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摘要 目的：探讨肝细胞癌（HCC）癌组织神经降压素（NTS）、鞘氨醇 -1-磷酸转运体 2（SPNS2）、热休克蛋白 75（Mortalin）表达与上

皮间质转化（EMT）标志物、临床病理特征和预后的关系。方法：选取 2010年 1月～2017年 1月联勤保障部队第九〇〇医院仓山

院区收治的 90例 HCC患者，采用免疫组化法检测患者癌组织和对应癌旁组织中 NTS、SPNS2、Mortalin及 EMT标志物 N-钙粘

蛋白（N-Cad）、E-钙粘蛋白（E-Cad）表达情况。分析 NTS、SPNS2、Mortalin表达与 HCC患者 EMT标志物、临床病理特征和预后的

关系。结果：HCC癌组织中 NTS、SPNS2、Mortalin、N-Cad阳性表达率高于癌旁组织，E-Cad阳性表达率低于癌旁组织（P＜0.05）。

Pearson相关性分析显示，HCC癌组织中 NTS、SPNS2、Mortalin表达水平与 N-Cad表达水平呈正相关，与 E-Cad表达水平呈负相

关（P＜0.05）。 HCC癌组织中 NTS、SPNS2、Mortalin表达与 Child-Pugh分级、血管侵犯、巴塞罗那临床肝癌（BCLC）分期、淋巴结

转移、远处转移有关（P＜0.05）。90例 HCC患者术后 5年总生存率为 48.89％（44/90）。Kaplan-Meier生存曲线分析显示，NTS、

SPNS2、Mortalin阳性组总生存率分别低于 NTS、SPNS2、Mortalin阴性组（P＜0.05）。结论：HCC癌组织中 NTS、SPNS2、Mortalin

表达上调，与 EMT、Child-Pugh分级、血管侵犯、BCLC分期、淋巴结转移、远处转移和预后有关，可作为 HCC病情及预后的辅助

评估指标。
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Relationship between the NTS, SPNS2 and Mortalin Expression and
Epithelial-Mesenchymal Transition Markers, Clinicopathological Features

and Prognosis in Hepatocellular Carcinoma*

To investigate the relationship between neurotensin (NTS), sphingosine-1-phosphate transporter 2 (SPNS2)

and Mortalin expression and epithelial-mesenchymal transition (EMT) markers, clinicopathological features and prognosis in hepatocel-

lular carcinoma (HCC). 90 patients with HCC were selected from Cangshan Hospital of the 900 Hospital of Joint Logistics

Support Force from January 2010 to January 2017 were selected, The NTS, SPNS2, Mortalin and EMT markers N-cadherin (N-Cad) and

E-cadherin (E-Cad) expression in cancer tissues and corresponding paracancerous tissues were detected by immunohistochemistry. The

relationship between the NTS, SPNS2 and Mortalin expression and EMT markers, clinicopathological features and prognosis in patients

with HCC were analyzed. The positive expression rates of NTS, SPNS2, Mortalin and N-Cad in HCC cancer tissues were higher

than those in paracancerous tissues, and the positive expression rate of E-Cad was lower than that in paracancerous tissues (P<0.05).
Pearson correlation analysis showed that the NTS, SPNS2 and Mortalin expression levels in HCC cancer tissues were positively correlated

with the N-Cad expression level, and negatively correlated with the E-Cad expression level (P<0.05). The NTS, SPNS2 and Mortalin

expressions in HCC cancer tissues were related to Child-Pugh grade, vascular invasion, Barcelona clinical liver cancer (BCLC) stage,

lymph node metastasis and distant metastasis (P<0.05). The 5-year overall survival rate of 90 patients with HCC was 48.89% (44 / 90).

Kaplan-Meier survival curve analysis showed that the overall survival rate of NTS, SPNS2 and Mortalin positive groups was lower than

that of NTS, SPNS2 and Mortalin negative groups respectively (P<0.05). The up-regulated of NTS, SPNS2 and Mortalin
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expression in HCC cancer tissues, which is related to EMT, Child-Pugh grade, vascular invasion, BCLC stage, lymph node metastasis,

distant metastasis and prognosis. It can be used as an auxiliary evaluation index for the condition and prognosis of HCC.

Hepatocellular carcinoma; NTS; SPNS2; Mortalin; Epithelial-mesenchymal transition; Clinicopathological features;

Prognosis

前言

肝癌是我国第 5位常见恶性肿瘤和第 2位肿瘤致死病因，

2020年我国新发和死亡肝癌病例分别为 41.0万例、39.1万例，

而肝细胞癌（HCC）是肝癌中的最主要一种类型，占比达 85%以

上[1]。近年来随着早期筛查和多学科综合治疗的普及，HCC患

者预后有所改善，但我国 HCC患者 5 年总生存率仍然不足

15％，亟需深入研究其发生发展的驱动因素[2]。上皮间质转化

（EMT）在癌细胞侵袭、迁移中发挥重要作用，是 HCC发展的重

要原因[3,4]。神经降压素（NTS）是一种神经内分泌肽，能通过调

控多种通路介导细胞增殖、分化、迁移等行为[5]。鞘氨醇 -1-磷

酸转运体 2（SPNS2）是一种转运蛋白，能通过影响鞘氨醇 -1-

磷酸（S1P）转运蛋白参与调节细胞增殖、分化、迁移等行为[6]。热

休克蛋白 75（Mortalin）是一种高度保守的分子伴侣蛋白，参与

外界应激、细胞周期、细胞凋亡等生物学过程调控[7]。研究报道，

NTS、SPNS2、Mortalin在 HCC组织中高表达[8-10]。但关于 HCC

组织中 NTS、SPNS2、Mortalin表达与 EMT标志物、临床病理

特征和预后的关系仍不明确，基于此本研究作如下报道。

1 资料与方法

1.1 病例选择

选取 2010年 1月～2017年 1月联勤保障部队第九〇〇

医院仓山院区收治的 90例 HCC患者。其中男 58例，女 32例；

年龄 39～65（51.18± 6.61）岁；巴塞罗那临床肝癌（BCLC）分

期[11]：0期～A期 58例，B期～C期 32例。纳入标准：① 经术后

病理检查确诊为 HCC；② 初诊，入院前未接受任何抗肿瘤治

疗；③ 接受根治性或姑息性肝切除术。排除标准：① 其他类型肝

癌或合并其他部位恶性肿瘤；② 年龄＜18岁；③ 合并全身性感

染；④ 临床资料不全；⑤ 院内死亡；⑥ 失访病例。本研究经联勤

保障部队第九〇〇医院伦理委员会批准。

1.2 免疫组织化学检测

收集所有患者手术切除的癌组织和距离＞5 cm的癌旁组

织，10%中性甲醛溶液固定，常规脱水、透明、浸蜡、石蜡包埋、

切片后放入恒温烤箱烤片，脱蜡脱水后 PBS冲洗 3遍，柠檬酸

高压修复分别滴加一抗 NTS、SPNS2、Mortalin、N- 钙粘蛋白

（N-cadherin，N-Cad）、E-钙粘蛋白（E-cadherin，E-Cad）（上海研

卉生物科技有限公司），4℃冰箱过夜，PBS冲洗后对应滴加二

抗，再次 PBS冲洗后 DAB显色试剂盒（北京百欧泰生物科技

有限公司）显色，光学显微镜（日本尼康，型号：MM-400）观察显

色程度，苏木精反染，根据染色强度和阳性细胞数计算免疫组

化评分。染色强度：棕褐色（3 分）、棕黄色（2 分）、淡黄色（1

分）、无色（0分）；阳性细胞率（随机 5个高倍视野，阳性细胞数

占总细胞数比例）：逸75％（4 分）、50％～74％（3 分）、25％～

49％（2分）、1％～24％（1分）。免疫组化评分＝染色强度× 阳

性细胞率，总分逸2分表示阳性表达[12]。

1.3 预后随访

患者出院后均通过门诊或电话的方式对其随访 5年，随访

终点事件为随访截止或患者全因死亡，统计所有患者生存情况。

1.4 临床资料收集

通过医院电子病案系统收集所有患者的相关临床资料，包

括：性别、年龄、BCLC分期、Child-Pugh肝功能分级、乙肝表面

抗体（HBsAg）情况（阳性 /阴性）、肿瘤数目（单发 /多发）、肿瘤

大小、肿瘤分化程度、有无血管侵犯、有无淋巴结转移、有无远

处转移。

1.5 统计学分析

应用 SPSS 28.0软件进行数据分析。计数资料以 n（％）表

示，比较采用 x2检验；采用 Pearson相关系数分析 HCC组织中

NTS、SPNS2、Mortalin表达与 EMT标志物表达的相关性；Ka-

plan-Meier法绘制患者生存曲线，生存率的比较采用 Log-rank

检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 HCC 癌组织与癌旁组织中 NTS、SPNS2、Mortalin 以及

EMT标志物的阳性表达率比较

HCC癌组织中 NTS、SPNS2、Mortalin、N-Cad 阳性表达率

高于癌旁组织，E-Cad阳性表达率低于癌旁组织（P＜0.05）。见

表 1。

表 1 HCC癌组织与癌旁组织中 NTS、SPNS2、Mortalin以及 EMT标志物的阳性表达率比较 [n（％）]

Table 1 Comparison of positive expression rates of NTS, SPNS2, Mortalin and EMTmarkers between HCC cancer tissues and paracancerous tissues [n（％）]

Goups n NTS SPNS2 Mortalin N-Cad E-Cad

Cancer tissues 90 69（76.67） 64（71.11） 72（80.00） 62（68.89） 26（28.89）

Paracancerous tissues 90 22（24.44） 24（26.67） 20（22.22） 21（23.33） 59（65.56）

x2 - 49.095 35.573 60.119 37.583 24.275

P - ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001
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2.2 HCC癌组织中 NTS、SPNS2、Mortalin表达与 EMT标志物

表达的相关性

Pearson 相关性分析显示，HCC 癌组织中 NTS、SPNS2、

Mortalin表达水平与 N-Cad表达水平呈正相关，与 E-Cad表达

水平呈负相关（P＜0.05）。见表 2。

表 2 HCC癌组织中 NTS、SPNS2、Mortalin表达与 EMT标志物表达的相关性

Table 2 Correlation between the NTS, SPNS2, Mortalin expression and the EMT markers expression in HCC cancer tissues

EMT markers
NTS SPNS2 Mortalin

r P r P r P

N-Cad 0.635 ＜0.001 0.701 ＜0.001 0.667 ＜0.001

E-Cad -0.588 ＜0.001 -0.637 ＜0.001 -0.682 ＜0.001

2.3 HCC 癌组织中 NTS、SPNS2、Mortalin 表达与临床病理特

征的关系

HCC 癌组织中 NTS、SPNS2、Mortalin 表达与 Child-Pugh

分级、血管侵犯、BCLC分期、淋巴结转移、远处转移有关（P＜
0.05），而与性别、年龄、HBsAg、肿瘤数目、肿瘤大小、分化程度

无关（P＞0.05）。见表 3。

表 3 HCC癌组织中 NTS、SPNS2、Mortalin表达与临床病理特征的关系

Table 3 Relationship between the NTS, SPNS2, Mortalin expression and clinicopathological features in HCC cancer tissues

Items n
NTS

x2 P
SPNS2

x2 P
Mortalin

x2 P
Positive Negative Positive Negative Positive Negative

Genser

Male 58 45 13
0.077 0.781

43 15
0.727 0.394

47 11
0.109 0.741

Female 32 24 8 21 11 25 7

Age

逸50 years 56 44 12
0.301 0.583

42 14
1.091 0.296

46 10
0.425 0.514

＜50 years 34 25 9 22 12 26 8

Child-Pugh grade

A grade 31 20 11
3.903 0.048

18 13
3.918 0.048

21 10
4.441 0.035

B grade 59 49 10 46 13 51 8

HBsAg

Positive 61 47 14
0.015 0.901

45 16
0.652 0.419

49 12
0.013 0.910

Negative 29 22 7 19 10 23 6

Number of tumors

Single shot 57 43 14
0.131 0.717

39 18
0.548 0.459

44 13
0.766 0.382

Multiple 33 26 7 25 8 28 5

Tumor size

逸3 cm 49 38 11
0.047 0.828

37 12
1.013 0.314

40 9
0.179 0.672

＜3 cm 41 31 10 27 14 32 9

Degree of

differentiation

Low differentiation 22 18 4

0.432 0.511

18 4

1.625 0.202

15 7

2.542 0.111Medium and high

differentiation
68 51 17 46 22 57 11

Vascular invasion

Yes 22 21 1
5.746 0.017

20 2
5.556 0.018

21 1
4.347 0.037

No 68 48 20 44 24 51 17
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BCLC stage

Phase 0 ~ phase A 58 40 18
5.408 0.020

36 22
6.492 0.011

42 16
5.867 0.015

Phase B ~ phase C 32 29 3 28 4 30 2

Lymph node

metastasis

Yes 28 25 3
6.535 0.011

25 3
6.535 0.011

26 2
4.199 0.040

No 62 39 23 39 23 46 16

Distant metastasis

Yes 24 23 1
6.721 0.010

22 2
6.731 0.009

23 1
5.128 0.024

No 66 46 20 42 24 49 17

2.4 HCC癌组织 NTS、SPNS2、Mortalin表达与患者预后的关系

随访 6～60 个月，90 例 HCC 患者术后 5 年总生存率为

48.89％（44/90），NTS、SPNS2、Mortalin 阳 性 组 总 生 存 率

[40.58％（28/69）、42.19％（27/64）、41.67％（30/72）] 分别低于

NTS、SPNS2、Mortalin 阴 性 组 [76.19％（16/21）、65.38％

（17/26）、77.78％（14/18）]， 差 异 有 统 计 学 意 义（Logrank

x2=6.568、4.949、6.240，P=0.010、0.026、0.013）。见图 1。

图 1 不同 NTS、SPNS2、Mortalin表达 HCC患者的 Kaplan-Meier生存曲线

Fig.1 Kaplan-Meier survival curve of HCC patients with different NTS, SPNS2 and Mortalin expression

3 讨论

原发性肝癌是起源于肝脏上皮或间叶组织的肝脏恶性肿

瘤，HCC是肝癌最常见的类型，占所有肝癌的 85％～90％，因

HCC起病隐匿且恶性程度高，80％患者在确诊时已达中晚期，

失去根治性手术机会，且切除术后 5年复发转移率高达 40％

～70％[13]。EMT是一种基本的生理现象，指上皮细胞在 EMT

过程中失去细胞间连接物质，细胞外基质结构发生改变及细胞

极性复合物消失引起上皮细胞间结构松散，细胞渗透至细胞外

基质丰富的隔间，在胚胎发育和组织再生中发挥重要作用[14]。

但在 HCC中，异常激活的 EMT能赋予 HCC细胞更强的运动

性和侵袭性，促进 HCC细胞从原发部位逃逸，因此 EMT是

HCC细胞侵袭和转移的关键细胞学基础 [15]。目前，HCC EMT

机制尚未完全明确，寻找能评估 HCC EMT的新型标志物对

HCC患者诊治和预后评估具有重要意义。钙粘蛋白是一类细

胞粘附分子，参与介导细胞间连接，N-Cad、E-Cad是 EMT相关

标志物，N-Cad主要参与同类型细胞间的黏附、聚集和迁移，

N-Cad 表达上调可促进肿瘤细胞由上皮向间叶转化引起

EMT；E-Cad主要参与维持细胞间粘附稳定性，E-Cad表达下调

可导致细胞间结构损坏促进 EMT发生 [16]。本研究结果显示，

HCC组织中 N-Cad阳性表达率升高，E-Cad阳性表达率降低，

也说明 HCC组织存在明显的 EMT。

NTS是一种广泛分布于中枢神经系统和消化系统的神经

肽，能通过结合神经降压素受体 1（neurotensin receptor 1，

NTSR1）激活下游通路，参与调节血压、疼痛、胃肠道平滑肌收

缩等功能[17]。近年研究发现，NTS/NTSR1介导的信号途径也参

与多种恶性肿瘤发生发展。在胶质母细胞瘤中，NTS/NTSR1能

诱导丝裂原活化蛋白激酶 /核因子 -资B通路活化，进一步激活
Wnt/茁- 连环蛋白（茁-catenin）信号途径促进胶质母细胞瘤生
长[18]。在乳腺癌中，NTS/NTSR1能通过上调表皮生长因子过度

表达促进乳腺癌细胞迁移和侵袭[19]。本研究结果显示，HCC组

织中 NTS阳性表达率升高，并与 Child-Pugh分级、血管侵犯、

BCLC分期、淋巴结转移、远处转移有关，提示 NTS高表达参与

HCC 进展。本研究结果还显示，HCC 组织中 NTS 表达与

N-Cad表达水平呈正相关，与 E-Cad表达水平呈负相关，提示

NTS高表达可能通过促进 EMT参与 HCC进展。其机制可能

与 NTS/NTSR1 能 激 活 Wnt/茁-catenin 信 号 通 路 有 关 。
Wnt/茁-catenin信号通路是调节 EMT至关重要的通路，其异常

激活能参与细胞间黏附，促进 EMT发生[20]。近期研究显示，HCC

中 NTSR1表达与Wnt/茁-catenin信号通路的改变呈正相关[21]。

S1P是一种鞘脂类信号分子，能结合多种 G蛋白偶联受体

参与调节免疫、炎症、血管再生和细胞增殖、迁移、侵袭等过程，

但需要通过转运到胞外才能结合其受体并发挥功效[22]。SPNS2

是介导 SIP转运的一个重要蛋白，研究表明，SIP浓度梯度对内
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皮细胞、肿瘤细胞、淋巴细胞等细胞的增殖和迁移至关重要，

SPNS2高表达能促进细胞内 S1P释放，增强细胞增殖和迁移能

力[23]。基于 SPNS2对细胞的重要增殖和迁移能力，近年多项研

究报道了 SPNS2与肿瘤的关系[24,25]。胃癌中 SPNS2下调能促进

胃癌细胞增殖、克隆形成和迁移[24]。结直肠癌中 SPNS2能增强

细胞内 SIP释放来激活蛋白激酶 B和胞外信号调节的激酶途

径，促进结直肠癌细胞增殖、迁移和侵袭，并抑制细胞凋亡[25]。

提示 SPNS2在不同肿瘤中发挥不同作用。本研究结果显示，

HCC组织中 SPNS2阳性表达率升高，并与 Child-Pugh分级、

血管侵犯、BCLC分期、淋巴结转移、远处转移有关，提示 SP-

NS2高表达参与 HCC进展。结果还显示，HCC组织中 SPNS2

表达与 N-Cad表达水平呈正相关，与 E-Cad表达水平呈负相

关，提示 SPNS2高表达可能通过促进 EMT参与 HCC进展，分

析与 S1P具备多种生物学作用有关。研究表明，S1P能通过加

速 E-Cad溶酶体降解和激活转化生长因子 -茁通路促进 EMT，

SPNS2能促进细胞内 S1P释放增强 EMT作用[26,27]。

热休克蛋白是一类应激蛋白，在细胞受到缺血、缺氧、炎

症、感染、创伤等刺激时大量产生，能被免疫系统视为外源分子

触发机体自身免疫反应，发挥应激保护作用[28]。Mortalin是热休

克蛋白 70基因家族中的一员，主要定位于线粒体，能通过结合

肿瘤抑制基因 "p53"形成Mortalin-p53复合物，在胞质内阻滞

p53转运，使 p53丧失正常的转录活化作用和中心体复制功

能，由此说明 Mortalin可能是一种癌基因产物[29]。近年研究发

现，Mortalin还能导致Wnt/茁-catenin信号通路异常激活，参与
乳腺癌、结直肠癌、肺腺癌等恶性肿瘤进展[30-32]。本研究结果显

示，HCC组织中 Mortalin阳性表达率升高，并与 Child-Pugh分

级、血管侵犯、BCLC 分期、淋巴结转移、远处转移有关，提示

Mortalin 高表达参与 HCC 进展。结果还显示，HCC 组织中

Mortalin表达与 N-Cad表达水平呈正相关，与 E-Cad表达水平

呈负相关，提示 Mortalin高表达可能通过促进 EMT参与 HCC

进展，分析与 Mortalin高表达能激活Wnt/茁-catenin信号通路
有关。

本研究 Kaplan-Meier生存曲线显示，NTS、SPNS2、Mortal-

in阳性表达的 HCC患者 5年总生存率明显降低，说明 NTS、

SPNS2、Mortalin表达与 HCC患者生存预后密切相关，考虑原

因与 NTS、SPNS2、Mortalin 阳性表达的 HCC 患者肝功能损

害、血管侵犯和癌细胞转移更严重有关。

综上所述，HCC组织中 NTS、SPNS2、Mortalin表达上调与

EMT、Child-Pugh分级、血管侵犯、BCLC分期、淋巴结转移、远

处转移和预后有关，检测 NTS、SPNS2、Mortalin表达可帮助临

床评估 HCC患者的病情及预后。但 NTS、SPNS2、Mortalin参

与 HCC的机制还有待进一步研究。
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