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Abstract 
AIM: To evaluate the correlation between the 
expression of Ki-67, VEGF and Cyclin D1 and 
biological behavior of hepatocellular carcinoma 
(HCC). 

METHODS: Immunohistochemistry was used 
to detect the expression of Ki-67, VEGF and Cy-
clin D1 in 52 HCC tissue samples and matched 
tumor-adjacent liver tissue samples.

RESULTS: The positive rates of Ki-67, VEGF 
and Cyclin D1 in HCC were 48.1%, 55.8% and 
55.8%, respectively, significantly higher than 
those in tumor-adjacent liver tissue (all P < 0.001). 
The positive rate of Ki-67 in HCC tissue was sig-
nificantly correlated with tumor size (P < 0.001), 
presence of extrahepatic metastasis, and tumor 
differentiation (both P < 0.05). The positive rates 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

Ki-67、VEGF、Cyclin D1的表达与肝细胞癌生物学行为
的关系

崔 刚, 姜 浩, 金星林

®

■背景资料
肝癌的发生发展
中细胞周期调控
失常和肿瘤血管
生成是其发生发
展过程中的两个
重要方面. Ki67是
出现在细胞周期
的S、G、M以及
G 1晚期的细胞核
中, 是肿瘤细胞增
殖过程中最具代
表性的指标之一, 
Cyclin D1在G1/S
期转换中发挥重
要作用, 促进肿瘤
发生. 肝癌的发生
与G 1/S期检测点
缺陷有关. VEGF
主要作用在于参
与血管内皮细胞
的增殖、血管的
形成及肿瘤的浸
润和转移.

of VEGF and Cyclin D1 in HCC tissue was sig-
nificantly correlated with intact tumor capsules, 
presence of extrahepatic metastasis, and tumor 
differentiation (all P < 0.05). There was a posi-
tive correlation between expression of VEGF 
and that of Cyclin D1 in HCC (r = 0.374, P < 0.01).

CONCLUSION: Overexpression of Ki-67, VEGF 
and Cyclin D1 proteins was correlated with 
biological behavior of HCC and might be asso-
ciated with the development and progression of 
HCC.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Ki-67; Vas-
cular endothelial growth factor; Cyclin D1; Immu-
nohistochemistry
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摘要 

目的: 探讨肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, 
HCC)、胆管癌、肝硬化及正常肝组织中增
殖细胞核抗原(K i-67)、血管内皮生长因子
(vascular endothelial growth factor, VEGF)及周
期素D1(Cyclin D1)蛋白表达的意义及其与肝
癌生物学行为关系. 

方法: 对HCC组织52例、胆管癌组织10例、

肝硬化组织10例及正常肝组织10例, 采用免疫
组织化学S-P法检测Ki-67、VEGF及Cyclin D1
蛋白. 

结果: Ki-67、VEGF及Cyclin D1在HCC的强
阳性表达率分别为48.1%、55.8%及55.8%, 均
显著高于胆管癌、肝硬化及正常肝组织(χ2 = 
15.672、15.524、14.812, P <0.001). Ki-67与肿
瘤大小、血管侵犯、分化程度有关; VEGF、
Cycl in D1表达与肿瘤包膜完整、血管侵犯
及肿瘤分化程度明显有关; Ki-67与VEGF及
Cyclin D1间无相关. VEGF与Cyclin D1间的蛋
白表达呈正相关(r  = 0.374, P <0.01). 
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■研发前沿
在 肝 癌 组 织 中
Ki67、VEGF及
Cyclin D1的作用
还有待更待进一
步深入研究.

结论: Ki-67、VEGF及Cyclin D1表达与肝细
胞癌生物学行为密切相关, 与肝癌的发生和发
展密切相关. 

关键词: 肝细胞癌; 增殖细胞核抗原; 血管内皮生长

因子; 周期素D1; 免疫组织化学
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0  引言

肝癌的发生发展是多基因、多途径、多阶段共

同作用的结果. 细胞周期调控失常和肿瘤血管

生成是其发生发展过程中的两个重要方面. Ki67
是出现在细胞周期的S、G、M以及G1晚期的细

胞核中, 是肿瘤细胞增殖过程中最具代表性的

指标之一, 他被认为是细胞增殖活性的标志物[1]. 
血管内皮生长因子(vascular endothelial growth 
factor,  VEGF)是血管生成调节因子, 其主要作用

在于参与血管内皮细胞的增殖、血管的形成及

肿瘤的浸润和转移. 周期素D1(Cyclin D1)是参

与细胞周期调控的周期素家族成员, 在G1/S期转

换中发挥重要作用, 促进肿瘤发生. 肝癌的发生

与G1/S期检测点缺陷有关[2]. 在肝癌组织中, 同
时测定3个因子的实验尚未见报道. 本研究采用

免疫组织化学法检测Ki-67、VEGF、Cyclin D1
在肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)中的

表达, 旨在探讨其与肝癌生物学行为的关系以

及3者之间的相互关系, 为肝癌的治疗和预后提

供有价值的判断指标.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2005-01/2010-12延边大学附属医

院手术切除的肝细胞肝癌标本52例, 其中男39
例, 女13例, 年龄39-77岁, 平均51.5岁. 另选取肝

硬化、肝外胆管癌组织(为避免与肝内胆管细胞

型肝癌混淆选用了肝外胆管癌组织)及正常肝组

织各10例进行对照研究. 所有组织标本均行石蜡

切片, 肿瘤组织的分级, 分期经病理证实确定. 
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学SP法: 一抗为鼠抗人Ki-67抗
原免疫组化单克隆抗体(北京中山生物技术有限

公司)、鼠抗人VEGF免疫组化单克隆抗体、兔

抗人Cyclin D1免疫组织化学单克隆抗体(福州迈

新生物技术有限公司), 抗原修复, 过夜, DAB染

色, 苏木素复染, 具体操作按试剂盒说明书进行. 
1.2.2 结果判断: 细胞核和/或细胞质出现黄色、

棕黄色或棕褐色颗粒者为阳性细胞. 阳性反应

强度的分级兼顾染色深浅和阳性细胞所占百分

比, 制定判断标准是每张切片随机选取5个高倍

视野(×400),  每个视野数100个细胞, 先按阳性

细胞所占百分比评分[3]: ≤5%为0; 6%-25%为1; 
26%-50%为2; 51%-75%为3; ≥76%为4. 再按染

色强度评分: 不着色为0; 淡黄色为1; 棕黄色为

2; 棕褐色为3. 最后按2者乘积数将每个标本的

表达强度分为4个等级: 阴性(-)1级(0, 1, 2); 弱阳

性(+)2级(3, 4); 中度阳性(++)3级(6, 8); 强阳性

(+++)4级(9, 12). 
统计学处理 全部数据采用SPSS17统计分

析软件进行χ2检验, 相关性分析采用Spearmen法
P <0.05为有显著性差异. 

2  结果

2.1 Ki-67、血管内皮生长因子和周期素D1在

检测组织中的强阳性表达率 K i67、VEGF和
Cyclin D1在肝细胞肝癌的强阳性表达率分别为

48.1%、55.8%及55.8%, 均显著高于正常肝、肝

外胆管癌及肝硬化组织(P <0.001, 表1).
Ki-67的免疫组织化学染色Ki-67阳性染色

定位于细胞核, 呈棕黄色颗粒, 而胆管癌着色显

著轻于肝癌, 而在肝硬化组织中偶见少量阳性

细胞(图1). VEGF蛋白阳性主要表达为细胞浆和

细胞核着色为棕黄色, 在胆管癌及肝硬化组织

中表达为弱阳性(图2). Cyclin D1肝癌细胞阳性

染色主要表现为细胞核而细胞质以及细胞浆主

要染色于肝纤维化部分, 而胆管癌及肝硬化着

色轻(图3). 
2.2 Ki-67、血管内皮生长因子和周期素D1在

肝癌组织中阳性率与临床参数的关系 临床上

<5 cm的小肝癌病理研究提示其分化较好、二

倍体细胞较多、大多为单个有包膜的肿瘤, 且
预后较好. 随着发展成大肝癌逐步变为分化较

差、异倍体细胞较多, 预后较差. 故本课题把

肿瘤大小以5 cm为界分为两组. 肿瘤<5 cm时, 
Ki-67表达阳性率为21.4%, 显著低于肿瘤>5 cm
的表达阳性率79.2%(P <0.001); 有血管侵犯的

Ki-67阳性表达率为81.8%, 明显高于无血管侵

犯的表达阳性率39.0%(P <0.05); 分化程度为Ⅰ

-Ⅱ的阳性表达率为34.3%, 而Ⅲ-Ⅳ的阳性表达

率为76.5%(P <0.01). 肿瘤包膜完整时的VEGF
阳性表达率为31.8%, 而包膜不完整时的阳性
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■应用要点 
检测Ki-67简单、
方便、易于推广, 
是判断原发性肝
癌危险度的一个
有效指标, 当部分
肝硬化形态学判
断危险度有困难
时, 结合Ki-67的
检测结果不失为
一个简单有效的
手段.

表达率为73.3%(P <0.01); 有血管侵犯的VEGF
阳性表达率为100%, 明显高于无血管侵犯的表

达阳性率43.9%(P <0.01); 分化程度为Ⅰ-Ⅱ的

阳性表达率为42.9%, 而Ⅲ-Ⅳ的阳性表达率为

82.4%(P <0.01). Cyclin D1在肿瘤包膜完整时的

阳性表达率为31.8%, 而包膜不完整时的阳性表

A B C

图  1  Ki67在肝细胞癌、胆管癌及肝硬化组织免疫组织化学染色结果(×100). A: 肝细胞癌; B: 胆管癌; C: 肝硬化.

A B C

图  2  VEGF在肝细胞癌、胆管癌及肝硬化组织免疫组织化学染色结果(×100). A: 肝细胞癌; B: 胆管癌; C: 肝硬化.

A B C

图  3  Cyclin D1在肝细胞癌、胆管癌及肝硬化组织免疫组织化学染色结果(×100). A: 肝细胞癌; B: 胆管癌; C: 肝硬化.

表  1  Ki67、VEGF及Cyclin D1在肝癌组织及胆管和癌旁肝硬化组织中的表达

     
分组  n

              Ki67              VEGF            Cyclin D1      

-  + ++ +++ -  + ++ +++ - +         ++ +++

肝癌组 52 0 12 15  25 0 11 12  29 0 9 14  29

胆管癌组 10 1   3   4    2 0   4   5    1 1 3   5    1

肝硬化组 10 2   5   3    0 0   5   4    1 0 2   7    1

正常组 10 3   6   1    0 4   5   1    0 5 4   1    0

P χ2 = 15.672, P<0.001 χ2 = 15.524, P<0.001 χ2 = 14.812, P<0.001

VEGF: 血管内皮生长因子; CyclinD1: 周期素D1.
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■同行评价
联合检测Ki-67、
V E G F 及 C y c l i n 
D1对肝癌的预后
判断和临床治疗
中有一定价值.

达率为73.3%(P <0.01); 有血管侵犯的Cyclin D1
阳性表达率为90.9%, 明显高于无血管侵犯的

表达阳性率46.3%(P <0.05); 分化程度为Ⅰ-Ⅱ的

阳性表达率为45.7%, 而Ⅲ-Ⅳ的阳性表达率为

76.5%(P <0.05, 表2).
2.3 肝癌组织中Ki-67、血管内皮生长因子和周

期素D1表达的相关性 相关性统计分析结果表

明, Ki-67与VEGF、Cyclin D1的两两指标之间

没有关联(表3, 4); VEGF与Cyclin D1之间有关

联(表5). 

3  讨论

抗Ki-67单克隆抗体作为一种分析细胞增殖的

可靠的免疫组织化学标志物, 用于检测与增殖

相关的核抗原的出现, 进而辨认处于细胞循环

G1、S、G2、M期细胞, 处于静止期G0的细胞抗

Ki-67染色阴性. 在正常肝脏, 多数肝细胞处于G0

期, 但在慢性肝炎、肝硬化和肝癌肝细胞增殖

活动增强[4]. Ki67表达量的高低对评价细胞的增

表  3  Ki-67与VEGF相关性分析 (n )

     
Ki-67

                               VEGF
  合计

- + ++ +++

- 0 1  0  0  1

+ 1 1  0  8 10

++ 1 1  5  9 16

+++ 3 5  5 12 25

合计 5 8 10 29 52

r  = -0.107, P>0.01. VEGF: 血管内皮生长因子.

表  4  Cyclin D1与Ki-67相关性分析 (n )

     
CyclinD1

                            Ki-67
  合计

    -       +     ++    +++

-     0       0       1       2      3

+     0       4       3       5     12

++     1       0       0       7       8

+++     0       6     12     11     29

合计     1     10     16     25     52

r  = 0.065, P>0.05. Cyclin D1: 周期素D1.

表  5  Cyclin D1与VEGF相关性分析 (n )

     
Cyclin D1

                             VEGF
   合计

    -     +     ++    +++

-     1     0       1      1       3

+     3     1       5      3     12

++     0     4       0      4       8

+++     1     3       4     21     29

合计     5     8     10     29     52

r  = 0.374, P<0.01. VEGF: 血管内皮生长因子; Cyclin D1: 周期

素D1.

表  2  Ki-67、VEGF和Cyclin D1在肝癌组织中的阳性率与
临床病理参数的关系

     
 n

  Ki67

+++(%)

 VEGF

+++(%)

 周期素

D1+++(%)
性别 　

  男 39 18(46.2) 23(59.0) 21(53.8)

  女 13   7(53.8)   6(46.2)   8(61.5)

年龄(岁)

  ＜60 28 14(50.0) 16(57.1) 17(60.7)

  ≥60 24 11(45.8) 13(54.2) 12(50.0)

肿瘤数目

  1 47 23(48.9) 26(55.3) 26(55.3)

  ≥2 5   2(40.0)   3(60.0)   3(60.0)

肿瘤大小(cm) 　

  <5 28   6(21.4) 20(71.4) 16(57.1)

  ≥5 24 19(79.2)   9(37.5) 13(54.2)

χ2 = 17.258 

P<0.001
肿瘤胞膜 　

  完整 22 11(50.0)   7(31.8)   7(31.8)

  不完整 30 14(46.7) 22(73.3) 22(73.3)

χ2 = 9.095

P  = 0.003

χ2 = 9.095 

P  = 0.003
血管侵犯 　

  有 11   9(81.8) 11(100) 10(90.9)

  无 41 16(39.0) 18(43.9) 19(46.3)

 χ2 = 6.363

P<0.05

χ2 = 8.907

P  = 0.003

 χ2 = 5.294

P<0.05
分化程度 　

  Ⅰ-Ⅱ 35 12(34.3) 15(42.9) 16(45.7)

  Ⅲ-Ⅳ 17 13(76.5) 14(82.4) 13(76.5)

   P χ2 = 8.157

P  = 0.004

χ2 = 7.236 

P  = 0.007

χ2 = 4.388 

P<0.05
AFP 　

  ≥400 29 16(55.2) 19(65.5) 18(62.1)

  ＜400 23   9(39.1) 16(69.6) 17(73.9)

HBsAg 　

  + 29 17(58.6) 15(51.7) 18(62.1)

  - 23   8(34.8) 14(60.9) 11(47.8)

HCV 　

  + 19   8(42.1) 12(63.2) 11(57.9)

  - 33 17(51.5) 17(51.5) 18(54.5)

VEGF: 血管内皮生长因子; AFP: 甲胎蛋白.
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殖状态, 研究肿瘤的生物学行为、判断其危害

性具有重要意义[5]. Ki-67与肝癌的生长速度密

切相关, 是间接反映肝癌病人生存期及无病生

存期的肿瘤标志物[6]. 本研究显示正常肝组织表

达Ki-67抗原为弱阳性, 在肝癌中表达的强阳性

率为48.1%, 有血管侵犯的阳性细胞表达率也明

显高于无血管侵犯的阳性细胞, 说明Ki-67能很

好的反映肝癌细胞的侵袭转移能力和增殖能力, 
对预测术后复发和转移有一定的意义; Ki-67在
肿瘤<5 cm时的表达明显低于肿瘤>5 cm时的表

达, Ⅰ-Ⅱ分化程度明显低于Ⅲ-Ⅳ阳性细胞表达

率, 表明肝癌分化程度越低, Ki-67的表达程度越

高, 癌细胞的增殖活性越强, 其在肝癌的浸润及

转移等行为中起到关键性作用. 与肝外胆管癌

及肝硬化相比较表达强于两者, 说明Ki-67在肝

癌中增生活跃明显. 检测Ki-67简单、方便、易

于推广, 是判断原发性肝癌危险度的一个有效

指标, 当部分肝硬化形态学判断危险度有困难

时, 结合Ki-67的检测结果不失为一个简单有效

的手段. 
HCC是富含血管的恶性实体瘤, 生长快, 易

发生肝内播散和血行转移, 此特点与肿瘤细胞

有较强的诱导血管生成能力有关[7]. VEGF作为

肿瘤组织中最重要的血管生成因子, 不仅参与

肿瘤血管生成、增殖, 还直接与肿瘤浸润、转

移有关. 在许多肿瘤组织中, VEGF呈高表达, 且
其表达水平与肿瘤的生物学特性有关[8]. VEGF
高表达的肝癌患者生存期短[6]. 另外, 由于在肝

硬化、肝癌组织中促血管生成因子表达量增加, 
导致肝癌旁组织中内皮组织细胞聚集, VEGF在
肝癌的癌旁组织中显著高于肝癌组织及正常肝

组织[9]. Cyclin D1是一种细胞周期蛋白, 在细胞

增殖调节中起重要作用. 在包括肝癌在内的人

类肿瘤中, Cyclin D1过表达均有报道, 并且该

表达与肿瘤细胞分化、浸润生长方式及转移

有关[10]. Cyclin D1过表达是肝癌的早期事件, 在
肿瘤分化过程中起重要作用, 其过表达与肿瘤

预后差有关[11]. Cyclin D1作为G1/S期细胞周期

相关蛋白, 其基因和编码蛋白的异常, 以及与多

种肿瘤相关基因的协同作用可促使细胞恶性转

化; Cyclin D1表达失控时, 将引起细胞增殖周期

失调,细胞失控性生长形成肿瘤. 在G1期Cyclin 
D1与相应的细胞周期蛋白依赖激酶(c y c l i n-
dependent kinase, CDK)结合, 使pRB磷酸化, 驱
使细胞通过检测点, 加速细胞周期进程[11]. 本研

究中Cyclin D1、VEGF在肝细胞肝癌中的强阳

性表达率均为55.8%, 明显高于正常肝、肝外胆

管癌及肝硬化组. Cyclin D1及VEGF表达均与肿

瘤包膜的完整、有血管侵犯及肿瘤分化程度明

显有关, 提示Cyclin D1、VEGF能反应肝癌细胞

的增殖能力和侵袭转移能力; Cyclin D1、VEGF
阳性表达率越高, 组织分化越差, 与HCC进展有

关, 可作为判断预后的指标. 
本研究发现Ki-67与VEGF及Cyclin D1没有

相关性, 而VEGF与Cyclin D1之间呈正相关. 其
原因可能与多种因素有关, 提示在肿瘤发生发

展的不同时期, 可能涉及不同的基因和不同的

变化形式, 与肿瘤发生的不同时期受不同因子

调控和影响有关. Cyclin D1不仅是肿瘤发生的

早期事件, 而且参与了肿瘤的新生血管形成及

肿瘤的浸润转移. 肿瘤的侵袭和转移可被与肿

瘤发生有关的基因调节. 有的癌基因可通过编

码血管生长因子或通过刺激肿瘤细胞间接产生

血管生长因子及蛋白酶产生促进肿瘤血管形成, 
从而影响肿瘤的转移及预后. Cyclin D1可诱导

血管内皮细胞增殖和生长, 能促进血管形成[12]. 
Cyclin D1过度表达可通过上调VEGF表达, 下调

Fas表达来提高食管肿瘤细胞的恶性度, 即Cy-
clin D1可能通过VEGF的机制影响肿瘤的浸润

转移来影响预后[13]. 因此, 在肝癌组织中Ki67、
VEGF及Cyclin D1的作用还有待更待进一步深

入研究. 
总之 ,  通过本实验证实在肝细胞肝癌中

Ki-67、VEGF与Cyclin D1的表达与HCC发展

进程密切相关; 联合检测Ki-67、VEGF及Cyclin 
D1在肝癌的预后判断和临床治疗中有重要价值. 
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