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犉犓５０６结合蛋白６５在肝细胞肝癌组织间质细胞中的表达及临床意义

马　慧，张　岚，任正刚

复旦大学附属中山医院肝肿瘤内科，上海　２０００３２

　　［摘要］　目的：探讨ＦＫ５０６结合蛋白６５（ＦＫＢＰ６５）在肝细胞肝癌（简称肝癌）组织中的表达及其与肝癌临床病理特征和预

后的关系。方法：应用免疫组化方法检测１４７例肝癌标本中ＦＫＢＰ６５表达情况，分析ＦＫＢＰ６５的表达水平与患者临床病理指标

的相关性。采用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法对肝癌患者术后生存及无复发生存进行单因素分析；采用Ｃｏｘ回归风险比例模型对肝癌患者

术后总生存及无复发生存进行多因素分析。结果：ＦＫＢＰ６５在肝癌组织肿瘤细胞和间质细胞中均有表达。肝癌组织间质细胞

中ＦＫＢＰ６５的表达与肿瘤直径正相关（犘＝０．００１）。单因素分析表明，肝癌组织间质细胞中ＦＫＢＰ６５高表达组患者总生存率及

无复发生存率明显低于低表达组（犘＝０．００２，犘＝０．０１１）。多因素分析表明，ＦＫＢＰ６５在肝癌组织间质细胞中高表达是肝癌患

者术后总生存（ＨＲ＝２．６７６，９５％ＣＩ１．４６３～４．８５９）和无复发生存（ＨＲ＝１．７３１，９５％ＣＩ１．０３２～２．９０５）的独立危险因素。

结论：ＦＫＢＰ６５在肝癌组织间质细胞中高表达与肝癌不良预后相关。

　　［关键词］　肝细胞肝癌；间质细胞；ＦＫ５０６结合蛋白６５；预后
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　　原发性肝癌是常见的恶性肿瘤之一，其病死率

居恶性肿瘤第２位
［１］。肝细胞肝癌（简称肝癌）约占

原发性肝癌的８０％。目前手术切除仍是治疗肝癌

最有效的手段，但肝癌发病隐匿、发展迅速，患者早

期症状不典型，确诊时一般处于中晚期，基本丧失

了手术机会或术后预后不佳［２］。因此，寻找肝癌早

期诊断及预后判断的生物标志物是肝癌临床诊治

的关键。

近年来，多项研究［３５］表明，由间质细胞和细胞

外基质等构成的肿瘤微环境在肝癌的发生发展过

程中具有重要作用。肝星状细胞是肝脏重要的间

质细胞，位于肝脏Ｄｉｓｓｅ间隙内，具有静息和活化两
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种状态。当肝脏受到病毒感染等因素刺激时，静息

状态肝星状细胞活化并分泌胶原蛋白等细胞外基

质蛋白，参与肝脏纤维化过程［６］；而活化后的肝星状

细胞分泌多种基质和细胞因子，参与肿瘤微环境的

形成和重塑，进而促进肝脏肿瘤进展［７８］。

ＦＫ５０６结合蛋白６５（ＦＫＢＰ６５，基因ＦＫＢＰ１０）

在活化肝星状细胞中有表达［９］。ＦＫＢＰ６５存在于内

质网上，参与多种胶原蛋白及弹性蛋白的翻译后修

饰及转运［１０］。研究［１１］表明，ＦＫＢＰ６５在Ⅰ型胶原等

细胞外基质形成过程中有重要作用，且其在间质细

胞中的表达与结肠癌等肿瘤的进展及预后相关。

但是，目前关于ＦＫＢＰ６５在肝癌微环境间质细胞中

表达的相关研究尚鲜见。因此，本研究对１４７例术

后肝癌标本中ＦＫＢＰ６５的表达进行了检测，并分析

其与肝癌患者临床病理特征及预后的关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２００８年１月至２００９年１２月

在复旦大学附属中山医院接受肝癌根治性切除术，

病理学检查证实为肝癌，且临床病理资料及随访资

料完整、可靠的患者１４７例。收集患者的年龄、性

别、肝炎情况、肝功能指标，以及甲胎蛋白（ＡＦＰ）、

肿瘤大小、肿瘤数目、肿瘤包膜、生存复发情况等

（表１）。手术切除标准：完全切除肿瘤，组织学检查

切缘阴性；肿瘤复发标准：根据影像学、血清学及组

织学检查结果，如出现ＡＦＰ升高、肝脏占位及远处

转移等征象，结合临床表现及治疗、随访情况确定

是否复发。本研究通过复旦大学附属中山医院伦

理委员会审核批准。

表１　１４７例患者的临床病理特征

　变　量 结果

性别（男／女） １２５／２２

年龄／岁 ５１（１９～７９）

ＨｂｓＡｇ（阳性／阴性） １２６／２１

ＴＢ犮Ｂ／（μｍｏｌ·Ｌ
－１） １２．２（３．６～３０．４）

ＡＬＴ狕Ｂ／（Ｕ·Ｌ－１） ３４（７～１８４）

ＰＴ狋／ｓ １２．８（９．３～１５．６）

ＡＬＢρＢ／（ｇ·Ｌ
－１） ４０（２６～５２）

ＡＦＰρＢ／（ｎｇ·ｍＬ
－１） ８３（１～６０５００）

肿瘤最大径犱／ｃｍ ６．０（１．５～２４．０）

肿瘤数目 （单个／多个） １２４／２３

肿瘤包膜 （完整／不完整） ６７／８１

ＴＮＭ分期 （Ⅰ／Ⅱ／Ⅲ） ７２／４１／３４

　　连续变量用中位数（范围）表示．ＨｂｓＡｇ：乙型肝炎表面抗原；

ＴＢ：总胆红素；ＡＬＴ：丙氨酸氨基转移酶；ＰＴ：凝血时间；ＡＬＢ：血清
白蛋白；ＡＦＰ：甲胎蛋白

１．２　免疫组化染色　标本于手术切除肿瘤后３０

ｍｉｎ内采集，用１０％的中性缓冲甲醛固定，石蜡包

埋，切片。肝癌组织切片经二甲苯脱蜡、乙醇水化

后，置于现配的５％Ｈ２Ｏ２溶液中室温孵育３０ｍｉｎ；

磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）漂洗，置于抗原修复液（０．０１

ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸修复液，ｐＨ＝６．０）中，微波炉中加热，

低火７ｍｉｎ，保持抗原修复液约９０℃；自然冷却至室

温，ＰＢＳ漂洗，滴加５％牛血清白蛋白进行封闭，置

于３７℃湿盒孵育３０ｍｉｎ；吸去封闭液，加入一抗

（ＦＫＢＰ６５１∶５００稀释）４℃孵育过夜，ＰＢＳ漂洗；加

入辣根过氧化酶（ＨＲＰ）标记二抗，３７℃湿盒孵育３０

ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗；加入３，３二甲基联苯胺盐酸盐

（ＤＡＢ）常温显色（棕色，镜下控制显色时间），蒸馏

水漂洗，ＰＢＳ漂洗；苏木精复染核，镜下控制染色时

间，ＰＢＳ漂洗；乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶固

封，观察。

１．３　免疫组化染色结果判定　由２名不知临床患

者情况的医师观察免疫组化染色组织芯片，采用双

盲法分别对同一芯片进行判读。判读标准［１２］：以有

棕黄色颗粒为阳性。染色强度：细胞未染色计为０

分，淡棕色计为１分，棕褐色计为２分。染色范围：

分别观察５个中倍镜下视野，肿瘤细胞判读时每个

视野计数１００个，肿瘤间质细胞判读时每个视野计

数２０个，根据５个视野中阳性细胞数的平均百分比

进行计分，其中０～５％计为０分、６％～６０％计为１

分、６１％～１００％计为２分。根据染色强度与范围相

乘所得总分进行结果判定：０～１分为低表达，２～４

分为高表达。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行数据

分析。连续变量以珔狓±狊表示，组间比较采用狋检验；

分类变量组间比较采用卡方检验或Ｆｉｓｈｅｒ精确检

验。采用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法进行生存分析，生存率差

异采用ｌｏｇｒａｎｋ法进行检验。采用Ｃｏｘ回归风险

比例模型分析生存独立危险因素，计算风险比

（ＨＲ）和９５％置信区间（ＣＩ）。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　肝癌组织中ＦＫＢＰ６５的表达情况　肝癌组织

免疫组化染色结果较好，组织结构清晰，核质对比

明显，易于进行染色结果观察。１４７例肝癌组织均

可观察到肿瘤细胞，其中１２８例可明显观察到肿瘤

间质细胞。ＦＫＢＰ６５在肿瘤细胞与肿瘤间质细胞胞

质中均有表达，其中在间质成纤维样细胞胞质中呈
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强阳性表达（图１）。１４７例肿瘤细胞中，ＦＫＢＰ６５低

表达者８３例（５６．５％），高表达者６４例（４３．５％）；

１２８例肿瘤间质细胞中，ＦＫＢＰ６５低表达者５７例

（４４．５％），高表达者７１例（５５．５％）。

图１　犉犓犅犘６５在肝癌组织中的表达

　　Ａ：肿瘤细胞ＦＫＢＰ６５染色弱；Ｂ：肿瘤细胞ＦＫＢＰ６５染色强；Ｃ：

间质细胞ＦＫＢＰ６５染色弱；Ｄ：肿瘤间质细胞 ＦＫＢＰ６５染色强．

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．２　肝癌组织中ＦＫＢＰ６５的表达与患者临床病理

特征的关系　结果（表２、表３）显示：肿瘤细胞中，

ＦＫＢＰ６５高表达组患者丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）

水平高于ＦＫＢＰ６５低表达组（犘＝０．００５）；肿瘤间质

细胞中，ＦＫＢＰ６５高表达组患者肿瘤最大径大于

ＦＫＢＰ６５低表达组（犘＝０．００１）。两组间其他指标

差异无统计学意义。

表２　犉犓犅犘６５在肿瘤细胞中的表达与肝癌

患者临床病理特征的关系

　变　量
ＦＫＢＰ６５低
表达（狀＝８３）

ＦＫＢＰ６５高
表达（狀＝６４）

性别（男／女） ７３／１０ ５２／１２

年龄／岁 ５０．９±１２．６ ５２．２±１３．１

ＨｂｓＡｇ（阳性／阴性） ７２／１１ ５４／１０

ＴＢ犮Ｂ／（μｍｏｌ·Ｌ
－１） １３．２±５．４ １２．５±４．７

ＡＬＴ狕Ｂ／（Ｕ·Ｌ－１） ３３．１±１８．３ ４５．４±３３．７

ＰＴ狋／ｓ １２．７±１．１ １２．９±０．９

ＡＬＢρＢ／（ｇ·Ｌ
－１） ４０．１±４．０ ３９．０±４．１

ＡＦＰρＢ／（ｎｇ·ｍＬ
－１） ６７０２．７±１４２１３．０ ５９９６．１±１５３７６．０

肿瘤最大径犱／ｃｍ ６．７±３．８ ６．３±３．９

肿瘤数目 （单个／多个） ６９／１４ ５５／９

肿瘤包膜 （完整／不完整） ３５／４８ ３２／３２

ＴＮＭ分期 （Ⅰ／Ⅱ／Ⅲ） ４０／１２／２１ ３２／１９／１３

　　ＨｂｓＡｇ：乙型肝炎表面抗原；ＴＢ：总胆红素；ＡＬＴ：丙氨酸氨基转
移酶；ＰＴ：凝血时间；ＡＬＢ：血清白蛋白；ＡＦＰ：甲胎蛋白．犘＜０．０５
与ＦＫＢＰ６５低表达组相比

表３　犉犓犅犘６５在肝癌组织间质细胞中的表达

与患者临床病理特征的关系

　变　量
ＦＫＢＰ６５低
表达 （狀＝５７）

ＦＫＢＰ６５高
表达 （狀＝７１）

性别（男／女） ５０／７ ５９／１２

年龄／岁 ５０．１±１２．８ ５１．９±１３．３

ＨｂｓＡｇ（阳性／阴性） ５０／７ ６１／１０

ＴＢ犮Ｂ／（μｍｏｌ·Ｌ
－１） １２．３±４．１ １３．０±５．４

ＡＬＴ狕Ｂ／（Ｕ·Ｌ－１） ３５．２±２８．３ ４１．５±２７．８

ＰＴ狋／ｓ １２．７±１．０ １２．９±１．０

ＡＬＢρＢ／（ｇ·Ｌ
－１） ４０．１±４．０ ３９．０±３．１

ＡＦＰρＢ／（ｎｇ·ｍＬ
－１） ４９１３．７±１１８２９．８ ７２１０．２±１６４２０．２

肿瘤最大径犱／ｃｍ ５．２±２．７ ７．３±４．０

肿瘤数目 （单个／多个） ６２／９ ４６／１１

肿瘤包膜 （完整／不完整） ２６／３１ ３１／４０

ＴＮＭ分期 （Ⅰ／Ⅱ／Ⅲ） ３３／１５／９ ３０／２１／２０

　　ＨＢｓＡｇ：乙型肝炎表面抗原；ＴＢ：总胆红素；ＡＬＴ：丙氨酸氨基
转移酶；ＰＴ：凝血时间；ＡＬＢ：血清白蛋白；ＡＦＰ：甲胎蛋白．犘＜
０．０５与ＦＫＢＰ６５低表达组相比

２．３　肝癌组织中ＦＫＢＰ６５的表达与肝癌患者预后

的关系　患者中位随访时间为５０个月（１～７０个

月）。ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ单因素分析结果（表４，图２）显

示：肝癌组织间质细胞ＦＫＢＰ６５高表达组总生存与

无复发生存时间均较低表达组缩短（犘＜０．０５）。肝

癌组织肿瘤细胞ＦＫＢＰ６５高表达组与低表达组患

者的总生存与无复发生存时间差异均无统计意义。

表４　肝癌患者术后总生存和无复发生存的

犓犪狆犾犪狀犕犲犻犲狉单因素分析

　变　量
犘值

总生存 无复发生存

性别（男狏狊女） ０．４３６ ０．５１９

年龄 （≤５５岁狏狊＞５５岁） ０．３２６ ０．４１５

ＨｂｓＡｇ（阴性狏狊阳性） ０．５９０ ０．２５６

ＴＢ（≤１７．１μｍｏｌ／Ｌ狏狊＞１７．１μｍｏｌ／Ｌ） ０．１３６ ０．３９４

ＡＬＴ（≤５０Ｕ／Ｌ狏狊＞５０Ｕ／Ｌ） ０．１４１ ０．０６４

ＰＴ（≤１４ｓ狏狊＞１４ｓ） ０．３８３ ０．０９６

ＡＬＢ（≤３５ｇ／Ｌ狏狊＞３５ｇ／Ｌ） ０．０１１ ０．１５９

ＡＦＰ（≤２０ｎｇ／ｍＬ狏狊＞２０ｎｇ／ｍＬ） ０．０６１ ０．０３９

肿瘤最大径 （≤３ｃｍ狏狊＞３ｃｍ） ０．００９ ０．００３

肿瘤数目（单个狏狊多个） ０．１９６ ０．３９０

肿瘤包膜（完整狏狊不完整） ０．１１２ ０．０３１

ＴＮＭ分期（Ⅰ狏狊Ⅱ狏狊Ⅲ） ＜０．００１ ０．０４３

ＦＫＢＰ６５表达水平

　肿瘤细胞 （低狏狊高） ０．２５４ ０．０８５

　肿瘤间质细胞 （低狏狊高） ０．００２ ０．０１１

　　ＨｂｓＡｇ：乙型肝炎表面抗原；ＴＢ：总胆红素；ＡＬＴ：丙氨酸氨基转
移酶；ＰＴ：凝血时间；ＡＬＢ：血清白蛋白；ＡＦＰ：甲胎蛋白
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图２　肝癌组织间质细胞中犉犓犅犘６５表达与术后总生存时间和无复发生存时间之间的关系

犘＜０．０５

　　Ｃｏｘ多因素分析结果（表５）显示：ＦＫＢＰ６５在肿

瘤间质细胞中高表达是肝癌患者术后总生存

（ＨＲ＝２．６７６，９５％ＣＩ１．４６３～４．８５９，犘＝０．００１）及

无复发生存（ＨＲ＝１．７３１，９５％１．０３２～２．９０５，犘＝

０．０３８）的独立危险因素。

表５　肝癌患者术后总生存和无复发生存预后的犆狅狓多因素分析

　变　量
总生存

ＨＲ ９５％ＣＩ 犘值

无复发生存

ＨＲ ９５％ＣＩ 犘值

ＡＬＢ（＞３５ｇ／Ｌ狏狊≤３５ｇ／Ｌ） ３．３９９ １．５９３～７．２５１ ０．００２

ＡＦＰ（≤２０ｎｇ／ｍＬ狏狊＞２０ｎｇ／ｍＬ）

肿瘤最大径 （≤３ｃｍ狏狊＞３ｃｍ） ３．２７１ １．４０６～７．６０９ ０．００６

肿瘤包膜（完整狏狊不完整）

ＴＮＭ分期（Ⅱ狏狊Ⅲ） ４．３８２ ２．２６４～８．４８２ ＜０．００１

肿瘤间质细胞ＦＫＢＰ６５表达 （低狏狊高） ２．６７６ １．４６３～４．８５９ ０．００１ １．７３１ １．０３２～２．９０５ ０．０３８

　　ＡＬＢ：血清白蛋白；ＡＦＰ：甲胎蛋白；９５％ＣＩ：９５％置信区间

３　讨　论

肝癌的发生发展是一个多基因参与、多因素、

多阶段的过程，由间质细胞和细胞外基质等构成的

肿瘤微环境在肝癌的发生发展过程中具有重要作

用［５］。从肿瘤微环境角度，寻找肝癌早期诊断及预

后判断生物标志物对肝癌临床诊治有较大的价值

和意义。

ＦＫ５０６结合蛋白家族（ＦＫＢＰｓ）是一类广泛存

在于真核细胞中的高度同源的受体结合蛋白，因其

可与免疫抑制剂ＦＫ５０６结合而得名。ＦＫＢＰｓ以具

有肽基脯氨酰顺反异构酶（ＰＰＩａｓｅ）活性为特征，具

有广泛的生物学功能，包括调控细胞周期，参与蛋

白质折叠、转运等［１３］。ＦＫＢＰ６５存在于内质网上，

参与多种胶原蛋白及弹性蛋白的翻译后修饰及转

运，与肿瘤细胞外基质形成密切相关［９，１３１６］。

近年来，多项研究对ＦＫＢＰ６５蛋白在肿瘤组织

中的表达进行了分析。Ｏｌｅｓｅｎ等
［１１］发现，ＦＫＢＰ６５

在结肠腺癌组织中高表达，而在正常结肠黏膜组织

中几乎不表达，ＦＫＢＰ６５在结肠癌组织间质细胞中

的高表达与结肠癌的进展相关。Ｈｅｎｒｉｋｓｅｎ等
［１７］发

现，ＦＫＢＰ６５在卵巢癌组织中低表达，而在正常卵巢

组织中高表达。本研究发现，ＦＫＢＰ６５在肝癌组织

肿瘤细胞和间质细胞中均有表达；其中，ＦＫＢＰ６５在

肝癌组织间质细胞中高表达与肝癌患者不良预后

相关（犘＜０．０５）。

此外，本研究分析ＦＫＢＰ６５表达与肝癌临床病

理特征的关系时发现，肿瘤细胞中ＦＫＢＰ６５表达高

者ＡＬＴ水平也高，提示肿瘤细胞中ＦＫＢＰ６５高表

达与肝炎或肝损伤有一定的相关性；间质细胞中

ＦＫＢＰ６５表达高者肿瘤也较大，提示间质细胞中

ＦＫＢＰ６５表达与肝癌进展有一定的相关性。

然而，ＦＫＢＰ６５在肝癌间质细胞中高表达促进

肝癌进展的机制，目前尚不清楚。肝星状细胞是肝

脏重要的间质细胞，活化后分泌Ⅰ型前胶原，参与

肿瘤微环境的形成和重塑，同时表达ＦＫＢＰ６５蛋

白［９］。Ａｌａｎｙ等
［１８］发现，ＦＫＢＰ６５作为Ⅰ型胶原的

分子伴侣参与其折叠及分泌过程，ＦＫＢＰ１０基因纯

合突变可致成纤维细胞中Ⅰ型前胶原分泌受阻。

多种肿瘤的发生发展过程中伴有胶原代谢的失调，

主要表现为胶原表达增加、胶原过量堆积，引起组

织重构，并激活组织金属蛋白酶等［１９］。而研究［２０２１］

证实，Ⅰ型前胶原的可溶性羧基末端对肿瘤的侵袭

转移和血管生成潜能有促进作用。因此，ＦＫＢＰ６５
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可能通过影响活化肝星状细胞分泌Ⅰ型胶原，而影

响肝癌的进展，但结论仍有待进一步探索。

综上所述，ＦＫＢＰ６５有望成为一项肿瘤微环境

指标，通过检测其在肝癌间质细胞中的表达，筛选

有较高术后复发风险的肝癌患者，从而辅助临床采

取相应的治疗和随访策略，制订个体化医疗方案，

实现精准医学目标。在后续研究中，本课题组将针

对ＦＫＢＰ６５在肿瘤间质细胞中表达促进肝癌发生

发展的分子机制进行深入探索。
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