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Abstract
AIM: To determine the expression of squamous 
cell carcinoma antigen 1 (SCCA1) in hepatocel-
lular carcinoma (HCC) and to evaluate its clini-
cal significance.

METHODS: The expression of SCCA1 was as-
sessed in specimens of HCC, adjacent non-
cancerous tissues, liver cirrhosis and normal 
liver tissue by immunohistochemistry, Western 
blot and qRT-PCR. The relationship between the 
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鳞状细胞癌抗原SCCA1在肝细胞癌中的表达及意义

李石磊, 高英堂, 单士岗, 梁增辉, 翟道宽, 景 丽, 刘 彤, 杜 智, 王毅军

®

■背景资料
原 发 性 肝 细 胞
癌(hepatocellular 
carcinoma, HCC)
为临床常见的恶
性肿瘤 ,  进展快 ,
预后差. 早诊断早
治疗是改善患者
预后的关键. AFP
是当前应用最广
泛的肝癌血清标
志物, 但其应用一
直 受 到 争 议 ,  因
此, 发现新的肝癌
诊断标志物一直
是研究的热点. 

expression of SCCA1 and the clinicopathological 
features of HCC was analyzed.

RESULTS: Immunohistochemistry showed 
that SCCA1 was undetectable in 62 HCCs, 43 
adjacent non-cancerous tissues, 10 cirrhosis liver 
tissues and 5 normal liver tissues. Western blot 
analysis demonstrated that 5 out of 6 detected 
HCC tissues had higher SCCA1 expression 
than paired adjacent non-cancerous tissues, and 
that the remaining HCC tissue showed similar 
expression pattern to adjacent non-cancerous 
tissues. One out of 3 liver cirrhosis tissues was 
SCCA1 positive, while SCAA1 expression was 
not detected in normal liver tissues (0/3). Using 
qRT-PCR, the expression of SCCA1 was found 
in 29.5% of the HCC tissues (18/61), but SCAA1 
expression was not detected in paired adjacent 
non-cancerous, liver cirrhosis and normal liver 
tissues (0/61, 0/16, and 0/6, respectively). There 
were significant differences in the positive rate 
of SCCA1 between HCC and paired adjacent 
non-cancerous, liver cirrhosis tissues (P = 0.000, 
0.013). Amplification plot and melt curve plot 
showed that the CT and Tm values were 8.90 ± 
1.40 and 87.9 ℃ for G3PDH and 34.37 ± 1.74 and 
88 ℃ for SCCA1.

CONCLUSION: SCCA1 is weakly expressed in 
HCC and difficult to detect by immunohisto-
chemistry. SCCA1 mRNA expression is specific 
in HCC, although its sensitivity is limited.  

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 探讨鳞状细胞癌抗原SCCA1在原发性

■同行评议者
戴朝六, 教授, 中
国医科大学第二
临床学院(盛京医
院)肝胆外科
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■研发前沿
近 年 研 究 表 明 , 
原发性肝细胞癌
中鳞状细胞癌抗
原(squamous cell 
carcinoma antigen, 
SCCA)表达升高, 
并且其表达与肿
瘤有一定的临床
相关性. 然而国内
尚无此方面报道.

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)中的
表达情况及其临床意义.

方法: 采用免疫组织化学、Western blot、qRT-
PCR检测SCCA1在肝细胞癌、癌旁非肿瘤组
织、肝硬化及正常肝组织中的表达, 并分析
SCCA1 mRNA与肝癌患者临床病理特征的相
关性.

结果: 免疫组织化学显示62例HCC、43例癌
旁肝组织、10例肝硬化、5例正常肝脏中均
未发现SCCA1的表达; Western blot显示所检
测的6例肝细胞癌均有SCCA1表达, 其中5例
高表达于癌旁, 1例表达与癌旁相当, 3例肝硬
化中1例阳性, 3例正常肝脏中均不表达; qRT-
PCR分析显示SCCA1 mRNA在HCC组阳性率
为29.5%(18/61), 癌旁组、肝硬化组、正常组
均未发现阳性表达(0/61、0/16、0/6). 其中肝
癌组与癌旁及肝硬化组差异有统计学意义(P 
= 0.000、0.013). 分析扩增曲线和溶解曲线, 
内参基因G3PDH的CT值为18.90±1.40, 其单
一峰Tm值87.9 ℃; 目的基因SCCA1的CT值为
34.37±1.74, 其Tm值为88 ℃.

结论: SCCA1蛋白在HCC中微量表达, 免疫组
织化学不易检测. SCCA1 mRNA用于HCC诊
断特异度高、灵敏度有限.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.
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核心提示: 鳞状细胞癌抗原(squamous cell carci-
noma antigen, SCCA)1蛋白在肝细胞癌(hepatocel-
lular carcinoma, HCC)中微量表达, 免疫组织化学

不易检测. SCCA1 mRNA用于肝癌诊断特异度高, 
但灵敏度有限, 因此可与其他肿瘤标志物联合以

提高HCC诊断的准确率.
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0  引言

鳞状细胞癌抗原(squamous cell carcinoma an-
tigen, SCCA)是Kato等最先在宫颈癌中分离出

来的、分子量为45 kDa的糖蛋白, 属于丝氨酸

蛋白酶抑制物超家族成员[1], 其基因位于染色

体18q21.3, 由紧密相连的scca1和scca2基因组

成, 分别编码中性SCCA1和酸性SCCA2糖蛋 
白[2,3]. 两蛋白氨基酸序列92%一致, 但功能有较

大差异. SCCA1又被称为SerpinB3, 主要抑制木

瓜蛋白酶样半胱氨酸蛋白激酶如组织蛋白酶

S、K、L等 [4], 体外实验表明其有促进细胞增

殖、抑制细胞凋亡和通过诱导上皮间质转化促

进肿瘤细胞侵袭转移的作用[5-7]. SCCA2又被称

为SerpinB4, 是糜蛋白酶样蛋白激酶抑制物, 可
通过影响p38 MAPK通路抑制肿瘤细胞凋亡[8].

近年来的研究显示, SCCA高表达于多种上

皮起源的肿瘤, 如头颈部肿瘤[9]、食管癌[10]、

肺癌[11]、乳腺癌[12], 与肿瘤的发生密切相关. 目
前其在肝细胞癌中的研究尚少, Pontisso等[13]最

早报道了SCCA在HCC中有表达, 其免疫组织

化学结果显示SCCA(包括SCCA1、SCCA2)在
85%(55/65)的肿瘤组织标本中有表达, 但在20例
正常肝脏组织中不表达. Beneduce、Giannelli、
Guido等[14-16]用免疫组织化学得到了类似的结

果. 血清中SCCA的表达目前仍存在争议, Hus-
sein等[17]发现血清SCCA在HCC组中高于其他肝

病组, 并且在AFP阴性的HCC患者中也可持续性

增高, 认为其可用于HCC诊断, 而Soyemi、Beale
等[18,19]发现血清SCCA在HCC和正常对照组之

间表达无差别. 鉴于以往研究方法未明确区分

SCCA1和SCCA2两个亚型, 更难以准确分析哪

个亚型在HCC发生演化中的作用, 因此, 本实验

采用免疫组织化学、Western blot及qRT-PCR的
方法对SCCA1这一亚型在原发性肝癌中的表达

情况进行探讨.

1  材料和方法

1.1 材料 选取2007-07/2011-10天津市第三中心

医院肝胆外科的129例组织标本, 包括62例HCC
组织、43例癌旁肝组织(距肿瘤边缘2 cm)、10
例肝硬化、6例胰腺癌、3例胆管细胞癌、5例
正常肝组织. 62例肝细胞癌中, 男51例, 女11例, 
年龄(55.9岁±10.7岁). 4例阳性对照取自宫颈鳞

状细胞癌手术标本. 上述标本中6例HCC及相邻

的癌旁组织、3例肝硬化、3例正常肝脏组织用

Western blot检测蛋白表达. qRT-PCR标本收集

自2004-01/2009-12共144例组织标本, 包括61例
肝细胞癌及配对的癌旁组织、16例肝硬化、6
例正常肝组织. 患者术前均未行放疗、化疗、

生物治疗等抗肿瘤治疗 .  参照2002年国际抗

癌联盟(Union for International Cancer Control, 
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■相关报道
Pontisso等研究发
现SCCA在85%(5
5/65)的HCC组织
中表达 ,  而 2 0 例
正常肝脏中无表
达，Beneduce、
Giannelli、Guido
等用免疫组织化
学得到类似结果.

UICC)第六次修定的HCC的TNM临床分期标

准和世界卫生组织(2000)消化系统肿瘤分类进

行临床和病理学诊断. 取材的癌组织排除液化

坏死区, 正常肝组织取自没有基础肝病的肝血

管瘤患者, 所有标本均经病理检查确诊. 留取

的组织标本分别采用-80 ℃冻存和4%甲醛固定

后石蜡包埋保存. 本研究经天津市第三中心医

院伦理委员批准并得到患者知情同意. 鼠抗人

SCCA1单抗(8H11, Santa Cruz)、通用型免疫组

织化学试剂盒、DAB显色试剂盒(北京中杉金

桥). Western blot二抗(Abmart)、鼠抗人β-actin
单抗(北京中杉金桥)、E C L发光试剂盒(北京

艾德莱). TRIzol(invi trogen)、逆转录试剂盒

(Promega)、Real time RT-PCR试剂盒(TaKaRa), 
SCCA1引物及内参G3PDH引物由Invitrogen公
司设计和合成, SCCA1上游引物: 5'-ATTCCT-
GAAGGTAATATTGGCAGCA-3', 下游引物: 
5'-GTTGAAGTAGGTGATGATCCGAATC-3'; 
G3PDH上游引物: 5'-GGGCATCCTGGGCTA-
CACTGA-3', 下游引物: 5'-CAAATTCGTTGT-
CATACCAGGAAATG-3', 扩增片段大小分别为

590、143 bp.
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学: 采用免疫组织化学PV二步

染色法. 组织标本经4%甲醛溶液固定后石蜡包

埋, 切片厚约3 μm; 经64.5 ℃温箱烤片后, 二甲

苯酒乙醇度脱蜡水化, 高温高压修复抗原, 3%
去离子H2O2封闭内源性过氧化物酶, 滴加1∶
100稀释的鼠抗人单克隆SCCA1抗体, 4 ℃冰箱

过夜; 滴加二抗, 光学显微镜下DAB显色, 自来

水终止, 苏木素复染, 脱水透明、封片. 实验中

以宫颈鳞状细胞癌标本做阳性对照, PBS代替

SCCA1抗体作为阴性对照. 细胞质中出现棕黄

色颗粒为阳性表达. 随机选取10个高倍镜(400
×)视野, 阳性细胞＜25%为阴性, 25%-75%为微

弱阳性, 75%以上为强阳性.
1.2.2 Western blot: 提取组织总蛋白, Bradford比
色法测定蛋白浓度, 取40 μg变性蛋白质加入

十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶(SDS-PAGE) 
80 V进行电泳, 30 min后指示剂进入分离胶, 电压

调制120 V继续电泳1 h. 电转膜仪转移到PVDF膜
上, 5%脱脂奶粉封闭2 h后滴加1∶200稀释的鼠

抗人SCCA1单克隆抗体, 4 ℃过夜孵育, TTBS洗
涤后加入羊抗小鼠二抗, 室温孵育1 h, 洗涤后采

用ECL化学发光显色试剂盒反应, 在暗室中压片, 
然后显影、定影. 扫描仪扫描显色带.

1.2.3 qRT-PCR: TRIzol法提取组织总RNA, 逆转

录参照Promega公司的ImProm-ⅡTM使用说明书, 
反应体系为3 µg RNA、3 µL随机引物, 补DEPC
水至24 µL; 70 ℃热变性10 min, 迅速冰浴3 min; 
再依次加入4.8 µL 25 mmol/L MgCl2、8 µL 5×
逆转录缓冲液、2 µL 10 mmol/L dNTP Mix、1.5 
µL逆转录酶, 至终体积为40 µL; 后置于PCR仪中

37 ℃, 99 min. 荧光定量PCR反应在ViiATM7 384
孔板上进行, 扩增体系为15 µL, 包含RT产物1.5 
µL、上下游引物各0.35 µL (10 mmol/L)、Taq E 
(5 U/µL)0.125 µL、dNTP Mixture 0.96 µL、PCR 
Buffer 10×(内含Mg2+)1.5 µL, 灭菌蒸馏水补足

至15 µL, 反应条件为: 94 ℃ 5 min预变性; 94 ℃ 
30 s、62 ℃ 1 min, 共45个循环. 反应结束后生成

溶解曲线, 记录每个标本的CT值. 随机选取5例
溶解曲线有特异峰的标本由上海Invitrogen公司

对PCR产物测序, 测序结果与GenBank中报道序

列进行比对以确定引物对SCCA1的特异性扩增.
1.2.4 随访: 最后随访时间2012-07-01, 中位随访

时间为27.3 mo, 术后每隔3 mo复查血清甲胎蛋

白(alpha fetoprotein, AFP)、肝功能、CT以及腹

部超声1次, 观察患者有无转移和恢复情况.
统计学处理 采用SPSS17.0软件进行数据

处理, 率的比较采用χ2检验或Fisher's确切概率

法, 生存分析采用Kaplan-Meier、Log-rank检验, 
P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 免疫组织化学分析 4例宫颈鳞状细胞癌阳性

对照结果显示SCCA1阳性染色为棕褐色, 主要

定位于细胞浆, 而本实验在62例肝细胞HCC、

6例胰腺癌、3例胆管细胞癌、43例癌旁、10例
肝硬化及5例正常肝脏中均未发现SCCA1阳性

表达(图1).
2.2 Western blot检测 鉴于免疫组织化学检测结

果阴性, 进一步采用Western blot的方法检测部

分标本中SCCA1蛋白的表达. 在6例HCC中5例
癌表达高于癌旁, 1例癌与癌旁组织表达量相当; 
3例肝硬化中1例表达; 3例正常肝脏均不表达( 
图2).
2.3 qRT-PCR检测 为验证上述蛋白水平的表达, 
从转录层次分析SCCA1 mRNA的表达. 首先对

内参基因G3PDH的扩增曲线和溶解曲线综合分

析显示, 所有标本均能够特异性扩增，其CT值
为18.90±1.40, 特异峰Tm值为87.9 ℃(图3C, D), 
说明总RNA的提取、逆转录和PCR过程均良好, 
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■创新盘点
SCCA有两个亚型
SCCA1、SCCA2, 
两者的生物学功
能有明显差异. 以
往研究方法未明
确区分SCCA1和
SCCA2, 更难以准
确分析哪个亚型
在HCC发生演化
中的作用. 本实验
主要从基因和蛋
白层次对SCCA1
这一亚型在原发
性肝癌中的表达
情况进行探讨.

可用于对目的基因的扩增分析; 然后对SCCA1
的扩增和溶解曲线分析发现, 18例HCC标本特

异性扩增, 其CT值为34.37±1.74, 特异单峰的

Tm值是88 ℃(图3A, B). 61例癌旁组织、16例
肝硬化及6例正常肝组织均无扩增, 从上述阳性

标本中随机挑选5例测序, 与Genbank中报道的

SCCA1序列进行比对, 结果显示序列一致, 说明

SCCA1被特异扩增. SCCA1 mRNA在HCC组阳

性率为29.5% (18/61), 与癌旁及肝硬化组差异有

统计学意义(P  = 0.000、0.013). 正常肝组织例数

偏少, 未进行统计学比较.
2.4 SCCA1 mRNA表达与HCC临床病理特征之

间的关系 SCCA1 mRNA与HCC临床病理特征的

相关性分析结果见表1, SCCA1的表达与性别、

年龄、HBV感染、HCV感染、肝硬化、Child分
级、血清AFP水平、γGT-Ⅱ、肿瘤大小、肿瘤

数目、病理分级、TNM分期、门静脉侵犯等均

无显著相关性(P >0.05).
2.5 SCCA1 mRNA表达与HCC患者预后的关系

本组61例, 57例获得随访, 其中24例至2012-07仍
存活(截尾资料), 33例在随访期内死亡(完整资

料), 平均随访时间为25.2 mo(9 d-72 mo). SCCA1
阳性组术后中位生存期为18 mo, SCCA1阴性组

术后中位生存期为31 mo. SCCA1阳性组的术后

中位生存时间短于阴性组, 但是Log-rank检验显

示生存率差异不显著(P  = 0.380, 图4).
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图  1  SCCA1在不同组织中的表达(免疫组织化学×200). A: SCCA1在肝细胞癌中不表达; B: SCCA1在癌旁组织中不表达; C: 

SCCA1在正常肝脏中不表达; D: SCCA1在胰腺癌中不表达; E: SCCA1在胆管细胞癌中不表达; F: SCCA1在宫颈癌癌巢中表

达明显. SCCA1: 鳞状细胞癌抗原1.

SCCA1

b-actin

T1           N1        T2          N2        T3       N3        LC          NL

图  2  SCCA1在肝细胞癌、癌旁、肝硬化及正常肝脏中的表达. T: 肝细胞癌; N: 癌旁; LC: 正常肝脏.  SCCA1: 鳞状细胞癌

抗原1.
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3  讨论

SCCA是一种丝氨酸蛋白酶抑制剂, 因其首次在

宫颈癌鳞状上皮中分离而被命名鳞状细胞癌抗

原. 以往认为SCCA只表达于宫颈癌、食管癌

等上皮起源的肿瘤, Pontisso最早报道了SCCA
在85%的HCC中有表达, 而正常肝脏中不表达, 
Beneduce等[14]又指出SCCA在肝硬化及肝炎组

织中也有表达, 但其各组表达量均小于HCC组. 
另有学者对血清SCCA在肝癌诊断中的应用价

值进行了研究, 但结果存在较大争议[17-19]. 鉴于

以往研究未考虑SCCA1和SCCA2两者在HCC中
的表达差异, 本实验针对SCCA1这一亚型在原

发性肝癌中的表达情况从蛋白和mRNA层次分

别进行了探讨.
免疫组织化学结果显示S C C A1在宫颈癌

阳性对照中高表达, 而在HCC、癌旁、肝硬化

及正常肝脏中均未发现阳性表达, 随后Western 
b l o t检测部分免疫组织化学阴性的标本发现

癌、癌旁肝硬化中有表达, 正常肝脏中仍不表

达. 免疫组织化学与前人及Western blot的结果

不一致, 此结果可能有以下两种原因: (1)抗体不

同: 本研究用的是Santa Cruz公司的针对SCCA1
的单克隆抗体(8H11), 特异性较高, 目前仅有的4
篇研究SCCA在肝癌组织中表达的报道[13-16]均使

用Xeptagen公司抗体(Hepa-Ab Kit), 该抗体不能

区分SCCA1、SCCA2, 因此抗体特异性的差异

可能是这种结果不一致的重要原因; (2)SCCA1
微量表达: qRT-PCR结果显示HCC中SCCA1 
mRNA阳性组的CT值为34.37, 而内参CT值为

18.90, 说明SCCA1 mRNA在HCC组织中含量极

低, 转录水平低下可能造成翻译蛋白的低表达, 
加之免疫组织化学仅是对单层细胞内蛋白的检

测, 微量的表达超过试剂盒的检测下限可造成

结果阴性, 而Western blot上样蛋白量为40 μg加
之ECL发光剂可使灵敏度提高1000-10000倍以

至能检测到pmol甚至fmol级的HRP, Western blot
的这种放大作用可以使微量SCCA1得以检测, 

■应用要点
分子靶向治疗是
目前肿瘤治疗的
研究热点. SCCA1 
mRNA在部分肝
细胞癌中特异表
达, 研究其表达升
高的原因及机制
可为肝细胞癌的
分子靶向治疗提
供新的思路.
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图  3  SCCA1 mRNA在不同组织中的表达(qRT-PCR). A: SCCA1的溶解曲线(Tm = 88.0 ℃); B: SCCA1的扩增曲线; C: 内参

G3PDH的溶解曲线(Tm = 87.9 ℃); D: 内参G3PDH的扩增曲线.

图  4  HCC中SCCA1 mRNA阴阳组患者累计生存率的比较.
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所以组织中SCCA1的微量表达也可造成这种结

果不一致.
实时荧光定量PCR有高的灵敏度和特异度, 

可定量检测微量的靶分子. 本研究发现SCCA1 
mRNA在HCC中特异表达, 而癌旁、肝硬化及正

常肝中均不表达. 因此SCCA1 mRNA用于肝癌

诊断特异度高, 但由于灵敏度有限(29.5%), 故可

与其他肿瘤标记物联合用以提高HCC诊断的准

确率. Turato等[20]在对肝母细胞瘤的研究中发现, 
SCCA1高表达于未成熟组织可调节未成熟肝组

织的生长, 促进肝母细胞瘤的形成. Catanzaro等[12]

也发现SCCA1在低分化的乳腺癌中高表达. 又
有研究表明SCCA1可以通过诱导上皮间质转化

增加肿瘤的侵袭性促进肿瘤的复发和转移, 因
此低分化肿瘤中SCCA1的高表达可能是其易

复发、预后差的原因之一. 本研究显示低分化

HCC中SCCA1的表达率高于高分化HCC(31.8% 
vs  13.3%), 但可能受限于样本例数少, 两者差异

无统计学意义.
总之, 本研究结果提示, SCCA1蛋白在HCC

中微量表达, 免疫组织化学不易检测. SCCA1 
mRNA用于肝癌诊断特异度高, 但灵敏度有限, 
因此可与其他肿瘤标志物联合以提高HCC诊断

的准确率. 目前SCCA1在部分肝癌患者中表达

升高的原因及机制、其表达是否可促进肝癌的

发生与发展、阻断其表达是否可治疗HCC等均

需深入研究.
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SCCA1: 鳞状细胞癌抗原1.
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