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　　摘　要：目的　分析 ＨＥＲ２／ｎｅｕ基因在肝癌高发区厦门市同安区原发性肝细胞癌（ＰＨＣ）中的表达及其与临床病理特征和预

后的关系。方法　应用荧光定量ＰＣＲ技术检测５３例原发性肝癌 ＨＥＲ２／ｎｅｕ的扩增，免疫组化对照，分析 ＨＥＲ２／ｎｅｕ的表达与

临床病理特征及预后的相关性。结果　在５３例肝癌中有１５例ＨＥＲ２／ｎｅｕ表达，占２８．３％，其中高拷贝扩增有２例（３．７７％），中

拷贝表达有４例（７．５４％），低拷贝表达有９例（１７．０％），ＨＥＲ２／ｎｅｕ的表达与性别、年龄、ＡＦＰ水平、ＨＢＶＤＮＡ比较差异无统计

学意义（犘＞０．０５），而与肿瘤大小、病理类型、生存期（术后１年）、癌旁组织比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）；ＨＥＲ２／ｎｅｕ在肝硬

化及正常肝组织中的表达率分别为８．３％（１／１２）和无表达。结论　ＨＥＲ２／ｎｅｕ基因在ＰＨＣ的生长和转移中可能具有一定的促

进作用，可作为ＰＨＣ的预后指标。
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　　原发性肝癌（ＰＨＣ）高发区是临床最常见的恶性肿瘤之

一，厦门同安区原发性肝细胞癌肝癌高发区，分析 ＨＥＲ２／ｎｅｕ

与原发性肝癌临床病理特征的关系，为在全国原发性肝癌高发

区寻找敏感而特异的原发性肝癌早期诊断标志，为基因治疗药

物靶标寻找提供重要线索和依据具有重要意义。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２００８年７月至２０１２年９月，收集本院病理

诊断为原发性肝癌的患者肝癌组织标本５３例，均来自厦门市

同安区患者。男３５例，女１８例；年龄２７～７０岁，中位４３岁；

血清ＡＦＰ≥２０ｎｇ／ｍＬ的３６例，ＨＢＶＤＮＡ（＋）４７例；肿瘤直

径１～１９ｃｍ，平均７．２ｃｍ；≤５ｃｍ２１例，＞５ｃｍ３２例；高分化

６例，中分化２４例，低分化２３例；２２例有肝内转移；１８例伴有

肝硬化，１３例均伴有不同程度的慢性肝炎改变。

１．２　免疫组化 ＨＥＲ２／ｎｅｕ蛋白的免疫组化试剂由福州迈新

公司提供，所有患者术前未经过任何治疗，４μｍ石蜡切片行

ＨＥ染色，组织学诊断按照２０００年世界卫生组织（ＷＨＯ）分级

标准，每例肿瘤的病理诊断由２名病理医师独立完成。＋为大

于１０％的区域有阳性表达，胞膜显色不连续；２＋为大于１０％

的区域有阳性表达，胞膜显色，连续，强度中等；３＋为大于

１０％的区域有阳性表达胞膜呈连续强阳性表达。如同一切片

中同时存在１＋、２＋、３＋的情况，以高级别评分。１＋为弱阳

性，一般无基因扩增，被认为是正常表达；３＋为过度表达，一般

存在基因表达，有预测意义。

１．３　基因扩增

１．３．１　标本收集　手术切下肿瘤后立即收集，原发性肝癌癌

组织及癌旁正常组织各两块，（２ｃｍ×２ｃｍ），ＨＥ染色确定，作

ＰＣＲ用的标本手术切除后－７０℃冰箱保存至分析，作免疫组

化用的标本进行石蜡包埋及病理切片，进行对比。
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１．３．２　ＲＮＡ提取新鲜肿瘤组织　取５００ｍｇ肿瘤组织，加入

１ｍＬ生理盐水，充分研磨成组织匀浆（或用液氮研磨），取１００

μＬ匀浆液加５００μＬＲＮＡ 提取液 Ａ 充分震荡，室温放置

５ｍｉｎ．加入１００μＬ氯仿，用力震荡１５ｓ，室温静置５ｍｉｎ，４℃

１３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，小心将上层水相转移到干净离心管

中，加３００μＬ无水乙醇，另加１０μＬＲＮＡ提取液Ｂ（内含不溶

物，使用前室温溶解并充分混匀）充分混匀，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心

１ｍｉｎ．弃上清，加入５００μＬ７５％的焦碳酸二乙酯，充分混匀，

混匀，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，小心吸去大部分乙醇，取管敞

口在室温空气中干燥５ｍｉｎ待乙醇挥发干净，２０μＬ焦碳酸二

乙酯 Ｈ２Ｏ溶解沉淀。

１．３．３　ＰＣＲ扩增　上游引物：ＴＧＡＡＴＣＴＴＧＧＴＴＧＴＡ

ＡＡＣＴＴＧＡＣＣ，下游引物：ＣＴＣＡＴＧＡＴＴＡＣＣＧＣＡＧＣＡ

ＡＡ，基因序列 ＴＧＡ ＡＴＣＴＴＧＧＴＴＧＴＡ ＡＡＣＴＴＧＡＣＣ

ＴＡＡＡＧＡＣＣＡｔＴＴＧＣＡＣＴＴＣＧＴＧＣＣＣＧＡＡＡＣＧＣＣＧ

ＡＡＴＡＴＡＡＴＣＣＣＡＡＧＣＧＧＴＴＴＧＣＴＧＣＧＧＴＡＡＴＣＡ

ＴＧＡＧ，取 ＨＥＲ２／ｎｅｕＰＣＲＭｉｘ酶系（１倍的缓冲液，４ｍｍｏｌ／

ＬＭｇＣｌ２），０．２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，１００ｐｍｏｌ／Ｌ引物，０．５μｇ的模

板ＤＮＡ，１ＵＴａｑ酶）；，室温融化并振荡混匀后，１００００ｒ／ｍｉｎ

瞬时离心１０ｓ．向样品管（ｃＤＮＡ）、标准品（１×１０６、１×１０５、１×

１０４ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ）、阴性和质控品分别加入４μＬ，１００００ｒ／ｍｉｎ瞬

时离心３０ｓ．将各反应管放入定量ＰＣＲ仪器的反应槽内，循环

条件：ＰＣＲ扩增的条件９４℃变性３ｍｉｎ，然后９４℃变性３０ｓ，

４８～５６℃退火６０ｓ，７２℃延伸９０ｓ，４５个循环 ；７２℃再延伸

１０ｍｉｎ。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件包进行分析，χ
２

及校正检验，以犘＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　　果

５３例原发性肝癌，免疫组化法有１１例（２０．７％）出现

ＨＥＲ２／ｎｅｕ表达，见图１（见《国际检验医学杂志》网站主页“论

文附件”）。瘤周肝组织均阴性。荧光定量 ＰＣＲ法有１５例

ＨＥＲ２／ｎｅｕ 表 达，占 ２８．３％，其 中 高 拷 贝 扩 增 有 ２ 例

（３．７７％），中拷贝表达有４例（７．５４％）低拷贝表达有９例（１７．

０％），见图２。ＨＥＲ２／ｎｅｕ表达在不同病理类型、肿瘤大小、存

活期、部位比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表１。

图１　　肝癌组织 ＨＥＲ２扩增曲线

表１　　荧光定量ＰＣＲ法检测

项目
病理类型

ＨＣＣ 其他＃

大小

＞５ｃｍ ≤５ｃｍ

存活期

＜１年 ≥１年

部位

癌 癌旁组织

ＡＦＰ

＜２５ｎｇ／ｍＬ≥２５ｎｇ／ｍＬ

年龄

＜５０岁≥５０岁

ＨＢＶＤＮＡ

－ ＋

性别

男 女

拷贝阴性（狀） ２２ １６ １９ １９ ２３ １５ ３８ ５０ １４ ２４ ２２ １６ ７ ３１ ２４ １４

拷贝阳性（狀） １４ １ １３ ２ １４ １ １５ ３ ４ １１ １０ ５ ２ １３ １１ ４

阳性率（％） ３８．９ ５．８８ ４０．６ ９．５ ３７．８ ６．２５ ２８．３ ５．６６ ２２．２ ３１．４ ３１．２ ２３．８ ２２．２ ２９．５ ３１．４２２．２

　　＃：混合型肝癌和肝内胆管癌。：犘＜０．０５，与拷贝阳性比较。

３　讨　　论

ＨＥＲ２／ｎｅｕ是一种原癌基因，该基因定位于人染色体

１７ｑ２１，编码１８５ｋＤ的跨膜糖蛋（ｐ１８５）。ｐ１８５蛋白是由１２５５

个氨基酸组成的酪氨酸激酶受体，在羧基端有自身磷酸化位

点。主要在胚胎发育时开始表达，成年后正常组织中可检出少

量的Ｐ１８５蛋白
［１］。临床中乳腺癌组织表达 ＨＥＲ２／ｎｅｕ采用

Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ药靶治疗证明有较好疗效，也证明其与这些肿瘤的

发生也有一定相关性。

Ｎａｋｏｐｏｕｌｏｕ等
［２］应用免疫组化染色显示７１例 ＨＣＣ中有

２１例表达 ＨＥＲ２／ｎｅｕ。Ｈｅｉｎｚｅ等
［３］报道 ＨＥＲ２／ｎｅｕ与 ＨＣＣ

的预后相关。Ｈｓｕ等
［４］也发现仅１例巨大 ＨＣＣ伴肺多发转

移患者有１＋ ＨＥＲ２／ｎｅｕ的表达。有学者用标准 ＨＥＲ２／ｎｅｕ

检测 ＨｅｒｃｅｐＴｅｓｔ试剂盒，显示仅４．８４％（４２／８６８）的 ＨＣＣ有

ＨＥＲ２／ｎｅｕ蛋白过度表达，表明 ＨＥＲ２／ｎｅｕ蛋白的过度表达

不是 ＨＣＣ的一个重要预后指标，仅个别病例有可能应用抗

ＨＥＲ２／ｎｅｕ单克隆抗体ｔｒａｓｔｕｚｕｍａｂ治疗
［５］。曾志武等［６］采

用免疫组织化学的方法检测肝癌、肝硬化及正常肝组织中

ＨＥＲ２／ｎｅｕ蛋白的表达．结果 ＨＥＲ２／ｎｅｕ在ＰＨＣ、肝硬化及

正常肝组织中的表达率分别为３７．５％（１５／４０）、１０％（１／１０）和

无表达。黄必军等［７］应用双色荧光原位杂交技术检测４２例原

发性肝癌间期细胞核中 ＨＥＲ２／ｎｅｕ的扩增，结果在４２例肝癌

中有９例 ＨＥＲ２／ｎｅｕ扩增，占２１．４％。Ｖｌａｓｏｆｆ等在 ＨＣＣ、肝

细胞腺瘤和正常肝组织中未发现有 ＨＥＲ２／ｎｅｕ过度表达和扩

增［８９］。阳性结果的不一致，可能与方法学和操作不统一，地域

差异有关。“未发现有过度表达和扩增”，可能与方法学或操作

有关，实验过程降解，必要时与荧光ＰＣＲ法对照，避免漏检。

厦门同安区原发性肝癌高发区，高、中拷贝中，荧光ＰＣＲ

法与免 疫 组 化 法 阳 性 率 一 致 １１．３％；低 拷 贝 数 阳 性 率

（１６．９％）高于免疫组化法。可能与荧光ＰＣＲ法敏感度高，免

疫组化方法不足引起其重复性不稳定。由于荧光ＰＣＲ法敏感

度高、可定量及可标准操作，从基因水平检测，是较好方法，可

与免疫组化法联合检测。正常肝组织无表达，肝硬化低表达率

（８．３％）弱表达（１＋），原发性肝癌表达率２８．３％；生存期、肿

瘤大小、病理类型、癌旁组织与 ＨＥＲ２／ｎｅｕ的表达差异有统计

学意义；正常肝组织无表达，肝硬化和癌旁组织低表达，可见

ＨＥＲ２／ｎｅｕ基因在ＰＨＣ的生长、转移可能具有一定的促进作

用，可作为ＰＨＣ的预后指标。ＨＥＲ２／ｎｅｕ是 Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ药靶

基因，原发性肝癌高发区肝癌高、中表达 ＨＥＲ２／ｎｅｕ基因，可

考虑应用 Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ对ＰＨＣ进行药靶向治疗。
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０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　３组一般情况比较　Ｔ２ＤＭ 认知正常组［ＢＭＩ（２４．６１±

２．２２）ｋｇ／ｍ
２、ＴＧ（１．９１±０．４３）ｍｍｏｌ／Ｌ、和 ＨｂＡ１ｃ（９．５０±

２．４７）％］和认知障碍组患者［ＢＭＩ（２５．５８±１．７３）ｋｇ／ｍ
２、ＴＧ

（１．９１±０．５１）ｍｍｏｌ／Ｌ、和 ＨｂＡ１ｃ（１０．２１±２．６１）％］与对照组

［ＢＭＩ（２１．２４±２．８３）ｋｇ／ｍ
２、ＴＧ（１．３５±０．２５）ｍｍｏｌ／Ｌ、和

ＨｂＡ１ｃ（４．９２±０．３１）％］比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．２　３组认知功能及炎性因子比较　Ｔ２ＤＭ 认知障碍组

ＭＭＳＥ总分（１９．１３±３．４７）分以及表定向力（７．２７±２．５５）分、

记忆力（１．４２±０．１３）分、语言能力（５．１３±０．９７）分、注意力和

计算力（２．９０±１．２４）分以及视觉空间能力得分（１．５２±０．３７）

分及血清中炎性因子［ＩＬ６（４６．４１±５．７１）μｇ／ｍＬ、ＩＬ８（０．６１±

０．１５）ｎｇ／ｍＬ、ＴＮＦα（２．４２±０．３７）ｎｇ／ｍＬ］明显高于对照组和

Ｔ２ＤＭ认知正常组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．３　炎性因子与 ＭＭＳＥ评分相关分析　Ｔ２ＤＭ 患者血清中

炎性因子ＩＬ６、ＩＬ８和ＴＮＦα水平与 ＭＭＳＥ总分间存在相关

性，ＭＭＳＥ总分随着炎性因子含量的升高而降低。

３　讨　　论

认知功能障碍是指各种原因引起的不同程度的认知功能

损害［６］。流行病学研究发现，糖尿病是认知功能降低的危险因

素之一［７８］。动物实验表明，糖尿病小鼠尤其是２型糖尿病小

鼠存在轻度认知功能障碍且随着病程延长明显加重［９１０］。本

研究５３．０１％的Ｔ２ＤＭ患者存在不同程度的认知障碍，进一步

证实糖尿病可以引起认知功能障碍。

近年来研究表明 Ｔ２ＤＭ 是一种自身免疫性和炎症性疾

病［１１］。糖尿病认知功能障碍患者血清中ＩＬ６、ＴＮＦα水平较

高，且与认知功能损伤程度存在一定的相关性；患者血清炎性

因子水平升高出现早于临床诊断痴呆，提示炎症反应可能参与

认知功能障碍的病理生理过程［１２］。本研究发现，Ｔ２ＤＭ 患者

认知正常和认知障碍患者血清中ＩＬ６、ＩＬ８和ＴＮＦα水平明

显高于对照组，且Ｔ２ＤＭ 认知障碍患者明显高于Ｔ２ＤＭ 认知

正常患者；血清中ＩＬ６、ＩＬ８和ＴＮＦα水平与患者认知功能间

存在显著的负相关关系，表明炎性因子ＩＬ６、ＩＬ８和ＴＮＦα可

能在Ｔ２ＤＭ认知功能损害中起到非常重要的作用。

综上所述，Ｔ２ＤＭ患者认知功能损伤与血清中炎性因子密

切相关，炎性因子水平升高可导致认知功能损伤程度增加，其

机制有待于进一步研究。
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