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Abstract
AIM: To investigate the expression of annexin 
A2 (ANXA2) in hepatic tissue and serum of hep-
atitis B virus (HBV)-associated hepatocellular 
carcinoma (HCC). 

METHODS: ANXA2 expression in HCC, tumor-
adjacent precancerous and distal normal tissues 
was analyzed by real-time polymerase chain 
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乙型肝炎病毒相关肝癌组织及外周血膜联蛋白A2异常表
达的临床意义

陈 雯, 张海健, 顾 星, 时 运, 钱 琦, 姚登福, 陆少林

®

■背景资料
乙 型 肝 炎 病 毒
(hepatitis B virus, 
H B V ) 感 染 是 肝
癌 发 生 的 主 要
病 原 学 因 素 .  膜
联 蛋 白 亚 组 分
A2(annexin A2, 
ANXA2)在肝细
胞生长、信号转
导和诱发恶性转
变中发挥重要作
用, 但在HBV相关
肝癌患者 ,  HBV
感染与ANXA2表
达的相互关系还
尚未见报道. 研究
HBV感染相关肝
癌组织和患者外
周血ANXA2表达
水平, 有助于探讨
其临床价值. 

reaction (PCR) and Western blot. The cellular 
localization of ANXA2 in these specimens was 
detected by immunohistochemistry, and hepatic 
HBV DNA was detected by in situ hybridization 
technique. Levels of serum ANXA2 in patients 
with HCC or benign liver diseases were quanti-
tatively detected by enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA). 

RESULTS: Hepatic ANXA2 expression was lo-
calized in the cytoplasm and membrane of cells 
in cancerous tissues, and cytoplasm of cells in 
tumor adjacent cancerous tissues, but was unde-
tectable in distal normal tissues (F = 498.221, P < 
0.001). Overexpression of ANXA2 mRNA in can-
cerous tissues was significantly higher than that 
in tumor adjacent cancerous or distal normal tis-
sues. ANXA expression was moderate to strong 
in cancerous tissues with HBV replication, but 
low in cancerous tissues without HBV replica-
tion (Z = 4.933, P < 0.001). Circulating ANXA2 
levels in HCC patients were significantly higher 
than those in any group of other liver diseases (P 
< 0.01) except the metastatic liver cancer group. 
Serum levels of ANXA2 in patients with HCC 
were associated with HBV infection (t = 6.820, 
P < 0.001), extrahepatic metastasis (t = 3.191, P 
= 0.002), presence of portal vein thrombus (t = 
2.859, P = 0.005), lower differentiation degree 
and TNM stage (P < 0.01), but not with patient 
sex, age, size or AFP level. Combined detection 
of serum ANXA2 and AFP substantially im-
proved the diagnostic efficiency (96.5%). 

CONCLUSION: Abnormal expression of ANXA2 
in HBV-related HCC is useful for diagnosing 
HCC and understanding its pathogenesis.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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■研发前沿
肝细胞癌防治是
全球的医学难题, 
与HBV感染密切
相 关 ,  早 诊 及 有
效治疗是提高患
者生存率的有效
措施 .  ANXA2在
细胞生长、恶性
转变过程中发挥
重 要 作 用 .  肝 癌
的手术切除仍是
目前的主要手段, 
但并不适合多数
已发生转移的患
者 ,  且 术 后 患 者
生 存 率 不 理 想 , 
亟待发现其他新
方法.

patients with HBV-associated hepatocellular carcinoma. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2014; 22(9): 1207-1213  URL: http://
www.wjgnet.com/1009-3079/22/1207.asp  DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i9.1207 

摘要
目的: 探讨乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, 
HBV)感染对肝癌(hepatocellular carcinoma, 
HCC)组织及外周血中膜联蛋白A2(annexin 
A2, ANXA2)表达的影响.

方法:  以自身配对法收集30例术后肝癌组
织、癌旁组织和远癌组织, 以Western blot法
和免疫组织化学法分析肝组织ANXA2表达与
细胞中分布; 并以生物素标记的HBV DNA探
针检测肝组织中HBV DNA, 以实时定量PCR
技术分析肝组织ANXA2 mRNA转录与表达水
平; 以ELISA法定量肝病患者血ANXA2水平, 
分析其临床价值.

结果: 肝组织ANXA2表达定位于癌细胞的胞
浆和胞膜, 癌旁组织定位于胞浆; 癌组织显著
高于癌旁组织(F  = 498.221, P <0.001), 远癌组
织则未见明显表达; 癌灶组织中ANXA2 基因
呈过转录状态, 显著高于癌旁与远癌组织; 在
HBV阳性肝癌组织中, ANXA呈中等至强阳性
全数表达, 在HBV阴性肝癌组织ANXA呈低
阳性表达, 组间差异显著(Z  = 4.933, P <0.001). 
血ANXA2水平, 肝癌患者显著高于良性肝病
各组(P <0.01), 其表达与HBV感染(t  = 6.820, 
P <0.001)、伴肝外转移(t  = 3.191, P  = 0.002)、
门静脉癌栓(t  = 2.859, P  = 0.005)、中低程度
分化和TNM分期间显著相关(P <0.01), 但与患
者性别、年龄、肿瘤大小和甲胎蛋白(alpha-
fetoprotein)水平间未见明显相关; 血ANXA2
与AFP联检, 其诊断阳性率为96.5%.

结论: HBV相关肝癌ANXA2过表达, 有助于
HCC诊断和发病机制解析.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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肝炎病毒感染

核心提示: 肝癌组织乙型肝炎病毒(hepat i t i s B 
virus, HBV) DNA阳性癌组织膜联蛋白亚组分

(annexin, ANXA)表达显著高于阴性癌组织组；

癌组织ANXA2 mRNA水平显著高于癌旁与远癌

组织; 肝癌患者血ANXA2表达与HBV感染、肝

外转移、门静脉癌栓、中低程度分化和TNM分

期间显著相关; 联检ANXA2与甲胎蛋白(alpha-

fetoprotein)诊断肝癌阳性率为96.5%. HBV相关肝

癌中ANXA2异常表达, 有助于肝癌(hepatocellular 
carcinoma)诊断和发病机制解析.
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)防治

是全球的医学难题[1], 与乙型肝炎病毒(hepatitis 
B virus, HBV)和丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, 
HCV)的感染密切相关[2], 肝癌早诊和早治是提

高患者生存率的有效措施. 手术切除仍是目前

的主要手段[3,4], 但并不适合多数已发生转移的

患者, 且术后患者生存率不理想[5]. 膜联蛋白亚

组分A2(annexin A2, ANXA2)是膜联蛋白家族

成员之一, 为钙离子依赖的磷脂酰结合蛋白, 在
细胞生长、信号转导调控、恶性转变和HCC发
展过程中发挥重要作用[6,7]. 在我国肝癌患者中

HBV感染者占80%以上, 尚未见报道ANXA2在
HBV相关HCC中的表达和诊断价值评估, 本文

通过定量分析了肝癌患者的癌组织中ANXA2表
达, 与HBV DNA复制关系及与胞内分布, 定量分

析了不同肝病患者外周血中ANXA2的表达, 与
HBV感染的关系及对HBV相关HCC诊断价值.

1  材料和方法

1.1 材料 (1)肝组织标本: 以自身配对法收集南

通大学附属医院住院治疗HCC患者术后肝癌、

癌旁(离癌灶>3 cm)和远癌组织(离癌灶>5 cm)各
30份, 于液氮中保存. 从部分组织中制备总RNA, 
以分析癌组织不同部分中ANXA2 mRNA表达; 
再将部分组织匀浆后制备蛋白, 以Western blot
法分析ANXA2表达水平. HCC诊断依据全国肝

癌研究协作组制定的标准核实[8]. 事先经患者知

情同意, 并经医院伦理委员会批准; (2)血清样本: 
从住院治疗患者中收集肝癌115例(男88例, 女27
例), 年龄范围在25-81岁, 平均48.3岁; 其他患者

包括慢性肝炎35例、急性肝炎28例、肝硬化38
例和转移性肝癌25例(肺癌、胃癌各6例; 急性髓

性白血病、乳腺癌各36例; 结肠癌3例; 宫颈癌

和前列腺癌各2例); 所有病例经生化检测、病

毒性标志物和超声检查确诊, 于清晨采集血液

5 mL, 分离血清后备用; 以放射免疫法检测甲胎
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■相关报道
近期Dong和Zhan-
g等报道了肝癌细
胞中ANXA2高表
达 ,  以 小 发 夹 型
RNA特异性地抑
制肝癌细胞株中
ANXA2 mRNA转
录, 可有效抑制肝
癌细胞增殖与转
移, 是一具有分子
靶向作用的治疗
方法, 值得深入研
究, 具有应用前景
与开发价值.

蛋白(alpha-fetoprotein, AFP); 以30例献血员[肝
炎病毒标志物阴性且谷氨酸氨基转移酶(alanine 
aminotransferase, ALT)正常]血清标本作对照.
1.2 方法

1.2.1 总RNA提取和cDNA合成: 用TRIzol试剂

(Invitrogen)分离50 mg肝组织总RNA, 琼脂糖

凝胶电泳检测总RNA完整性, 核酸蛋白测定仪

(Bio-RAD smartspec™ plus)检测其浓度和纯度. 
用cDNA合成试剂盒(Fermentas)以1 μg总RNA为

模板同等条件下合成ANXA2和β-actin的cDNA.
1.2.2 实时定量PCR: 用stepone™实时定量PCR
仪(Applied Biosystems), PCR反应. 50 μL反应体

系包含25 μL 2×SYBR Premix Ex Taq(TaKaRa, 
Japan), 2 μL引物混合物, 1 μL 50×ROX Ref-
erence Dye I, 4 μL cDNA, 和18 μL去离子

水. ANXA2引物序列: 上游, 5'-TGAGCGGG 
ATGCTTTGAAC-3', 下游5'-ATCCTGTCTCT-
GTGCAT TGCTG-3'; β-actin引物: 上游, 5'-A 
TTGCCGACAGGATGCAGA-3', 下游, 5'-GAGT 
ACTTGCGCTCAGGAGGA-3'[9], 优化PCR条件

如下: 95 ℃ 2 min; 95 ℃ 10 s, 62 ℃ 1 min, 40个
循环; 60 ℃ 15 s, 以2-∆∆Ct值相对定量分析.
1.2.3 Western blot分析: 肝组织在预冷匀浆液匀

浆(4 ℃), 800 g离心10 min, 收集上清液, 以BCA
法(碧云天生物技术有限公司)测定蛋白浓度. 每
个样品取20 mg蛋白上样到15%十二烷基硫酸钠

聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)上, 蛋白质然

后转移到聚偏氟乙烯膜上, 用5%牛血清白蛋白

tris缓冲液4 ℃封闭过夜, 孵育在抗ANXA2和抗

β-actin(Santa Cruz)一抗中4 h, 随后在连接有辣

根过氧化物酶二抗中孵育1 h, 然后条带在化学

发光系统(Millipore, USA)中可视化. 用image J软
件分析蛋白密度. 用相对比值(RR)比较ANXA2
表达, RR = SIANXA2/SIβ-actin, SI表示蛋白信号强度.
1.2.4 免疫组织化学染色: 采用Elivision一步法进

行免疫组织化学. 10%甲醛固定24 h、在梯增稀

释的乙醇中脱水(5 min/次), 石蜡包埋, 制成厚度

3 μm的组织切片. 用二甲苯脱蜡两次(10 min/次), 
在梯减稀释的乙醇中脱水(5 min/次). 脱蜡的切

片用pH 7.4的PBS洗涤3次(5 min/次), 孵育在内

源性过氧化物酶封闭液中, 0.01 mol/L pH 6.0的
柠檬酸盐缓冲液处理10 min, 高压加热法修复

抗原, 正常动物血清封闭非特异性结合, 滴加

ANXA2抗体, 4 ℃过夜, PBS缓冲液漂洗, 滴加

二抗, 室温孵育10 min, PBS漂洗, 滴加链霉素抗

生物素蛋白-过氧化酶, 室温孵育10 min, PBS冲
洗, 滴加新鲜配制的DAB溶液, 室温显色. 双蒸

水洗涤, 苏木素复染, 无水乙醇脱水透明, 封片. 
Olympus BX50光学显微镜观察、摄像, 以0.01 
mol/L PBS(pH 7.5)分别替代一抗、二抗作阴性

对照. 
1.2.5 酶联免疫吸附测定: 用人ANXA2 ELISA试

剂盒(武汉优尔生科技股份有限公司)检测血清

ANXA2表达水平, 100 μL血清样本或者标准品

被分别添加到96孔板中, 接着添加100 μL检测试

剂A并37 ℃孵育1 h, 随后添加100 μL检测试剂B
并37 ℃孵育30 min, 然后添加90 μL底物溶液并

37 ℃孵育25 min, 最后每孔添加50 μL终止液并

读取450 nm处的吸光度.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 以t检验

比较两样本均数; 以q检验作多样本均数的两两

比较, 以受试者工作特征曲线(receiver operating 
characteristic curve, ROC)评估外周血ANXA2
表达水平对肝癌诊断的灵敏性和特异性 [10,11], 
P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 肝癌组织ANXA2表达与免疫组织化学分析

按自身配对法收集肝癌患者术后新鲜的30例肝

癌的癌灶、癌旁和远癌组织, 以Western blot法, 
相对定量分析肝组织ANXA2蛋白表达(图1A), 
经组织ANXA2与β-actin相对定量显示: 癌灶组

织ANXA2表达显著高于癌旁组织和远癌组织(F  
= 498.221, P <0.001, 图1B); 免疫组织化学分析的

细胞定位, ANXA2在HCC癌灶组织中定位于胞

浆和胞膜, 癌旁中定位于胞浆, 而远癌组织中未

见明显表达(图1C).
2.2 实时荧光定量癌组织ANXA2 mRNA转录状

态 肝癌不同组织ANXA2 mRNA转录水平如表1. 
肝癌的癌灶组织中ANXA2 mRNA相对表达水

平(2-∆∆Ct值)明显高于自身配对的癌旁组织或远

癌组织, 显示癌灶组织中ANXA2基因呈过转录

状态.
2.3 癌组织ANXA表达与HBV复制关系 肝癌

癌灶组织中A N X A全数表达(表2, 100%). 在
HBV阳性肝癌组织中, ANXA呈中等至强阳性

(++)-(+++)表达, 而在HBV阴性肝癌组织ANXA
呈低阳性(+)-(++)表达, 组间差异显著(Z  = 4.933, 
P <0.001)．在23例HBV阳性肝癌组中ANXA的

表达强度在(+++)以上为22例, 占95.7%: HBV阴

2014-03-28|Volume 22|Issue 9|WCJD|www.wjgnet.com
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■创新盘点
正常肝或慢性肝
炎 肝 组 织 罕 见
ANXA2表达 .  以
自身对照方式分
析肝癌、癌旁和
远癌组织ANXA2
转 录 和 表 达 .  癌
组 织 A N X A 2 表
达 显 著 异 常 ,  定
位于胞浆和胞膜. 
HBV相关肝癌组
织ANXA呈全数
阳性表达,呈中等
至强阳性表达占
95.7%, 提示HBV
复制与ANXA2表
达明显相关.

性肝癌组中ANXA的表达强度未见强阳性表达

(+++), 以中等阳性表达(++)者为6例, 占85.7%．

肝癌患者ANXA表达强度, 在HBV阳/阴性组间

差异显著．

2.4 肝病患者血ANXA2表达与临床病理学特征

肝癌患者血ANXA2表达与HBV感染关系, 在
HBsAg阳性组(27.38 ng/mL±5.67 ng/mL)高于

阴性组(18.58 ng/mL±7.83 ng/mL), 差异显著(t 
= 6.820, P <0.001); 伴与不伴肝外转移组分别为

26.03 ng/mL±5.99 ng/mL和22.79 ng/mL±5.64 
ng/mL, 组间差异显著(t = 3.191, P  = 0.002); 伴
/不伴有门静脉癌栓组分别为26.03 ng/mL±5.99 

ng/mL和23.06 ng/mL±5.03 ng/mL, 差异显著(t  
= 2.859, P  = 0.005); 低分化组为27.05 ng/mL±
5.13 ng/mL、中等分化组为26.19 ng/mL±5.34 
ng/mL均显著高于高分化组20.43 ng/mL±4.97 
ng/mL(P <0.001); TNM分期显示Ⅲ-Ⅳ期为27.44 
ng/mL±6.01 ng/mL显著高于Ⅰ-Ⅱ期21.16 ng/
mL±5.97 ng/mL(t  = 5.594, P <0.001); 但在年龄

≥50岁和<50岁组、肿块≥5.0 cm与<5.0 cm组、

AFP在≥400 ng/mL组和<400 ng/mL组间, 均未

见明显差异.
2.5 血ANXA2过表达与AFP联合诊断肝癌 血
ANXA2和AFP浓度对HCC诊断价值评估的ROC
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表  1  肝组织AXNA2 mRNA相对定量(mean±SD)分析 (n  = 30)

     分组 CtANXA2 Ctβ-actin ∆Ct 2-∆∆Ct

癌灶组 21.63±0.09 21.19±0.07 0.44±0.06  1.00±0.04

癌旁组 24.29±0.09 22.60±0.08 1.70±0.12   0.43±0.10b

远癌组 24.71±0.06 22.13±0.06 2.57±0.07   0.23±0.07b

bP<0.01 vs  癌灶组. ANXA2: 膜联蛋白亚组分A2.

表  2  肝癌组织HBV复制与ANXA2表达的关系 (n  = 30)

     

HBV DNA  n
  肝细胞中ANXA2表达状态

  Z 值     P 值   
- + ++ +++

阳性               23 0 0  1  22 4.933 <0.001

阴性   7 0 1  6    0

kDa
42

36

b-actin

ANXA2

P<0.001
P<0.0011.2

1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0A

N
X

A
2/
b-

ac
tin

比
值

癌灶                      癌旁                      远癌

癌灶                      癌旁                      远癌

50 mm 50 mm 50 mm
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C

图  1  肝癌及癌旁组织中ANXA2表达水平
的比较. A: Western blot; B: ANXA2/β-actin

比率(n  = 3, mean±SD); C: 免疫组织化学. 

ANXA2: 膜联蛋白亚组分A2.
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曲线如图2. 在该曲线下ANXA2的面积为0.903, 
AFP的面积为0.823. 血ANXA2敏感度是87.0%, 
与AFP联合对HCC诊断的灵敏性96.5%, 阴性预

测值提高到96.6%.

3  讨论

ANXA2是ANXA家族的重要成员, 其分子的核

心岩藻糖基化水平随肿瘤转移潜能增加, 可激活

并生成纤溶酶以降解环绕血管的细胞外基质(ex-
tracellular matrix, ECM)和基膜, 启动蛋白水解级

联反应, 导致肿瘤细胞黏附、浸润和转移, 在肿

瘤细胞转移和促血管形成中扮演重要角色[12,13]. 
长江口地区为肝癌高发地区, HBV感染是肝癌

发生的主要病原学因素[14,15]. ANXA2在肝细胞

生长、信号转导和诱发恶性转变中发挥重要作

用, 但在HBV相关肝癌患者, HBV感染与ANXA2
表达的相互关系还尚未见报道[16,17]. 本文分析了

HBV感染相关的肝癌患者, 手术切除标本和患者

外周血ANXA2表达水平及其临床价值.
肝组织A N X A2表达显示, 正常肝或慢性

肝炎肝组织中, 很少见ANXA2表达. 本研究以

自身对照方式分析了肝癌组织的癌灶组织、

癌旁组织和远癌组织中ANXA2转录和表达水 
平[6,10]. 以Western blot法相对定量分析癌灶、癌

旁和远癌组织ANXA2表达(图1A)显示: 癌灶组

织ANXA2表达显著高于癌旁组织和远癌组织

(图1B); ANXA2在肝细胞定位, 免疫组织化学显

示ANXA2定位于HCC癌组织的胞浆和胞膜, 癌
旁组织胞浆, 远癌组织未见表达(图1C). ANXA2
表达与肝细胞的程度分化呈负相关, 低分化肝

癌组织中ANXA2表达越高, 高分化肝癌组织

ANXA2表达越低. 从转录水平上分析不同肝组

织中ANXA2 mRNA表达(表1), 同样发现癌组织

中ANXA2表达明显高于自身配对的癌旁或远癌

组织. 癌组织中ANXA2过表达, 提示从ANXA2
表达参与肝癌的进展过程[6,18], 其水平异常是监

测肝细胞恶性转化的有用标志物[19,20].
HBV相关肝癌中AXNA2表达尚未见诸文

献[21,22]. 本文资料显示30例肝癌组织中ANXA呈

全数阳性表达(表2), 但在HBV阳性肝癌组织中, 
ANXA2呈中等至强阳性表达占95.7%; 而HBV
阴性肝癌组织中, ANXA2表达程度较低, 组间差

异显著; 肝癌患者外周血中ANXA2浓度较于正

常对照明显升高, 血ANXA2异常有助于肝癌诊

断, 且与AFP可互补诊断HCC(图2); ANXA2表达

的临床病理学特征显示: 肝癌患者血ANXA2表
达与HCC侵袭和转移、HBV感染、分化程度和

TNM分期有关, 其机制可能与血纤维蛋白溶酶

原/血纤维蛋白溶酶[23]、分子表面的酩氨酸23位
磷酸化[24]及核因子(nuclear factor κB, NF-κB)活
化等相关[25]. 但与肝癌的瘤体大小度间未见明

显相关. 肝癌患者血ANXA2表达与HBV感染呈

明显的正相关关系, 在乙肝表面抗原(hepatitis B 
virus surface antigen, HBsAg)阳性组血ANXA2
水平明显高于HBsAg阴性组, 组间差异十分显

著, 提示肝组织中HBV复制与ANXA2表达明显

相关．

HCC是最常见的恶性肿瘤, 发病率居全球

恶性肿瘤的第5位, 死亡率居第3位[26,27].  HCC的
发生发展由原癌基因激活和抑癌基因失活、信

号传导通路异常、细胞周期调控因子突变、抗

凋亡基因激活、血管形成及对放、化疗的耐药

性等多种因素共同作用形成, 且发病率仍在持

续增加, HCC预后极差, 早期特异诊断与有效治

疗极为重要[1,28,29]. 最近证实ANXA2在HCC的

诊断中具有较高的灵敏性和特异性, 可作为早

期诊断HCC的标志物[10,30]. 对肝组织与外周血

ANXA2研究, 显示在HBV感染相关的肝癌进展

中, ANXA2过表达, 可为肝细胞恶性转化监测和

肝癌的靶向治疗带来新契机, 对此深入研究将

有助于揭示HCC发病机制或为HCC的治疗提供

新靶点[31,32].  
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