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　　提　要:目的　探讨肝细胞癌(hepatocellular carcinoma , HCC)中细胞凋亡 、增殖及其相关调控因子 p53 和Fas表达特征

与HCC 临床病理的关系。方法　分别以末端脱氧核苷酸转移酶(TdT)介导的 d-UTP缺口末端标记技术(TUNEL)和 S-P 免

疫组化方法检测 35例人 HCC 与其癌旁组织中凋亡细胞和增殖细胞核抗原(Proliferating cell nuclear antigen , PCNA)及 p53、

Fas的表达特征 , 并结合临床病理资料进行统计学分析。结果　细胞凋亡指数(AI)、PCNA指数(LI)、p53和 Fas表达与 HCC

的性别 、年龄及肿瘤大小无显著性差异;AI、p53和 Fas表达与 HCC 的组织学类型间也无显著差异(P >0.05);LI与 HCC 组

织学类型有关:实体型较梁状型和腺样型明显增高(P<0.01);随 Edmondson 分级 、TNM分期增加 , AI逐渐减少 ,而 LI及 p53

表达强度则逐级增高 , Fas 表达无显著变化(P>0.05)。结论　HCC 的恶性程度与细胞凋亡指数呈负相关 ,而与 PCNA 指

数呈正相关。HCC 细胞凋亡为 p53依赖型 , p53基因高突变 、Fas 表达的下调的肝癌组织其分化程度较低 ,提示预后不佳。
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　　Abstract:Objective　To investigate the relationship of apoptosis , proliferation and its related factors(p53 ,

Fas)with clinical pathological characteristics in hepatocellular carcinoma (HCC).Methods　Apoptosis , nuclear

antigen of proliferating cells(PCNA), p53 , and Fas proteins were detected by labelling technique of in situ terminal

deoxynucleotide transferase and immunohistochemical method on 35 HCC samples.Statistical analysis was employed

to evaluate the correlations between the experimental data and clinical pathological characteristics.Results　There

was no significant difference between the apoptotic index (AI), PCNA index (LI), expressions of p53 and Fas and

the age , sexual distinction of patient , and tumor size.Expressions of p53 , Fas , and AI were not associated with the

histological types of tumor at all.However , the index of PCNA was much higher in poorly differenciatiated type than

that in trabecular type and pseudo glandular type of HCC.Importantly , following the advanced Edmondson stages and

the TNM stages , p53 expression and LI increased inHCC , but AI showed a lower level at same time.Conclusion　

The malignancy of HCC is negatively correlated with AI but positively with PCNA.The apoptosis in HCC occurs in a

p53-dependent manner.The higher mutant of p53 and the lower regulation of Fas expression may contribute to the

genesis and progression of HCC.

　　Key words:hepatocellular carcinoma;apoptosis;proliferation cell nuclear antigen;p53;Fas;pathology

　　近来研究表明 ,肝细胞癌(hepatocellular carcinoma ,

HCC)的发生发展与组织内部细胞增殖和凋亡之间的
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平衡失调相关 ,特别是细胞凋亡过程的异常 ,不仅与肿

瘤的形成相关 ,而且与肿瘤的恶性转化及转移等生物

学行为也有较密切的关系。因此 ,本研究收集我院近

期收治的 35例 HCC 患者的临床病理资料 ,并结合癌

肿组织中细胞增殖 、细胞凋亡及其相关调控因子 Fas 、

p53进行研究 ,以探讨二者与 HCC 临床病理特征的关

系 ,为 HCC的防治提供更多的实验与临床资料。
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1　材料与方法

1.1　临床资料
　　35 例 HCC 中男 29例 , 女 6 例 , 年龄平均 46.5 岁 , 其中<40

岁 7例 , 40～ 60岁 21 例 , >60 岁7 例。所选 HCC病例术前均未

做过任何放疗或化疗。肿瘤大小:肿瘤直径<3 cm , 6 例;直径 3

～ 5 cm , 7例;直径>5 cm , 22例;参照全国肝癌病理协作组标准

组织学分类 ,其中:梁状型 14例;腺样型 6例;实体型 15 例。按

照 Edmondson 标准分级 ,其中:Ⅰ级 2例 , Ⅱ级 8 例 , Ⅲ级 18 例 ,

Ⅳ级7 例。按照国际抗癌联盟(UICC)肝癌 TNM 临床分期:Ⅰ期

2 例(瘤体直径≤2 cm ,无血管侵犯 , 无淋巴结和远处转移);Ⅱ

期11例(瘤体直径≤2 cm ,侵犯血管 , 或>2 cm ,不伴血管侵犯 ,

无淋巴结和远处转移);Ⅲ期 13 例(肿瘤直径>2 cm , 侵犯血

管 ,或伴有淋巴结转移 , 无远处转移);Ⅳ期 9 例(肿瘤多个结

节 ,超出 1 叶 ,侵犯门脉血管主要分支 , 伴有淋巴结转移 , 或出

现远处转移)。原发性肝癌 5 年的生存率为 2.3%, 因本组 HCC

患者大多为Ⅲ 、Ⅳ期 , 其 1年生存率很低 , 故未进行随访。

　　每例取癌肿组织 1 块 , 同时收集非肝病死亡的尸检组织作

为正常对照。标本用甲醛液固定 , 常规石蜡包埋 , 厚 4μm 连续

切片 ,备用。

1.2　试剂
　　原位细胞凋亡检测试剂盒系德国 Boehringer Mannhiem 公司

产品;蛋白酶 K购自德国 E.Merck公司;Fas多克隆抗体 、p53 单

克隆抗体均为美国 Senta Cruz 产品;PCNA 单克隆抗体及 S-P 免

疫组化试剂盒购自福州迈新生物技术公司。

1.3　Fas 、p53 、PCNA免疫组化染色
　　石蜡切片常规脱蜡至水后 , 经微波炉抗原修复 , 余步骤严

格遵照 S-P试剂盒说明书操作。 DAB 显色 , 苏木精复染 , 常规

脱水 、透明 、封片。用已知阳性的肝癌标本做阳性对照 , 用 PBS

代替一抗做空白对照。以胞质内或核内有明显的棕色颗粒作

为核阳性的判定标准。

增殖细胞指数(PCNA-Labeling index , PCNA-LI):每张切片选

择 5个以上具有代表性的高倍视野 , 计数 500 个肿瘤细胞或肝

细胞 ,取阳性细胞平均百分率 , 作为 PCNA指数。

Fas、p53 的半定量分析:每张切片分别观察 10 个高倍视

野 , 每个高倍视野计数 100 个肿瘤细胞或非肿瘤肝细胞内免疫

染色阳性细胞数 , 计算出每张切片的阳性细胞百分数 , 按阳性

细胞百分数分为 4个等级 , 低于 5%为阴性(-), 5%～ 25%为

(+), 26%～ 50%为(++), 51%以上为(+++)。

1.4　细胞凋亡 TUNEL检测

　　按试剂盒说明书稍加改进。具体步骤如下:①切片经常规

脱蜡至水;②0.3%H2O2 封闭 30 min;③20 μg ml蛋白酶 K消化

20 min;④TUNEL反应液 , 37 ℃孵育 60 min;⑤过氧化物酶连接

的抗荧光素抗体 , 37 ℃孵育 30 min , ②～ ⑤步后均以 PBS清洗 3

次 ,每次 5 min;⑥DAB 显色 ,苏木精复染 、脱水 、透明 、封片。 荧

光显微镜下观察。

　　TUNEL阳性信号以核内有明显的黄色或黄绿色荧光作为

判定标准 ,并结合 HE染色 , 对 HE 染色证实为坏死的细胞不记

数。随机移动组织片 ,选择相邻的 5 个以上具有代表性的高倍

视野 , 排除有炎症反应和坏死的视野 , 计数 500 个肿瘤细胞或

肝细胞 ,取阳性细胞平均百分率 , 作为 TUNEL指数 , 凋亡指数

(apoptosis index , AI)。

1.5　统计学处理
　　应用 SPSS10.0 统计软件包进行完全随机设计方差分析和

均数间两两比较。

2　结果

　　本组 35例 HCC 组织细胞凋亡 、PCNA、p53 和 Fas 表达与肝

细胞癌临床病理参数的关系见表 1。

表 1　细胞凋亡 、PCNA、p53和 Fas表达与肝细胞癌临床病理

Tab 1　Relation of apoptotic index , PCNA index , expressions of p53

and Fas with the clinicopathological characteristics in hepato-

cellular carcinoma

AI PCNA-LI p53(case) Fas (case)
Item

 x±s  x±s - + - +

Sex

　Male 3.72±2.10 58.21±14.56 15 14 24 5

　Female 3.15±2.06 48.24±10.71 4 2 4 1

Age(years)

　<40 3.43±2.07 54.85±12.15 3 4 6 1

　40 ～ 60 3.85±2.22 59.66±16.00 12 9 17 4

　>60 3.28±1.80 54.00±7.46 4 3 6 1

Size(cm)

　≤3 3.17±1.86 53.67±9.83 4 2 4 2

　4 ～ 5 3.14±1.47 57.14±11.71 3 4 5 2

　>5 3.95±2.27 58.77±16.00 12 10 20 2

Histology-types

　Bridge-shape 3.64±2.02 51.07±11.10 8 6 12 2

　Aden-shape 3.17±1.94 50.60±15.25 3 3 6 1

　Entity-shape 4.20±2.17 66.40±11.21 8 7 12 3

Grades

　Ⅰ 6.50±0.71 37.50±10.61 2 0 1 1

　Ⅱ 4.87±1.95 48.87±9.46 6 2 7 1

　Ⅲ 3.22±1.96 62.61±14.09 9 9 15 3

　Ⅳ 2.57±1.51 60.28±9.51 2 5 6 1

TNM-staging

　Ⅰ 5.50±0.71 42.50±17.67 2 0 0 2

　Ⅱ 4.91±2.02 51.18±10.98 7 4 9 2

　Ⅲ 2.92±2.59 59.84±15.56 8 5 11 2

　Ⅳ 2.77±1.39 65.44±8.81 2 7 9 0

　　细胞凋亡指数(AI)与患者性别 、年龄 、肿瘤大小和组织学

类型无统计学意义(P>0.05)。 但与肿瘤 Edmondson分级和临

床分期(TNM)分期相关 , 随分级的增加 , AI 逐渐减少 ,其中Ⅰ 、

Ⅱ级组间及 Ⅲ 、Ⅳ级组间 AI 相差不显著(P >0.05), Ⅲ 、Ⅳ级

(3.04±1.87)与Ⅰ 、Ⅱ级(5.20±1.83)相比 , AI 均值显著降低 ,

经统计学处理具有非常显著的差异(P<0.01);随 TNM 级别增

高 ,AI 均值有降低趋势 , 其中 Ⅰ 、Ⅱ级(5.00±1.86)与Ⅲ 、Ⅳ级

(2.86±1.78)两组间相差显著(P <0.05)。
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　　PCNA表达标记指数(LI)与患者性别 、年龄和肿瘤大小无

显著差异(P>0.05);随 HCC 分级增加 , LI 呈逐级增高趋势 , 其

中Ⅰ 、Ⅱ级组与Ⅲ 、Ⅳ级组比较差异非常显著(P<0.01);LI 与

HCC 组织学类型相关 , 实体型与梁状型和腺样型相比相差非常

显著(P<0.01);随 TNM 分期增高 , 其 AI逐渐增加 , Ⅲ 、Ⅳ级组

显著高于Ⅰ 、Ⅱ级(P <0.01)。 p53 蛋白阳性表达率与患者性

别 、年龄及肿瘤大小和组织学类型也无关(P>0.05);经但与肿

瘤分级相关 ,随 Edmondson 分级增加 , p53 蛋白阳性表达程度逐

渐增强 , Ⅳ级阳性率显著高于Ⅰ 、Ⅱ级(P <0.05)临床 TNM 分

期中 , Ⅰ 、Ⅱ期与Ⅲ 、Ⅳ期的 p53 阳性表达率经统计学处理两者

间无显著性差异(P >0.05), 但Ⅳ期 p53 阳性率显著升高 , 与

Ⅰ 、Ⅱ 、Ⅲ期相比具有非常显著的差异(P<0.05)。

Fas蛋白表达在不同性别 、年龄患者间相差不显著(P >

0.05)。与肿瘤大小 、组织学类型无关(P >0.05)。在 Edmondson

分级和 TNM 分期间 Fas 表达无显著性差异(P>0.05)。

3　讨论

　　既往研究认为肿瘤形成是细胞无限增殖所致的细

胞积累 ,最近发现肿瘤中不仅存在细胞增殖 ,同时亦存

在细胞凋亡 。本研究表明 , HCC组织中凋亡细胞呈散

在分布 ,且随癌细胞恶性度增高呈递减趋势;而 PCNA

阳性细胞指数则以癌细胞分化愈低 ,其指数愈高表现。

结果说明 HCC在去分化过程中随着肿瘤的不断增殖

和生长 ,细胞凋亡相对减少 ,肿瘤细胞的生长优势不但

可以从肿瘤细胞强大的增殖力和低分化程度中获得 ,

而且可以从肿瘤细胞凋亡受抑 ,生存期延长中获得。

HCC越高的 LI与越低的AI使HCC表现出更明显的恶

性表型 ,其生物学行为亦更加恶性 。因此 , HCC 的细

胞凋亡与增殖的检测 ,无疑会对临床上判断 HCC 的恶

性程度 、手术切除范围 、预后等有着重要的意义。但

HCC中 ,HCC 与 LI和 AI 更为明确的相关性尚待进一

步研究。

正常的 p53产物有抗增殖和抗转化作用 ,有时能

促进细胞凋亡作为细胞生长和转化的潜在抑制剂 , p53

可以在 DNA损伤后的细胞反应中表现出来。损伤后

细胞核中野生型 p53很快积累 ,经过一系列步骤使细

胞周期停止于 G1 S 阶段 ,细胞得以修复 ,再重新进入

细胞周期 ,如DNA损伤过于严重 ,DNA无法修复 ,则产

生细胞凋亡。人类肿瘤经常有 p53突变 ,而 p53突变

失去了和 DNA 结合以及相关的生物活性能力
[ 1～ 3]

。

本研究表明 ,HCC 组织中 p53 的表达率随 Edmondson

分级呈递增现象。结果表明 ,伴有 p53高突变的肝癌

组织其恶性程度较高 ,诚如文献[ 4]报道 p53突变产生

的突变型 p53蛋白丧失了负性调节作用 ,使进入 S 期

的瘤细胞大大增加 ,肿瘤的恶性程度增高。文献[ 5]报

道 ,肿瘤细胞的凋亡过程可分为 p53 依赖型与 p53非

依赖型 ,如直肠癌肿瘤细胞的凋亡和增殖与 p53无直

接关联 ,而我们的结果提示 ,HCC 组织的瘤细胞凋亡

为 p53 依赖型。此外 ,研究还表明 ,有 3例 HCC 组织

的瘤细胞胞浆而不是核内表达 p53 蛋白 , 且这 3 例

HCC均为 Edmondson Ⅲ、Ⅳ级 ,是否预示这些 HCC 预

后结果不良 ,尚需增加标本例数进一步研究。

　　Fas抗原是人体多种细胞表面的一种膜蛋白 ,是

一种触发凋亡的蛋白质 。属于肿瘤坏死因子 神经因

子受体家族 。Fas传导凋亡信号是通过与 Fas配体或

抗Fas抗体的结合实现的 。虽然本实验对 Fas表达与

HCC的组织学类型 、Edmondson 分级和 TNM 分期间无

阳性发现 ,但我们既往的研究对 HCC 组织中 p53 和

Fas表达间的关系进行分析
[ 6 ～ 8]

,发现二者呈相反的表

达变化 , 即 p53 蛋白表达阳性组的 PI 明显较阴性组

高 ,而 AI较阴性组低;Fas蛋白表达阳性组的 AIPI 明

显较阴性组低。可能与 p53和 Fas在HCC形成过程中

的作用不同有关 。Fas低水平表达 ,促细胞凋亡作用

较弱 ,突变型 p53表达增加 ,抑制凋亡作用增强 ,最终

都可导致肝细胞凋亡减少 ,细胞数目异常增多 ,继而形

成肿瘤或肿瘤的恶性程度提高 。
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