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热休克转录因子１蛋白在人肝细胞癌
组织中的表达及临床意义

卢鹏　李霄　窦科峰　党政　胡延忠　马远方　宋振顺

　　【摘要】　目的　探讨热休克转录因子１（ＨＳＦ１）蛋白在人肝细胞癌组织中的表达及临床意义，并推测
ＨＳＦ１在肝细胞癌发生、发展中的可能分子机制。方法　收集２００６年３月至２００７年３月第四军医大学西
京医院６７例行手术切除的肝细胞癌组织，以及２１例因肝血管瘤行手术切除的部分正常肝脏组织，采用免
疫组织化学法检测肝细胞癌及正常肝脏组织中ＨＳＦ１蛋白及热休克蛋白７０（ＨＳＰ７０）的表达，分析ＨＳＦ１蛋
白与患者临床病理特征及预后之间的关系，并根据ＨＳＦ１蛋白与 ＨＳＰ７０表达情况的相关性分析推测 ＨＳＦ１
在肝细胞癌发生、发展中的可能分子机制。不同组织中ＨＳＦ１蛋白阳性率的分析以及肝细胞癌中 ＨＳＦ１蛋
白阳性表达率与各临床病理资料的关系采用 χ２检验及 Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法，ＨＳＦ１蛋白与 ＨＳＰ７０在肝细胞
癌中表达的相关性采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分析。采用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法绘制生存曲线，生存情况比较采用
Ｌｏｇｒａｎｋ检验。结果　ＨＳＦ１蛋白在肝细胞癌组织中的阳性率为６９％（４６／６７），在正常肝脏组织中的阳性
率为２９％（６／２１），两者比较，差异有统计学意义（χ２＝１０．６２８，Ｐ＜０．０５）。ＨＳＰ７０在肝细胞癌组织中的阳
性率为５７％（３８／６７），在正常肝脏组织中的阳性率为２４％（５／２１），两者比较，差异有统计学意义（χ２＝６．９２９，
Ｐ＜０．０５）。ＨＳＦ１蛋白与ＨＳＰ７０在肝细胞癌组织中的表达呈正相关（ｒ＝０．３１９，Ｐ＜０．０５）。ＨＳＦ１蛋白的高
表达与肝细胞癌的包膜完整与否、分化程度以及ＴＮＭ分期有关（χ２＝５．９３５，９．７６２，５．１５９，１１．２６７，Ｐ＜０．０５）；
而与患者性别、年龄、ＨＢｓＡｇ水平、ＡＦＰ水平以及是否存在门静脉癌栓无关（χ２＝０．８２２，０．１７２，２．０５９，Ｐ＞
０．０５）。ＨＳＦ１蛋白阳性和阴性表达者的生存时间分别为（２１．４±１．９）个月和（２９．８±２．７）个月，两者生存
率比较，差异有统计学意义（χ２＝４．２７６，Ｐ＜０．０５）。结论　ＨＳＦ１与肝细胞癌的发生、发展、侵袭转移以及
不良预后相关，其可能通过调控ＨＳＰ７０的表达而发挥作用，在肝细胞癌的诊断和治疗中有良好应用前景。
　　【关键词】　肝肿瘤；　热休克转录因子１；　热休克蛋白７０；　免疫组织化学
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ｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ

　　肝细胞癌在全球肿瘤致死原因中居第３位，是
我国仅次于肺癌的第二大肿瘤死因［１－２］。绝大多数

肝细胞癌对常用细胞化疗药物有很强的耐受作用，

因此，肝细胞癌患者生存率较低［３］。寻找与肝细胞

癌发生相关的敏感靶蛋白对探索分子靶向治疗及判

断预后有着重要意义。多种热休克蛋白（ｈｅａｔｓｈｏｃｋ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＳＰ）尤其是ＨＳＰ７０已被证实在肝细胞癌中
高表达，而且是肿瘤发展、恶化的重要标志［４］。热休

克转录因子１（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ１，ＨＳＦ１）
在炎症反应和细胞凋亡中发挥重要作用，ＨＳＦ１的高
表达与前列腺癌、子宫颈癌等多种肿瘤的发生有密

切关联［５－８］。ＨＳＦ１主要调控 ＨＳＰ的表达。本研究
通过收集２００６年３月至２００７年３月第四军医大学
西京医院手术切除的６７例肝细胞癌和２１例因肝血
管瘤手术切除的正常肝脏组织标本，比较肝细胞癌

组织和正常肝脏组织中ＨＳＦ１蛋白和ＨＳＰ７０表达的
差异及两者的相关性，分析 ＨＳＦ１蛋白表达与肝细
胞癌临床病理特征以及预后之间的关系。

１　资料与方法
１．１　一般资料
　　本组肝细胞癌患者６７例，男５５例，女１２例；年龄
２５～７７岁，中位年龄４９岁。所有患者术前未行放、化
疗，术后病理检查结果证实为肝细胞癌。分化程度：高

分化１０例，中分化３１例，低分化２６例。ＴＮＭ分期
（２００２版ＵＩＣＣ）：Ⅰ期３例，Ⅱ期２２例，Ⅲ期３８例，
Ⅳ期４例。收集同期２１例因肝血管瘤行手术切除的
正常肝脏组织作为对照，男９例，女１２例；年龄３７～
６１岁，中位年龄４８岁。６３例患者术后通过门诊和电
话随访２～４９个月，平均２２．９个月；４例患者失访。
１．２　主要试剂
　　兔抗人 ＨＳＦ１单克隆抗体购自美国 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公

司，抗体工作浓度为１∶１００；鼠抗人ＨＳＰ７０单克隆抗
体购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，抗体工作浓度为１∶５０；
羊抗兔二抗、羊抗鼠二抗及ＤＡＢ试剂盒购自北京中
衫金桥生物技术有限公司。

１．３　实验方法
　　新鲜组织标本经１０％甲醛溶液固定后，常规脱
水、浸蜡、包埋，切成厚约４μｍ的切片。以已知阳
性的乳腺癌切片为阳性对照，以 ＰＢＳ代替一抗做阴
性对照。采用ＳＰ两步法进行染色，具体步骤如下：
（１）二甲苯脱蜡后下行浓度梯度乙醇水化，自来水
洗净；（２）加热 ０．０１ｍｏｌ／Ｌ的枸橼酸钠缓冲溶液
（ｐＨ６．０）至沸腾后热修复抗原３次；（３）３％Ｈ２Ｏ２
甲醇液消除内源性过氧化氢酶作用，山羊血清封闭，

加一抗工作液４℃过夜；（４）３７℃复温４５ｍｉｎ加二
抗，３７℃孵育３０ｍｉｎ；（５）ＤＡＢ显色，苏木精衬染，
盐酸酒精分化，自来水洗净；（６）上行浓度梯度酒精
脱水，二甲苯透明，中性树胶封片。

１．４　结果判定
　　由２名长期从事免疫组织化学工作的病理医
师在不知任何临床和病理资料的条件下进行结果

判读及半定量评分。ＨＳＦ１蛋白的阳性效应产物为
定位于胞核的棕黄色颗粒，ＨＳＰ７０的阳性效应产物
为主要定位于胞质的棕黄色染色，亦有少量定位于

胞核［７，９］。每张切片任意选择５个高倍镜视野，各
计数１００个细胞。观察细胞着色程度，未染色计为
０分，淡黄色为１分，棕黄色为２分，棕褐色为３分。
计算阳性细胞的百分比，阴性为０分，１％～１０％为
１分，１１％～５０％为２分，５１％～７５％为３分，７６％～
１００％为４分。取两者评分之和进行结果判定，０～
１分为阴性，２～３分为弱阳性，４～５分为阳性，６～
７分为强阳性。
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１．５　统计学分析
　　应用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析，不同组织
中ＨＳＦ１蛋白阳性率的分析以及肝细胞癌中 ＨＳＦ１
蛋白阳性表达率与各临床病理资料的关系采用 χ２

检验及 Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法，ＨＳＦ１蛋白与 ＨＳＰ７０在
肝细胞癌中表达的相关性采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分
析。采用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法绘制生存曲线，生存率比较
采用Ｌｏｇｒａｎｋ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果
２．１　ＨＳＦ１蛋白在肝细胞癌及正常肝脏组织中的表达
　　ＨＳＦ１蛋白在肝细胞癌组织中可见散在分布的
阳性染色，亦有部分呈巢状分布，阳性率为 ６９％
（４６／６７）；在正常肝脏组织中也可见少量散在分布
的阳性染色，但明显少于肝细胞癌组织，阳性率为

２９％（６／２１）。两者比较，差异有统计学意义（χ２＝
１０．６２８，Ｐ＜０．０５）。见图１。
２．２　ＨＳＰ７０在肝细胞癌及正常肝脏组织中的表达
　　ＨＳＰ７０在肝细胞癌组织中可见团状分布的阳性
染色，阳性率为５７％（３８／６７）；在正常肝脏组织中可
见少量散在分布的阳性染色，明显少于肝细胞癌组

织，阳性率为２４％（５／２１）。两者比较，差异有统计学
意义（χ２＝６．９２９，Ｐ＜０．０５）。见图２。
２．３　肝细胞癌组织中ＨＳＦ１蛋白与ＨＳＰ７０表达的相
关性

　　６７例肝细胞癌组织中 ＨＳＦ１蛋白和 ＨＳＰ７０均

为阳性者３１例，均为阴性者１４例，ＨＳＦ１蛋白阳性、
ＨＳＰ７０阴性者１５例，ＨＳＦ１蛋白阴性、ＨＳＰ７０阳性者
７例。ＨＳＦ１蛋白与 ＨＳＰ７０在肝细胞癌组织中的表
达呈正相关（ｒ＝０．３１９，Ｐ＜０．０５）。
２．４　ＨＳＦ１蛋白与肝细胞癌临床病理因素之间的关系
　　ＨＳＦ１蛋白在包膜完整的肝细胞癌组织中阳性
表达率为５２％（１４／２７），而在包膜不完整的肝细胞
癌组织中阳性表达率为８０％（３２／４０），两者比较，差
异有统计学意义（χ２＝５．９３５，Ｐ＜０．０５）。ＨＳＦ１蛋
白在低分化、中分化、高分化的肝细胞癌组织中阳性

表达率分别为９６％（２５／２６）、６１％（１９／３１）和２／１０，
ＨＳＦ１蛋白在中分化肝细胞癌组织中的阳性表达同
其在低、高分化肝细胞癌组织中的阳性表达率比较，

差异有统计学意义（χ２＝９．７６２，５．１５９，Ｐ＜０．０５）。
ＨＳＦ１蛋白在早中期（Ⅰ、Ⅱ期）的肝细胞癌组织中
阳性表达率为４４％（１１／２５），在晚期（Ⅲ、Ⅳ期）的
肝细胞癌组织中阳性表达率为８３％（３５／４２），两者
比较，差异有统计学差异（χ２＝１１．２６７，Ｐ＜０．０５）。
ＨＳＦ１蛋白的表达与患者的性别、年龄、ＨＢｓＡｇ水
平、ＡＦＰ水平以及是否存在门静脉癌栓等无关。见
表１。
２．５　ＨＳＦ１蛋白与肝细胞癌患者生存率之间的关系
　　ＨＳＦ１蛋白阳性表达者的平均生存时间为（２１．４±
１．９）个月，阴性表达者为（２９．８±２．７）个月。ＨＳＦ１蛋
白阳性表达者和阴性表达者的平均生存时间比较，

差异有统计学意义（χ２＝４．２７６，Ｐ＜０．０５）。见图３。

图１　ＨＳＦ１蛋白在肝细胞癌组织及正常肝脏组织中的表达　ＨＥ×４００　１ａ：ＨＳＦ１蛋白在低分化肝细胞癌组织中的表达；１ｂ：ＨＳＦ１蛋白在中
分化肝细胞癌组织中的表达；１ｃ：ＨＳＦ１蛋白在高分化肝细胞癌组织中的表达；１ｄ：ＨＳＦ１蛋白在正常肝脏组织中的表达　　图２　ＨＳＰ７０在肝
细胞癌组织及正常肝脏组织中的表达　ＨＥ×４００　２ａ：ＨＳＰ７０在肝细胞癌组织中的表达；２ｂ：ＨＳＰ７０在正常肝脏组织中的表达
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表１　６７例肝细胞癌患者肝癌组织中ＨＳＦ１蛋白的
表达与临床病理因素之间的关系（例）

ＨＳＦ１蛋白表达情况
临床病理因素 例数

阳性率

（％） χ２值 Ｐ值
阳性 阴性

性别

　男 ５５ ３７ １８ ６７

　女 １２ ９ ３ ７５
＞０．０５ａ

年龄（岁）

　＜５５ ３６ ２３ １３ ６４

　≥５５ ３１ ２３ ８ ７４
０．８２２ ＞０．０５

ＨＢｓＡｇ

　阳性 ５３ ３９ １４ ７４

　阴性 １４ ７ ７ ５０
＞０．０５ａ

ＡＦＰ

　阳性 ３９ ２６ １３ ６７

　阴性 ２８ ２０ ８ ７１
０．１７２ ＞０．０５

包膜

　完整 ２７ １４ １３ ５２

　不完整 ４０ ３２ ８ ８０
５．９３５ ＜０．０５

门静脉癌栓

　有 ３１ ２４ ７ ７７

　无 ３６ ２２ １４ ６１
２．０５９ ＞０．０５

分化程度

　低 ２６ ２５ １ ９６

　中 ３１ １９ １２ ６１
９．７６２ ＜０．０５

　高 １０ ２ ８ ２０
＜０．０５ａ

ＴＮＭ分期

　Ⅰ、Ⅱ期 ２５ １１ １４ ４４

　Ⅲ、Ⅳ期 ４２ ３５ ７ ８３
１１．２６７ ＜０．０５

　　注：ＨＳＦ１：热休克转录因子１；ａ采用Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法

注：ＨＳＦ１：热休克转录因子１

图３　肝细胞癌组织中ＨＳＦ１蛋白表达情况与患者生存时间的关系

３　讨论
　　ＨＳＦ１蛋白含有５２９个氨基酸，主要包括４个功
能结构域：ＤＮＡ结合域、三聚化结构域、调节域以及
转录活化域。在非应激状态下，ＨＳＦ１蛋白以无活性

的单体形态存在于胞质中，而在热休克或其他病理、

生理性刺激（如重金属、细菌或病毒感染、中风等引

起的组织细胞缺血、缺氧等）存在的情况下，ＨＳＦ１
蛋白被激活，形成三聚体并转移定位至胞核，通过识

别、结合热休克蛋白基因启动子的热休克反应序列

而调控ＨＳＰ的表达。ＨＳＰ不仅能维持正常细胞内
稳态，而且还参与调控多种肿瘤组织的发生、转移和

药物耐受［１０］。动物实验研究结果表明，从Ｐ５３缺失
小鼠中敲除ＨＳＦ１基因可抑制Ｐ５３缺失小鼠自发性
恶性淋巴瘤。缺失ＨＳＦ１基因可抑制二甲基二苯蒽
诱发的皮肤癌［１１－１２］。这些都说明 ＨＳＦ１基因的完
整性对肿瘤的发生起着重要作用。

　　ＨＳＦ１蛋白的过表达与前列腺癌、胃肠癌、乳腺
癌和子宫颈癌等的发生、发展密切相关［７，１３－１５］。在

高侵袭性前列腺癌细胞系ＰＣ３Ｍ中ＨＳＦ１蛋白的表
达明显高于低侵袭性前列腺癌细胞系 ＰＣ３，而且
ＨＳＦ１蛋白的表达程度与前列腺癌组织的恶性程度
呈正相关［７］。因此，ＨＳＦ１蛋白不仅与肿瘤的发生、
发展关系密切，而且很可能在肿瘤的侵袭、转移中发

挥了关键作用。

　　李和王葵［１６］用半定量 ＰＣＲ的方法证明肝细
胞癌组织中 ＨＳＦ１ｍＲＮＡ表达显著高于癌旁组织。
但是关于肝细胞癌组织中ＨＳＦ１蛋白的表达情况及
可能分子机制尚不清楚。我们的研究结果表明，虽

然ＨＳＦ１蛋白在肝细胞癌组织及正常肝脏组织中均
有表达，但是 ＨＳＦ１蛋白在肝细胞癌组织中的表达
强度显著高于正常肝脏组织。此外，ＨＳＦ１蛋白与
ＨＳＰ７０在肝细胞癌组织中的高表达呈明显的正相
关。ＨＳＰ７０在肝细胞癌的发生、发展中所起的作用
已被广泛证实，因为 ＨＳＦ１是多种 ＨＳＰ表达的主要
调控因子，故推测 ＨＳＦ１可能是通过调控 ＨＳＰ７０甚
至更多其他 ＨＳＰ的表达从而参与肝细胞癌的发生
与发展。我们还发现，ＨＳＦ１蛋白的表达水平在肿瘤
包膜完整与否、分化程度和ＴＮＭ分期方面的差异有
统计学意义，而在患者性别、年龄、ＨＢｓＡｇ水平、ＡＦＰ
水平以及是否存在门静脉癌栓方面的比较，差异无

统计学意义。这些都提示 ＨＳＦ１蛋白的表达与肝细
胞癌的侵袭转移能力以及生物学进程有着密切关

系。生存分析结果表明，ＨＳＦ１蛋白表达阳性的肝细
胞癌患者生存率较阴性患者生存率明显降低，提示

ＨＳＦ１蛋白表达阳性患者的预后不良。
　　随着对肝细胞癌的自然病程和生物学特性认识
的不断深入，以及各种治疗方法的优化及联合应用，

肝细胞癌的治疗理念和策略正在发生深刻的转变，
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针对异常改变的基因进行分子靶向治疗有着良好的

应用前景［１７－１８］。进一步深入探讨 ＨＳＦ１在肝细胞
癌发生、发展中的作用机制，可能为肝细胞癌的诊

断、治疗和预后提供新的方法和依据。
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（本文编辑：张昊）

中华医学会第十二届全国胃肠外科学术会议征文通知

　　由中华医学会外科学分会胃肠外科学组主办的“第十二届全国胃肠外科学术会议”定于２０１２年 ９月２１日在湖北省武汉

市召开。

　　本次大会将重点围绕胃肠外科疾病规范化治疗及其最新研究进展，广泛邀请国内外知名专家作专题报告，并采用精品手

术录像演示等多媒体展播形式，结合典型病例和临床外科医师所关注的核心问题，邀请知名专家和与会者深入研讨。参会代

表将获得国家级继续教育Ⅰ类学分。

　　征文内容：１．胃肠外科领域最新临床研究进展和研究成果；２．胃肠外科临床新技术、新方法的应用经验以及相关研究；

３．胃肠外科疾病的其他诊疗经验；４．胃肠外科领域相关的实验研究。

　　征文要求：论文全文５０００字以内，包括６００字以内的中文摘要。请采用Ｗｏｒｄ软件格式，文题请用３号黑体字，正文请用

小４号宋体字，１．５倍行距。文内请务必注明通信作者的姓名、工作单位、联系地址、邮政编码、Ｅｍａｉｌ地址及联系电话。凡在

国内外公开发行刊物上发表过的论文一律不予受理。征文恕不退稿，请自留底稿。征文截止日期：２０１２年８月１５日。会议

论文推荐以电子邮件形式投稿，投稿请发到会议征文专用邮箱：１２ｔｈ．ＧＩｃｏｎｇｒｅｓｓ＠ｚｓ－ｈｏｓｐｉｔａｌ．ｓｈ．ｃｎ。若采用邮寄投稿，请用

Ａ４纸打印，并附上含有电子版内容的软盘。

　　邮寄地址：上海市枫林路１８０号复旦大学附属中山医院普外科　程健　收

　　邮政编码：２０００３２。信封右上角请注明“征文”字样。

·３８２·中华消化外科杂志２０１２年６月第１１卷第３期　ＣｈｉｎＪＤｉｇＳｕｒｇ，Ｊｕｎｅ２０１２，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．３


