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Ｂｅｃｌｉｎ１在人肝癌组织中的表达及ＴＧＦβ
对肝癌细胞增殖的影响

杨　威，杨红杰，莫瑞祥，李西融，廖文胜，张慧明，崔凌飞
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　　摘　要：目的　探讨自噬基因Ｂｅｃｌｉｎ１在原发性肝细胞性肝癌（ＨＣＣ）中的表达及其临床意义，ＴＧＦβ（转化生长因子β）对肝

癌细胞增殖的影响。方法　应用免疫组化法检测 ＨＣＣ组织及正常肝脏组织中Ｂｅｃｌｉｎ１的表达，分析其与 ＨＣＣ临床病理特点的

关系；用细胞 ＭＴＴ增殖方法检测肝癌细胞增殖的情况。结果　ＨＣＣ组织的Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白阳性表达率明显低于正常肝组织（χ
２＝

９．４７，犘＜０．０５）；Ｂｅｃｌｉｎ１的表达与有无门静脉或胆管癌栓、肿瘤病理分级有关（犘＜０．０５）；ＴＧＦβ可抑制肝癌细胞的增殖。结论

　ＨＣＣ组织中存在Ｂｅｃｌｉｎ１表达的缺失，可能与 ＨＣＣ的发生有密切相关；ＴＧＦβ可抑制肝癌细胞增殖。Ｂｅｃｌｉｎ１基因及ＴＧＦβ对

ＨＣＣ的发展及治疗有重要的意义。
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　　Ｂｅｃｌｉｎ１是新近克隆的自噬调控基因和正性调节分子，在

多种恶性肿瘤组织中可见Ｂｅｃｌｉｎ１的表达下调
［１］。转化生长因

子β（ＴＧＦβ）是多肽类细胞因子，在体内、外具有调控细胞外

基质蛋白的合成、细胞生长、分化、凋亡等生物学活性［２］。本研

究应用免疫组化法检测肝细胞癌（ＨＣＣ）中的Ｂｅｃｌｉｎ１表达情

况，用细胞 ＭＴＴ 增殖方法检测肝癌细胞增殖的情况及与

ＨＣＣ临床病理特点的相关性，分析其临床意义。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１０年１月至２０１４年７月本院行手术

切除治疗术的 ＨＣＣ患者５０例，术前均未接受放疗、化疗或免

疫治疗，经病理确诊为ＨＣＣ患者，其中女性１１例，男性３９例，

年龄２６～７４岁，平均（５０．７±４．５）岁。ＨｂｓＡｇ阳性者３２例，

占６４．０％；ＡＦＰ≥４００ｕｇ／Ｌ者２７例，占５４．０％；合并中、重度

肝硬化者４６例，占９２．０％；肝癌肿块位于左肝１２例，占

２４．０％，右肝３３例，占６６．０％，两侧均见５例，占１０．０％；按

Ｅｄｍｏｎｄｓｏｎｓｔｅｉｎｅｒ分级标准：Ｉ级８例，Ⅱ级１６例，Ⅲ级２１

例，Ⅳ级５例；测量切除后的肿瘤直径大于５ｃｍ者２９例，小于

等于５ｃｍ者２１例；有门静脉、胆管癌栓者１８例，占３６．０％。

正常肝组织取自肝外伤手术所切除或其他疾病的肝脏标本，并

经病理确诊为正常肝组织。

１．２　方法　采用免疫组化ＳＰ法，实验步骤按说明书进行。

以已知阳性标本作为阳性对照组，按试剂说明书进行结果判

断：Ｂｅｃｌｉｎ１阳性表达定位于肝癌细胞质内，呈棕黄色。每张切

片在高倍镜下随机选取１０个视野，根据染色强度和阳性细胞

数进行评分，染色强度：１分，染色弱但明显强于阴性对照；２

分，染色清晰，中等程度；３分，染色程度强。阳性细胞数：１分，

阳性细胞占１１％～５０％；２分，阳性细胞占５１％～８０％；３分，

阳性细胞不低于８１％。上述两项积分相加，０分为（－），１～２

分为（＋），３～４分为（＋＋），５～６分为（＋＋＋）。（－）和（＋）

为阴性，（＋＋）和（＋＋＋）为阳性。ＭＴＴ法检测细胞的增殖

活性。取生长状态良好的第三代人肝癌Ｂｅｌ７４０２细胞，０．２５％

胰酶消化后，制成单细胞悬液，以１×１０４／孔接种于９６孔板。

实验分３组：（１）人肝癌 Ｂｅｌ７４０２细胞对照组；（２）人肝癌

Ｂｅｌ７４０２细胞 ＴＧＦβ给药组（每孔 ＴＧＦβ给药终浓度１ｎｇ／

ｍＬ）；（３）人肝癌Ｂｅｌ７４０２细胞ＴＧＦβ抑制剂组（在第２组基础

上，另加ＬＹ３６４９４７给药终浓度１μｍｏｌ／Ｌ）。每组各设６个复

孔，另设一个空白对照孔。培养２４ｈ后，每孔加入５ｍｇ／ｍＬ

的 ＭＴＴ溶液２０μＬ。在３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培养４ｈ。

吸弃孔内上清液，每孔加入１５０μＬ的二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）振

摇１５ｍｉｎ，分别测定各孔ＯＤ４９０值。

１．３　统计学处理　用ＳＰＳＳ１７．０软件作统计学处理，计量资

料组间比较用单因素方差分析，计数资料之间的比较采用χ
２

检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＨＣＣ和正常肝组织中Ｂｅｃｌｉｎ１的表达比较　Ｂｅｃｌｉｎ１阳

性表达率在 ＨＣＣ组织和正常肝组织中分别为７８．０％（３９／

５０），９８．０％（４９／５０）。Ｂｅｃｌｉｎ１在 ＨＣＣ组织中的阳性表达率明

显低于正常肝组织（犘＜０．０５）。

２．２　Ｂｅｃｌｉｎ１的表达与 ＨＣＣ临床病理特征的关系　Ｂｅｃｌｉｎ１

的表达与年龄、性别、肿瘤大小、ＨＢＳＡｇ、ＡＦＰ、肝硬化程度无

关（犘＞０．０５），而与肿瘤病理分级、有无门静脉或胆管癌栓有

关（犘＜０．０５），见表１。

表１　　Ｂｅｃｌｉｎ１的表达与 ＨＣＣ临床病理特征的关系

临床病理参数 分组 狀
Ｂｅｃｌｉｎ１

－ ＋

阳性率（％） χ
２ 犘

年龄（岁） ≤５０ ３２ ７ ２５ ７８．１ ０．１１ ０．０５

＞５０ １８ ４ １４ ７７．８

性别 女 １１ ３ ８ ７２．３ ０．００ ０．０５

男 ３９ ８ ３１ ７９．５

·８０１· 国际检验医学杂志２０１５年１月第３６卷第１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１５，Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．１
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续表１　　Ｂｅｃｌｉｎ１的表达与 ＨＣＣ临床病理特征的关系

临床病理参数 分组 狀
Ｂｅｃｌｉｎ１

－ ＋

阳性率（％） χ
２ 犘

肿瘤大小（ｍｍ） ≤５０ ３２ ７ ２５ ７８．１ ０．０１ ０．０５

＞５０ １８ ４ １４ ７７．８

病理分级 Ⅰ、Ⅱ级 ２４ ２ ２２ ９１．７ ５．０２ ０．０５

Ⅲ、Ⅳ级 ２６ ９ １７ ６５．４

ＡＦＰ（μｇ／Ｌ） ≤４００ ３２ ７ ２５ ７８．１ ０．００ ０．０５

＞４００ １８ ４ １４ ７７．８

ＨＢＳＡｇ  １８ ４ １４ ７７．８ ０．１１ ０．０５

＋ ３２ ７ ２５ ７８．１

癌栓 无 ３２ ３ ２９ ９０．６ ６．３４ ０．０５

有 １８ ８ １０ ５５．６

肝硬化 轻度 ４ １ ３ ７５．０ ０．２３ ０．０５

中重度 ４６ １０ ３６ ７８．３

２．３　ＴＧＦβ对人肝癌Ｂｅｌ７４０２细胞增殖的影响　ＭＴＴ法检

测ＴＧＦβ对人肝癌 Ｂｅｌ７４０２细胞增殖情况。如表２所示，

ＴＧＦβ明显降低了Ｂｅｌ７４０２细胞的增殖，而给予ＴＧＦβ的阻断

剂ＬＹ３６４９４７后，使 ＴＧＦβ对Ｂｅｌ７４０２细胞的增殖抑制作用

解除。

表２　　ＭＴＴ法检测ＴＧＦβ对人肝癌Ｂｅｌ７４０２

　　　细胞增殖的影响

分组 ＯＤ４９０值（狓±狊，ｍｍ）

Ｂｅｌ７４０２对照组 ０．７３０±０．０３７

ＴＧＦβ组 ０．６１８±０．０３３

ＴＧＦβ＋ＬＹ３６４９４７组 ０．６６７±０．０３５＃

　　：犘＜０．０５，与Ｂｅｌ７４０２对照组比较，＃：犘＜０．０５，与ＴＧＦβ组比

较。

３　讨　　论

Ｂｅｃｌｉｎｌ基因位于人染色体１７ｑ２１，定位于高尔基体，参与

ＰＩ３Ｋ复合物的形成和自噬体 的组成
［３］。卵巢癌、乳腺癌以及

前列腺癌中存在Ｂｅｃｌｉｎｌ的缺失性突变
［４］。Ｂｅｃｌｉｎ１＋／－小鼠

自发肿瘤形成率远高于野生型小鼠，且发生时间远早于后者，

能形成包括淋巴母细胞瘤、Ｂ细胞淋巴瘤、肝细胞癌等多种肿

瘤，且其发生率与Ｂｅｃｌｉｎ１表达下降成正相关。表明Ｂｅｃｌｉｎ１缺

失导致的细胞自噬能力下降是肿瘤发生的重要原因［５］。

本研究发现 ＨＣＣ组织中Ｂｅｃｌｉｎ１阳性表达率明显低于正

常肝组织（犘＜０．０５），提示Ｂｅｃｌｉｎ１表达缺失可能是肝细胞发

生恶性转化的原因之一。进一步分析Ｂｅｃｌｉｎ１的表达对 ＨＣＣ

的临床病理学参数的影响，发现Ｂｅｃｌｉｎ１的表达与有无门静脉

或胆管癌栓有关。肿瘤病理分级，表明Ｂｅｃｌｉｎ１的表达缺失与

ＨＣＣ的发生、进展等有着密切的关系，Ｂｅｃｌｉｎ１的表达缺失可

能在 ＨＣＣ的恶性增殖浸润、转移过程中有重要作用。

ＴＧＦβ是一种多功能细胞因子，几乎体内的所有细胞都能

产生ＴＧＦβ并存在其受体，在多种肿瘤中可观察到ＴＧＦβ的

高度表达，并且在体内、体外对肿瘤作用。本研究应用 ＭＴＴ

法检测ＴＧＦβ对人肝癌Ｂｅｌ７４０２细胞增殖情况，发现 ＴＧＦβ
明显降低了 Ｂｅｌ７４０２细胞的增殖，而给予 ＴＧＦβ的阻断剂

ＬＹ３６４９４７后，使 ＴＧＦβ对 Ｂｅｌ７４０２细胞的增殖抑制作用解

除。说明在此浓度下ＴＧＦβ可抑制肝癌细胞增殖，具有一定

临床意义。

ＴＧＦβ在肿瘤发生、发展中与自噬有相似作用。研究表明

ＴＧＦβ在牛乳房ＢＭＥＵＶ１上皮细胞中诱导自噬过程，ＴＧＦβ
是卵巢癌自噬诱导的信号肽［６］，同时有Ｂｅｃｌｉｎ１的表达

［７］。有

研究发现 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＴＧＦβ的同时表达可促进细胞的自噬。

ＴＧＦβ有可能通过诱导Ｂｅｃｌｉｎ１表达来实现抑制肝癌细胞增

殖，尚需要进一步证实。

综上所述，Ｂｅｃｌｉｎ１表达缺失与 ＨＣＣ的发生、发展有着密

切的关系。ＴＧＦβ可以抑制肝癌细胞的增殖。Ｂｅｃｌｉｎ１基因及

ＴＧＦβ对研究 ＨＣＣ的发病机制及药物开发有重要的意义，可

能成为新的基因治疗靶点。
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ｏｆＳｎｏＮ／ＳｋｉＬｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｏｖａｒｉａｎｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣｅｌｌＤｅａｔｈ

Ｄｉｆｆｅｒ，２０１２，２８（５）：２１２２１３．

（收稿日期：２０１４１０１５）

·９０１·国际检验医学杂志２０１５年１月第３６卷第１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１５，Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．１


