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缺氧诱导因子 -1琢在肝癌组织中的动态表达特征及意义 *
郭晓东 杨 美 周艳贤 余灵祥 熊 璐 李志伟△

(解放军第 302医院 北京 100039)

摘要 目的：研究肝细胞癌（Hepatocellular carcinoma, HCC）组织中缺氧诱导因子 -1琢（HIF-1琢）的动态表达特征及其临床价值。方
法：采用WB、IHC以及 PCR方法测定并比较 HIF-1琢在不同肝脏组织中的阳性情况以及表达量，分析 HIF-1琢强阳性和临床病理
的关系。结果：正常肝组 HIF-1琢阴性率明显高于其他各组；HCC坏死组 HIF-1琢强阳性率最高。正常肝组 HIF-1琢表达量明显低于
其他各组；HCC坏死组表达量最高且明显高于 HCC组。中低度分化组 HIF-1琢强阳性较高度分化组高得多；有转移组 HIF-1琢强
阳性较无转移组高得多。差异均具有统计学意义（P<0.05）。结论：HIF-1琢在肝硬化以及 HCC组织中表达量均高于正常肝组织。
HIF-1琢表达与肿瘤分化的程度以及 HCC转移相关，但与有无癌栓及 HBsAg表达及预后不相关，为临床治疗肝癌提供了新思路。
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Dynamic Expression Characteristics and Significance of HIF-1琢 in
Hepatocellular Carcinoma Tissues

To study the dynamic expression characteristics of HIF-1琢 in HCC tissues and its clinical significance.

WB, IHC and PCR methods were used to determine and compare the positive expression and expression quantity of HIF-1琢 in
different liver tissues. The relationship between the strong positive expression of HIF-1琢 and clinical pathology was analyzed.

The negative rate of HIF-1琢 in normal liver tissues was much higher than that in other groups; the strong positive rate of HIF-1琢 in HCC

necrosis tissues was the highest. The expression of HIF-1琢 in normal liver tissues was much less than that in other groups; the HIF-1琢
expression in HCC necrosis tissues was the highest and clearly higher than HCC liver tissues. The strong positive expression of HIF-1琢 in

group with low differentiation was higher than that in high differentiation group, and the strong positive expression in group with
metastasis was higher than that in non metastasis group. The differences were statistically significant (P<0.05). The

expression of HIF-1琢 in liver cirrhosis and HCC tissues was all higher than normal liver tissues. HIF-1琢 expression is associated with

tumor differentiation degree and HCC metastasis, but is not related to cancer embolus, expression of HBsAg and prognosis, which

provides a new idea for HCC treatment.
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前言

肝细胞癌（Hepatocellular carcinoma, HCC）是最常见的癌

症之一，在全球范围内肿瘤相关性死亡因素中排名第三[1,2]。我

国是肝癌高发国家，每年约有 11万人死于肝癌，占全世界肝癌

死亡人数的 45％。肝癌的预防和治疗是世界性难题，至今仍缺
乏有效治疗手段。由于肿瘤侵袭、频繁的肝内扩散及肝外转移，

预后不良[3]。缺氧诱导因子 -1（hypoxia inducible factor-1, HIF-1）

是由 琢以及 茁两个亚基组成，是介导生理以及病理低氧性反应
比较关键的转录因子。HIF-1琢为缺氧型依赖因子，当氧分压处

于正常状态时，可以抑制癌变基因 VHL产物 p-VHL的形成[4]，

从而引导 HIF-1琢形成泛素型多聚体，进而发生水解。LV生长

以及进展最为关键的步骤为血管生成，HIF-1琢过表达能促进
癌变细胞生长[5,6]。我们对 HIF-1琢在肝细胞癌中的表达及临床
意义展开研究，现报道如下：

1材料与方法

1.1标本选取
108例临床标本均取自我院病理科，均经病理证实。经过

甲醛固定，用石蜡进行包埋后保存。所有标本都做成 2张 5
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滋m的连续切片。分别进行 HE染色以及 IHC染色。其中男 67

例，女 41例；年龄在 19-70岁之间，平均年龄为(48.9± 7.3)岁。

肝细胞癌 51例，肝硬化 33例，正常肝 24例。其中 HCC HBsAg

阳性者 44例，阴性者 7例；正常肝 HBsAg全为阴性。根据
Sugihara分级[7]，将 HCC分成高度分化 16例，中度分化 20例，

轻度分化 15例。
1.2 试剂

HIF-l琢鼠单抗(Abcam)，羊抗鼠二抗(Jackson)，IHC试剂盒
(Vector)，ECL显色试剂(Vector)，PCR试剂盒(MBI)均由上海麦
生物代购。PCR所需引物由北京旷博生物合成。

1.3方法
1.3.1 Western-blotting 取 50 ug总蛋白 进行凝胶电泳，将蛋白

分离好后转移到 PVDF膜，用稀释好的一抗(1:80)以及 HRP标

记的二抗(1:10000)将其封闭，用 ECL显色液进行显色。同时设
内参对照。

1.3.2 Immunohistochemisty (IHC) 把石蜡切片用二苯甲进行脱

蜡，用乙醇进行梯度水化，而后用 PBS洗 5分钟；使用 3%H2O2

将其封闭 10分钟。采用 PBS沸腾法进行抗原修复，封闭液采

用 10%的山羊血清，加入稀释好的一抗(1:500)，在室温下孵育

过夜。用 PBS将其清洗 5分钟后用 IHC试剂盒进行染色。同时

设空白以及阳性对照。

1.3.3 RT-PCR 严格参照说明书 上游引物为 5'-GACAAGCCA-

CCTGAGGAGAG-3'，下游引物为 5'-GGCCTTATCAAGATGC-

GAAC-3'。
1.4 评价标准

在切片中将染为淡黄色至棕黄色作为阳性标志。将阳性细

胞数分为 4类：(-) 为阳性细胞 <1%；(+) 为阳性细胞占 1%至
25%；(++)为阳性细胞占 25%至 50%；(+++)为阳性细胞 >50%[8]。

1.5 统计学方法
SPSS13.0软件分析，数据比较 X2检验，计量数据 t检验，

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 HIF-1琢在不同肝脏组织中的表达阳性比较
正常肝组 HIF-1琢阴性率是 95.83%(23/24)，较其他各组的

6.06%(2/33)、5.26%(2/38) 和 7.69%(1/13) 高得多。肝硬化组、

HCC坏死组中 HIF-1琢强阳性率分别是 54.55%(18/33)、34.21%
(13/33) 和 61.54%(8/13)，都明显高于正常肝组的 0%(0/24)，且
HCC坏死组强阳性率最高。差异均具有统计学意义(P<0.05)，

提示 HIF-1琢表达和 HCC进展密切相关，见表 1。

表 1 HIF-1琢在不同肝脏组织中的表达阳性比较（%）

Table 1 Comparison of HIF-1琢 positive expression in different liver tissues（%）

Group Cases
HIF-1琢

- + ++ +++

①Normal liver

②Liver cirrhosis

③HCC

④HCC necrosis

24

33

38

13

23（95.83）

2（6.06）*

2（5.26）*

1（7.69）*

1（4.17）

5（15.15）

10（26.32）

1（7.69）

0（0）

8（24.24）*

13（34.21）*

3（23.08）*

0（0）

18（54.55）*

13（34.21）*

8（61.54）*

②VS①
x2

P

45.478

0.000

1.780

0.182

6.768

0.009

19.133

0.000

③VS①
x2

P

50.143

0.001

4.946

0.026

10.389

0.001

10.389

0.001

④VS①
x2

P

28.745

0.000

0.205

0.651

6.027

0.014

18.844

0.000

Note: Compared with normal liver group, *P<0.05.

2.2 HIF-1琢在不同肝脏组织中的表达量比较
正常肝组 HIF-1琢表达量为(14826.2± 10011.1)，明显少于

肝硬化组 (62864.1± 10031.1)、HCC 组 (53783.1± 1l011.2)以及
HCC坏死组 (68553.2± 10133.1)。其中 HCC坏死组表达量最

表 2 HIF-1琢在不同肝脏组织中的表达量比较（例，x± s）

Table 2 Comparison of HIF-1琢 expression quantity in different liver tissues (cases, x± s)

Group Cases HIF-1琢 expression quantity Compared with normal liver Compared with HCC necrosis

t P t P

①Normal liver

②Liver cirrhosis

③HCC

④HCC necrosis

24

33

38

13

14826.2± 10011.1#

62864.1± 10031.1*

53783.1± 1l011.2*#

68553.2± 10133.1*

17.866

14.044

15.519

0.000

0.000

0.000

15.519

1.641

4.002

0.000

0.110

0.000

Note: Compared with normal liver group, *P<0.05; compared with HCC necrosis group, #P<0.05.
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高，且明显高于 HCC组。差异均具有统计学意义(P<0.05)，见表
2。
2.3 HCC组织 HIF-1琢的表达与临床病理的关系
中低度分化组 HIF-1琢强阳性为 54.29%(19/35)，明显高于

比高度分化组 6.25%(1/16)。有转移组 HIF-1琢强阳性为 78.57%

(11/14)，明显比无转移组的 24.32%(9/37)高得多。差异均具有统
计学意义(P<0.05)，见表 3。

表 3 HCC组织 HIF-1琢的表达与临床病理的关系
Table 3 Relationship between HIF-1琢 expression in HCC tissues and clinical pathology

Pathological characteristics Cases HIF-1琢 strong positive expression x2 P

Differentiation degree

High

Medium and low

16

35

1（6.25）

19（54.29）*
10.629 0.001

Lymphatic metastasis

Yes

No

14

37

11（78.57）

9（24.32）*
12.539 0.000

HBsAg

Positive

Negative

44

7

19（43.18）

1（14.29）
2.115 0.146

Survival time

1-3 years

3-5 years

>5 years

16

21

14

9（56.25）

8（38.10）

3（21.43）

3.772 0.052

Cancer embolus

Yes

No

20

31

7（35.00）

13（41.94）
0.245 0.620

Note: Compared among groups, *P<0.05.

3讨论

原发性肝癌是我国最常见的恶性肿瘤之一，有逐年增高的

趋势，其中肝细胞肝癌占原发性肝癌的 90%以上。肝癌危害严

重，其发生率和死亡率分别占全球恶性肿瘤的第 5位和第 3

位，占我国恶性肿瘤的第 3位和第 2位。我国每年约 11万人死

于肝癌，占全世界肝癌死亡人数的 45％ [9,10]。肝癌的预防和治疗

是全世界面临的重要难题和重大研究课题。目前肝癌的治疗主

要采取以手术、放疗、化疗和免疫治疗为主的综合治疗，然而晚

期病患由于癌变细胞扩散常常导致治愈率非常低，目前肝癌总

体治疗效果仍不满意，仍是最难治的恶性肿瘤之一。

在恶性肿瘤病理中，肿瘤发展过程中的关键步骤之一是细

胞对低氧的适应和血管生成。HIF-1是一种广泛存在于哺乳动
物和人体内的转录因子，是由 HIF-1琢和 HIF-1茁两个亚单位组
成的异源二聚体核转录因子，属于 bHLH-PAS家族成员[11,12]。其

中 HIF-1琢是主要的氧调节亚基和功能亚基，可调节多种靶基
因的表达，在肿瘤的低氧反应过程中，HIF-1琢对维持肿瘤细胞
的能量代谢、刺激新生血管生成、促进肿瘤细胞增殖和转移起

重要作用。以往研究表明，HIF-1琢在肺癌、结肠癌、前列腺癌、
乳腺癌等肿瘤中呈现不同程度的表达，部分过表达占 90%以

上，而在相应正常组织及一些良性病变中并无表达，提示

HIF-1琢的表达与肿瘤的良恶性有明显关系[13,14]。而 HCC最主

要的特点为癌变细胞的生长很难调控，细胞数量不断增多从而

导致其耗氧量上升，极易使癌变组织形成缺氧性微环境。

HIF-1琢属于缺氧型依赖因子，缺氧性微环境极易提升其表达
量[15,16]。探讨 HIF-1琢在 HCC组织中的表达及其临床意义，可为
HCC临床治疗提供新的线索。

实验结果显示，正常肝组 HIF-1琢阴性率明显高于其他各
组，其中 HCC坏死组 HIF-1琢强阳性率最高；正常肝组 HIF-1琢
表达量明显低于其他各组，且 HCC坏死组 HIF-1琢表达量最
高，结果与先前报道相符[17]。HIF-1琢在大多正常肝中没有检测
到，可能是因为 HIF-1琢属于缺氧型依赖因子，其氧分压处于正
常时非常不稳定，容易被降解。HIF-1琢在肝硬化以及 HCC组
织内普遍表达，可能和以下因素相关：①肝脏组织出现缺血以

及缺氧状态使得 HIF-1琢的表达上升；②某些病理组织的结构
出现异常且其血动力学出现紊乱使得细胞处于缺氧性微环境；

③癌变基因的失活(例如 p53)或者激活(例如 Ser)等，都有可能

使 HIF-1琢表达量上升。研究结果还显示 HIF-1琢表达和肿瘤分
化的程度以及 HCC转移相关，但是和有无癌栓和 HBsAg表达

以及预后不相关，结果与郭晓东[18,19]等人的报道基本一致。原因

可能是当肿瘤长到足够大时，需要长入新生血管，其中血管内

皮生长因子（Vascular endothelial growth factor, VEGF）为其生
成的主要因素，而 VEGF又是 HIF-1琢主要的靶基因。HIF-1琢
能够上调VEGF表达，从而促使血管生成，进而诱发HCC转移[20]。

但是研究结果显示病患生存期与 HIF-1琢无关，提示病患预后
是由多种因素影响的，HIF-1琢表达高低不能成为判断病患预
后的指标。

综上所述，HIF-1琢在肝硬化以及 HCC组织中表达量均高
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于正常肝，其表与和肿瘤分化程度以及 HCC转移相关，但与有

无癌栓及 HBsAg表达以及预后不相关，为临床治疗 HCC提供
了新思路。
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