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摘要：目的　通过检测Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３和雷帕霉素靶蛋白（ｍＴＯＲ）在肝癌组织中的表达，并结合各相关临床病理指标，从而探讨
Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３和ｍＴＯＲ的表达水平在肝癌发生发展中的作用及其相互之间的关系。方法　采用免疫组织化学技术，检测５６例
肝癌组织和４０例正常肝脏组织中Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３和ｍＴＯＲ蛋白的表达情况，并分析二者与肝癌各相关临床病理特征之间的关
系。结果　Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３和 ｍＴＯＲ蛋白在肝癌组织中的阳性表达率分别为７５％、７０％和５０％，均明显高于正常肝组织中的阳
性表达率２５％、３０％、２８％，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。Ｂｅｃｌｉｎ１与 ＬＣ３在肝癌中表达呈正相关（ｒ＝０．６４３，Ｐ＜０．０１），与
ｍＴＯＲ表达之间无明显相关性（ｒ＝－０．１６７，Ｐ＞０．０５）。ＬＣ３与ｍＴＯＲ表达呈负相关（ｒ＝－０．３８６，Ｐ＜０．０１）。Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３和
ｍＴＯＲ的表达均与年龄、性别、肿瘤大小、ＨＢＳＡｇ、ＡＦＰ值等均无显著相关性（Ｐ＞０．０５），但与病理学分级和有无胆管癌栓有关
（Ｐ＜０．０５）。结论　Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３和ｍＴＯＲ的异常高表达可能与肝癌的发生关系密切。
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　　肝癌是我国最常见的恶性肿瘤之一，病死率极
高。据统计调查显示，每年大约有 １３万人死于肝
癌［１］。虽然肝癌的临床治疗已经取得了一定的进

展，但发病率和病死率仍然居高不下，因此，肝癌的

发生发展、侵袭转移等机制的研究一直备受关注。

近年来，有研究发现，自噬活性的异常改变与肿瘤

的发生、发展等密切相关［２６］。本研究应用免疫组

织化学ＳＰ法，检测Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３和雷帕霉素靶蛋白
（ｍＴＯＲ）三种自噬基因在肝癌组织及正常肝组织中
的表达，并结合各相关临床病理指标，探讨 Ｂｅｃｌｉｎ１、
ＬＣ３和ｍＴＯＲ的表达水平在肝癌发生发展中的作用
及其相互之间的关系，从而为肝癌诊疗及判断预后

找到分子标志物，制定合理、有效的治疗方案，最终

提高患者的生存率。

１　资料与方法
１．１　一般资料　收集潍坊医学院附属医院和齐鲁
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医院２０１３年１２月—２０１６年１２月肝癌手术切除标
本５６例，标本均经病理切片 ＨＥ染色证实为肝癌，
所有病例术前均未接受任何放化疗、肝动脉栓塞及

免疫治疗。按 Ｅｄｍｏｎｄｓｏｎｓｔｅｉｎｅｒ分级标准：Ｉ级 ８
例，Ⅱ级１４例，Ⅲ级２４例，Ⅳ级１０例；分别测量切
除后的肿瘤直径，其中≤５ｃｍ者２４例，＞５ｃｍ者
３２例。收集肝癌标本中，男性４０例，女性１６例；年
龄３４～８０岁，平均６２岁；乙肝表面抗原（ＨＢＳＡｇ）
阳性者３８例，阴性表达者１８例；甲胎蛋白 ＡＦＰ≥
４００μｇ·Ｌ－１者３０例，＜４００μｇ·Ｌ－１者２６例；有胆
管癌栓者１１例。同时取癌旁５ｃｍ外正常肝组织标
本４０例作为对照组。
１．２　试剂与方法
１．２．１　主要试剂　兔抗人 Ｂｅｃｌｉｎ１多克隆抗体、兔
抗人ＬＣ３多克隆抗体均购自 Ａｂｃａｍ公司，兔抗人
ｍＴＯＲ多克隆抗体、通用型免疫组化检测试剂盒、柠
檬酸盐缓冲液、ＤＡＢ显色试剂盒均购自北京博奥森
生物技术有限公司。

１．２．２　免疫组织化学法　所有实验标本均经４％
甲醛固定，常规脱水、透明、浸蜡、石蜡包埋，以５μｍ
厚连续切片。免疫组化技术采取 ＳＰ法，具体操作
严格按试剂盒说明书进行。以 ＰＢＳ液代替一抗作
为阴性对照。

１．３　结果判定　采用双盲法评估免疫组化染色切
片，Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３和 ｍＴＯＲ均以细胞膜和（或）细胞
质染成淡黄色、棕黄色或棕褐色为阳性表达。三者

均采用二级计分法，阳性细胞计数：随机任选５个
高倍镜视野（４００×），然后根据每张切片的阳性细
胞百分率计数，＜５％为０分，５％ ～＜２５％为１分，
２５％～＜５０％为２分，≥５０％为３分。着色强度分
类：无着色计０分，淡黄色为１分，黄或棕黄色为２
分，褐或棕褐色为３分。两者计分相乘≥４分为免
疫组化阳性（＋），＜４分计为免疫组化阴性（－）。
１．４　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计
分析。两变量之间的相关性分析采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ等
级分析，计数资料采用χ２检验。Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

２　结果
２．１　Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３和ｍＴＯＲ蛋白在肝癌组织和正
常肝组织中的表达　Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白在肝癌组织中的
阳性表达率为７５％（４２／５６），在正常肝组织中的阳
性表达率为２５％（１０／４０），两组比较差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０１）。

ＬＣ３蛋白在肝癌组织中的阳性表达率为７０％
（３９／５６），在正常肝组织中的阳性表达率为 ３０％

（１２／４０），两组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
ｍＴＯＲ蛋白在肝癌组织中的阳性表达率为

５０％（２８／５６），在正常肝组织中的阳性表达率为
２８％（１１／４０），两组比较差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。见表１、图１～３。

表１　Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３和ｍＴＯＲ在肝癌及正常肝组织中的
表达／例（％）

组别 例数 Ｂｅｃｌｉｎ１ ＬＣ３ ｍＴＯＲ

肝癌组织 ５６ ４２（７５） ３９（７０） ２８（５０）

正常肝组织 ４０ １０（２５） １２（３０） １１（２８）

Ｐ值 ０．００１ ０．００１ ０．０２７

　　　　 ａ．肝癌组织　　　　　　　　　ｂ．正常肝组织

图１　Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白在肝癌组织和正常肝组织中的
表达（×４００）

　　　　 ａ．肝癌组织　　　　　　　　　ｂ．正常肝组织

图２　ＬＣ３在肝癌组织和正常肝组织中的
表达（×４００）

　　　　 ａ．肝癌组织　　　　　　　　　ｂ．正常肝组织

图３　ｍＴＯＲ在肝癌组织和正常肝组织中的
表达（×４００）

２．２　肝癌组织中Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３和ｍＴＯＲ蛋白表达
之间的相关性　Ｓｐｅａｒｍａｎ等级分析结果显示，在肝
癌组织中Ｂｅｃｌｉｎ１与ＬＣ３在肝癌中的表达呈正相关
（ｒ＝０．６４３，Ｐ＜０．０１），与ｍＴＯＲ表达之间无明显相
关性（ｒ＝－０．１６７，Ｐ＞０．０５），ＬＣ３与ｍＴＯＲ表达呈
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负相关（ｒ＝－０．３８６，Ｐ＜０．０１）。
２．３　肝癌组织中Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３和ｍＴＯＲ蛋白表达
与临床病理特征之间的关系　Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３和
ｍＴＯＲ的表达均与年龄、性别、肿瘤大小、ＨＢＳＡｇ、
ＡＦＰ值等均无显著相关性（Ｐ＞０．０５），但与病理学
分级和有无胆管癌栓有关（Ｐ＜０．０５）。见表２。

表２　Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３和ｍＴＯＲ在肝癌组织中的表达与
临床病理参数的关系／例（％）

病理参数 例数 Ｂｅｃｌｉｎ１ ＬＣ３ ｍＴＯＲ

年龄／岁

　＜５０ ２０ １３（６５） １３（６５） ８（４０）

　≥５０ ３６ ２９（８１） ２６（６７） ２０（５６）

性别

　男 ４０ ３２（８０） ３０（７５） ２２（５５）

　女 １６ １０（６２．５） ９（５６） ６（３８）

肿瘤大小／ｃｍ

　≤５ ２４ １６（６７） １４（５８） １０（４２）

　＞５ ３２ ２６（８１） ２５（７８） １８（５６）

ＨＢＳＡｇ

　＋ ３８ ３０（７９） ２８（７４） ２１（５５）

　－ １８ １２（６７） １１（６１） ７（３９）

ＡＦＰ／μｇ·Ｌ－１

　＜４００ ２６ １８（６９） １６（６２） １６（６２）

　≥４００ ３０ ２４（８０） ２３（７７） １２（４０）

病理学分级

　Ⅰ～Ⅱ ２２ １３（５９） １１（５０） ７（３２）

　Ⅲ～Ⅳ ３４ ２９（８５） ２８（８２） ２１（６２）

癌栓

　有 １１ ５（４５） ４（３６） ２（１８）

　无 ４５ ３７（８２） ３５（７８） ２６（５８）

３　讨论
肝癌是临床上最常见的恶性消化道肿瘤之一，

其发病率和病死率己上升为我国恶性肿瘤的第 ２
位，其严重威胁着人类的健康生活。近年来，临床

上对于肝癌的治疗方法有很多，例如：手术切除、介

入治疗及放、化疗等，但其治疗效果均欠佳，总体５
年生存率不超过 ５％。分析其原因为：由于其恶性
程度高，早期症状不明显，病情进展速度快，大多数

患者被发现时，已发生远处侵袭和转移［７］。因此，

通过对肝癌发生、发展、侵袭、转移等相关机制的研

究，显得尤为迫切。近年来，有研究发现，自噬基因

调控机制失调与肿瘤的发生、发展、侵袭、转移等密

切相关［２］。

至今为止，Ｂｅｃｌｉｎ１作为唯一被发现的哺乳动物
参与自噬的特异性基因［８］，该基因位于人类染色体

１７ｑ２１上，大约有１５０ｋｂ，编码一个２０９８ｂｐ的转录
产物。有研究显示［９］，在前列腺癌、乳腺癌、卵巢癌

等多种恶性肿瘤中，Ｂｅｃｌｉｎ１基因存在缺失性的突
变。张创杰［１０］研究发现，Ｂｅｃｌｉｎ１在胰腺癌中的表
达低于正常胰腺组织。而本实验结果显示，Ｂｅｃｌｉｎ１
蛋白在肝癌组织（７５％，４２／５６）中的阳性表达率高
于正常肝组织（２５％，１０／４０），差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０１）。分析其 Ｂｅｃｌｉｎ１在肝癌中高表达的原
因，可能是由于肝癌生长迅速，肿瘤细胞需要自噬，

以适应营养缺乏和低氧的环境。

ＬＣ３作为参与自噬发生的关键基因，其表达水
平与自噬活性关系密切，是监测自噬的特异性标志

物［１１］。ＬＣ３包括 ＬＣ３Ⅰ和 ＬＣ３Ⅱ，其中 ＬＣ３Ⅱ可
通过活化Ａｔｇ１２，结合 Ａｔｇ５，从而参与形成自噬体。
有研究表明，ＬＣ３的异常表达与许多恶性肿瘤（例
如：胃癌、大肠癌、宫颈癌等）的发生、发展及预后关

系密切［１２］。Ｈｕａｎｇ等［１３］报道了ＬＣ３Ⅱ在脑胶质母
细胞瘤组织中表达降低，自噬活性下降。但是本研

究结果显示，ＬＣ３蛋白在肝癌组织（７０％，３９／５６）中
的阳性表达率高于正常肝组织（３０％，１２／４０），差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。上述结果说明，ＬＣ３的
表达及作用在不同类型肿瘤中是各不相同的，其在

肿瘤发生、发展过程中的作用及其分子机制还有待

进一步研究。

哺乳动物 ｍＴＯＲ作为 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号传导通
路下游的效应靶蛋白，在其信号的传导过程中扮演

着重要的角色。当 ｍＴＯＲ的活性被抑制时，可阻断
其下游Ｓ６Ｋ１信号传导通路，使细胞由Ｇ１向Ｓ转变
所需的相关蛋白缺乏，细胞周期阻滞于 Ｇ１期，进而
达到影响细胞周期的进展，调节细胞凋亡的作用。

张利等［１４］研究发现，ｍＴＯＲ在结肠癌组织中的阳性
表达率为７８．５％，而在正常结肠组织中的阳性表达
率为１２％，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。本研究
结果显示，ｍＴＯＲ蛋白在肝癌组织（５０％，２８／５６）中
的阳性表达率也高于正常肝组织（２８％，１１／４０），两
组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。这说明
ｍＴＯＲ的过度表达与激活可能与肝癌的发生、发展
关系密切。

经Ｓｐｅａｒｍａｎ相关系数检验结果显示，在肝癌组
织中 Ｂｅｃｌｉｎ１与 ＬＣ３在肝癌中表达呈正相关（ｒ＝
０６４３，Ｐ＜０．０１），与ｍＴＯＲ表达之间无明显相关性
（ｒ＝－０．１６７，Ｐ＞０．０５），ＬＣ３与 ｍＴＯＲ表达呈负相
关（ｒ＝－０．３８６，Ｐ＜０．０１）。这说明，三者在肝癌发
生发展中的关系密切，Ｂｅｃｌｉｎ１的高表达可以增强肝
癌自噬活性，ｍＴＯＲ的高表达则会抑制肝癌自噬发

·８４２· 安 徽 医 药　ＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌａｎｄＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＪｏｕｒｎａｌ　２０１８Ｆｅｂ，２２（２）



生，两者可能是通过不同 ＰＩ３Ｋ（包括：Ⅰ型和Ⅲ型）
信号传导通路，分别发挥其自噬调控作用：（１）Ⅲ型
ＰＩ３Ｋ复合物Ｖｐｓ１５激酶通过调节 ＰＩ３Ｋ的活性后，
Ｂｅｃｌｉｎ１即可将各种 Ａｐｇ蛋白整合到 ＰＩ３Ｋ中，形成
复合体来促进自噬的发生；（２）而 ｍＴＯＲ接受其上
游的Ⅰ型ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号传到通路调控后，可随后
磷酸化它的两个下游分子，即翻译抑制分子 ｅＩＦ４Ｅ
结合蛋白 １（４ＥＢＰ１）和核糖体蛋白 Ｓ６激酶 １
（Ｓ６Ｋ１）［１５］，进而来调节肿瘤细胞的生长、增殖，抑
制自噬活性。本实验组５６例肝癌组织中，Ｂｅｃｌｉｎ１
蛋白阳性表达者为４２例，ｍＴＯＲ蛋白阳性表达者为
２８例，由此可见，Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白阳性表达者高于
ｍＴＯＲ蛋白阳性表达者，所以我们推测Ｂｅｃｌｉｎ１高表
达所产生的促进自噬作用明显强于 ｍＴＯＲ过表达
产生的抑制自噬作用，因此，自噬活性标志分子ＬＣ３
蛋白表达水平均升高，即肝癌的自噬活性亦随之增

高。同时，本实验还证实，在肝癌组织中，Ｂｅｃｌｉｎ１、
ＬＣ３和 ｍＴＯＲ的表达均与年龄、性别、肿瘤大小、
ＨＢＳＡｇ、ＡＦＰ值等均无显著相关性（Ｐ＞０．０５），但与
病理学分级和有无胆管癌栓有关（Ｐ＜０．０５）。

总之，Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３和 ｍＴＯＲ蛋白在肝癌自噬
活性调控中，发挥着至关重要的作用，因此联合检

测三者的蛋白表达水平，可以更加客观的评估肝癌

患者的预后，从而为肝癌诊疗及判断预后找到分子

标志物，制定合理、有效的治疗方案，最终提高患者

的生存率。
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《安徽医药》关于书写论文作者单位名称的要求
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公章与文稿中所书写的不一致。单位名称书写不规范，将影响编辑部与作者、读者与作者之间的联系及文稿发表后文献计量

学的统计等工作。为此，本刊就作者单位名称的书写要求如下：（１）作者在投稿时，首先应列出单位名称的全称，具体到所在
科室，并且写明单位所在城市名及邮编。（２）单位的英文名称应根据所在单位统一的英文名称书写。（３）单位科研部门开具
文稿推荐信上的公章内容，须与文稿中所书写的单位名称一致。（４）由不同单位共同撰写的文稿，各个单位的名称均须分别
列出，由论文的资料提供单位（一般即为第一作者所在单位）开具“论文投送介绍信及授权书”。
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