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  摘 要:目的 分析乙型肝炎病毒(HBV)相关原发性肝癌患者外周血巨噬细胞移动抑制因子(MIF)、高尔

基体糖蛋白73(GP73)、维生素K缺乏或拮抗诱导的异常蛋白Ⅱ(VPIKA-Ⅱ)的水平及意义。方法 选取2019
年3月至2020年4月该院收治的72例HBV相关原发性肝癌患者纳入 HBV相关原发性肝癌组,同时选取于

该院进行健康体检的72例志愿者纳入健康对照组,选取72例无 HBV感染原发性肝癌患者作为无 HBV感染

原发性肝癌组。采用酶联免疫吸附试验检测 MIF、VPIKA-Ⅱ、GP73水平。结果 HBV相关原发性肝癌组

MIF、GP73、VPIKA-Ⅱ水平明显高于无HBV相关原发性肝癌组和健康对照组。HBV相关原发性肝癌组中,
有淋巴结转移患者 MIF、GP73、VPIKA-Ⅱ水平高于无淋巴结转移患者,Ⅲ~Ⅳ期患者 MIF、GP73、VPIKA-Ⅱ
水平高于Ⅰ~Ⅱ期患者,肿瘤最大径>5

 

cm患者 MIF、GP73、VPIKA-Ⅱ水平高于肿瘤最大径≤5
 

cm患者,肿

瘤数量>2个患者 MIF、GP73、VPIKA-Ⅱ水平高于肿瘤数量≤2个患者,差异均有统计学意义(P<0.05)。

MIF与GP73呈正相关(r=0.240,P=0.042),MIF与VPIKA-Ⅱ呈正相关(r=0.368,P=0.002),GP73与

VPIKA-Ⅱ呈正相关(r=0.240,P=0.042)。结论 MIF、GP73、VPIKA-Ⅱ与 HBV相关原发性肝癌患者有无

淋巴结转移、TNM分期、肿瘤最大径和肿瘤数量关系密切。
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

levels
 

and
 

significance
 

of
 

macrophage
 

migration
 

inhibitory
 

factor
 

(MIF),golgi
 

glycoprotein
 

73
 

(GP73)
 

and
 

abnormal
 

protein
 

induced
 

by
 

vitamin
 

K
 

deficiency
 

or
 

antagonistic
 

in-
duced

 

abnormal
 

protein
 

Ⅱ(VPIKA-Ⅱ)
 

of
 

peripheral
 

blood
 

in
 

hepatitis
 

B
 

virus
 

(HBV)
 

associated
 

primary
 

liv-
er

 

cancer
 

patients.Methods A
 

total
 

of
 

72
 

patients
 

with
 

HBV-associated
 

primary
 

liver
 

cancer
 

admitted
 

to
 

Peo-
ple's

 

Hospital
 

of
 

Tangshan
 

City
 

from
 

March
 

2019
 

to
 

April
 

2020
 

were
 

enrolled
 

in
 

HBV-associated
 

primary
 

liv-
er

 

cancer
 

group.At
 

the
 

same
 

time,72
 

healthy
 

volunteers
 

who
 

underwent
 

physical
 

examination
 

were
 

selected
 

as
 

control
 

group,and
 

72
 

primary
 

liver
 

cancer
 

patients
 

without
 

HBV-infected
 

were
 

selected
 

as
 

non-HBV-associat-
ed

 

primary
 

liver
 

cancer
 

group.The
 

levels
 

of
 

MIF,VPIKA-Ⅱ
 

and
 

GP73
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immu-
nosorbent

 

assay,and
 

GP73
 

was
 

detected
 

by
 

immunohistochemistry.Results The
 

levels
 

of
 

MIF,GP73
 

and
 

VPIKA-Ⅱ
 

in
 

HBV-associated
 

primary
 

liver
 

cancer
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

non-HBV-associated
 

pri-
mary

 

liver
 

cancer
 

group
 

and
 

control
 

group,the
 

levels
 

of
 

MIF,GP73
 

and
 

VPIKA-Ⅱ
 

in
 

patients
 

with
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

without
 

lymph
 

node
 

metastasis,MIF,GP73,VPIKA-Ⅱ
 

in
 

patients
 

with
  

Ⅲ—Ⅳ
 

stage
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

patients
 

with
 

Ⅰ—Ⅱ
 

stage,the
 

levels
 

of
 

MIF,GP73
 

and
 

VPIKA-
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Ⅱ
 

in
 

patients
 

with
 

tumor
 

size
 

>5
 

cm
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

with
 

tumor
 

size≤5
 

cm,the
 

levels
 

of
 

MIF,GP73
 

and
 

VPIKA-Ⅱ
 

in
 

patients
 

with
 

more
 

than
 

2
 

tumors
  

were
 

higher
 

than
 

those
 

with
 

no
 

more
 

than
 

2
 

tumors,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).There
 

were
 

positively
 

correlations
 

between
 

MIF
 

and
 

GP73
 

(r=0.240,P=0.042),between
 

MIF
 

and
 

VPIKA-Ⅱ
 

(r=0.368,P=0.002),between
 

GP73
 

and
 

VPIKA-Ⅱ
 

(r=0.240,P=0.042).Conclusion MIF,GP73,VPIKA-Ⅱ
 

in
 

HBV-associated
 

primary
 

liver
 

cancer
 

patients
 

correlate
 

with
 

the
 

state
 

of
 

lymph
 

node
 

metastasis,TNM
 

stage,tumor
 

size
 

and
 

number
 

of
 

tumor.
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  乙型肝炎病毒(HBV)相关原发性肝癌是我国常

见的四大恶性肿瘤之一,病死率为10%左右,具有进

展快、预后差、侵袭性强的特点。HBV相关原发性肝

癌的发病机制与感染 HBV、食用黄曲霉素污染的食

物、酗酒及饮用蓝绿藻毒素污染的水源有关[1],由于

其发病速度比较快,大多数患者在就诊时已经发生了

癌细胞的转移,发展进程已经进入中期和晚期,因而

很难进行有效的治疗,所以早期的诊断和预防非常重

要[2-3]。巨噬细胞移动抑制因子(MIF)是来源于T淋

巴细胞的细胞因子,它能影响肿瘤细胞和单核-巨噬细

胞的趋化、游走,在促进恶性肿瘤细胞浸润和转移方

面发挥着重要的作用[4]。高尔基体糖蛋白73(GP73)
是一种与HBV相关原发性肝癌关系密切的高尔基跨

膜糖蛋白,在正常的肝脏组织中表达较少,甚至不表

达,在发生病变的肝细胞中水平较高。有研究表明,

GP73是一个具有很大潜在价值的 HBV相关原发性

肝癌标志物,具有较高的灵敏度和特异度[5-6]。维生

素K缺乏或拮抗诱导的异常蛋白Ⅱ(VPIKA-Ⅱ)中含

有γ-羧基谷氨酸结构,当该结构不完全羧化时,人体

的凝血功能会发生异常,在 HBV相关原发性肝癌中

呈现高表达[7]。本研究分析了HBV相关原发性肝癌

患者外周血 MIF、GP73、VPIKA-Ⅱ的表达及意义。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2019年3月至2020年4月本

院收治的72例HBV相关原发性肝癌患者纳入 HBV
相关原发性肝癌组,其中男38例,女34例;年龄46~
75岁,平均(63.68±7.57)岁;病程2~5年,平均

(3.68±1.07)年;无淋巴结转移32例,有淋巴结转移

40例;按TNM 分期标准,分为Ⅰ~Ⅱ期34例,Ⅲ~
Ⅳ期38例,按肿瘤最大径分为≤5

 

cm
 

36例,>5
 

cm
 

36例;按肿瘤数量分为≤2个35例,>2个37例。

HBV相关原发性肝癌组纳入标准:符合2001年中国

抗癌协会肝癌专业委员会修订的《原发性肝癌的临床

诊断与分期标准》中的诊断标准[8];经病理学、影像学

确诊为HBV相关原发性肝癌;1个月内未进行过任

何抗癌治疗。选择在本院进行健康体检的72例志愿

者纳入健康对照组,其中男35例,女37例;年龄41~
78岁,平均(62.63±11.47)岁。选择72例无 HBV

感染的原发性肝癌患者纳入无HBV感染原发性肝癌

组,其中男36例,女36例;年龄40~76岁,平均

(61.05±11.15)岁;病程2~4年,平均(3.16±0.64)
年。所有研究对象排除标准:丙型肝炎病毒、人类免

疫缺陷病毒感染;患有酒精性肝病、自身免疫性肝病、
遗传代谢性肝病、药物性肝病和重度脂肪肝;有转移

性肝癌和其他肿瘤;心、肺、肝、肾功能不全;孕妇及哺

乳期女性;有消化道出血等并发症。3组研究对象的

性别、年龄比较,差异均无统计学意义(P>0.05),具
有可比性。所有研究对象均自愿参与本研究,并签署

知情同意书,本研究经过本院医学伦理委员会批准后

进行。

1.2 方法

1.2.1 HBV检测方法 采用一次性无菌注射器采

集所有研究对象2
 

mL静脉血置入无菌的干燥试管

中,在25
 

℃环境下放置60
 

min,4
 

000
 

r/min离心5
 

min,抽取上层血清,将其转移至2
 

mL的灭菌离心管

中,用一对乙型肝炎病毒特异性引物和一条乙型肝炎

病毒特异性荧光探针,再配上PCR反应液、耐热的

DNA聚合酶和4种脱氧核苷酸单体等成分来检测

HBV,将上清液放入离心机中1
 

min,按顺序放入扩

增仪微孔中,设计循环条件为93
 

℃45
 

s
 

10个循环,然
后读取结果,结果>103

 

copy/mL为阳性。

1.2.2 MIF、VPIKA-Ⅱ、GP73水平检测 所有研究

对象空腹状态下,采集3
 

mL静脉血,离心半径13.5
 

cm,3
 

000
 

r/min离心5
 

min。采用酶联免疫吸附试验

检测 MIF、VPIKA-Ⅱ、GP73水平,取50
 

mmol/L的

碳酸盐缓冲液对 MIF、VPIKA-Ⅱ、GP73进行稀释,加
入聚苯乙烯的反应孔中,再进行加盖处理,在4

 

℃环

境下等待24
 

h,第2天将其洗涤3次,抛干,在每个反

应孔中均加入pH 值为7.4、浓度为0.02
 

mol/L的

Tris-HCl缓冲液,再次在42
 

℃环境下等待60
 

min,将
液体移除并抛干,在每个反应孔中加入0.1

 

mol/L的

Na2HPO4,0.05
 

mol/L的枸橼酸混匀,并且加入0.1
 

mL的领苯二胺,遮光处理20
 

min,再次加入0.1
 

mol/L的Na2HPO4,终止反应,再使用专业的曲线制

作软件,在波长450
 

nm酶标仪上读取各孔的吸光度

(A)值,以 MIF水平为横坐标,A 值为纵坐标,最后得
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出 MIF、VPIKA-Ⅱ、GP73水平。
1.3 统计学处理 采用SPSS20.0统计软件进行数

据处理及统计分析。呈正态分布的计量资料以x±s
表示,多组间比较采用方差分析,多组间中的两两比

较采用SNK-q检验;两组间的比较采用独立样本t检

验;相关分析采用Pearson相关。以P<0.05为差异

有统计学意义。
2 结  果

2.1 3组研究对象 MIF、GP73、VPIKA-Ⅱ水平比较

 与健康对照组比较,无 HBV感染原发性肝癌组、

HBV相关原发性肝癌组 MIF、GP73、VPIKA-Ⅱ水平

明显升高,差异有统计学意义(P<0.05);与无 HBV
感染原发性肝癌组比较,HBV 相关原发性肝癌组

MIF、GP73、VPIKA-Ⅱ水平明显升高,差异有统计学

意义(P<0.05)。见表1。
2.2 有无淋巴结转移 HBV相关原发性肝癌组患者

MIF、GP73、VPIKA-Ⅱ水平比较 HBV相关原发性

肝癌组中,与无淋巴结转移的患者比较,有淋巴结转

移的患者 MIF、GP73、VPIKA-Ⅱ水平明显升高,差异

有统计学意义(P<0.05)。见表2。

表1  3组研究对象 MIF、GP73、VPIKA-Ⅱ水平比较(x±s)

组别 n MIF(ng/mL) GP73(μg/L) VPIKA-Ⅱ(mAU/mL)

健康对照组 72 2.56±0.16 54.12±9.56 15.89±3.28

无 HBV感染原发性肝癌组 72 13.28±2.16# 156.74±15.29# 18.87±5.39#

HBV相关原发性肝癌组 72 17.58±5.26#* 305.69±65.88#* 24.69±7.17#*

F 36.328 48.099 14.206

P 0.001 0.001 0.001

  注:与健康对照组比较,#P<0.05;与无 HBV感染原发性肝癌组比较,*P<0.05。

表2  有无淋巴结转移 HBV相关原发性肝癌组患者 MIF、

   GP73、VPIKA-Ⅱ水平比较(x±s)

淋巴结转移情况 n
MIF

(ng/mL)
GP73
(μg/L)

VPIKA-Ⅱ
(mAU/mL)

无 32 14.69±3.25 256.27±18.59 17.69±2.57

有 40 20.16±5.39 354.87±25.96 33.62±9.18

t 7.374 26.20 14.180

P 0.001 0.001 0.001

2.3 不同TNM 分期 HBV相关原发性肝癌组患者

MIF、GP73、VPIKA-Ⅱ水平比较 HBV相关原发性

肝癌组中,
 

与Ⅰ~Ⅱ期 患 者 比 较,Ⅲ~Ⅳ期 患 者

MIF、GP73、VPIKA-Ⅱ水平明显升高,差异有统计学

意义(P<0.05)。见表3。
表3  不同TNM分期 HBV相关原发性肝癌组患者 MIF、

   GP73、VPIKA-Ⅱ水平比较(x±s)

TNM分期 n
MIF

(ng/mL)
GP73
(μg/L)

VPIKA-Ⅱ
(mAU/mL)

Ⅰ~Ⅱ期 34 12.08±2.34 198.26±27.08 22.29±3.37

Ⅲ~Ⅳ期 38 22.15±4.19 412.89±56.27 28.84±8.82

t 12.590 20.620 4.162

P 0.001 0.001 0.001

2.4 不同肿瘤最大径 HBV相关原发性肝癌组患者

MIF、GP73、VPIKA-Ⅱ水平比较 HBV相关原发性

肝癌组中,与肿瘤最大径≤5
 

cm的患者比较,肿瘤最

大径>5
 

cm的患者 MIF、GP73、VPIKA-Ⅱ水平明显

升高,差异有统计学意义(P<0.05)。见表4。
表4  不同肿瘤最大径 HBV相关原发性肝癌组患者 MIF、

   GP73、VPIKA-Ⅱ水平比较(x±s)

肿瘤最大径 n
MIF

(ng/mL)
GP73
(μg/L)

VPIKA-Ⅱ
(mAU/mL)

≤5
 

cm 36 10.28±2.57 201.87±41.02 19.82±5.54

>5
 

cm 36 24.21±6.03 409.56±89.54 30.27±4.49

t 12.750 12.650 8.793

P 0.001 0.001 0.001

2.5 不同肿瘤数量 HBV 相关原发性肝癌组患者

MIF、GP73、VPIKA-Ⅱ水平比较 HBV相关原发性

肝癌组中,与肿瘤数量≤2个患者比较,肿瘤数量>2
个患者 MIF、GP73、VPIKA-Ⅱ水平明显升高,差异有

统计学意义(P<0.05)。见表5。
表5  不同肿瘤数量 HBV相关原发性肝癌组患者 MIF、

   GP73、VPIKA-Ⅱ水平比较(x±s)

肿瘤数量 n
MIF

(ng/mL)
GP73
(μg/L)

VPIKA-Ⅱ
(mAU/mL)

≤2个 35 15.68±3.31 175.32±38.51 21.98±3.81

>2个 37 19.95±5.52 435.97±80.68 29.63±5.27

t 3.981 17.490 7.058

P 0.001 0.001 0.001

2.6 HBV相关原发性肝癌患者中 MIF、GP73、VPI-
KA-Ⅱ的相关性 HBV相关原发性肝癌患者中,MIF
与GP73呈正相关(r=0.240,P=0.042);MIF与
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VPIKA-Ⅱ呈正相关(r=0.368,P=0.002);GP73与

VPIKA-Ⅱ呈正相关(r=0.240,P=0.042)。
3 讨  论

  HBV相关原发性肝癌是在肝细胞或者肝内胆管

上皮细胞发生的恶性肿瘤,近年来,我国 HBV相关原

发性肝癌的发生率和病死率逐年上升,严重危害人们

健康[9-10]。HBV相关原发性肝癌的发病机制与亚硝

胺类、偶氮芥类、有机氯农药、酒精等化学物质有关,
同时,肝小胆管中感染华支睾吸虫刺激胆管上皮增

生,也是导致 HBV 相关原发性肝癌发生的原因之

一[11]。HBV相关原发性肝癌的发病比较隐匿,早期

没有明显的症状,被发现时大多数患者的病情已经进

入中期和晚期,因此,临床上容易漏诊和误诊[12]。本

研究分析了外周血 MIF、GP73、VPIKA-Ⅱ水 平 在

HBV相关原发性肝癌中的表达及意义。

MIF是由下丘脑控制的多功能细胞因子,主要由

T细胞分泌,此外,许多组织细胞能够产生 MIF,从而

促成各种炎症性疾病的出现,影响肿瘤细胞和单核巨

噬细胞的趋化和游走[13-14],在炎性反应和肿瘤生长中

发挥着双重效应,是调控 HBV相关原发性肝癌发生

的因子,同时也是抵抗肿瘤免疫防御系统和应激反应

系统的因子,可有效地反映 HBV相关原发性肝癌的

恶性程度。有研究表明,MIF参与了血管生成,促进

了肿瘤的生长和转移,可抑制自然杀伤细胞对肿瘤细

胞的杀伤作用,因此,MIF在 HBV相关原发性肝癌

患者中水平高于健康人群[15-17]。本研究显示,MIF在

HBV相关原发性肝癌患者中水平较高,可随着淋巴

结的转移而逐渐升高,TNM 分期越高,肿瘤越大,肿
瘤数量越多,MIF表达越高,表明 MIF可能成为诊断

HBV相关原发性肝癌的一项重要指标。

GP73是一种高尔基体特异性Ⅱ型跨膜蛋白,大
多数的高尔基体膜蛋白在细胞内运输的过程中,参与

蛋白及脂类的修饰反应。GP73具有完整的跨膜结

构,由疏水的N-端、膜内区域和膜外的C-端3部分组

成。GP73也是早期近侧高尔基复合体的固有膜蛋

白,优先在人体的上皮细胞表达[18],同时,GP73还是

诊断HBV相关原发性肝癌和评估术后复发病情的标

志物,具有较高的灵敏度和特异度。GP73在良性和

恶性肝病患者中的表达均升高,在 HBV相关原发性

肝癌患者中 GP73水平最高,是良性肝病患者的20
倍[16]。有研究表明,GP73在正常的肝细胞中不表达

或者微量表达,在慢性肝炎或者酒精性肝硬化患者中

GP73水平会随着疾病的发展逐渐增加,当肝细胞发

生癌变或者携带HBV感染时,GP73血清水平会明显

升高[19]。本研究结果显示,GP73在 HBV相关原发

性肝癌组中的水平明显高于健康对照组,在有淋巴结

转移 HBV 相关原发性肝癌患者中水平较高,随着

TNM分期升高、肿瘤变大和肿瘤数量增多,GP73水

平也逐渐升高,提示GP73可能参与 HBV相关原发

性肝癌的发生。

VPIKA-Ⅱ是因维生素K缺乏而诱生的一种异常

凝血酶,因为其谷氨酸区域中的一个或者多个谷氨酸

残基不能被羧化为γ羧基谷氨酸,所以其不具有正常

的凝血酶原功能[20],同时,γ谷氨酸羧化酶需要在维

生素K与低密度蛋白结合下形成复合物,通过肝细胞

膜上的特异性受体进入细胞质与γ谷氨酸羧化酶的

活化位点相结合,进而形成具有活性的γ谷氨酸羧化

酶。HBV相关原发性肝癌细胞不具有正常的细胞膜

受体,以及维生素K的缺乏和γ谷氨酸羧化酶的不足

是VPIKA-Ⅱ升高的原因,也是形成 HBV相关原发

性肝癌的原因[21]。本研究结果显示,VPIKA-Ⅱ在

HBV相关原发性肝癌患者中呈现高表达,在有淋巴

结转移患者中的水平较高,TNM 分期的不同,肿瘤大

小的不同,肿瘤数量的不同,VPIKA-Ⅱ的水平也不

同,因此,VPIKA-Ⅱ可能为检测 HBV相关原发性肝

癌的一项重要指标。经过Pearson相关分析,MIF与

GP73呈正相关,MIF与 VPIKA-Ⅱ呈正相关,GP73
与VPIKA-Ⅱ呈正相关,说明 MIF、GP73、VPIKA-Ⅱ
均在 HBV相关原发性肝癌患者的诊断中起着重要

作用。
综上所述,MIF、GP73、VPIKA-Ⅱ在 HBV相关

原发性肝癌中的水平明显升高,与 HBV相关原发性

肝癌患者有无淋巴结转移、TNM 分期、肿瘤大小和肿

瘤数量关系密切,三者均参与 HBV相关原发性肝癌

的发生,对HBV相关原发性肝癌的诊断具有非常重

要的作用。
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