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细胞外基质蛋白１在原发性肝癌中的
表达及其临床意义

陈浩　李建生　荚卫东　王伟

　　【摘要】　目的　检测细胞外基质蛋白１（ＥＣＭ１）在原发性肝癌中的表达，探讨其在肝癌转移中的临床
意义。方法　收集２００８年６月至２００９年１２月安徽医科大学附属省立医院手术切除的６０例原发性肝癌
患者的癌组织及癌旁组织标本和９例肝外伤患者的正常肝组织标本，采用免疫组织化学染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ法检测ＥＣＭ１的表达，分析 ＥＣＭ１表达与肝癌临床病理特征之间的关系。率的比较采用 χ２检验和
Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法，均数比较采用ｔ检验。结果　免疫组织化学染色显示 ＥＣＭ１主要表达在细胞质中。肝
癌组织中ＥＣＭ１阳性表达率为７３％，显著高于癌旁组织的２０％和正常肝组织的２２％（χ２＝３４．２８６，７．０４４，
Ｐ＜０．０５）。ＥＣＭ１的表达水平与肝癌有无转移和ＴＮＭ分期有关（χ２＝５．４５５，４．２７５，Ｐ＜０．０５），而与患者性
别、年龄、肿瘤大小、有无包膜、分化程度、血清 ＡＦＰ水平和 ＨＢｓＡｇ表达等无明显关系（χ２＝２．８４１，０．０１４，
０．０００，０．７３４，０．０７５，０．０００，０．０３１，Ｐ＞０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示肝癌组织中 ＥＣＭ１相对含量为
２５．４９±４．６１，显著高于癌旁组织的３．００±０．３７和正常肝组织的２．９４±０．２１（ｔ＝３１．９６２，３１．６９９，Ｐ＜
０．０５）。结论　ＥＣＭ１在原发性肝癌组织中的表达高于癌旁和正常肝组织，且与肝癌有无转移和ＴＮＭ分期
有关，提示ＥＣＭ１可能参与了肝癌的转移，可能是肝癌转移的预测指标之一。
　　【关键词】　肝肿瘤；　细胞外基质蛋白１；　转移
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　　细胞外基质蛋白１（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘｐｒｏｔｅｉｎ１，
ＥＣＭ１）是在鼠成骨基质细胞系 ＭＮ７中分离出来的
一种分泌性糖蛋白，参与细胞增生、血管生成、胚胎

软骨形成、皮肤分化和肿瘤发生等多种生物学过

程［１］。ＥＣＭ１在多种恶性上皮肿瘤中高表达，并能
促进肿瘤的转移［２］。本研究采用免疫组织化学染色

和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测２００８年６月至２００９年１２月
我科手术切除的６０例原发性肝癌患者的癌组织及
癌旁组织标本和９例肝外伤患者的正常肝组织标本
中ＥＣＭ１的表达情况，旨在探讨 ＥＣＭ１在原发性肝
癌转移中的临床意义。

１　材料与方法
１．１　一般资料
　　本组肝癌患者 ６０例，男 ４５例，女 １５例；年龄
２６～７６岁，中位年龄５３岁。所有患者术前未行介入、
化疗等辅助治疗，并经组织病理学检查确诊。术后

立即取６０例患者的肝癌组织和癌旁（距肿瘤２ｃｍ）
组织保存于液氮中备用，另取部分肝癌组织和癌旁

组织经４％甲醛固定，常规石蜡包埋。取９例因外
伤行肝部分切除患者的正常肝组织作为对照。

１．２　主要试剂
　　兔抗人ＥＣＭ１多克隆抗体购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ
生物科技有限公司，辣根过氧化物酶标记山羊抗兔

二抗和ＤＡＢ试剂盒购自北京中杉金桥生物技术有
限公司，β肌动蛋白抗体和 ＥＣＬ显色试剂盒购自江
苏碧云天生物技术研究所。

１．３　免疫组织化学染色检测
　　常规行石蜡切片，厚３μｍ。按试剂说明书行
ＳＰ法染色。光镜下观察、拍照。细胞质中出现明显
棕黄色颗粒者为阳性细胞。随机选取 １０个高倍
（×４００）视野，每个视野计数１００个细胞，共计１０００个
细胞。统计ＥＣＭ１阳性表达水平。将阳性染色细胞
数＜１０％定义为阴性，１０％ ～３０％定义为弱阳性，
３１％～６０％定义为阳性，６１％ ～１００％定义为强阳
性。由３位病理科医生共同确认，取均值。ＰＢＳ代
替一抗作为阴性对照。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　制备蛋白标本，ＢＣＡ法检测蛋白浓度，１００℃变
性１０ｍｉｎ。取５０μｇ样品上样检测，１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ
胶电泳分离蛋白后，半干式电转膜仪将蛋白转移至

ＰＶＤＦ膜上。５％脱脂奶粉室温下封闭１ｈ，ＥＣＭ１抗

体室温孵育１ｈ，辣根过氧化物酶标记山羊抗兔二抗
室温孵育１ｈ。室温下将 ＰＶＤＦ膜放入 ＥＣＬ发光剂
中孵育１ｍｉｎ后，在暗室中Ｘ线片曝光１０ｓ显影、定
影。结果拍照、扫描。采用 ＢｉｏＲｅｄＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软
件分析条带灰度值，计算 ＥＣＭ１相对含量。ＥＣＭ１
相对含量 ＝ＥＣＭ１灰度值／β肌动蛋白灰度值 ×
１００％。
１．５　统计学分析
　　应用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，率的比较
采用 χ２检验和 Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法，均数比较采用
ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果
２．１　肝癌和癌旁及正常肝组织中ＥＣＭ１的表达
　　免疫组织化学染色检测结果显示，肝癌组织中
ＥＣＭ１阳性表达率显著高于癌旁组织和正常肝组织
（χ２＝３４．２８６，７．０４４，Ｐ＜０．０５）。但癌旁组织与正
常肝组织比较，差异无统计学意义（χ２＝０．０２３，Ｐ＞
０．０５）。见表１。ＥＣＭ１主要表达在细胞质中（图１）。

表１　肝癌和癌旁及正常肝组织中ＥＣＭ１的
表达情况（例）

ＥＣＭ１表达情况
组织 例数 阳性率（％）

阴性 阳性

肝癌组织 ６０ １６ ４４ ７３

癌旁组织 ６０ ４８ １２ ２０

正常肝组织 ９ ７ ２ ２２

　　注：ＥＣＭ１：细胞外基质蛋白１

２．２　肝癌组织中 ＥＣＭ１的表达与临床病理因素间
的关系

　　肝癌患者发生淋巴结、膈肌、肾上腺等转移的组
织中 ＥＣＭ１阳性表达率显著高于无转移者。ＴＮＭ
Ⅲ、Ⅳ期患者 ＥＣＭ１阳性表达率显著高于 ＴＮＭⅠ、
Ⅱ期患者。ＥＣＭ１阳性表达率与患者性别、年龄、
肿瘤大小、有无包膜、分化程度、血清 ＡＦＰ水平及
ＨＢｓＡｇ表达无明显关系。见表２。
２．３　肝癌和癌旁及正常肝组织中ＥＣＭ１的相对含量
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，肝癌、癌旁和正常
肝组织中 ＥＣＭ１的相对含量分别为２５．４９±４．６１、
３．００±０．３７和２．９４±０．２１。癌旁和正常肝组织中
ＥＣＭ１的相对含量显著少于肝癌组织，差异有统计
学意义（ｔ＝３１．９６２，３１．６９９，Ｐ＜０．０５）。癌旁组织和
正常肝组织中 ＥＣＭ１的相对含量比较，差异无统计
学意义（ｔ＝－０．２２１，Ｐ＞０．０５）。见图２，３。
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ａ：癌旁组织中ＥＣＭ１呈阴性表达；ｂ：癌旁组织中ＥＣＭ１呈强阳性表达；ｃ：肝癌组织中ＥＣＭ１呈阴性表达；ｄ：肝癌组织中 ＥＣＭ１呈弱阳性表

达；ｅ：肝癌组织中ＥＣＭ１呈阳性表达；ｆ：肝癌组织中ＥＣＭ１呈强阳性表达；ＥＣＭ１：细胞外基质蛋白１

图１　肝癌和癌旁组织中ＥＣＭ１的表达情况　免疫组织化学染色×４００

表２　肝癌组织中ＥＣＭ１的表达与
临床病理因素间的关系（例）

ＥＣＭ１表达情况
临床病理因素 例数 χ２值 Ｐ值

阴性 阳性

性别

　男 ４５ ９ ３６
　女 １５ ７ ８

２．８４１ ＞０．０５

年龄（岁）

　≤５０ ２７ ７ ２０
　＞５０ ３３ ９ ２４

０．０１４ ＞０．０５

肿瘤大小（ｃｍ）
　≤５ １７ ４ １３
　＞５ ４３ １２ ３１

０．０００ ＞０．０５

肿瘤包膜

　无 ２１ ７ １４
　有 ３９ ９ ３０

０．７３４ ＞０．０５

分化程度

（Ｅｄｍｏｎｄｓｏｎ分级）
　Ⅰ～Ⅱ级 ２８ ７ ２１
　Ⅲ～Ⅳ级 ３２ ９ ２３

０．０７５ ＞０．０５

ＡＦＰ（μｇ／Ｌ）
　≤４００ １７ ４ １３
　＞４００ ４３ １２ ３１

０．０００ ＞０．０５

ＨＢｓＡｇ
　阳性 ５５ １４ ４１
　阴性 ５ ２ ３

０．０３１ ＞０．０５

ＴＮＭ分期
　Ⅰ～Ⅱ期 ２８ １１ １７
　Ⅲ～Ⅳ期 ３２ ５ ２７

４．２７５ ＜０．０５

转移

　无 ３０ １２ １８
　有 ３０ ４ ２６

５．４５５ ＜０．０５

　　注：ＥＣＭ１：细胞外基质蛋白１

１、３、５：肝癌组织；２、４、６：癌旁组织；７、８：正常肝组织；ＥＣＭ１：细

胞外基质蛋白１

图２　肝癌和癌旁及正常肝组织中ＥＣＭ１的表达情况

注：ａ与肝癌组织比较，Ｐ＜０．０５；ＥＣＭ１：细胞外基质蛋白１

图３　肝癌和癌旁及正常肝组织中ＥＣＭ１的相对含量

３　讨论
　　人ＥＣＭ１基因定位在１ｑ２１邻近表皮分化复合体
区，由１０个外显子构成，序列全长１８３８ｂｐ，７９．６％
与鼠同源。

　　最近有研究发现，ＥＣＭ１在乳腺、喉、甲状腺等
多种上皮来源恶性肿瘤组织中的表达水平显著高
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于良性肿瘤组织，且发生转移的恶性肿瘤组织表达

高于未发生转移的肿瘤组织［１，３－６］。鉴于临床上肝

癌易发生侵袭转移的特点，针对 ＥＣＭ１在肝癌中的
研究则显得尤为重要。侯彦强等［７］通过免疫组织

化学染色法研究 ＥＣＭ１在多种肿瘤中的表达时发
现，肝癌中 ＥＣＭ１的表达水平高于正常肝组织，但
并未对其转移的特性展开深入研究。我们通过免

疫组织化学染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测原发性肝癌
组织、癌旁组织及正常肝组织中 ＥＣＭ１的表达水
平，发现 ＥＣＭ１在肝癌组织中阳性表达率显著高于
癌旁和正常肝组织，且 ＥＣＭ１的表达水平与肝癌有
无转移及ＴＮＭ分期相关，而与患者性别、年龄、肿瘤
大小、有无包膜、分化程度、血清 ＡＦＰ水平和 ＨＢｓＡｇ
表达等无明显关系。癌旁和正常肝组织中ＥＣＭ１的
相对含量显著少于肝癌组织。由此可认为，ＥＣＭ１
在原发性肝癌组织中高表达，可能与肿瘤的转移

有关。

　　目前，对 ＥＣＭ１促使肿瘤转移的可能机制有以
下几种假设：（１）ＥＣＭ１通过介导细胞与细胞外基
质的黏附活动，促使肿瘤转移［３］。（２）ＥＣＭ１能够
刺激血管内皮细胞的迁移，促使新生血管的形成，而

转移癌的形成与新生血管密切相关［８］。肝癌是富

血管肿瘤，我们推测 ＥＣＭ１可能通过刺激血管内皮
细胞的迁移，促进血管的生成，从而促进肝癌的发生

和转移，此途径也可能是肝癌发生和转移众多环节

中的一部分。其具体的相关机制暂未明确，尚在进

一步的深入研究之中。
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２０１１北京协和医院肝胆胰脾研讨班通知

　　由北京协和医院基本外科与中华医学会继续教育委员会联合举办的“２０１１北京协和医院肝胆胰脾研讨班”拟于２０１１年

５月１９日至２２日在北京协和医院召开。研讨班拟采用手术现场演示、学术讲座和专题讨论相结合的形式进行，会议将邀请

知名专家就目前肝胆胰脾疾病的热点和难点进行手术演示和学术探讨。

　　本次研讨班为国家卫生部医学继续教育项目，与会代表可获得由中华医学会授予的Ⅰ类学分１０分。会务费５００元，会议

代表自行安排食宿。诚挚邀请全国各地的普通外科医师参加本次研讨班，我们将为报名代表准备免费资料和会议午餐，未报

名者恕不提供。报名信请寄往：北京市东城区帅府园１号北京协和医院基本外科实验室，邮编１００７３０，收件人舒红；网上报名

及投稿电子邮件：ｐａｎｃｒｅａｓｐｕｍｃｈ＠ｙａｈｏｏ．ｃｎ；联系电话：０１０６５２９６００７。

北京协和医院基本外科

中华医学会继续教育委员会
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