

高分化   55 45(81.8) 20(36.4)b

中分化   45 37(82.2) 17(37.8)b

低分化   14 10(71.4)  6(42.9)

合计 114 92(80.7) 43(37.7)

bP<0.01 vs  GPC3阳性.

■同行评价
本文能丰富读者
对HCC中GPC3表
达情况的认识, 具
有一定的参考价
值, 但创新性一般.
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者, 多因素Logistic回归分析表明GPC3表达是影

响患者肝癌根治术后复发的一个独立因素, 同
时我们还发现强阳性组患者的术后平均复发时

间为8.3 mo, 与Shirakawa等[28]研究报道相符. 方
芳等[29]报道在肝癌组检测到的血清GPC3阳性率

为41.4%, 而在肝癌复发组中阳性率高达61.1%, 
与其组织中91.3%的高表达相平行. Lai等[30]研究

表明肝癌组织中高表达SULF2 mRNA的HCC患
者, 术后复发率较高, 预后较差, 且通过裸鼠种

植瘤证实SULF2能够上调GPC3的表达, 促进肿

瘤生长. 以上研究均提示GPC3与肝癌复发存在

某种联系, 但GPC3与肝癌复发的具体机制还待

进一步研究. 
我们和其他多项研究表明GPC3在5%-30% 

HCC中不表达[13-22,31,32], 所以GPC3阴性表达不能

简单的排除HCC. 阴性结果的出现可能有以下

原因: 一方面在肝癌形成过程中可能存在着不

同的分子路径; 另一方面GPC3在HCC中可能呈

局灶性表达. 总之, 本实验证明GPC3在HCC中
高表达, 在肝脏良性病变及癌前病变中不表达

或低表达, 有利于将微小肝癌与高级别不典型

增生鉴别开来, 具有较高的敏感性和特异性, 肝
穿刺活检的GPC3染色有望用于肝癌病理的辅助

诊断. 且GPC3作为影响患者术后复发的一个独

立因素, 对判断治疗效果及预测复发有一定意

义, 但对于患者预后的影响尚需大样本进一步

研究. 
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