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Abstract
AIM: To discuss the clinical significance of posi-
tive expression of PIWI-like protein-1 (PIWIL1) 
in hepatocellular carcinoma (HCC). 

METHODS: Immunohistochemistry was used 
to detect the expression of PIWIL1 in 47 cases 
of HCC and matched tumor-adjacent hepatic 
tissues. Western blot was used to detect the ex-
pression of PIWIL1 in 31 fresh HCC tissues and 
matched tumor-adjacent hepatic tissues. The 
relationship between PIWIL1 positive expres-
sion and clinical features or prognosis of HCC 
patients was analyzed. 

RESULTS: The positive rate of PIWIL1 expres-
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

PIWIL1在肝细胞癌中的表达及临床意义

范正军, 杨飞龙, 孙 涛, 程 波

®

■背景资料
我国每年因肝细
胞癌死亡的人数
在恶性肿瘤所致
死亡中居第2位 . 
目 前 对 肝 细 胞
癌(hepatocellular 
carcinoma, HCC)
癌基因的表达调
控机制及基因干
扰 研 究 目 前 已
成为热点 .  PIWI
样 蛋 白 1 ( P I W I -
l i k e  p r o t e i n - 1 , 
PIWIL1 )为一候选
癌基因, 在人类的
许多肿瘤中表达, 
而在HCC中的研
究, 国内外文献报
道尚少. 

sion was significantly higher in HCC than in 
normal liver tissue (P < 0.05). PIWIL1 expression 
was positively correlated with the invasion to 
the adjacent tissue and the histological differen-
tiation (both P < 0.05). PIWIL1 positive cases had 
a poor prognosis. 

CONCLUSION: The high expression of PIWIL1 
is related to pathological differentiation and the 
invasion to the adjacent tissue, as well as to the 
prognosis of HCC patients. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的:  探讨干细胞相关蛋白P I W I样蛋白
1(PIWI-like protein-1, PIWIL1)在肝细胞癌组
织中的表达及临床意义, 并探索其表达与患者
预后的关系. 

方法: 应用免疫组织化学检测47例肝细胞癌
标本中PIWIL1的表达, 免疫印迹(Western blot)
法检测31例肝细胞癌组织中PIWIL1的表达, 
分析PIWIL1表达与临床特征及预后的关系. 

结果: PIWIL1在肝癌组织中高表达, 在正常肝
组织中低表达, PIWIL1同肿瘤分化程度、有
无临近组织侵犯有关, 与肿瘤大小及甲胎蛋白
(α-fetoprotein, AFP)水平无关; 其阳性表达预
示患者预后较差. 

结论: PIWIL1的高表达同病理分化程度、临
近组织侵犯相关及患者预后相关. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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■研发前沿
人肿瘤睾丸抗原
(HIWI)是人体中
P I W I 的 同 源 物 , 
为Argonaute蛋白
家 族 成 员 ,  在 人
体组织中广泛表
达已有证据表明
PIWIL1  mRNA 
的表达水平与肿
瘤细胞的侵袭能
力相关 ,  PIWIL1
基因可以作为肝
脏 肿 瘤 治 疗 的
潜 在 靶 点 .  本 课
题 主 要 是 检 测
PIWIL1在肝细胞
癌中的表达情况, 
并初步探讨其表
达同临床特征及
预后的关系.

关键词: 肝细胞癌; PIWIL1; 预后

核心提示: PIWI样蛋白1(PIWI-like protein-1, P 
IWIL1)在肝癌组织中高表达, 在正常肝组织中低

表达, PIWIL1同肿瘤分化程度、有无临近组织侵

犯有关, 与肿瘤大小及甲胎蛋白(α-fetoprotein)水
平无关; 其阳性表达预示患者预后较差.
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是人类

消化系中最常见的恶性肿瘤之一, 具有发病率

高、治疗效果欠佳、病死率高等特点, 多数患

者发现时已处于中晚期, 丧失了最佳的治疗时

机. 目前, 我国每年因肝细胞癌死亡的人数在恶

性肿瘤所致死亡中仅次于肺癌居第2位[1]. 肝细

胞癌恶性程度高、病情进展迅速、容易早期转

移等是造成预后差的主要原因, 目前对肝癌的

治疗主要是以手术治疗为主, 辅以介入化疗栓

塞、消融治疗、免疫治疗等的综合治疗, 但效

果仍不理想. 
PIWI样蛋白1(PIWI-like protein-1, PIWIL1), 

又称人肿瘤睾丸抗原(HIWI), 是人体中PIWI的
同源物[2], 为Argonaute蛋白家族成员, 在人体

组织中广泛表达, 包括前列腺、卵巢、脑、肝

脏、心脏、肾脏和骨骼肌等[3]. 在人的干细胞自

我更新、RNA干扰中发挥至关重要的作用, 并
影响癌细胞增殖[4]. 已有证据表明PIWIL1的表达

水平与肿瘤的分期密切相关, 并对患者的预后

具有提示意义[5]. PIWIL1基因可以作为肝脏肿瘤

治疗的潜在靶点. 本课题主要是检测PIWIL1在
肝细胞癌中的表达情况, 并初步探讨其表达同

临床特征及预后的关系. 

1  材料和方法

1 .1  材料  47例石蜡包埋肝细胞癌及癌旁组

织标本取自郑州大学第一附属医院病理科

2011-12/2013-01肝细胞癌患者行术后病理检查

标本, 12例石蜡包埋正常肝组织标本取自郑州

大学第一附属医院病理科2012-11/2013-04肝
血管瘤患者行术后病理检查标本, 31例肝癌新

鲜标本取自郑州大学第一附属医院肝胆外科

2012-11/2013-04手术切除的肝癌患者, 12例正常

肝组织新鲜标本取自郑州大学第一附属医院肝

胆外科2012-11/2013-04手术切除的肝血管瘤患

者; 全部患者术前均未接受其他治疗方法并有

完整随访资料; 其中石蜡标本男性患者37例, 女
性患者10例, 平均年龄52.32岁±8.57岁, 新鲜组

织标本男性24例, 女性7例, 平均年龄51.64岁±

10.66岁, 所有标本术后病理诊断均为肝细胞肝

癌, 正常肝组织12例(取自肝血管瘤患者), 其中

男性9例, 女性3例, 平均年龄46.87岁±11.76岁. 
兔抗人PIWIL1抗体购自Abcam公司, 二抗试剂

盒、DAB显色试剂盒、蛋白提取试剂盒、蛋白

提取缓冲液、Western blot检测试剂盒均购自武

汉博士德生物工程有限公司, 蛋白Marker、兔抗

人多抗β-actin、PVDF膜、ECL化学发光试剂、

考马斯亮蓝染液购自美国Sigma公司. 
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学染色法(SABC法): 标本固

定、包埋、切片后65 ℃烤30 min, 依次脱蜡水

化, 加3%的双氧水10 min后蒸馏水洗片3次, 枸
橼酸盐缓冲液中水浴修复抗原后P B S洗2次 , 
5%BSA室温下孵育20 min, 加一抗后4 ℃冰箱中

过夜; PBS洗3次后加二抗37 ℃孵育25 min, PBS
洗3次后加SABC 37 ℃孵育25 min, PBS洗4次, 
DAB染色、苏木素液复染、脱水、封片、光镜

观察. 
1.2.2 Western blot检测法: 取冻存组织标100 mg
于2 mL EP管中, 剪碎组织块后加400 μL裂解液

(含PMSF)匀浆, 裂解充分后将裂解液移至1.5 
mL EP管内, 4 ℃下12000 r/min离心5 min, 提取

上清分装于0.5 mL EP管内, -20 ℃保存; Bradtbrd
法蛋白定量; 配置5%浓缩胶和10%分离胶, 沸水

中蛋白变性10 min, 加样、恒压120 V电泳后80 
V恒压转膜; 转膜后用5%的脱脂奶粉室温封闭; 
加入一抗后4 ℃过夜; TBST液清洗3次后加1∶
2000稀释的二抗, 室温孵育2 h后TBST清洗3次; 
ECL后移至暗室曝光、显影清洗、定影. 
1.2.3 结果判定: 免疫组织化学采用Greenspan半
定量法对细胞染色强度及阳性细胞百分率进行

评分, 细胞基本不着色(淡黄色)为1分, 中等着色

(棕黄色)为2分, 强着色(棕褐色)为3分, 着色细胞

占计数细胞百分比率为0者, 记0分, <10%为1分, 
10%-50%为2分, >50%为3分, 将每张切片着色程

度得分与着色细胞百分率得分相乘, 既得阳性

系数. 阳性系数为0分者为阴性(-), 1-3分为弱阳

性(+), 大于等于4分者为阳性(++); Western blot
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■相关报道
目前已经有研究
证实PIWIL1同胰
腺癌、胃癌、食
管癌等密切相关, 
而对于其在肝癌
中的研究尚少.

检测以内参及检测指标得出相对集中的条带为

阳性. 
1.2.4 生存分析: 根据对所有患者2011-12/2013-06
随访结果进行生存时间或无瘤时间的分析, 得
出不同PIWIL1表达患者的生存时间或者无瘤时

间的差异和生存曲线. 随访采用电话随访或者

复查方式进行. 
统计学处理 SPSS17.0进行统计学分析, 有

序分类计数资料之间的比较以秩和检验, 无序

多分类计数资料之间的比较以χ2检验或Fisher确
切概率法, 相关性分析采用Spearman相关分析, 
生存分析采用Kaplan-Meier(K-M)法Log-rank检
验, P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 免疫组织化学检测PIWIL1在组织中的表

达 免疫组织化学染色显示, 在47例HCC组织

及癌旁组织、12例正常肝组织中, 均检测到有

PIWIL1表达, PIWIL1在胞核胞质均有表达(图1), 
其中PIWIL1在3种组织中阳性率分别为93.6%、

80.9%、41.7%(表1). 
2.2 Western blot检测PIWIL1在组织中的表达  
Western blot检测31例癌及癌旁组织和12例正常

肝组织示显示PIWIL1在HCC组织同癌旁组织

差别具有统计学意义(P <0.05, 表2); 在癌旁组织

同正常肝组织差别无统计学意义(P >0.05, 表2); 

PIWIL1在正常肝组织、癌旁组织、HCC组织中

的表达水平呈逐渐增高趋势(图2). 
2.3 PIWIL1在组织中的表达与临床特征的关系 
从PIWIL1的表达与临床特征关系的研究中可以

看出: PIWIL1在HCC、癌旁组织及正常肝组织

中的阳性表达与患者的年龄、性别、甲胎蛋白

(α-fetoprotein, AFP)水平、肝炎的有无、肿瘤的

大小均无相关性(P >0.05), 而与周围组织侵犯、

肿瘤分化程有关(P <0.05)(表3). 
2.4 PIWIL1在组织中表达的相关性 应用统计软

件SPSS17.0做统计分析可以看出, 免疫组织化学

及Western blot两种方式检测PIWIL1在三种组织

中表达的阳性率差异无统计学意义(P >0.05)(表
4), 两种检测方法的结果一致. 
2.5 PIWIL1同患者预后的关系 不同PIWIL1表达

2014-01-08|Volume 22|Issue 1|WCJD|www.wjgnet.com

图  1  PIWIL1在各组的表达(×400). A: 正常肝组织; B: 癌旁肝组织; C: 肝癌组织. PIWIL1: PIWI样蛋白1.

A B C

表  1  免疫组织化学检测PIWIL1在3种组织中的表达 (n )

     

组织类型 n
PIWIL1

P 值
- + ++

肝癌组织 47 3 16 28 <0.01b

癌旁组织 47 9 17 21 <0.05a

正常肝组织 12 7 3 2 <0.01d

aP<0.05 vs  正常肝组织; bP<0.01 vs  癌旁组织; dP<0.01 vs  肝癌

组织. PIWIL1: PIWI样蛋白1.

表  2  Western blot检测PIWIL1在3种组织中的表达 (n )

     

组织类型 n
PIWIL1

P 值
- +

肝癌组织 31 9 22 >0.05

癌旁组织 31 14 17 >0.05

正常肝组织 12 9 3 <0.05a

aP<0.05 vs  肝癌组织. PIWIL1: PIWI样蛋白1.

GAPDH

PIWIL1

1                      2                    3

图  2  Western blot结果. 1: 肝细胞癌组织; 2: 癌周组织; 3: 

正常肝组织. PIWIL1: PIWI样蛋白1.



122                 ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2014年1月8日     第22卷    第1期 

■创新盘点
把PIWIL1和肝癌
患者的预后结合
起来, 对临床肝癌
患者的治疗有一
定的参考价值.

患者的生存时间不存在显著性差异(P >0.05), 不
同PIWIL1表达患者的无瘤时间存在显著性差异

(P <0.05)(表5, 图3). 

3  讨论

肝细胞癌具有恶性程度高、病情进展迅速、容

易早期转移等特点, 尽管临床上采取多种治疗方

式对其加以控制, 但疗效欠佳. 越来越多的证据

表明: 肿瘤的发生同体细胞基因组在致癌因素刺

激下引起癌基因的激活和抑癌基因的失活继而

引起细胞增殖失控、凋亡受阻, 分化异常密切相

关[6]. 其中对癌基因的表达调控机制及基因干扰

研究目前已成为恶性肿瘤研究中的热点[7], 对于

肝癌的研究而言, 今后也有望在此领域取得突

破. PIWIL1为新发现的恶性肿瘤相关蛋白, 从属

于Argonaute蛋白家族PIWI亚家族, 是小RNA复

合体基本成员之一, 生物序列高度保守, 基因定

位为12q24.33, 此区域也是TGCT(青年和成年人

睾丸生殖细胞癌)发生相关的基因区, PIWIL1基
因编码一个3.6 kb的mRNA, 并表达为一个全长

含有861个氨基酸残基的蛋白PIWIL1[8].

2014-01-08|Volume 22|Issue 1|WCJD|www.wjgnet.com

表  3  免疫组织化学检测PIWIL1在肝细胞癌组织中阳性
表达与临床特征的关系 (n )

     
类别  n

            PIWIL1
  P 值

++  + -

年龄(岁) >0.05

  21-40   3   1   1 1

  41-80 44 25 14 5

性别 >0.05

  男 37 21 12 4

  女 10   5   3 2

分化程度 <0.05

  高分化 15   3   6 6

  中低分化 32 23   9 0

AFP(ng/mL) >0.05

  <400 25 13   9 3

  ≥400 22 13   6 3

肝炎 >0.05

  有 41 23 12 6

  无   6   3   3 0

组织侵犯 <0.05

  有   9   8   1 0

  无 38 18 14 6

肿块大小D(cm) >0.05

  D≤2   9   6   2 1

  2<D≤5 28 14 10 4

  5<D≤10   8   5   3 0

  D>10   2   1   0 1

AFP: 甲胎蛋白; PIWIL1: PIWI样蛋白1.

HCC: 肝细胞癌; PIWIL1: PIWI样蛋白.

表  5  免疫组织化学检测HCC患者不同PIWIL1表达程度
的预后差异 (mean±SD, mo)

     

时间
PIWIL1

    P 值
- +

生存时间 36.00±0.00 31.39±8.75 >0.05

无瘤生存时间 34.00±4.90 22.56±11.54 <0.05

A

B

+
-
+-删失
--删失

PIWIL1

0           10           20          30          40
生存时间(mo)

累
积

生
存

函
数

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

+
-
+-删失
--删失

PIWIL1

0           10           20          30          40
无瘤时间(mo)

累
积

生
存

函
数

1.0

0.8

0.6

0.4
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图  3  PIWIL1表达与预后. A: 生存时间; B: 无瘤生存时间. 

PIWIL1: PIWI样蛋白1.

表  4  免疫组织化学与Western blot检测PIWIL1在3种组织
中的表达的差异 n (%)

     

组织类别
PIWIL1

    P 值
Western blot(+) 免疫组织化学(+)

肝细胞癌 22(71.0) 44(93.6) >0.05

癌旁组织 17(54.8) 38(80.9)

正常肝组织   3(25.0)   5(41.7)

PIWIL1: PIWI样蛋白1.
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PIWIL1在人体组织中广泛表达, 包括前列

腺、卵巢、脑、肝脏、心脏、肾脏和骨骼肌等[9], 
在人的干细胞自我更新、RNA 干扰中发挥至关

重要的作用, 并影响癌细胞增殖[10], 本实验亦证

实PIWIL1在HCC组织、癌旁肝组织、正常肝组

织均有表达, 并且在不同组织中表达存在差异

性, 免疫组织化学及Western blot均证实PIWIL1
在HCC组织中表达程度高于癌旁肝组织, 而免

疫组织化学证实PIWIL1在癌旁组织表达高于

正常肝组织, Western blot检测未见二者存在明

显差别, 可能与Western blot的检测敏感性及样

本量有关, 因此可以认为PIWIL1同肝细胞癌的

发生发展存在明显的相关性, 对PIWIL1的深入

研究可能揭示肝细胞癌的发生及进展过程. 目
前已有证据表明PIWIL1 mRNA的表达水平与

肿瘤细胞的侵袭能力相关, 从而影响患者的预

后[11]. Taubert等[12]发现PIWIL1在软组织肉瘤中

高表达提示患者的预后不良, 并认为此种关系

可能也会出现于其他恶性肿瘤中; Grochola等
[13]发现PIWIL1在胰腺导管腺癌(pancreas ductal 
adenocarcinoma, PDAC)中表达水平与男性患者

的生存期成负相关, PIWIL1在PDAC的发生机制

及治疗的研究中可以作为一个潜在的靶点, 本
实验通过一定数量的随访研究证实PIWIL1阳
性及阴性患者的生存时间不存在明显的差异性, 
而二者的无瘤生存时间存在明显的差异, 可见

PIWIL1的阳性表达对患者术后的复发转移倾向

具有提示意义, 本实验得出不同表达患者生存

时间无明显差异可能由于患者术后随访时间较

短, 因此可以将PIWIL1在肝细胞癌组织中的表

达与否作为提示患者预后的一个参考因素; 何
炜等认为PIWIL1在食管癌组织中的高表达同组

织分型、临床分期及预后密切相关[14], 本实验也

表明PIWIL1的阳性表达同组织的分化程度及周

围组织侵犯的有无存在明显的相关性, PIWIL1
阳性表达者分化程度较低且具有周围组织侵犯

的倾向; Liu等[15]发现在胃癌细胞中PIWIL1与细

胞增殖标志物Ki67具有相似的表达形式, 并且

通过对PIWIL1的RNA干扰发现AGS胃癌细胞停

滞于G2/M期, 表明PIWIL1在胃癌的发展中起重

要的作用, PIWIL1可能作为癌症生物治疗的新

靶点; 因此也可能通过对肝细胞癌中PIWIL1表
达的控制进而控制肝细胞癌的发生和发展, 但
本研究暂未对PIWIL1在肝细胞癌中的作用机制

深入研究, 若要证实PIWIL1在肝细胞癌治疗中

的作用尚需进一步研究; 本实验通过免疫组织

化学和Western blot及临床数据表明PIWIL1同肝

细胞癌的发生发展有关, 其表达情况同肝癌患

者的预后相关, 因此, 也可以将PIWIL1检测作为

肝细胞癌诊断的新靶点, 并通过其表达情况预

测患者生存时间. 本课题初步探索PIWIL1在肝

细胞癌中的表达情况及同预后的关系, 由于样

本量较小, 随访时间较短, 若要明确在肝癌发生

中的确切机制及对预后的预测, 仍需进一步大

样本深入研究. 
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