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肝细胞癌组织中高尔基体糖蛋白73和 
分泌型聚集素的表达及其相关性分析
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　　［摘要］　背景与目的：肝细胞癌(hepatocellular carcinoma，HCC)是一种具有高度侵袭、转移性的常

见恶性肿瘤，预后极差。因此，研究肝癌侵袭的机制，寻找有效的干预靶点显得尤为重要。一些研究提示分泌

型聚集素(secreted Clusterin，sCLU)和高尔基体糖蛋白73(Golgi glycoprotein 73，GP73)在肿瘤发生、发

展及侵袭、转移过程中起重要作用，且两者具有结构和功能上的相似性。本研究旨在探讨GP73和sCLU在HCC中

的表达及其与临床病理特征和预后之间的关系。方法：收集新疆医科大学第一附属医院75例HCC患者癌组织及

癌旁正常肝组织标本，采用免疫组化(EnVision二步法)检测HCC组织中GP73、sCLU的表达水平；并与癌旁正常

肝组织相比较；Spearman等级相关分析GP73和sCLU在肝癌中表达的关系；研究GP73和sCLU表达水平与HCC临床

病理特征及预后的关系。结果：GP73和sCLU在HCC中阳性表达率分别为72%和88%，癌旁正常肝组织的阳性表

达率均为4%。GP73在HCC和正常肝组织中阳性表达差异有统计学意义(χ2=73.60，P<0.05)。sCLU在HCC和正常

肝组织中阳性表达差异有统计学意义(χ2=207.94，P<0.05)；Spearman等级相关分析提示，HCC组织中，GP73和

sCLU蛋白表达呈正相关(r=0.405，P<0.05)；GP73和sCLU在HCC中表达水平与肿瘤的Edmondson病理分级、TNM分

期及血管侵犯相关(P<0.05)，而与患者的性别、年龄、HBsAg、合并肝硬化、AFP值、门静脉癌栓、肿瘤数目无

相关性(P>0.05)；GP73表达与患者生存期有关，而sCLU表达与患者生存期无关。结论：GP73和sCLU在肝癌中有

较高的阳性率，且GP73和sCLU表达呈正相关，GP73和sCLU可能与HCC的侵袭性等生物行为密切相关，检测其表

达将有助于评价患者预后。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Hepatocellular carcinoma (HCC) is a common cancer with poor 
prognosis. The main reason leading to the poor prognosis of HCC is the highly invasive and metastatic ability. 
Therefore, trying to know the mechanism of HCC invasion and getting an effective interventions target is very 
important. Some studies suggest that secreted clusterin (sCLU) and Golgi glycoprotein 73 (GP73) played important 
roles in the development of tumour process, and both of them have structural and functional similarities. The aim of the 
article was to investigate the expression of GP73 and sCLU in HCC and their relationship with the clinicopathological 
features and the prognosis, and finally to evaluate the value of them. Methods: Seventy-five cases of HCC were 
collected. Immunohistochemistry (IHC) was used to determine the expression of GP73 and sCLU in HCC and normal 
liver tissues. Spearman rank was used to analyze the correlation between GP73 and sCLU in HCC. The relationship 
of GP73 and sCLU expression with the clinicopathological features and the prognosis was investigated. Results: The 
positive rates of GP73 and sCLU in HCC were 72% (54/75) and 88% (66/75) respectively; but in normal liver tissues, 
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it was 4% (3/75). GP73-positive rate in HCC was higher than that of the normal liver tissues (χ2=73.60, P<0.05). 
sCLU-positive rate in HCC was also higher than that of the normal liver tissues (χ2=207.94, P<0.05). GP73 expression 
was positively correlated with sCLU expression in HCC (r=0.405, P<0.05). GP73 and sCLU were associated with 
clinicopathological features including tumor differentiation, TNM stage and vascular invasion (P<0.05); GP73 and 
sCLU had no correlation with the patient’s gender, age, HBsAg, cirrhosis, AFP value, portal vein thrombosis and tumor 
numbers (P>0.05). GP73 was associated with survival but not sCLU. Conclusion: GP73 and sCLU have higher positive 
rates in HCC and GP73 is positively correlated with sCLU. The expression of GP73 and sCLU are probably closely 
related with the invasion of HCC, which can help evaluate the prognosis of the patients.
  　［Key words］ Hepatocellular carcinoma; Golgi glycoprotein 73; Secreted Clusterin; Invasion; Prognosis

　　肝细胞癌(hepatocellular carcinoma，HCC)
是一种常见的恶性肿瘤，预后较差，在全球

恶性肿瘤的致死原因中位居第3位［1］。导致

肝癌预后极差的主要原因是肝癌具有高度侵

袭、转移能力  ［2］，因此研究肝癌侵袭的机

制，寻找有效的干预靶点显得尤为重要。高

尔基体糖蛋白73(Golgi glycoprotein 73，GP73)
是一种高尔基体分泌性糖蛋白，在多种上皮

细胞中表达，参与上皮细胞的多项生理及病

理活动［3］。相关研究提示GP73在HCC中表达

明显上调［4-5］，且与血管浸润、肿瘤分期有

关［6］，由此推测GP73可能参与HCC的增殖、

侵袭、转移的过程。最新研究证实GP73和同

样定位于高尔基体的分泌型聚集素(secreted 
Clusterin，sCLU)功能相似［7］。sCLU是一种

硫化异二聚体糖蛋白，几乎表达于所有的组

织和体液中［8］。研究发现sCLU在肿瘤的增

殖、侵袭、转移中起着重要作用［9］。本研究

通过检测GP73和sCLU在HCC中的表达水平，

探讨其与患者临床病理特征和预后的关系，

以及GP73和sCLU与HCC生物学行为的潜在相 

关性。

1　资料和方法

1.1　研究资料

　　选取新疆医科大学第一附属医院行手术切

除、临床资料完整且剔除失访的肝癌患者组

织标本及其癌旁正常肝组织标本75例。所有标

本均由新疆医科大学第一附属院病理科提供。

所有患者术前均未行放疗、化疗或介入治疗且

术后病理学确诊为HCC。根据美国癌症协会

(UICC)2011年TNM分期标准，75例HCC标本中

Ⅰ~Ⅱ期21例，Ⅲ~Ⅳ期54例。根据Edmondson

分级法，HCC标本中，Ⅰ~Ⅱ级15例，Ⅲ~Ⅳ
级60例。经新疆医科大学伦理委员会批准并征

得患者的知情同意后，从本院病案室调阅病历

资料，包括性别、年龄、肝硬化程度、肿瘤大

小、数目、TNM分期、血清AFP水平、肿瘤病

理分级、有无血管侵犯、有无门静脉癌栓等。

对患者进行随访，并绘制生存曲线。

1.2　主要试剂及器材

　　兔抗人GP73多克隆抗体购自美国Proteintech 
Group公司。兔抗人sCLU多克隆抗体购自武汉

博士德公司。免疫组织化学试剂盒购自北京中

杉金桥生物技术有限公司。其他试剂包括PBS
缓冲液、抗原修复液、枸橼酸抗原修复液等。

其他仪器包括LEICA DM3000显微镜、微波

炉、恒温培养箱SLI-700、冰箱、切片机、摊片 

机等。

1.3　染色方法 

　　采用EnVision二步法进行免疫组织化学染

色。HCC标本以4%甲醛溶液固定，常规石蜡

包埋。蜡块以5 μm厚连续切片。常规脱蜡，水

化，先后经3%H2O2阻断内源性过氧化物酶，

微波炉枸橼酸液修复。每批实验设阳性和阴性

对照。阳性对照是用含有靶抗原的切片进行对

照。本实验采取的阳性靶抗原为GP73蛋白和

sCLU蛋白。实验过程中加入兔抗人GP73多克隆

抗体(一抗)和兔抗人sCLU多克隆抗体(一抗)进

行免疫组化反应。其中GP73一抗工作液浓度为

1∶50，sCLU一抗工作液浓度为1∶200。阴性

对照是以PBS液取代一抗作阴性对照。加入一

抗后将反应体系置于4 ℃冰箱过夜。次日滴加

辣根过氧化物酶标记的二抗(免疫组化试剂盒中

提供的二抗)，后采用DAB显色10~15 s，显微镜

下观察染色程度，用自来水终止显色。最后苏

木素复染，中性树脂胶封片。
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1.4　结果判定

　　以细胞质显色为棕黄色颗粒为阳性细胞。

选取切片染色对比度较好，背景清晰，定位

准确及排除出血、坏死部位和切片边缘，在

LEICA DM3000显微镜下观察整张切片染色情

况，统一光源、光圈亮度、对比度、色彩饱和

度，关闭白平衡，拍摄照片，将照片储存于计

算机中，由2位病理科医生根据染色强度进行

双盲结果判定，按着色强度给与组织评分：无

色为0分，淡黄色为1分，棕黄色为2分，棕褐

色为3分。在高倍视野下(400×)随机选取5个视

野(每个视野观察不少于100个细胞)，用Image-
Pro Puls图像分析软件测定每张照片的阳性细胞

百分比。按阳性细胞百分比给组织评分：无阳

性细胞计为0分，1%~20%为1分，21%~50%为

2分，51% ~80%为3分，>80%为4分。两项得分

相乘，0~1分为“–”，2~4分为“+”；5~7分为

“++”；8分以上为“+++”。本研究将“–、+”定

义为蛋白低表达组即阴性组，“++、+++”定

义为蛋白高表达组即阳性组。

1.5　统计学处理

　　应用SPSS 17.0统计软件进行数据分析。各

指标在两组之间阳性表达率的比较采用四格表

Z检验，当理论值较小时，采用校正四格表χ2检

验。各指标蛋白表达量在两组间的比较服从正

态性检验采用t检验，不服从正态性检验采用秩

和检验。生存分析采用Kaplan-Meier法，对数秩

和检验log-rank test比较生存曲线的差别。指标

间相关性采用Spearman相关分析，P<0.05为差

异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　GP73和sCLU在HCC和癌旁肝组织中的 

表达

　　免疫组化结果显示，GP73和sCLU在肝细

胞的细胞质中表达，颜色为棕黄色。HCC组织

中GP73阳性表达率为72.00%(54/75)，sCLU 阳
性表达率为88.00%(66/75)。癌旁正常肝组织中

GP73和sCLU阳性表达率均为4.00%(3/75)。统

计学分析表明：HCC组织中GP73阳性率高于癌

旁肝组织(χ2=73.60，P<0.05)，HCC组织中sCLU
阳性率也高于癌旁肝组织(χ2=207.94，P<0.05， 

图1)。

图 1　GP73和sCLU在HCC和癌旁肝组织中的表达 

Fig. 1    The expression of GP73 and sCLU in HCC and normal liver tissues 

(IHC staining, 400×)
 Both of the GP73 and sCLU were expressed in the cytoplasm; A: GP73 expressed in normal liver tissiues; B: GP73 expressed in HCC; C: sCLU 
expressed in normal liver tissiues; D: sCLU expressed in HCC.

2.2　肝癌组织中GP73和sCLU表达的相关性

　　Spearman等级相关分析结果显示，HCC标

本中，GP73和sCLU表达呈正相关(r=0.405，

P<0.05)。
2.3　GP73和sCLU表达水平与HCC患者临床病

理特征的关系

　　研究发现HCC中GP73和sCLU表达水平与

肿瘤的Edmondson病理分级、TNM分期及血管

侵犯相关(P均<0.05)，而与患者的性别、年龄、

HBsAg、合并肝硬化、AFP值、门静脉癌栓、

肿瘤数目均无关(P>0.05，表1)。

2.4　GP73和sCLU与患者预后的关系

　　随访75例HCC患者，GP73阳性组54例，

中位生存时间为7个月；阴性组21例，中位生

存时间为13个月，绘制Kaplan-Meier生存曲

线并进行Log-rank检验，结果表明GP73阳性

组与阴性组生存时间比较差异有统计学意义

(χ2=28.72，P<0.05)。sCLU阳性组66例，中位生

存时间为8个月；阴性组9例，中位生存时间为9
个月。生存曲线及Log-rank检验表明：sCLU阳

性组与阴性组生存时间比较差异无统计学意义

(χ2=0.661，P>0.05，表2，图2)。

曹茜，等.　肝细胞肝癌组织中高尔基体糖蛋白73和分泌型聚集素的表达及其相关性分析
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表 2　GP73和sCLU生存期的比较

Tab. 2    Survival time of HCC patients by GP73 and sCLU
HCC n Median OS/month 95%CI χ2 P
GP73 high level 54  7.00 6.25-7.75 28.72 0.00
GP73 low level 21 13.00   9.27-22.09
sCLU high level 66   8.00 7.17-8.83 0.66 0.42
sCLU low level  9   9.00   7.54-10.46

表 1　肝癌组织中GP73和sCLU表达与临床病理资料关系

Tab. 1    The correlation between GP73 and sCLU with clinicpathologic features

HCC n
GP73 sCLU                           

Positive Positive rate/% χ2 P Positive Positive rate/% χ2 P
Gender
   Male 51 39 76.47 1.58 0.21 46 90.20 0.73 0.40
   Female 24 15 62.50 20 83.33
Age/year
   >60 33 27 81.82 2.82 0.09 27 81.82 2.13 0.14
   ≤60 42 27 64.29 39 92.86
HBsAg
   Positive 27 21 77.78 0.70 0.40 10 83.33 0.30 0.59
   Negative 48 33 68.75 56 88.89
Cirrhosis
   Yes 30 21 70.00 0.10 0.75 54 90.00 1.14 0.29
   No 45 33 73.33 12 80.00
AFP value/ng·mL-1 
    >400 12 9 75.00 0.06 0.80 11 91.67 0.18 0.67
   ≤400 63 45 71.43 55 87.30
Thrombosis 
   Yes 30 21 70.00 0.10 0.75 27 90.00 0.19 0.66
   No 45 33 73.33 39 86.67
Number of tumors
   Single 51 36 70.59 0.16 0.69 44 86.27 0.45 0.50
   Multiple 24 18 75.00 22 91.67
Edmondson grade
 Ⅰ-Ⅱ 15 3 20.00 25.15 0.00 8 53.33 21.34 0.00
 Ⅲ-Ⅳ 60 51 85.00 58 96.67
Vascular invasion
   Yes 36 18 50.00 16.62 0.00 28 77.7 8 6.85 0.01
   No 39 36 92.31 38 97.44%
TNM stage
   T1-2 21 9 42.86 12.29 0.00 13 61.90 18.81 0.00
   T3-4 54 45 83.33 53 98.15%

图 2　肝癌患者生存曲线图

Fig. 2    The survival curves of HCC patients

 A: survival curves of HCC patients on the level of GP73; B: Survival curves of HCC patients on the level of sCLU.



884

3　讨　　论

　　2000年，美国学者Kladney等［10］在研究

成人巨大细胞性肝炎病原学时，首次发现了

GP73。健康人肝细胞很少表达GP73，而在肝

脏出现急慢性炎性反应或肝纤维化时，表达明

显上调，发展到HCC时，GP73的表达达到高 

峰 ［ 1 1 ］ 。 近 年 来 在 一 项 多 中 心 、 大 样 本 、

多 人 种 的 国 际 性 研 究 中 提 出 G P 7 3 诊 断

肝 癌 的 敏 感 度 和 特 异 度 均 高 于 A F P ， 可

作 为 肝 癌 早 期 诊 断 的 新 型 肿 瘤 分 子 标 志 

物 ［4］。但目前对于GP73的研究多停留在作

为 血 清 肿 瘤 标 志 物 的 方 向 ， 而 其 在 肝 癌 发

生 、 发 展 中 的 调 节 机 制 及 功 能 的 报 道 均 较 

少见。

　　研究提示GP73和sCLU存在结构和功能上

的相似之处。二者均定位于高尔基体；GP73基

因的C末端截短的小鼠患有局灶性节段性肾小球

硬化，而敲除sCLU基因后出现进展性肾小球硬 

化［3］。本研究通过免疫组化方法在组织水平上

发现HCC组织中GP73和sCLU蛋白阳性表达率均

高于癌旁正常肝组织，Spearman等级相关分析

显示，HCC中GP73和sCLU表达呈正相关。基于

以上研究结果，我们考虑GP73和sCLU在调控机

制上存在相关性和重叠性。

　　目前研究认为sCLU是一种硫化异二聚体糖

蛋白，在多种肿瘤的侵袭、转移中起着重要的

作用［12-13］。熊茂明等［14］也提出sCLU与肝癌分

化程度有关。本研究证实，GP73和sCLU与肿瘤

病理分级、血管侵犯以及肿瘤分期明显相关。

考虑到GP73与sCLU的相互关系，推测GP73可

能与sCLU一样参与了肝癌的侵袭、转移过程。

　　对75例HCC患者随访结果显示，GP73阳性

组与阴性组生存时间比较差异有统计学意义，

这说明HCC组织中GP73表达高的患者生存期

短，由此可见，检测GP73可能有助于判断HCC
的预后。

　　综上所述，GP73是极具研究价值的分子靶

点。检测GP73在HCC中的表达，可以作为判断

肝癌的恶性程度、侵袭性及预后的重要参考指

标，这将有助于指导临床治疗及评估病情。鉴

于目前对于sCLU和GP73的分子生物学特性仍知

之甚少，如阻断其表达是否可达到治疗HCC的

目的等，还有待进一步深入研究。
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