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［摘要］  背景与目的：精氨酸酶-2(arginase-2，ARG-2)在人类多种恶性肿瘤中均可以检测到异常表

达，前期的研究发现，ARG-2在肝细胞癌(hepatocellular carcinoma，HCC)组织中表达明显升高，并且ARG-2
与HCC组织学分级相关。该研究拟进一步探讨ARG-2在HCC中的表达与癌细胞增殖、凋亡及预后的关系。方

法：应用反转录-聚合酶链式反应(reverse transcription-polymerase chain reaction，RT-PCR)方法检测14例HCC及
癌旁肝组织、14例正常肝组织中ARG-2 mRNA表达水平。免疫组织化学方法检测158例HCC患者手术切除标

本的ARG-2、增殖相关蛋白Ki-67、cyclin D1以及细胞凋亡相关蛋白活化的caspase-3、caspase-8、caspase-9的
表达，分析ARG-2与Ki-67、cyclin D1表达的相关性，ARG-2与活化的caspase-3、caspase-8、caspase-9的相关

性；应用免疫荧光双标记方法检测ARG-2与活化的caspase-3共表达情况，ARG-2与凋亡细胞共定位情况；采用

电话随访患者。结果：ARG-2 mRNA表达水平在HCC组织中明显高于癌旁和正常肝组织(F=27.10，P<0.01)，
ARG-2表达与Ki-67、cyclin D1表达呈正相关(分别r=0.247  8，P<0.01；r=0.372  7，P<0.01)；ARG-2表达与活化

的caspase-3, caspase-8表达呈正相关性(分别r=0.191  0，P<0.05；r=0.180  5，P<0.05)，而与caspase-9表达无明显

相关性(γ=0.108  9，P>0.05)；免疫荧光双标记显示ARG-2与活化的caspase-3有共表达，并且与凋亡细胞有共定

位。Kaplan-Meier生存曲线显示，ARG-2(-)组患者中位生存时间为32个月，ARG-2(+)组中位生存时间为18个
月，ARG-2(++)组中位生存时间为15个月，log-rank检验结果显示，各组间差异有统计学意义，ARG-2(-)组高于

ARG-2(+)、ARG-2(++)组( χ2=12.278，P<0.01)。结论：ARG-2可能参与调节HCC癌细胞增殖、凋亡过程；检测

HCC组织中ARG-2的表达可以提示预后。
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［Abstract］ Background and purpose: Abnormal expression of arginase 2 (ARG2) in a variety of human 
malignant tumors was detected. Previous studies found that ARG2 significantly increased in hepatocellular carcinoma 
(HCC) and was related to histological grading of HCC. This study aimed to analyze the association of ARG2 expression 
with cell proliferation, apoptosis and prognosis in HCC. Methods: The expression levels of ARG2 mRNA in 14 
samples of HCC, paracancerous liver tissues and 14 samples of normal liver were detected by reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR). Tissue sections from 158 HCC patients were examined immunohistochemically 
for protein expression of ARG2, proliferation-related proteins (Ki-67 and cyclin D1) and apoptosis-related proteins 
(activated caspase-3, caspase-8 and caspase-9). Immunofluorescence double labeling method was used to detect the co-
expression of ARG2 and activated caspase-3, and the colocalization between ARG2 and apoptotic cells. Patients were 
followed up by telephone. Results: TThe expression of ARG2 mRNA was significantly increased in HCC compared 
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with the paracancerous liver tissues and normal liver tissues (F=27.10, P<0.01). The expression of ARG2 was positively 
correlated with the expression of Ki-67 and cyclin D1, respectively (r=0.247 8, P<0.01; r=0.372 7, P<0.01). The 
expression of ARG2 was positively correlated with the expression of activated caspase-3 and caspase-8, respectively 
(r=0.191 0, P<0.05; r=0.180 5, P<0.05), but not with the caspase-9 (r=0.108 9, P>0.05). Immunofluorescence double 
labeling showed that ARG2 was coexpressed with the activated caspase-3 and colocalized with apoptotic cells. 
Kaplan-Meier survival curves showed that the median survival time was 32 months in ARG2(-) group, 18 months 
in ARG2(+) group and 15 months in ARG2(++) group. The log-rank test results showed that there were significant 
differences in median survival time between the groups, and the median survival time in ARG2(-) group was longer 
than that in ARG2(+) and ARG2(++) groups (χ2=12.278, P<0.01). Conclusion: ARG2 may be involved in regulating 
the proliferation and apoptosis of HCC cancer cells. Detecting the expression of ARG2 in HCC tissues may indicate 
prognosis.

［Key words］Arginase-2; Hepatocellular carcinoma; Proliferation; Apoptosis; Prognosis

　　精氨酸酶-2(arginase-2，ARG-2)是一种双核

含锰的金属酶，它催化L-精氨酸水解成L-鸟氨酸

和尿素，在生物体的新陈代谢中起着十分重要

的作用。在人类多种恶性肿瘤中均可以检测到

ARG-2异常表达。我们前期的研究发现，ARG-2
在肝细胞癌(hepatocellular carcinoma，HCC)组织

中表达明显升高，并且ARG-2与HCC组织学分级

相关［1］。本研究拟进一步探讨HCC中ARG-2的

异常表达与HCC细胞增殖、凋亡的相关问题。

1 材料和方法

1.1  临床资料

　　筛选南通大学附属南通市第三医院2005年1
月—2012年10月经手术切除的158例HCC患者标

本。患者年龄19~81岁，平均年龄52.9岁；其中

男性133例，女性25例；有详细的临床资料，包

括血清AFP水平、HBsAg检测结果和病理检查相

关结果。取上述158例HCC患者中14例的癌组织

及相应癌旁肝组织新鲜标本，和12例肝血管瘤及

2例肝外伤患者手术切除的正常肝组织，液氮冻

存备用。本研究组所有患者术前均未接受相关治

疗，经患者知情同意并签署知情同意书，上报医

院伦理委员会批准。术后电话随访本组患者，

158例患者中共132例成功随访，26例失访，随访

时间为3~60个月，随访频率为每3个月1次。

1.2  主要试剂

　　TRIzol试剂盒购自美国Invitrogen公司，

反转录-聚合酶链式反应(reverse transcription-

polymerase chain reaction，RT-PCR)试剂盒购自宝

生物工程(大连)有限公司，兔抗人单克隆ARG-2
抗体购自Santa Cruz公司，兔抗人Ki-67单克隆

抗体购自福州迈新生物技术有限公司，兔抗人

cyclin D1单克隆抗体购自基因科技(上海)有限公

司，小鼠抗人单克隆caspase-3抗体、兔抗人多克

隆caspase-8抗体、兔抗人单克隆caspase-9抗体均

购自艾博抗(上海)贸易有限公司，辣根过氧化物

酶(HRP)偶联的山羊抗兔/小鼠通用型二抗工作液

及免疫组织化学试剂盒购自基因科技(上海)有限

公司，山羊抗兔IgG H&L(Alexa Fluor®488)荧光

二抗、山羊抗小鼠IgG H&L(Alexa Fluor®568)荧
光二抗均购自艾博抗(上海)贸易有限公司，细胞

凋亡-Hoechst染色试剂盒购自上海碧云天生物技

术有限公司。

1.3  RT-PCR实验

　　按TRIzol说明书提取总RNA，采用紫外

分光光度计测定吸光度(D)值260 nm及280 nm
值 ， 计 算 R N A 总 含 量 ， 反 转 录 反 应 根 据 产

品 使 用 说 明 进 行 ， 将 所 获 c D N A 于 - 2 0  ℃ 保

存 备 用 。 ARG-2 基 因 上 、 下 游 引 物 分 别 为 ：

5 ’ - A A G C T G G C T T G AT G A A A A G G C - 3 ’ ， 
5’-GCGTGGATTCACTATCAGGTTGT-3’，

产物长度119bp；GAPDH基因上、下游引物

分别为5’-CCATTTGCAGTGGCAAAG-3’， 
5’-CACCCCATTTGATGTTAGTG-3’，产物长

度202 bp。反应体系：20  μL。反应条件：94  ℃ 
5  min；94  ℃ 45  s，58  ℃ 45  s，72  ℃ 45  s，共25
个循环；72  ℃ 8  min。取5  μL PCR扩增产物加入
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含2.5%核酸染料琼脂糖凝胶中，以80 V/cm电压

电泳40  min，在紫外线下可见相应长度的目的基

因和内参的扩增条带，将电泳结果直接置于凝胶

分析系统中对条带进行分析。

1.4  免疫组织化学检测及结果判定

　　免疫组织化学染色采用EnVision二步法，参

照试剂盒说明书进行。所有标本经4%的中性甲

醛溶液固定，常规组织学方法处理，4  μm厚连

续切片，分别行H-E和免疫组织化学染色，实验

均设阳性和阴性对照。免疫组织化学染色结果

由两位高年资病理医师在“双盲”条件下进行

评定。采用半定量积分法对癌细胞染色强度和

阳性细胞所占百分比进行评分。将染色强度分

为4级：未着色为0分，浅黄色为1分，棕黄色为2

分，棕褐色为3分；染色细胞所占的百分比：每

张切片在400倍光学显微镜下随机选择5个视野，

计数1  000个癌细胞，计算细胞阳性率，无阳性细

胞为0分，1%~10%阳性细胞为1分，>10%~50%

阳 性 细 胞 为 2 分 ， > 5 0 % ~ 8 0 % 阳 性 细 胞 为 3 

分，>80%~100%为4分。将两组评分相乘所得

值，分为3个等级，0~1分为阴性(-)，2~4分为弱

阳性(+)，5~12分为强阳性(++)。

1.5  免疫荧光双标记染色

　　手术新鲜标本置于4%的多聚甲醛中，4  ℃

固定6~8  h，再依次移入20%、30%蔗糖溶液中

(4  ℃)。待组织块沉底后，作冰冻连续切片，片

厚5  μm。直接贴于黏附载玻片上，-80  ℃保存

备用。将切片从-80  ℃环境中取出，37  ℃复温

1  h后，用0.01  mol/L的PBS洗3次，每次10  min；

滴加二抗来源(山羊)血清封闭室温2  h；甩去多

余血清，加入一抗混合液：兔抗ARG-2(1∶100)

以及小鼠抗caspase-3(1∶100)，室温温育1  h后

4  ℃温育12~14  h；用0.01  mol/L的PBS洗3次，每

次10  min；擦去多余水分，滴加荧光二抗室温温

育2  h；用0.01  mol/L的PBS洗3次，每次10  min；

以抗荧光淬灭封片液封片，4  ℃避光保存于湿盒

中。荧光显微镜下观察并拍照。

1.6  统计学处理

　　应用SPSS 17.0统计软件分析处理数据，免疫

组织化学结果采用χ2检验分析，各组之间比较采

用Spearman秩相关分析；对随访资料用log-rank

检验并做出Kaplan-Meier生存曲线。P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结　　果

2.1  ARG-2在HCC组织中的表达情况

　　在mRNA水平上，ARG-2在正常肝组织、癌

旁组织均无表达。在HCC组织中的表达明显增加 

(图1)。统计结果显示，HCC组织中ARG-2 mRNA

表达水平明显高于正常肝组织和癌旁组织，其差

异有统计学意义(P<0.01)。

　　在蛋白水平上，本研究组已发表的数据显 

示［1］：ARG-2在癌旁肝组织和正常肝组织不表

达，在HCC组织中的表达高于癌旁肝组织和正常

肝组织(P<0.01)。免疫组织化学检测结果显示，

ARG-2的阳性染色定位于HCC细胞的细胞质内 

(图2)。

2.2  ARG-2表达与细胞增殖相关分子Ki-67、

cyclin D1表达的相关性

　 　 结 果 显 示 ， A R G - 2 表 达 与 细 胞 K i - 6 7 、

cyclin D1表达呈正相关(分别r=0.247  8，P<0.01；

r=0.372  7，P<0.01，表1，图2)。

图 1  RT-PCR分析ARG-2 mRNA在正常肝组织、癌旁组织及

HCC中的表达

Fig. 1  RT-PCR analysis of ARG-2 mRNA expression in normal 

liver tissues, para-cancerous liver tissues and HCC tissues

RT-PCR analysis of ARG-2 and GAPDH.The bar chart demonstrated 
the ratio of ARG-2 to GAPDH. **: P<0.01, HCC tissues compared 
with normal liver tissues and para-cancerous liver tissues; N: Normal 
liver tissues; PLT: Para-cancerous liver tissues; HCC: Hepatocellular 
carcinoma
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(EnVision, ×200)
图 2  免疫组织化学检测ARG-2、Ki-67和cyclin D1在HCC组织中的表达及定位

Fig. 2  Immunohistochemical analysis of the expressions of Arg-2, Ki-67 and cyclin D1 and their localization in HCC tissues

A: Arg-2 was detected in the cytoplasm, staining displayed ++; B: ARG-2 staining displayed +; C: Ki-67 was detected in the nucleus, staining 
displayed ++; D: Ki-67 staining displayed +; E: Cyclin D1 was detected in the nucleus, staining displayed ++; F: Cyclin D1 staining displayed +.

表 1  158例HCC组织中ARG-2表达与Ki-67、cyclin D1表达的相关性分析

Tab. 1  The correlation of ARG-2 expression to Ki-67 and cyclin D1 expressions in 158 HCC tissues

ARG-2 expression N
Ki-67 expression Spearman correlation 

analysis Cyclin D1 expression Spearman correlation 
analysis

- + ++ r value P value - + ++ r value P value

   - 42 10 18 14 0.247 8 0.001 6 15 22 5 0.372 7 0.000 0

   + 63   7 24 32 14 31 18

   ++ 53   0 21 32 5 19 29

2.3  ARG-2表达与凋亡相关蛋白caspase-3、

caspase-8、caspase-9表达的相关性

　　本研究组进一步运用免疫组织化学方法分

析158例HCC组织中ARG-2表达与caspase-3、

caspase-8和caspase-9表达的相关性，结果显示：

ARG-2表达与caspase-3、caspase-8表达呈正相

关(r=0.191  0，P<0.05；r=0.180 5，P<0.05)；而与

caspase-9表达无明显相关性(r=0.108 9，P>0.05，

表2)。

2.4  ARG-2与凋亡相关蛋白活化的caspase-3

表达有共定位分析

　　为进一步分析ARG-2与细胞凋亡的相关

性，我们运用免疫荧光双标记法检测HCC组织

中ARG-2蛋白与活化的caspase-3共表达情况，

结果显示，ARG-2与活化的caspase-3存在共表 

达(图3)。

表 2  158例HCC组织中ARG-2表达与caspase-3, caspase-8, caspase-9表达的相关性分析

Tab. 2  Correlation of ARG-2 expression to caspase-3, caspase-8 and caspase-9 expressions in 158 HCC tissues

ARG-2 expression N
Caspase-3 expression

Spearman 
correlation 

analysis
Caspase-8 
expression

Spearman 
correlation 

analysis
Caspase-9 
expression

Spearman 
correlation 

analysis

- + ++ r value P value - + ++ r value P value - + ++ r value P value

- 42 19 18   5 0.191 0 0.016 2 23 10   9 0.180 5 0.023 2 15 13 14 0.108 9 0.173 3

+ 63 17 37   9 19 35   9 19 36   8

++ 53 14 24 15 13 28 12 11 23 19

肖  锋，等  精氨酸酶2表达与肝细胞癌增殖凋亡及预后的关系研究



《中国癌症杂志》2018年第28卷第2期 109

(×400)
图 3  免疫荧光双标记显示ARG-2与活化的caspase-3有共表达

Fig. 3  Immunofluorescence double labeling showed that ARG-2 was co-expressed with activated caspase-3

A: Green fluorescence signal showed positive expression of ARG-2 in cytoplasm; B: Red fluorescence signal showed positive expression of activated 
caspase-3 in the cytoplasm; C: Blue fluorescence signal showed the nucleus; D: A, B and C stacks showed positive signals of ARG-2 and activated 
caspase-3 positive signal co-expression (yellow)

(×400)
图 4  免疫荧光检测ARG-2与凋亡细胞的共表达情况

Fig. 4  The co-expression of ARG-2 and apoptotic cells was detected by immunofluorescence

A: Hoechst staining showed that normal cell nuclei were pale blue, apoptotic cells had dense hyperchromatic nucleus (arrow); B: Green fluorescence 
signal showed positive expression of ARG-2; C: A, B stack, display of apoptotic cells and ARG-2 positive cells co-localization (arrow) 

A B C

2.5  ARG-2在凋亡癌细胞中的表达

　　运用细胞凋亡-Hoechst染色试剂盒检测HCC

组织中凋亡细胞，结果显示，凋亡细胞的细胞

核致密浓染，Arg阳性信号与凋亡细胞有共定位 

(图4)。

2.6  ARG-2蛋白与HCC患者预后的相关性分析

　　将HCC患者分为ARG-2(-)、ARG-2(+)和

ARG-2(++)组，应用Kaplan-Meier法进行生存分

析并绘制生存曲线，组间生存率比较用log-rank

检验，结果显示：ARG-2(-)组中位生存时间为

32个月，ARG-2(+)组中位生存时间为18个月，

ARG-2(++)组中位生存时间为15个月，各组间差

异有统计学意义，ARG-2(-)组高于ARG-2(+)和

ARG-2(++)组(χ2=12.278，P=0.002，图5)。

图 5  ARG-2(-)、ARG-2(+)和ARG-2(++)组HCC患者生存曲线

Fig. 5  Survival curves of HCC patients in ARG-2(-), ARG-2(+) and ARG-2(++) groups
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3 讨　　论

　　目前发现Arg存在两种形式的同工酶：Arg-1

型和ARG-2型，两者大约有60%的氨基酸序列一

致，二者主要的区别在于表达部位、染色体定位

等的不同［2-3］。ARG-2是一种线粒体酶，相对分

子质量为39×103，其基因定位于14q24.1-24.3染

色体，有着广泛的组织分布，主要在肾脏、脑、

小肠、前列腺、乳腺以及巨噬细胞中表达［4-5］。

ARG-2在不同的组织和器官中发挥着不同的作

用，尤其对人体的新陈代谢、免疫功能调节等方

面发挥着重要的作用。

　　本研究结果显示，ARG-2表达与Ki-67、

cyclin D1表达呈正相关，表明ARG-2与HCC癌细

胞增殖相关，可能参与调节HCC细胞增殖过程；

已有研究发现，ARG-2在前列腺癌以及乳腺癌等

中表达水平增加 ［6-7］；在胶质母细胞瘤中，过

表达ARG-2能够促进基质金属蛋白酶2/9 (matrix 

metalloproteinase 2/9，MMP2/9)表达，进而增强了

肿瘤细胞增殖、迁移、侵袭及血管生成的恶性生

物学行为能力 ［8］。表明ARG-2是部分肿瘤细胞

生长、增殖的必需因素。另外，ARG-2通过催化

精氨酸生成鸟氨酸，鸟氨酸进一步代谢为精胺、

亚精胺等多胺，多胺又是细胞增殖和分化的重要

组分，其在促进细胞增殖过程中发挥极其重要的

作用 ［9-10］。总之，ARG-2可通过多种途径影响

肿瘤细胞的增殖，而具体调控HCC增殖的方式还

有待进一步的研究。

　　本研究采用免疫组织化学方法分析HCC

组织中ARG-2表达与caspase-3、caspase-8和

caspase-9表达的相关性，结果显示，ARG-2表

达与caspase-3、caspase-8表达呈正相关；免疫

荧光双标记结果显示，ARG-2与活化的caspase-3

有共表达，并且ARG-2阳性信号与凋亡细胞有

共定位；表明ARG-2可能参与调节HCC细胞的凋

亡过程。Shosha等［11］的研究显示，在缺血再灌

注损伤模型中神经元血管损伤凋亡是由高表达的

ARG-2所介导的，ARG-2的表达缺失能明显减轻

神经元血管损伤凋亡。McGovern等［12］在Nature
杂志发表的研究结果表明，ARG-2在人胚胎发育

过程中发挥着重要的免疫调节作用，胎儿树突状

细胞通过ARG-2的活化促进调节性T淋巴细胞增

殖，同时抑制T细胞产生肿瘤坏死因子α(tumour 

necrosis factor-α，TNF-α)发挥免疫抑制作用；

ARG-2在HCC中的高表达可能也发挥免疫调节作

用，进而影响肿瘤细胞的凋亡。ARG-2调控HCC

细胞凋亡的具体机制还有待进一步的研究。另

外，本研究还明确了ARG-2蛋白与HCC患者预后

的相关性，ARG-2阳性表达提示更差的预后。

　　综上所述，ARG-2可能参与调节HCC细胞增

殖、凋亡的过程，检测HCC组织中ARG-2的表

达可以作为提示预后的参考指标。进一步研究

ARG-2影响HCC生物学行为的作用机制可以为寻

找新的HCC治疗靶点提供依据。
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