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葡萄糖调节蛋白和环氧合酶２在肝癌组织中的
表达及其相关性研究
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摘要：目的　研究葡萄糖调节蛋白（ＧＲＰ７８）和环氧合酶２（ＣＯＸ２）在肝癌组织中表达及与临床病理资料的关系。方法　采用
免疫组化法检测１４４例肝癌组织芯片中ＧＲＰ７８和ＣＯＸ２的表达情况。结果　肝癌组织中 ＧＲＰ７８、ＣＯＸ２的阳性表达率分别
为４７．２２％、５６．９４％；ＧＲＰ７８与乙肝病毒感染史、丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），但与性别、年龄、肝
硬化病史、甲胎蛋白（ＡＦＰ）、天冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、碱性磷酸酶（ＡＬＰ）、肿瘤大小、分期、分化程度差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５），ＣＯＸ２的表达与肿瘤组织分化程度差异有统计学意义（Ｐ＜０．０２５），与性别、年龄、肝硬化病史、乙肝病毒感染史、
ＡＦＰ、ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＡＬＰ、肿瘤大小、分期差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；ＣＯＸ２与 ＧＲＰ７８蛋白的表达呈正相关（ｒ＝０．２０４，Ｐ＜
０．０２５）。结论　ＣＯＸ２的表达与肝癌组织分化程度显著相关，ＧＲＰ７８阳性表达的肝癌组织中ＣＯＸ２的表达升高，两者在肝癌
组织中的关系密切。
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　　原发性肝癌（ＨＣＣ）是最常见的恶性肿瘤之一，
全世界每年新诊断的病人超过５０万人，我国是肝
癌的高发区，统计分析显示２０１２年在发展中国家新
发生的肝癌病人中我国占 ５０％［１］，该肿瘤侵袭性

强、分期晚及放化疗治疗不敏感使其在所有肿瘤中

的病死率居高不下，每年我国的肝癌病死率仅次于

肺癌，居第二位，因此亟待找到增加抗肝癌治疗疗

效的新途径。

内质网应激（ＥＲＳ）诱导的凋亡抵抗是肝癌病
人化疗过程中产生耐药的机制之一［２］，葡萄糖调节

蛋白（ＧＲＰ７８）是热休克家族成员，它作为ＥＲＳ诱导
的未折叠蛋白反应（ＵＰＲ）的标志蛋白可促进蛋白
的正确折叠和装备，从而促进肿瘤细胞存活。环氧

合酶２（ＣＯＸ２）是产生前列腺素的关键限速酶，它
具有抑制肿瘤细胞凋亡作用，目前国内外关于

ＧＲＰ７８和ＣＯＸ２蛋白在肝癌组织中表达情况及其
的相关性研究较少，同时为了进一步了解肝细胞癌
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凋亡抵抗的发生发展机制，本研究采用高通量、平

行组织芯片技术，应用免疫组化法检测并探讨其相

关性和临床意义。

１　资料与方法
１．１　标本　搜集２００１—２００７年间在安徽医科大学
第一附属医院病理科确诊的１４４例有完整资料的
肝癌组织，且所有病人术前未行放和（或）化疗、免

疫治疗及中药抗肿瘤治疗，制作组织芯片。男性

１１９例，女性 ２５例，年龄 ２１～８４岁，中位年龄 ５０
岁；按照国际抗癌联盟的 ＡＪＣＣ分期（２０１０年标
准），Ⅰ期３例，Ⅱ期１１１例，Ⅲ期２６例，Ⅳ期４例，
癌肿最大横径线＞５ｃｍ者８６例，≤５ｃｍ者５８例；
根据ＷＨＯ标准肿瘤分化分为：低分化３９例，中分
化６１例，高分化４４例。所有组织均常规１０％福尔
马林固定、石蜡包埋。

１．２　主要试剂　一抗 ＧＲＰ７８单克隆抗体（货号
ＡＢ１０８６１５），工作浓度 １∶１００，购于美国 Ａｂｃａｍ公
司；一抗ＣＯＸ２单克隆抗体（货号 ＡＢ１１６０１１２），稀
释浓度１∶１００，购于美国 Ｃａｙｍａｎ公司；通用型二步
法二抗试剂（ＰＶ６０００）盒、进口山羊血清工作液、浓
缩型二氨基联苯胺（ＤＡＢ）显色试剂盒等购于北京
中杉金桥有限公司。

１．３　试验方法
１．３．１　组织芯片制备　设计芯片微陈列，制作微
缩组织切片（ＴＭＡ）受体蜡块，据 ＨＥ切片对石蜡
标本中代表性的点挑选出合适的取材部位，组织

芯片机分别对受体及相应部位的供体蜡块打孔，

孔径１～１．５ｍｍ，将供体依次组织芯转移到 ＴＭＡ
受体蜡块孔中；二次蜡块包埋后制成组织芯片

蜡块。

１．３．２　免疫组化染色　免疫组织化学 ＳＰ法进行
免疫组化染色：组织芯片 ４μｍ连续切片，常规脱
蜡、水化，柠檬酸钠缓冲液微波加热抗原修复，３％
过氧化氢阻断内源性过氧化物酶，１０％山羊血清室
温孵育；滴加一抗工作液，４℃冰箱过夜，复温后滴
加通用型２抗孵育（ＰＶ６０００），显微镜下控制 ＤＡＢ
避光显色，苏木素复染后中性塑胶封片。使用磷酸

盐缓冲液（ＰＢＳ）代替一抗作阴性对照。
１．４　结果判定　由２位有经验的病理科医生采用
双盲法对免疫组化结果进行判定。染色强度结合

阳性细胞数判断 ＧＲＰ７８、ＣＯＸ２免疫组化结果。
按染色强度评分：染色强度与背景色对比，０分无
色，１分浅黄色，２分棕黄色，３分棕褐色；按阳性细
胞所占比例打分：＜５％为０分，≥５％ ～＜２５％为

１分，≥２５％ ～＜５０％为２分，≥５０％计为３分，两
项得分乘积０～１分为阴性，２～３分为 ＋，４～５分
为 ＋＋，≥６分为 ＋＋＋，本试验将 ＋～＋＋＋均
视为阳性。

１．５　统计学方法　数据使用 ＳＰＳＳ１６．０软件进行
统计学处理。ＧＲＰ７８和 ＣＯＸ２蛋白的表达与临床
病理参数的关系采用 χ２ 等非参数检验比较。
ＧＲＰ７８与ＣＯＸ２相关性分析采用Ｐｅｒｓｏｎ相关分析。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　ＧＲＰ７８、ＣＯＸ２在肝癌组织中的表达及分布
ＧＲＰ７８蛋白阳性信号为黄色或棕黄色颗粒，主要定
位于细胞质和胞膜（图１），ＣＯＸ２阳性显色为黄色
或棕黄色颗粒，弥漫分布定位于细胞质（图２）。１４４
例肝癌组织中，ＧＲＰ７８阳性表达６８例（４７．２２％），
ＣＯＸ２阳性表达８２例（５６．９４％）。

　　　　　　Ａ．阳性表达　　　　　　　Ｂ．阴性表达

图１　ＧＲＰ７８在肝癌组织中的表达（ＳＰ×４００）

　　　　　　Ａ．阳性表达　　　　　　　Ｂ．阴性表达

图２　ＣＯＸ２在肝癌组织中的表达（ＳＰ×４００）

２．２　肝癌组织中 ＧＲＰ７８、ＣＯＸ２蛋白表达与病人
临床病理特征的关系　ＧＲＰ７８与乙肝病毒感染史、
丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５），但与性别、年龄、肝硬化病史、甲胎蛋白
（ＡＦＰ）、天冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、碱性磷酸酶
（ＡＬＰ）、肿瘤大小、分期、分化程度差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）；ＣＯＸ２的表达与肿瘤组织分化程度
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０２５），与性别、年龄、肝硬
化病史、乙肝病毒感染史、ＡＦＰ、ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＡＬＰ、肿
瘤大小、分期差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见
表１。
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表１　肝癌组织中ＧＲＰ７８、ＣＯＸ２蛋白表达与病人临床病理特征的关系

临床病理特征 例数
ＣＯＸ－２蛋白表达／例
阴性 阳性

表达率／％ Ｐ值
ＧＲＰ７８蛋白的表达／例
阴性 阳性

表达率／％ Ｐ值

性别 ０．４３３ ０．４２６
　女 ２５ ９ １６ ６４．００ １５ １０ ４０．００
　男 １１９ ５３ ６６ ５５．４６ ６１ ５８ ４８．７３
年龄／岁 ０．５６０ ０．２４７
　≤６０ １０８ ４５ ６３ ５８．３３ ５４ ５４ ５０．００
　＞６０ ３６ １７ １９ ５２．７７ ２２ １４ ３８．８８
肝炎病史 ０．１５５ ０．０２７
　无 ２３ １３ １０ ４３．４７ １７ ６ ２６．０８
　有 １２１ ４９ ７２ ５９．５０ ５９ ６２ ５１．２３
肝硬化病史 ０．３２９ ０．３５５
　无 ８１ ３２ ４９ ６０．４９ ４０ ４１ ５０．６１
　有 ６３ ３０ ３３ ５２．３８ ３６ ２７ ４２．８５
ＡＦＰ ０．８４１ ０．７２４
　阴性 ５５ ２３ ３２ ５８．１８ ２８ ２７ ４９．０９
　阳性 ８９ ３９ ５０ ５６．１７ ４８ ４１ ４６．０６
ＡＳＴ ０．７３６ ０．３１７
　阴性 ７２ ３２ ４０ ５５．５５ ３５ ３７ ５３．１８
　阳性 ７２ ３０ ４２ ５８．３３ ４１ ３１ ４３．０５
ＡＬＴ ０．１９４ ０．０４７
　阴性 ７０ ３４ ３６ ５１．４２ ３１ ３９ ５５．７１
　阳性 ７４ ２８ ４６ ５８．９７ ４５ ２９ ３９．１９
ＡＬＰ ０．０７３ ０．３４３
　阴性 ８３ ４１ ４２ ５０．６０ ４１ ４２ ５０．６０
　阳性 ６１ ２１ ４０ ６５．５７ ３５ ２６ ４２．６２
肿瘤大小／ｃｍ ０．１６７ ０．２１９
　≤５ ５８ ２９ ２９ ５０．００ ２７ ３１ ５３．４４
　＞５ ８６ ３３ ５３ ６１．６２ ４９ ３７ ４３．０２
分化程度 ０．００３ ０．２４３
　高分化 ４４ ２７ １７ ３８．６３ ２０ ２４ ５４．５４
　中分化 ６１ ２５ ３６ ５９．０１ ３５ ２６ ４２．６２
　低分化 ３９ １０ ２９ ７４．３５ ２１ １８ ５０．００
ＡＪＣＣ分期 ０．２１６ ０．９８０
　Ⅰ ３ ３ ０ ０．００ １ ２ ６６．６６
　Ⅱ １１１ ４８ ６３ ５６．７５ ６０ ５１ ４５．９４
　Ⅲ ２６ ９ １７ ６５．３８ １１ １５ ５７．６９
　Ⅳ ４ ２ ２ ５０．００ ４ ０ ０．００

２．３　肝癌中 ＣＯＸ２蛋白和 ＧＲＰ７８蛋白表达的相
关性　在１４４例肝癌组织中，ＧＲＰ７８阳性且 ＣＯＸ２
也为阳性的４６例（６７．６４％），明显高于ＧＲＰ７８阴性
且ＣＯＸ２为阳性的为３６例（４７．３７％），相关性分析
显示：ＣＯＸ２与 ＧＲＰ７８蛋白的表达呈正相关（ｒ＝
０．２０４，Ｐ＝０．０１４），见表２。

表２　肝细胞癌中ＣＯＸ２、ＧＲＰ７８表达的相关性分析

ＣＯＸ２
ＧＲＰ７８

阴性 阳性
Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数ｒ值 Ｐ值

阴性

阳性

４０

３６

２２

４６
０．２０４ ０．０１４

３　讨论
　　内质网是由生物膜构成的互相通连的片层隙

状或小管状系统，除哺乳动物红细胞外，可见于各

种细胞，一方面构成了胞内物质的运输通路，更为

重要的另一方面它是细胞内糖、脂类及蛋白质合成

及修饰的重要场所。当缺氧、营养缺乏等细胞内或

细胞外因素导致错误折叠或未折叠蛋白在内质网

腔聚集及钙平衡紊乱，即可诱导ＥＲＳ。为了消除应激
调节细胞内稳态失衡，内质网启动细胞保护机制

ＵＰＲ。定位于内质网的ＧＲＰ７８作为伴侣蛋白在ＵＰＲ
中起重要作用，它可抑制形成错误折叠蛋白和保持内

质网中钙离子的平衡状态［３］。ＧＲＰ７８在所有正常组
织中低表达，但在多肿瘤组织中高表达并在肿瘤细胞

的抗凋亡过程中扮演着重要的角色［４］，肿瘤细胞快速

增殖和血液供应相对不足导致细胞乏氧、葡萄糖氨基

酸缺失、酸中毒等，可诱发 ＥＲＳ，启动 ＵＰＲ致使
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ＧＲＰ７８表达上调，从而抑制细胞凋亡［５］。研究表明，

与癌旁组织相比，肝癌组织ＧＲＰ７８明显增高，差异有
统计学意义，并且显示出更差的预后［６］。本组研究发

现 ＧＲＰ７８蛋白在肝癌组织中高表达（阳性率
４７．２２％）并与乙型肝炎病史、ＡＬＴ表达显著相关。基
础研究显示乙肝病毒感染可活化 ＵＰＲ上调
ＧＲＰ７８［７］，可能是其促进肝癌的发生，使肝癌逐渐恶
化的原因之一，但其具体机制有待进一步研究。

然而持续或严重的内质网应激可通过活化内

质网特异的促凋亡因子ＣＣＡＡＴ／增强子结合蛋白同
源蛋白（ＣＨＯＰ）［８９］，叉头框蛋白 Ｏ１（Ｆｏｘｏ１）［１０］和

半胱氨酸蛋白酶１２［１１］等机制导致细胞凋亡。同样
的在肿瘤细胞中，过度 ＥＲＳ亦可诱导肿瘤细胞凋
亡［１２］。因此通过活化增强ＥＲＳ的ＵＰＲ效应促进肿
瘤细胞凋亡，可能成为抗肿瘤治疗的有效手段之

一，但文献报道肝癌细胞即使处于过度内质网应激

状态下也并未显示出细胞凋亡率的明显增加，表明

肝癌细胞可能在ＥＲＳ下产生了生存通路［１３］。

环氧合酶（ＣＯＸ）有２种同工酶ＣＯＸ１和ＣＯＸ２，
其中ＣＯＸ２是诱导酶其代谢产物前列腺素Ｅ２可刺
激细胞增殖、抑制细胞凋亡，在正常细胞生理状态下

不表达，但在细胞内外刺激物（如内毒素、细胞因子

等）广泛刺激下ＣＯＸ２会迅速产生。研究表明 ＥＲＳ
时可诱导细胞ＣＯＸ２的表达增高［１４］，且多数研究已

证实ＣＯＸ２可在多种肿瘤组织中高表达如肺癌、肠
癌、乳腺癌等，它可促进肿瘤细胞增殖、血管发生及抑

制凋亡作用。本研究表明ＣＯＸ２在肝癌组织中高表
达（阳性率５６．９４％），与肿瘤分化程度呈显著相关，
肝癌组织分化程度越高，ＣＯＸ２的阳性表达率越高，
与Ｙａｎｇ等［１５］的研究一致，可能因ＣＯＸ２的高表达促
进了核因子κｐ６５上调从而促进肝癌细胞分化，也有
相关研究显示ＣＯＸ２的表达与乙肝病毒感染，肝硬
化［１６］、肿瘤临床分期有关［１７］。

在本研究中，未接受任何治疗的肝癌病人组织

研究显示 ＣＯＸ２表达与 ＧＲＰ７８的表达呈显著正相
关，提示在肝癌的发生发展中，ＣＯＸ２与内质网应
激存在着密切的关系，肝癌中 ＣＯＸ２的表达上调可
能是内质网应激凋亡抵抗的重要因素之一，更进一

步的加深了对肝癌 ＥＲＳ凋亡抵抗的认识，下调
ＧＲＰ７８可能减少ＣＯＸ２的表达从而抑制肿瘤生长，
靶向阻断ＣＯＸ２的表达可能增强肝癌细胞对放化
疗的敏感性而促进肝癌细胞凋亡，为肝癌的治疗提

供新的思路，但仍需更多的基础与临床研究进一步

证实。
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＯＸ２ｔｈｒｏｕｇｈａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｅＩＦ２α，ｐ３８ＭＡＰＫａｎｄＮＦ
κＢｉｎａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｈｕｍａｎｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ
［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｉｍＢｉｏｐｈｙｓＡｃｔａ，２０１２，１８２３（１２）：２１７９２１８９．

［１５］ＹＡＮＧＹ，ＺＨＵＪ，ＧＯＵＨ，ｅｔａｌ．ＣｌｉｎｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｏｆＣｏｘ２，
ＳｕｒｖｉｖｉｎａｎｄＢｃｌ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＨＣＣ）
［Ｊ］．ＭｅｄＯｎｃｏｌ，２０１１，２８（３）：７９６８０３．

［１６］李波，刘勇，苏松，等．环氧合酶２与Ｐ糖蛋白在人肝癌细胞中
的表达及其意义［Ｊ］．中华肝脏病杂志，２０１１，１９（１０）：７５５７５８．

［１７］ＧＩＡＮＮＩＴＲＡＰＡＮＩＬ，ＩＮＧＲＡＯＳ，ＳＯＲＥＳＩＭ，ｅｔａｌ．Ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎ
ａｓｅ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｈｒｏｎｉｃｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅｓａｎｄｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉ
ｎｏｍａ：ａｎｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＡｎｎＮＹＡｃａｄＳｃｉ，
２００９，１１５５：２９３２９９．

（收稿日期：２０１６０６１４，修回日期：２０１６０７１２）

·２６２· 安 徽 医 药　ＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌａｎｄＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＪｏｕｒｎａｌ　２０１７Ｆｅｂ，２１（２）


