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摘 要!$目的% 探讨热休克蛋白
A&!

&

BCDA&!

#和
BCDA&"

在肝癌中的表达及意义' $方法%

采用免疫组化法检测
(&,

例肝癌组织和
0A

例非肝癌相关组织!正常肝组织"肝炎"肝硬化(中
BCDA&!

和
BCDA&"

的表达" 并分析其与肝癌临床病理特征的关系' $结果% 肝癌组织中"

BCDA&!

和
BCDA&"

的阳性表达率分别为
)!=%!E

和
)%=..E

" 均显著高于非癌组织
FDG&=&%H

'

BCDA&!

高表达与肝癌分化程度相关&

DG&=&%

("而与患者性别)病理类型)病理分期无关!

DI

&=&%

('

BCDA&"

高表达与肝癌分化程度和
JKL

分期相关!

DG&=&%

("而与患者性别)病理类型无
关!

DI&=&%

('

CMN36237

相关性分析显示"

BCDA"!

和
BCDA""

在肝癌组织中协同表达!

6O"=%,%

"

DG"=""(

(' $结论%

BCDA"!

和
BCDA""

在肝癌组织中共同表达上调"可能可作为肝癌潜在的诊
断和治疗靶点'
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*

热休克蛋白&

_N3\ S_?>` M6?\N47

"

BCD

(是一类结

构高度保守的蛋白质"主要参与蛋白的转运)折叠)

维持蛋白质自身稳定及免疫应答 $

(

%

"在应激状态下

与靶蛋白形成复合体"以调节靶蛋白的活性和功能"

提高细胞对应激的耐受性" 是细胞在压力条件下生

存的关键'

BCDA&

作为热休克蛋白家族成员之一"参

与了多种肿瘤的生长过程" 它可通过与客户蛋白结

合发挥着重要的功能"包括促进细胞生长)增殖和存

活 $

!

%

' 人体细胞中分布最多的
BCDA&

家族成员是

BCDA&!

和
BCDA&"

"这两种异构体"分别由两个不

同的基因编码表达"同源性高达
).E

"但两者在正

常细胞中的功能却不相同' 虽然多种肿瘤中
BCDA&

论 著
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的表达均呈现显著上调! 但是
&'()"!

和
&'()""

在各类肿瘤中的表达并不一致!例如!有报道显示在

胰腺癌和喉癌组织中!

&'()"!

基因较特异地高表

达!而
&'()""

基因表达量无明显变化"

已有研究表明
&'()"

及
&'()"!

在肝癌中高

表达!

&'()""

是否在肝癌生长中发挥重要作用!以

及它是否能作为肝癌治疗的靶点仍未明确" 本研究

采 用 免 疫 组 化 法 检 测 肝 癌 组 织 中
&'()"!

和

&'()""

表达水平!分析其意义"

*

材料与方法

!"!

标本来源

组织芯片购自西安艾丽娜生物科技有限公司!

其中组织芯片
+,-.%

包含正常组织
!)

例# 肝炎
*.

例以及肝硬化
/.

例" 组织芯片
01.2##)

取自
#.2

例癌组织!其中男性
3)

例!女性
!/

例$患者平均年

龄
%#!##

岁%中位年龄
%#

岁!

2!4)-

岁&$肿瘤分化'

高分化
)

例!中分化
$/

例!低分化
!.

例!未注明分

化程度
#.

例$根据国际抗癌联盟%

5611

&

*)-3

年公

布的肝癌
789

分期法!其中
#

期
%

例!

$

期
/%

例!

%

期
%!

例!

&

期
*

例"

!"#

试 剂

一抗鼠抗人
&'()"!

%

:;3)-/)

&#

&'()""

%

:;%2/)3

&

单克隆抗体购自美国
:;<:=

$

'(

超敏免疫组化试剂

盒#

>?0

试剂盒购自福州迈新生物技术公司$ 苏木

素购自北京益力精细化学品有限公司"

!"$

方 法

免疫组织化学染色步骤!%

"

& 芯片脱蜡和水化"

%

#

& 使用柠檬酸缓冲液对组织抗原热修复
2.=@A

"

%

$

&自然冷却至室温"

(0'

洗涤
2

次!每次
2=@A

" %

%

&

甩掉
(0'

!加入内源性过氧化物酶阻断剂%迈新超敏

组化试剂盒中
?

液& 覆盖组织! 室温孵育
!.=@A

"

(0'

冲洗
2

遍!每次
2=@A

" %

&

&甩去
(0'

!加入动物

非免疫血清%迈新超敏组化试剂盒中
0

液&!室温封

闭
!.=@A

"%

'

&甩去封闭液!加入
&'().!

#

&'()."

抗

体!于保湿盒中
/(

过夜孵育" %

)

&

(0'

洗涤
2

次!每

次
2=@A

" %

*

&甩去
(0'

!加入二抗(((生物素标记的

羊抗鼠
B

兔标记的
6CD

%迈新超敏组化试剂盒中
1

液&!

(0'

洗涤
%

次!每次
2=@A

" %

+

&甩去
(0'

!加入

链霉菌抗生物素蛋白
E

过氧化酶 %迈新超敏组化试

剂盒中
>

液&!室温孵育
#.=@A

"

(0'

洗涤
2

次!每次

2=@A

" %

",

&甩去
(0'

!加入新鲜配制的
>?0

显色液!

显微镜下观察显色"自来水冲洗终止"%

""

&加入苏木

素复染
%=@A

!

#F

盐酸
E3%F

酒精分色! 自来水冲洗"

%

"#

&经过梯度酒精脱水干燥!中性树胶封片"

阳性结果判定! 免疫组化阳性表达均为各自染

色结构完整#定位明确#染色对比清晰!以细胞质出

现棕黄色的细胞为标准" 根据阳性细胞占切片内全

部肿瘤细胞或非肿瘤细胞的比例将其分为阴性'未

发现阳性细胞$弱阳性'阳性细胞
G22H.F

$中阳性'

阳性细胞在
2/H.F4$$H.F

之间$强阳性'阳性细胞
I

$3H.F

)

2

*

"在本次实验的结果统计中!认定强阳性和中

阳性为阳性!弱阳性和阴性为阴性" 针对同一肝癌组

织!若
&'().!

和
&'()."

均阳性则为共阳性表达"

!"%

统计学处理

采用
'(''*)H.

软件对数据进行处理!各样本资

料差异的统计学分析采用
'

! 检验! 相关性分析采用

'JK:L=:A

检验!

(G.H.%

为差异有统计学意义"

!

结 果

#"! &'().!

!

&'()."

蛋白在肝癌中的表达

肝癌组织中
&'().!

蛋白主要定位于癌细胞胞

质!少量定位于细胞核!阳性染色呈棕褐色%

M@CNLK

#

&$

&'()."

蛋白主要定位于癌细胞胞质!阳性染色

呈棕褐色%

M@CNLK !

&"

&'().!

#

&'()."

在肝癌组织

中的阳性表达明显高于非癌组织! 差异有统计学意

义%

(

均
G.H..#

&%

7:;OK #

&"

&'().!

#

&'()."

在
#.2

例肝癌组织中共阳性
-.

例%

33H$3F

&!其中一项阳

性
)2

例%

).H!)F

&"

&'()*+ ! ,-.'/'0+ +12*+..'-3 -4 56,78! '3 9'0+*

:;3:+* /'..)+

"

!#88

#

论 著
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表达与肝癌临床特征的关系

+,-.:!

表达与肝癌组织分化程度相关 !

#

!

S

$;:.!

#

-T:;:%

"#

+,-.:!

表达阳性率随组织分化程

度的降低而升高$而与患者性别%病理类型%

PQ@

分

期无关!

-U:;:%

"&

+,-.:"

表达与肝癌组织分化程度

相关 !

#

!

SI:;.<.

#

-T:;:I

"#

+,-.:"

表达阳性率随组

织分化程度的降低而升高$与病理分期也相关#

$R

%

期组 与
& R'

期 组 的 阳 性 率 分 别 为
=?;:7

和

.!;%7

!

#

!

S>;<I.

#

-T:;:%

"$而与患者性别%病理类型

无关!

-U:;:%

"&

+,-.:!

和
+,-.:"

共表达与患者病

理 类 型 相 关 !

#

!

S%;:>?

#

- T:;:%

"# 而
+,-.:!

或

+,-.:"

高表达与组织分化程度相关!

#

!

SI=;:<.

#

-T

:;:I

"& 见
P/VA) !

&

<=> +,-.:!

和
+,-.:"

在肝癌中表达相关性

#:<

例肝癌患者中#

+,-.:!

和
+,-.:"

共阳性

?:

例# 共阴性
!<

例#

,H)/1C/'

相关性分析显示#肝

癌中
+,-.:!

与
+,-.:"

的表达呈显著正相关 !

1S

:;%<%

#

-T:;::#

"&

<

讨 论

大量研究发现#

+,-.:

在恶性肿瘤生长过程中#

通过与其客户蛋白结合而参与了应激信号转导通

路% 生长信号通路和死亡受体信号转导等通路的调

控#参与了肿瘤细胞的生长和增殖#在癌基因的通路

中作为组成部分起重要作用'

>

(

& 近来的肿瘤治疗研

究中#

+,-.:

得到了越来越多的关注 '

%

#

$

(

#在多种恶

性肿瘤中都发现了
+,-.:

的高表达'

=

#

?

(

&

+,-.:!

和

+,-.:"

是
+,-.:

家族中分布最多的异构体# 以往

的 报 道 多 认 为 是
+,-.:!

在 肿 瘤 中 高 表 达 #而

+,-.:"

为组成型表达#其表达并未发生显著变化&

但近来亦有研究显示
+,-.:"

在肿瘤中也呈高表

达'

.

#

#:

(

& 肝癌是我国常见的恶性肿瘤之一#以往已经

有部分研究报道
+,-.:!

在肝癌组织中高表达#提
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示了
&'()"!

可能在肝癌发生发展中发挥重要作

用!但
&'()""

异构体在肝癌中的表达少见报道"

我们检测的 结果显示 !

*+,

例 肝 癌 中
--

例

&'()""

表达阳性!

&'()""

在肝癌组织中的表达显

著高于正常肝组织 # 肝炎和肝硬化 $

(.+/"*

%!

&'()""

的高表达与分化程度密切相关$

(."/"%

%!分

化程度越低!

&'()""

表达水平越高& 此外!

&'()""

表达与肝癌的临床分期密切相关! 临床分期越晚!

&'()""

表达越高$

(."/"%

%&提示
&'()""

的表达与

肝癌的疾病进展具有一定的相关性! 这与其他研究

者在小细胞肺癌及淋巴癌中获得的相关研究结果相

符合'

)

(

" 考虑到
&'()""

在正常组织中主要是作为

分子伴侣参与细胞分化的调节! 这些结果提示了

&'()""

是否可能参与了肝癌细胞的恶性增殖和分化

的调节!从而促进肝癌的发生发展值得进一步研究"

与以往的相关报道类似! 我们检测的
*",

例肝

癌中!

-%

例
&'()"!

表达阳性! 表达水平较正常肝

组织#肝炎和肝硬化显著增高$

(."/"*

%"

&'()"!

的

阳性表达与分化程度相关$

(."/"%

%!肝癌组织的分

化越低!

&'()"!

的表达水平越高! 提示
&'()"!

的

表达随着肿瘤恶性程度的升高而提高! 这与其他研

究者在白血病中得到研究结果相类似 '

**

(

" 提示了

&'()"!

可能参与了肝癌发生发展的调控"

本研究明确报道了
&'()""

在肝癌中高表达!

且与肝癌分化# 进展相关& 上述研究结果提示了

&'()"!

和
&'()""

在肝癌发生发展中均发挥了重

要的作用!其分子作用机制值得进一步研究!尤其是

&'()""

&同时也表明了不仅是
&'()"!

!

&'()""

也

同时可以作为肝癌治疗的潜在靶点"

虽然在一些种类的肿瘤中
&'()"!

和
&'()""

在同一病灶中的表达并不一致! 有的肿瘤高表达

&'()"!

! 但却仅组成型表达
&'()""

" 然而我们发

现! 在肝癌中
&'()"!

与
&'()""

的表达呈显著正

相关!可能是在肝癌发生发展的过程中!两者可通过

协同表达影响肝癌细胞的增殖和分化! 促进肝癌发

生发展"但是!两者协同表达对于肝癌发生发展的意

义还有待进一步的研究来阐明"

综上所述!

&'()"!

和
&'()""

在肝癌组织中表

达上调! 且与疾病恶性分化程度和进展有关" 提示

&'()"!

和
&'()""

均具有作为肝癌潜在的诊断标

志物和治疗靶点的重要潜力"
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