
■背景资料
星 形 细 胞 上 调
基因-1(astrocyte 
elevated gene-1, 
A E G - 1 ) 是 近 年
来 新 发 现 的 癌
基因 ,  可促进肿
瘤 的 进 展 和 转
移 .  本研究通过
检 测 人 肝 癌 组
织中AEG-1、核
因子-κB(nuclear 
factor-κB, NF-
κ B )  p 6 5 的 表
达 水 平 ,  探 讨
AEG-1在肝细胞
癌(hepatocellular 
carcinoma, HCC)
发生、发展中的
作用 ,  为肝癌的
诊治提供新途径.
 

于营, 贵州医科大学研究生院 贵州省贵阳市 550004
罗新华, 程云娟, 贵州省人民医院感染科 贵州省贵阳市 
550002
程明亮, 贵州医科大学附属医院感染科 贵州省贵阳市 550004
于营, 硕士生, 主要从事肝纤维化及肝癌的防治研究.
作者贡献分布: 于营与罗新华对此文所作贡献均等; 本课题由
于营与罗新华设计; 研究过程由于营、罗新华、程云娟及程
明亮完成; 数据分析由于营完成; 本论文写作由于营与罗新华
完成.
通讯作者: 罗新华, 教授, 主任医师, 550002, 贵州省贵阳市中
山东路83号, 贵州省人民医院感染科. luoxh09@163.com
电话: 0851-85937113
收稿日期: 2015-07-18   修回日期: 2015-08-17
接受日期: 2015-08-27   在线出版日期: 2015-09-18

Clinical significance of 
expression of AEG-1 and NF-
κB p65 proteins in human 
primary hepatocellular 
carcinoma

Ying Yu, Xin-Hua Luo, Ming-Liang Cheng, 
Yun-Juan Cheng

Ying Yu, Guizhou Medical University, Guiyang 550004, 
Guizhou Province, China
Xin-Hua Luo, Yun-Juan Cheng, Department of 
Infectious Diseases, Guizhou Provincial People’s Hospital, 
Guiyang 550002, Guizhou Province, China
Ming-Liang Cheng, Department of Infectious Diseases, 
Affiliated Hospital of Guizhou Medical University, 
Guiyang 550004, Guizhou Province, China
Correspondence to: Xin-Hua Luo, Professor, Chief Physician, 
Department of Infectious Diseases, Guizhou Provincial 
People’s Hospital, 83 Zhongshan East Road, Guiyang 550002, 
Guizhou Province, China. luoxh09@163.com
Received: 2015-07-18    Revised: 2015-08-17 
Accepted: 2015-08-27    Published online: 2015-09-18

Abstract  
AIM: To detect the expression of astrocyte 

elevated gene-1 (AEG-1) and nuclear factor-
κB (NF-κB) p65 proteins in hepatocellular 
carcinoma (HCC) and to analyze their clinical 
significance. 

METHODS: The expression of AEG-1 and NF-
κB p65 proteins was detected by immunohis
tochemical analysis in 40 HCC samples, 40 
tumor adjacent tissue samples, and 8 normal 
hepatic tissue samples. Western blot was 
also performed for detecting protein levels 
of AEG-1 and NF-κB p65 in part of the above 
tissue samples. The relationship between 
survival and expression of AEG-1 and NF-κB 
p65 was analyzed by Kaplan-Meier analysis.

RESULTS: The positive expression rates of 
AEG-1 in HCC, tumor adjacent tissue and 
normal tissue samples were 72.5% (29/40), 
60% (24/40), and 12.5% (1/8), respectively; 
the differences among the three groups were 
statistically significant (χ2 = 9.74, P < 0.05). The 
expression of AEG-1 protein was significantly 
higher in HCC  and tumor adjacent tissue than 
in normal tissue (P < 0.05). The expression 
rates of NF-κB p65 protein in HCC, tumor 
adjacent tissue and normal tissue samples 
were 75% (30/40), 62.5% (25/40), and 12.5% 
(1/8), respectively; the differences among the 
three groups were statistically significant (χ2 = 
11.29, P < 0.05). The expression of NF-κB p65 
protein was significantly higher in HCC and 
tumor adjacent tissue than in normal tissue 
(P < 0.05). The expression of AEG-1 and NF-
κB p65 protein determined by Western blot 
was similar to that by immunohistochemical 
analysis. The survival rates in patients with 
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■研发前沿
Robertson等研究
发现, AEG-1基因
敲除的小鼠 ,  肝
癌发生率和发生
肺转移的几率明
显降低.

positive expression of AEG-1 and NF-κB p65 
were significantly lower than those in patients 
with negative expression (P < 0.05)．

CONCLUSION: AEG-1 may promote invasion 
and metastasis of HCC through up-regulation 
of NF-κB p65 expression and activity. The 
combined detection of expression of AEG-1 
and NF-κB p65 has significance in gene 
therapy and in predicting the prognosis of 
patients with HCC. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的:  探讨人肝细胞癌(h e p a t o c e l l u l a r 
carcinoma, HCC)组织中星形细胞上调基因
-1(astrocyte elevated gene-1, AEG-1 )、核因
子-κB(nuclear factor-κB, NF-κB) p65的表达
及临床意义.

方法: 采用免疫组织化学SP法检测AEG-1和
NF-κB p65蛋白在40例HCC组织、对应癌旁
肝组织及8例正常肝组织中的表达情况. 用
Western blot方法检测肝癌及癌旁肝组织、

正常肝组织中AEG-1和NF-κB p65的表达水
平. 应用Kaplan-Meier法分析AEG-1和NF-κB 
p65的表达与肝癌患者预后的关系.

结 果 :  H C C 组 织、癌 旁 肝 组 织、正 常
肝 组 织 中 的 A E G - 1 阳 性 表 达 率 分 别 是
72.5%(29/40)、60%(24/40)、12.5%(1/8), 三
者之间的差异具有统计学意义(χ2 = 9.74, 
P <0.05). 且AEG-1在HCC组织、癌旁组织
中的表达明显高于在正常肝组织中的表达
(P <0.05). NF-κB p65在HCC组织、癌旁组
织、正常肝组织中的阳性表达率分别是
75%(30/40)、62.5%(25/40)、12.5%(1/8), 三
者之间的差异具有统计学意义(χ2 = 11.29, 
P <0.05), 且NF-κB p65在HCC组织、癌旁
组织中的表达明显高于在正常肝组织中的
表达(P <0.05). Western blot结果与免疫组织

化学结果一致. AEG-1、NF-κB p65双阳性
组的生存率低于单阳性组, 差异有显著性
(P <0.05).

结论: AEG-1可能通过上调NF-κB p65的表达
而促进HCC的发生和转移, 联合检测AEG-1
及NF-κB p65在人肝细胞癌中的表达, 有望
成为肝癌分子靶向治疗及预后评价的重要
指标.

© 2015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 :  肝 癌 组 织 中 星 形 细 胞 上 调 基 因

-1(astrocyte elevated gene-1, AEG-1 )与核因子

-κB(nuclear factor-κB, NF-κB) p65的表达明显

高于癌旁组织和正常肝组织, AEG-1可能通过

与NF-κB p65相互作用, 诱导NF-κB通路活化, 
导致肝癌的发生、发展.

于营, 罗新华, 程明亮, 程云娟. AEG-1和NF-κB p65在

人 肝 细 胞 癌 中 的 表 达 及 其 临 床 意 义 .   世 界 华 人 消 化 杂

志  2015; 23(26): 4193-4199 URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/23/4193.asp DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v23.i26.4193

0  引言

肝癌是异质性强、死亡率高的难治性恶

性肿瘤 ,  我国肝癌的病死率位居肿瘤第2
位, 仅次于肺癌 [1-3]. 目前认为肝细胞性肝癌

(hepatocellular carcinoma, HCC)的发生发展是

多诱因、多基因参与、多步骤调控的复杂过

程[4]. 星形细胞上调基因-1(astrocyte elevated 
g e n e-1, A E G-1 )是近年来新发现的癌基因, 
AEG-1作为肿瘤介质在肿瘤进展的各个方面

发挥重要作用[5], 有研究发现, AEG-1可提高

肿瘤细胞的锚定生长能力及侵袭性, 并通过

激活核因子-κB(nuclear factor-κB, NF-κB)信
号通路来增加黏附分子的表达, 促进肿瘤的

侵袭和转移. Emdad等[6]研究发现AEG-1通过

激活NF-κB信号通路, 能显著提高肝癌细胞株

的侵袭能力. 本研究通过检测人肝癌组织中

AEG-1和NF-κB p65的表达水平, 探讨AEG-1
在HCC发生、发展中的作用, 寻找肝癌早期

诊断和分子靶向治疗的新靶标, 为肝癌的诊

治提供新途径.
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■相关报道
Jung等研究发现, 
AEG-1的表达水
平是肝癌患者手
术后生存的独立
危险因素.

1  材料和方法

1.1 材料 40例肝癌及对应癌旁组织均来自贵

州省人民医院肝胆外科2013-08/2014-03手术

切除的标本, 癌旁组织距肿瘤边缘2-5 cm. 同
时收集正常肝组织标本8例(来自肝血管瘤和

肝外伤手术切除的肝组织). 患者术前均未行

放、化疗, 所有标本均经病理组织学诊断证实. 
其中男性33例, 女性7例, 平均年龄57.47岁±

10.03岁. HBsAg阳性27例, 阴性13例, 肿瘤直径

≤5 cm的29例, >5 cm的11例; 肝癌病理分化程

度参照Edmonson-Steiner标准进行分级[7], 其中

Ⅰ/Ⅱ级(高分化)16例, Ⅲ/Ⅳ级(中/低分化)24例; 
肝癌TNM分期参照2011年我国原发性肝癌诊

疗规范[8]:Ⅰ/Ⅱ期22例, Ⅲ/Ⅳ期18例; 有门脉癌

栓形成者15例, 所有病例均有手术前后完整的

病案资料. 所选取的40例肝癌标本均分为2份, 
一份保存于40 g/mL甲醛中固定以观察病理改

变, 一份保存于-80 ℃冰箱中用于Western blot检
测, 手术后均进行随访, 随访率100%, 随访起

始时间为手术治疗开始日起, 观察终止时间为

2015-05-18.
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学法: 采用SP法, 微波加热抗

原修复, 以DAB显色. 兔抗人AEG-1单克隆抗

体为Abcam公司产品, 兔抗人NF-κB p65多克

隆抗体及免疫组织化学试剂盒均购自武汉博

士德生物技术有限公司. 操作程序按说明书进

行. 阴性对照以PBS替代一抗, 用已知阳性标本

作阳性对照.
1.2.2 染色结果判定标准: 原发性肝癌组织和

癌周组织中阳性细胞检测参照胞核或胞质中

出现棕黄色颗粒者为阳性细胞. AEG-1定位于

核周, 胞质中可见部分表达; NF-κB p65主要定

位于细胞质, 部分可见胞核表达. 由两位医师

采用双盲法观察每张切片. 参照综合染色强度

和阳性细胞数(占总细胞数的百分比)来进行半

定量处理. 染色强度按下列评分标准评分: 细
胞无显色者为0分, 细胞呈浅黄色者为1分, 细
胞呈棕黄色者2分, 细胞呈棕褐色者为3分(染
色深浅需与背景着色相对比); 阳性细胞数评

分方法: 阳性细胞占总细胞的0-10%者为0分, 
10%-50%者为1分, 51%-80%者为2分, >80%者

为3分. 上述两项评分(1)与(2)相乘, 以4分为界, 
≥4分者为高表达, <4分者为低表达[9].

1.2.3 Western blot检测法: 用RIPA细胞裂解液

提取各组细胞总蛋白, BCA法测蛋白浓度, 变
性处理后进行聚丙烯酰胺凝胶电泳, 半干转至

PVDF膜, 5%脱脂牛奶室温封闭1 h, 加入单抗

4 ℃过夜后, 再加1∶1000稀释的HRP标记的

二抗, 室温孵育1 h, 经PBST清洗3次, ECL发光

显影.
统计学处理 采用S P S S17.0统计软件进

行数据分析, AEG-1和NF-κB p65在肝癌组

织、癌旁组织、正常组织中的表达差异以及

与各临床病理类型的关系采用Pearson χ2检

验或Fisher确切概率法, AEG-1和NF-κB p65
在HCC中的相关性采用Spearman等级相关分

析; 用Kaplan-Meier法描述生存曲线, Log-rank
法进行统计学意义检验. P <0.05为差异有统计

学意义.

2  结果

2.1 免疫组织化学结果  A E G-1在正常肝组

织、癌旁组织、肝癌组织中的总阳性率分别

为: 12.5%(1/8)、60%(24/40)、72.5%(29/40), 
AEG-1在肝癌组织中定位于核周, 胞质中可

见部分表达(图1). NF-κB p65在正常肝组织、

癌旁组织、肝癌组织中的总阳性率分别为 : 
12.5(1/8)、62.5%(25/40)、75%(30/40), NF-
κB p65在癌组织中以胞质型为主, 部分可见

胞核表达(图1).
2.2 Western blot检测结果 Western blot 结果显

示肝癌组织、癌旁组织中的AEG-1和NF-κB 
p65蛋白高水平表达, 而正常肝组织仅检测出

极低水平的AEG-1和NF-κB p65蛋白(图2).
2.3 AEG-1和NF-κB p65表达与肝癌临床病理

特征的关系 AEG-1和NF-κB p65在HCC中的

表达与性别、年龄、HBsAg、肿瘤大小均无

关, 而与病理分化程度、TNM分期及转移有关

(P <0.05, 表1). 
2.4 AEG-1和NF-κBp65在HCC中表达的相关性 
在40例肝细胞性肝癌组织中, AEG-1的表达与

NF-κBp65的表达呈正相关性(r = 0.42, P <0.05).
2.5 AEG-1和NF-κB p65表达与患者预后的

关系 AEG-1和NF-κB p65双阳性表达的患者

6、12、20 mo生存率为86.96%、73.91%、

56.52%, 单阳性表达的患者6、12、20 mo生存

率为94.11%、82.35%、64.70%, 两组间差异有

统计学意义(P = 0.019, 图3).
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■创新盘点
本研究通过检测
AEG-1和NF-κB 
p65在人肝癌组
织中的表达 ,  并
分析肝癌临床病
理特征及预后的
关系 ,  为原发性
肝癌的诊治提供
了理论依据.

3  讨论

AEG-1基因最初在人胚胎初级星形胶质细胞中

发现, 位于与多种恶性肿瘤发生密切相关的人

类8号染色体(8q22)上[10], AEG-1在黑色素瘤、

恶性胶质瘤、乳腺癌、肺癌等多种恶性肿瘤

中表达显著升高[11-14]. 研究[15,16]发现, AEG-1可
启动如P13K/Akt、NF-κB、Wnt/β-catenin、
MAPK等多个信号转导途径, 在肿瘤的发生、

增殖、血管生成、抗凋亡、侵袭以及转移等

多方面发挥重要作用[17,18]. 其中NF-κB信号通路

持续异常激活可诱导癌基因的表达, 提高肿瘤

细胞的浸润和侵袭能力.
NF-κB是一种存在于真核细胞中的重要

的核转录因子, 研究[19-21]表明NF-κB 与人体的

恶性肿瘤如食管癌、胰腺癌、胃癌、肝癌等

多种癌症密切相关. 人体内, p50和p65是NF-

κB家族中最为重要的两个因子, 其中, NF-κB 
p65能够诱导细胞表达大量的抗凋亡基因, 抑
制肿瘤细胞的凋亡[22-24], 同时激活原癌基因, 促
进细胞增殖. 研究[25]发现, AEG-1在TNF-α诱导

或受到其他致癌因素刺激时, 胞质内的AEG-1 
N末端第71个氨基酸与抑制因子IkB结合, 促进

静止状态的三聚体p50-p65-IkB降解, NF-κB二
聚体p50-p65得到释放, 活化的NF-κB转位到核

内, 同时P65亚基上的DNA结合位点暴露, 与基

因上的κB位点发生特异性结合, 从而启动或增

强某些基因的转录. 同时一部分AEG-1也进入

细胞核, 在核内与循环的AMP反应元件糖结合

蛋白CBP形成蛋白质-蛋白质的结合, 即桥接

NF-κB和CBP并与之形成转录基础复合物, 促
进包括细胞黏附分子、MMP、环氧化酶-2、
炎性细胞因子等NF-κB下游基因的表达[26]. 从

A B

C D

E F

图  1  AEG-1与NF-κB p65在不同肝组织中的表达(SP×400). A: AEG-1在正常肝组织中的表达; B: AEG-1在癌旁肝组织

中的表达; C: AEG-1在肝癌组织中的表达; D: NF-κB p65在正常肝组织中的表达; E: NF-κBp65在癌旁肝组织中的表达; 

F: NF-κB p65在肝癌组织中的表达. AEG-1 : 星形细胞上调基因-1; NF-κB p65: 核因子-κB p65. 
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■应用要点
联合检测AEG-1
和NF-κB p65在
肝组织中的表达, 
对预测肝癌的发
生、发展及预后
可能具有潜在的
应用价值.

而促进肿瘤细胞的侵袭和血管新生. Kikuno等[27]

发现沉默AEG-1, 使NF-κB活性下降, 相应的

NF-κB调节蛋白表达减少, 明显降低前列腺癌

细胞株的侵袭能力.
本实验通过免疫组织化学法及Western blot

检测了AEG-1与NF-κB p65在肝癌组织中的表

达, 结果发现, 肝癌组织中AEG-1与NF-κB p65
的表达明显高于癌旁组织和正常肝组织, 与
Wang等[28]对头颈部鳞状细胞癌中AEG-1及NF-
κB的研究相符合. Robertson等[29]研究发现, 在
敲除AEG-1基因的小鼠中, 肝癌的发生率明显

降低, 且AEG-1在通过NF-κB信号调节的过程

中, 起着关键性作用. 因此, 我们推测, 当肝组

织中AEG-1受到刺激时, 发生核易位, 与NF-
κB p65相互作用, 诱导NF-κB通路活化, 引起

下游基因异常表达, 导致肝细胞异常增生、癌

变. 因此, 如果我们阻断AEG-1表达, 从而抑制

NF-κB通路活化, 有可能减少HCC的发生或延

缓HCC进展, 这将为肝癌的靶向治疗提供新的

途径.
研究发现AEG-1与HCC组织的上皮间质

转化和HCC患者临床预后密切相关[16,30]. 本实
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图  2  AEG-1与NF-κB p65在肝癌组织、癌旁组织和正常
肝组织中的表达. A: Western blot检测结果; B: AEG-1的

表达; C: NF-κB p65的表达. aP<0.05 vs  癌旁组; cP<0.05 vs 
正常组. AEG-1 : 星形细胞上调基因-1; NF-κB p65: 核因

子-κB p65; β-actin: 细胞骨架蛋白.
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图  3  AEG-1和NF-κB p65均阳性表达与生存时间的关系. 
AEG-1: 星形细胞上调基因-1; NF-κB p65: 核因子-κB p65.

表  1  AEG-1和NF-κB p65蛋白表达与肝癌临床病理特
征的关系

     临床病

理因素

AEG-1

阳性表达

P 值 NF-κB p65

阳性表达

P 值

性别 0.075 1.000

  男 26 25

  女   3   5

年龄(岁) 0.686 0.190

  <50   6   5

  ≥50 23 25

HBsAg 0.128 0.246

  阳性 22 22

  阴性   7   8

肿瘤大小(cm) 0.233 0.696

  ≤5 19 21

  >5 10   9

病理分化程度 0.014 0.007

  Ⅰ-Ⅱ   8   8

  Ⅲ-Ⅳ 21 22

TNM分期 0.006 0.013

  Ⅰ-Ⅱ 20 13

  Ⅲ-Ⅳ   9 17 

门脉癌栓 0.009 0.024

  有   7   8 

  无 22 22

HBsAg: 乙型肝炎病毒表面抗原; TNM: 肿瘤原发灶、区域淋

巴结、远处转移; AEG-1:星形细胞上调基因-1; NF-κB p65: 

核因子-κB p65.
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■同行评价
本文探讨AEG-1
在HCC发生、发
展中的作用, 使其
有望成为肝癌早
期诊断和分子靶
向治疗的新靶标.

验对肝癌临床病理特征与生存率进行了相关

性分析, 结果发现, AEG-1、NF-κB p65双阳性

表达的病例, 其生存率较单阳性表达病例明显

降低, 提示在肝癌细胞中, AEG-1和NF-κB p65
可能协同促进肝癌的发展演变, 从而影响肝癌

患者的预后.
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