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应用组织芯片检测 Pin1在肝炎、肝硬化、肝细胞性肝癌组织中 

的表达 
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【摘 要】目的：利用组织芯片技术检测肽基脯氨酰顺反异构酶(Peptidy1一proplyl isomerase 1，pin1)在正常、肝炎、肝硬化及肝癌 

组织中的表达，了解 pin1在肝细胞性肝癌发生 、发展不同阶段的表达情况及与临床病理参数的关系。方法：用免疫组织化学染 

色法在组织芯片上同时检测 10例 HBsAg阳性病毒性肝炎 、40例肝硬化、19例肝细胞性肝癌及 34例正常肝组织中pinl的表 

达情况，并分析 pinl在不同肝脏疾病组织中的表达差异。结果：pinl在 HBsAg阳性病毒性肝炎、肝硬化、肝细胞性肝癌及正常 

肝组织中的阳性表达率分别为 80％(8／10)、82．5％(33／40)、100％(19／19)、55．8％(19／34)，肝细胞性肝癌组织中的阳性表达率明 

显高于 HBsAg阳性病毒性肝炎、肝硬化及正常肝组织 ，同时肝癌中 pinl的表达强度也明显高于 HBsAg阳性病毒性肝炎、肝硬 

化和正常肝组织(P<0．001)，而在 HBsAg阳性病毒性肝炎 、肝硬化和正常肝组织中pinl阳性表达率及表达强度均无差异无统计 

学意义(Jp>O．001)；肝细胞性肝癌组织中 pinl的表达与病理分级、有无淋巴结转移及临床分期无相关性( 0．05)。结论：pinl参 

与了HBsAg阳性病毒性肝炎，肝硬化到肝细胞性肝癌的疾病进展过程 ，在肝细胞性肝癌的发生和发展中发挥了一定作用。 
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集落性生长，维持粒细胞系和单核细胞系的存活 ，促进生长 ， 

诱导分化和增强功能等。研究发现 ，在复发性和多发性鼻息 

肉患者血清中，GM—CSF显著升高，比较术前术后水平也无 

明显差异，因此考虑复发性鼻息肉与 GM—CSF及 EOS密切 

相关 。 

随着对鼻息肉发病机制的逐渐明确，其免疫治疗也显示 

了良好的前景。CFP是结核分枝杆菌培养上清中的一种分泌 

蛋白混合物，这些蛋白在所有的卡介苗菌株和绝大部分非结 

核分枝杆菌中都没有表达，是强 T细胞抗原。它能刺激机体 

产生特异性的细胞免疫应答 ，使单个核细胞出现增殖反应和 

产生 IFN一 。目前，在结核病的诊治中研究较多l引，在变应性 

疾病的研究当中，尚属于起步阶段。 

本研究通过测定 CFP干预后淋巴细胞的增殖情况，结 

果表明 CFP浓度为 l0 g／ml时，细胞增殖最明显。我们以此 

浓度为十预浓度 ，检测 CFP作用前后 ，鼻息肉患者外周血单 

个核细胞培养上清液中IL一4、IFN— 、GM—CSF水平。结果显 

示 ，经 GFP作用后 ，IL一4、GM—CSF水平下降，明显低于干预 

前，而 IFN一 较干预前水平升高，与对照组相比差异无显著 

性。表明 CFP能抑制 Th2细胞活化 ，促进 Thl细胞功能，从 

而纠正 Thl和 Th2细胞因子网络失平衡状态。CFP的这种免 

疫调节作用，为探索治疗鼻息肉，尤其是复发性鼻息肉的免 

疫药物提供了理论依据，但其确切的作用机制和如何优化给 

药还有待于进一步研究和探讨 。 
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Expression 0f the Pin 1 in the hepatitis，cirrhosis and hepatocelluar carcinoma 

tissues and its relationship with hepatitis B virus by tissue microarray 

UXiao一，船 ，et 

(Department ofInfectious Disease，the SecondAffiliated Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：By using tissue microarray technique to detect the expression of peptidyl—pmplyl isomerase 1(pin1)in human 

hepatitis B，cirrhosis，hepatocelluar carcinoma(HCC)and normal liver tissue，discussing its role in different stage of oncogenesis of HCC， 

and its relationship with clinicopath0lo cal parameter．Methods：Immunohistochemistry was used to detect the expression of pinl in 10 

cases of hepatitis B，40 cases of cirrhosis，19 cases of HCC and 34 cases of normal liver tissue．Results：The positive expression rate and 

intensity of pinl was stronger in the HCC than that in the hepatitis B，cirrhosis and normal liver tissue (P<0．001)，but there was no 

significant difference in the latter three tissues(P>O．001)．The expression of pin1 was not correlated with clinic0pathol0gical parameter 

( >0．05)．Conclusion：pinl plays pivotal role in different stages ofHCC． 

【Key words]Pinl；Hepatitis B；Cirrhosis；Hepatocelluar carcinoma；Tissue microarray 

肝细胞性肝癌是最常见的 1O种恶性肿瘤之一，在我国 

占居民恶性肿瘤死亡的第二位，我国是肝炎大国，大部分肝 

细胞性肝癌由 HBV或 HCV感染后的慢性肝炎或肝硬化发 

展而来，手术切除和肝移植是治疗肝细胞性肝癌的两种有效 

方式，但仅适用于小部分早期肝癌患者。因此了解肝细胞性 

肝癌的发病机制可以为如何防止 HBV或 HCV感染后的高 

危人群进展为肝癌及其治疗提供有效的依据和措施。肽基脯 

氨酰顺反异构酶(Peptidyl—proplyl isomerase 1，pin1)在超过 

50％人肝癌细胞中过表达，并用 RNA干扰的方法证实它与 

肝癌的发生相关[1】。但最近的研究表明pinl在肝硬化组织中 

的表达较肝癌组织高，而肝硬化一直被认为是肝癌的癌前病 

变[21。但是pinl是否参与了HBsAg阳性病毒性肝炎、肝炎后 

肝硬化到肝癌的发生发展及其在疾病发展各个阶段的表达 

情况尚不清楚。本文利用组织芯片技术和免疫组织化学染色 

法检测 pinl在 HBsAg阳性病毒性肝炎 ，肝炎后肝硬化，肝细 

胞性肝癌及正常肝脏组织中的表达情况，一方面了解 pinl 

在 HBsAg阳性病毒性肝炎、肝炎后肝硬化、肝细胞性肝癌疾 

病进展过程中的作用 ，另一方面了解 pinl与肝细胞性肝癌 

临床病理参数的关系。以期为临床有效评估肝细胞性肝癌的 

发生发展及早期诊断提供一定的理论依据。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

肝脏疾病组织芯片购 自陕西超英生物公司，芯片编号 

LV805，LV482。其中肝癌组织 40点(每例 2点)，肝硬化组织 

40点，HBsAg阳性病毒性肝炎 10点 ，正常肝组织及癌旁正常 

肝组织 38点。人组病例中 l9例肝细胞性肝癌，40例肝硬 

化，10例 HBsAg阳性病毒性肝炎，34例正常及癌旁正常肝 

组织。即用性非生物素免疫组化 EliVisionTM plus试剂盒 ， 

DAB显色试剂盒购 自福州迈新生物公司，鼠抗人 pin1单克 

隆抗体购自R&D公司。 

1．2 免疫组织化学染色(EliVision法，DAB显色) 

60~C烤片 30 min，常规脱蜡水化 ，以0．O1 mol／L CB(pH 

6．0)高压 2min修复抗原，冷却至室温，PBS洗 5min X2次； 

3％H 02一甲醇封闭内源性过氧化物酶，室温 10 min，PBS洗 

5 min×2次；滴加鼠抗人 pinl单克隆抗体(抗体稀释度为 1： 

100)，4cC冰箱过夜；0．1％Tween一20 PBS洗 5 min×3次；滴 

加酶标抗鼠／兔聚合物，室温孵育 30min；O．1％Tween一20PBS 

洗5 min×3次；DAB显色，蒸馏水洗终止显色；苏木素复染、 

水洗 、分化后充分水洗返蓝；常规脱水透明，中性树胶封片； 

PBS代替一抗为阴性对照，同时每张切片设置自身对照。 

1．3 结果判定 

镜下根据染色细胞着色强度强度进行评判：不着色为阴 

性(一)、着浅棕色为弱阳性(+)、着棕色棕色为阳性(++)、着棕 

褐色为强阳性(+++)。 

1．4 统计学分析 

以SPSS18．0统计软件进行统计学分析。组间 pinl阳性 

表达率、表达强度比较及其与肝癌各临床病理参数间的关系 

采用 Kruskal—Wallis和 Mann—Whitney非参数检验，多重比较 

时用Bonferroni法校正P值。相关性分析用 spearman等级相 

关，P<O．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 Pinl在 HBsAg阳性病毒性肝炎、肝硬化、肝细胞性肝癌 

组织及正常肝组织中的表达 

Pinl在 HBsAg阳性病毒性肝炎 、肝硬化 、肝细胞性肝癌 

及正常肝组织中均有表达，HBsAg阳性病毒性肝炎及正常肝 

组织中几乎全在胞浆表达，肝硬化和肝细胞性肝癌组织中主 

要位于胞浆，部分位于胞核。 

2．2 Pin1在 HBsAg阳性病毒性肝炎、肝硬化、肝细胞性肝癌 

及正常肝组织中阳性表达率及表达强度比较 

Pin1在 HBsAg阳性病毒性肝炎、肝硬化、肝细胞性肝癌 

及正常肝组织中阳性表达率不同，分别为 80％(8／10)、82．5％ 

(33／40)、1o0％(19／19)及 55．8％(19／34)，差异有统计学意义 

(P<0．05)，其中肝细胞性肝癌组织中pinl阳性表达率与正常 

肝组织相比明显升高，差异有统计学意义(P<0．001)，肝细胞 
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性肝癌与 HBsAg阳性病毒性肝炎 、肝硬化组织相 比pin1阳 

性表达率差异无统计学意义(P>O．OO1)，HBsAg阳性病毒性肝 

炎、肝硬化及正常肝组织中pinl的阳性表达率差异无统计学 

意义(P>O．001)。进一步对各组之间 pin1表达强度进行比较， 

HBsAg阳性病毒性肝炎 、肝硬化、肝细胞性肝癌及正常肝组 

织中 pinl表达强度不同，差异有统计学意义(P<O．05)，pinl 

的表达强度与正常 、HBsAg阳性病毒性肝炎、肝硬化、肝细胞 

性肝癌的肝脏疾病进展程度之间成显著正相关 (r=0．648， 

P<O．01)。Pinl在肝细胞性肝癌组织中的表达强度明显高于 

HBsAg阳性病毒性肝炎、肝硬化及正常肝组织 ，呈阳性或强 

阳性表达，差异有统计学意义(P<O．001)，而 HBsAg阳性病毒 

性肝炎、肝硬化及正常肝组织中 pinl的表达强度无明显差 

异，HBsAg阳性病毒性肝炎、肝硬化组织中呈弱阳性或阳性 

表达，正常肝组织中不表达或弱阳性表达 ，差异无统计学意 

义(尸 0．OO1)(表 1 o 

2．3 肝细胞性肝癌组织中Dinl表达强度与临床病理参数的 

关系 

肝细胞性肝癌组织中 pin1的表达强度与病理分级 、有 

无淋巴结转移及临床分期均无关(P>O．05)(表 2)。 

3 讨 论 

Pinl是第一个被发现的在酵母和人细胞分裂中所必需 

的一种高度保守 、特异的肽基脯氨酰顺反异构酶 ，可特异性 

催化已磷酸化的丝(苏)脯氨酰基序发生顺反异构 ，这种构型 

的改变在催化活性 、蛋 白的去磷酸化、蛋白和蛋白之间的相 

互作用 、亚细胞的定位、细胞信号转导途径和生长的调控中 

起着重要作用I 。Pinl在正常组织中呈阴性或弱阳性表达，在 
一 些癌前病变和未成熟组织中表达异常，研究显示 pinl在 

前列腺癌 、卵巢癌、子宫颈癌等许多肿瘤组织中呈过度表达 ， 

是多个致癌信号通路的关键效应分子，可加强和催化多种致 

癌信号，使其无限放大，最终引起细胞的转化和增殖失控，被 

称为肿瘤发生发展的催化分子14．5I。肝细胞性肝癌中pinl过 

度表达，并且与 p一连环素(p—catenin)及细胞周期素(Cy— 

clinD1)的过度表达相关 ，诱导 pinl的表达可以导致肝细胞 

发生癌变，而用 RNA干扰技术抑制 pinl的表达可以抑制肝 

细胞性肝癌的发生，逆转肝癌细胞的恶性表型，阻止细胞从 

G．期进入 s期，从而使其停留在 GdG 期I I。另外的研究显示 

pinl在肝硬化组织和门脉癌栓中的表达比肝癌原发灶强，而 

肝硬化一直被认为是肝癌的癌前病变，门脉癌栓被认为是肝 

癌进～步发展转移的结果，提示 pinl可能参与了肝癌的发 

生、发展 。但是 pinl在肝癌的发生、发展各阶段的表达情况 

究竟如何尚不清楚。本研究利用组织芯片技术检测 了pinl 

在 HBsAg阳性病毒性肝炎、肝硬化 、肝细胞性肝癌及正常肝 

组织中的表达情况 ，免疫组化结果显示 ，pinl在 HBsAg阳性 

病毒性肝炎 、肝硬化 、肝细胞性肝癌及正常肝组织中均有表 

表 1 正常、肝炎、肝硬化及肝细胞性肝癌组织中 pin1的表达情况 

注： P<O．001。 正常组比较；多重比较 P<O．001为差异有统计学意义 

A．正常肝组织(一) B．正常肝组织 胞浆(+) C．HBsAg阳性病毒性肝炎组织 胞浆(++) 

D．肝硬化组织 胞浆、核(++) E．肝细胞性肝癌组织 胞浆 、核(+++) 

图 1 肝细胞性肝癌、肝硬化、HBsAg阳性病毒性肝炎及正常肝组织中 pin1表达情况(SP X 200) 



一

1 380一  重庆医科大学学报 2010年第35卷第 9期 (Journal of Chongqing Medical University 2010．Vo1．35 No．9 J 

达 ，阳性表达率分别为 80％(8／10)、82．5％(33／40)、100％ 

(19／19)、55．9％(19／34)，其 中肝细胞性肝癌组织中的阳性表 

达率明显高于正常肝组织 ，而与 HBsAg阳性病毒性肝炎、肝 

硬化组织无显著差异，但是在表达强度上肝细胞性肝癌组织 

明显高于HBsAg阳性病毒性肝炎、肝硬化组织 ，肝细胞性肝 

癌组织中呈强阳性或阳性表达，而在 HBsAg阳性病毒性肝 

炎 、肝硬化组织中均呈阳性或弱阳性表达 ，在正常肝组织中 

不表达或呈弱阳性表达。另外 pinl的表达强度与正常、HB— 

sag阳性病毒性肝炎、肝硬化 、肝细胞性肝癌疾病进展程度成 

正相关，并且在正常、HBsAg阳性病毒性肝炎、肝硬化、肝细 

胞性肝癌组织中表达有逐渐增高的趋势，提示 pinl参与了 

HBsAg阳性病毒性肝炎、肝硬化，肝细胞性肝癌的疾病进展 

过程，并且在肝细胞性肝癌的发生中起到了一定作用。 

虽然 pinl在乳腺癌、前列腺癌、食管鳞癌及非小细胞肺 

癌中与临床分期，有无淋巴结转移及预后密切相关16-9]。但我 

们的研究显示，尽管 pinl在肝细胞性肝癌组织中呈强阳性 

表达，但与病理分级、有无淋巴结转移及临床分期无关，提示 

在不同类型的肿瘤中，pinl可能通过不同的作用机制对细胞 

的生物学行为产生不同的影响。但这种结果也可能是病例数 

较少，尤其是早期和高分化的肝细胞性肝癌例数少的缘故。 

本研究发现 pinl在肝细胞性肝癌组织中表达增强 ，并 

且在 HBsAg阳性病毒性肝炎 、肝硬化、肝细胞性肝癌组织中 

表达有逐渐增强的趋势 ，提示其可能参与了慢性肝脏疾病到 

肝细胞性肝癌的发生发展过程。这不仅为肝癌的发病机制提 

供了线索，而且动态监测 pin1的变化可能有助于疾病 的早 

期诊断及预后评估 ，对肝细胞性肝癌的诊断和治疗也具有一 

定的意义。HBV感染是是肝细胞性肝癌常见的致病因素 ， 

25％的慢性乙型肝炎或肝硬化患者最终会发展为肝细胞性 

肝癌，最近有学者通过免疫共沉淀发现 ，HBV编码的乙型肝 

炎病毒 x蛋白(HBx)可以同 pin1结合 ，pinl可以稳定 HBx 

的表达导致肝细胞性肝癌的发生，肝细胞性肝癌组织中 pin1 

与 HBx呈正相关 l。但是 pinl是否在 HBV感染后的病毒性 

肝炎、肝硬化、肝细胞性肝癌的疾病发生发展过程 中发挥作 

用及在此过程中pin1与 HBV的相互关系尚不清楚。我们将 

进一步对肝炎 、肝硬化到肝细胞性肝癌发生发展过程中pinl 

与 HBV的关系进行研究。 
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