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AGR2、LIMK1在肝癌组织中的表达及与患者预后的关系*

李小冬1,李红兵2,游宇哲3,陈志强4△
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  摘 要:目的 探讨前梯度蛋白2(AGR2)、LIM 激酶1(LIMK1)在肝癌组织中的表达及与患者预后的关

系。方法 选取2019年9月至2021年9月于威远县人民医院接受手术治疗的113例肝癌患者为研究对象。
采用免疫组织化学法对组织中AGR2、LIMK1蛋白表达进行检测,Kaplan-Meier生存曲线分析患者3年生存

率,Cox回归分析影响肝癌患者预后的因素。结果 与癌旁组织相比,肝癌组织中AGR2、LIMK1阳性率均明

显升高(P<0.05)。肝癌患者AGR2、LIMK1表达与TNM分期和分化程度有关(P<0.05)。113例肝癌患者

3年总生存率为57.52%(65/113)。肝癌组织 AGR2、LIMK1阴性表达患者3年生存率分别为73.91%(34/
46)、71.43%(30/42),均高于阳性表达患者的46.27%(31/67)、49.30%(35/71),差异有统计学意义(χ2=
8.530,P=0.003;χ2=5.291,P=0.021)。不同预后肝癌患者TNM 分期、分化程度及AGR2、LIMK1阳性表

达比较,差异有统计学意义(P<0.05)。TNM分期为Ⅲ期、肿瘤低分化程度及AGR2、LIMK1阳性表达是影响

肝癌患者死亡的危险因素(P<0.05)。结论 AGR2、LIMK1在肝癌组织中呈阳性表达,且与TNM 分期和分

化程度紧密相关,二者可能成为新的肝癌预后相关标志物,为肝癌的预后评估和个体化治疗提供新的思路。
关键词:前梯度蛋白2; LIM激酶1; 肝癌; 预后
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  肝癌作为一种普遍且致命的恶性肿瘤,对全球公

共健康构成严峻挑战,且是引发癌症相关死亡的主要

原因之一[1]。据2022年统计数据,中国新增肝癌病

例数量为431
 

383例,而死亡例数则达到412
 

216
例[2]。尽管治疗手段包括手术、放化疗等多种方式,
但部分肝癌患者在接受手术后仍面临肿瘤复发和转

移的风险,导致预后效果不佳,成为临床治疗难题[3]。
因此,寻找可靠指标来评估患者预后,并据此及时采

取有效手段进行干预,对于改善肝癌患者的预后状况

具有重要意义。前梯度蛋白(AGR)2作为AGR家族

的重要成员,在内质网(ER)中发挥关键作用,参与蛋

白质的成熟过程,并有助于维持分泌途径的稳定

性[4]。研究表明,AGR2在索拉非尼耐药细胞内呈现

高表达状态,有助于维持ER稳态和促进细胞存活,从
而对 肝 细 胞 癌 的 发 展 产 生 影 响[5]。LIM 激 酶 1
(LIMK1)作为LIM 激酶蛋白家族的一员,其磷酸化

过程与肌动蛋白细胞骨架的重新排列及细胞质分裂

等生理过程密切相关[6]。研究揭示,LIMK1在肝细

胞癌组织中过度表达,且细胞核内LIMK1水平与患

者的不良预后有关[7]。据上述相关报道推测,血清

AGR2和LIMK1在肝癌患者病情进展中具有一定作

用,但目前临床关于二者在肝癌组织中的具体表达情

况及对预后的预测作用的相关报道有限,基于此,本
研究探讨 AGR2和LIMK1在肝癌组织中的表达水

平,分析其与患者预后之间的联系,为肝癌预后评估

和个体化治疗提供新的线索。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2019年9月至2021年9月于

威远县人民医院接受手术治疗的113例肝癌患者为

研究对象,其中男66例,女47例,年龄35~75岁,平
均(52.74±9.62)岁。

纳入标准:(1)符合肝癌临床诊断标准[8],经病理

学检查确诊;(2)入组前2个月未接受过针对肝癌的

特定治疗;(3)预期生存期较长,通常超过4个月;(4)
病历资料齐全;(5)精神状况良好,能够积极配合治

疗。排除标准:(1)合并除肝癌外的其他肿瘤疾病;
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(2)肝癌已发生广泛肝外转移或肝内静脉、动脉血管

被阻塞;(3)合并心肝肾等功能不全;(4)患有原发性

胆管细胞癌等其他类型的肝病;(5)合并严重感染或

自身免疫性疾病;(6)近期使用过可能对肝脏造成损

害的药物、激素或免疫抑制剂;(7)合并血液系统疾

病。本研究已获得威远县人民医院伦理委员会审批

(编号:NJ-LLKS-2019-062)。患者或家属对本研究知

情同意并签署同意书。
1.2 方法

1.2.1 临床资料收集 收集入组患者年龄、性别、饮
酒史等资料,并记录病理特征,包括病灶数量(单发62
例,多发51例),肿瘤最大径(<5

 

cm
 

48例,≥5
 

cm
 

65例),TNM分期(Ⅰ~Ⅱ期64例,Ⅲ期49例),有无

淋巴结转移(有淋巴结转移31例,无淋巴结转移82
例)及分化程度(低分化45例,中高分化68例)。
1.2.2 免疫组织化学法检测AGR2、LIMK1蛋白表

达 将术后收集的肝癌组织和癌旁组织标本固定24
 

h,随后进行石蜡包埋,并切成5
 

μm的连续薄片。将

切片烘烤30
 

min以完成脱蜡和水化处理,接着进行

抗原修复。使用5%的山羊血清封闭切片,持续30
 

min,之 后 用 PBS 缓 冲 液 清 洗 切 片,并 分 别 加 入

AGR2、LIMK1抗体进行过夜孵育。次日加入二抗继

续孵育40
 

min,DAB显色后用苏木素进行复染。最

后,使用中性树胶进行封片,并在显微镜下拍摄并记

录图像。
评分标准:(1)阳性细胞占比评分,未发现记0

分,占比在1%~<26%记1分,26%~<51%记2
分,51%~<76%记3分,≥76%记4分。(2)染色深

浅评分:未着色记0分,浅黄色记1分,棕黄色记2

分,棕褐色记3分。将这两项评分相乘,若乘积<3,
则判定结果为阴性;若乘积≥3,则判定结果为阳性。
1.2.3 随访 对肝癌患者实施手术治疗后,通过电

话访问、门诊复查等多种方式进行为期3年的跟踪随

访,实现100%的患者随访率,随访至患者死亡或截止

时间终止,根据3年随访结果将其分为生存组(65例)
和死亡组(48例)。
1.3 统计学处理 采用SPSS27.0软件处理数据。
计数资料以例数和百分率表示,组间比较采用χ2 检

验。采用Kaplan-Meier生存曲线分析患者3年生存

率;方差膨胀因子(VIF<5),不存在共线性,采用Cox
回归分析影响肝癌患者预后的因素。以P<0.05为

差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 肝癌组织和癌旁组织 AGR2、LIMK1表达比

较 肝癌组织中 AGR2阳性率[59.29%(67/113)
 

vs.
  

18.85%(21/113)]高于癌旁组织、LIMK1阳性率

[62.83%(71/113)
 

vs.
 

23.89%(27/113)]高于癌旁

组织,差异均有统计学意义(χ2=39.379、34.884,P<
0.05)。见表1、图1。

表1  肝癌组织和癌旁组织AGR2、LIMK1
   表达比较[n(%)]

组织类型 n AGR2阳性率 LIMK1阳性率

癌旁组织 113 21(18.58) 27(23.89)

肝癌组织 113 67(59.29) 71(62.83)

χ2 39.379 34.880

P <0.001 <0.001

图1  AGR2、LIMK1蛋白在肝癌和癌旁组织中的表达(免疫组织化学,×100)

2.2 肝癌组织AGR2、LIMK1表达与患者临床病理 特征的关系 患者 AGR2、LIMK1表达与年龄、性
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别、饮酒史、病灶数量、肿瘤最大径及有无淋巴结转移

无关(P>0.05),与TNM分期和分化程度有关(P<
0.05)。见表2。
2.3 肝癌组织AGR2、LIMK1表达与患者预后的关

系 随 访 结 果 显 示,肝 癌 患 者 3 年 总 生 存 率 为

57.52%(65/113)。生存曲线分析显示,肝癌组 织

AGR2、LIMK1阴 性 表 达 患 者3年 生 存 率 分 别 为

73.91%(34/46)、71.43%(30/42),均高于阳性表达

患者的46.27%(31/67)、49.30%(35/71),差异有统

计学意义(χ2=8.530,P=0.003;χ2=5.291,P=
0.021)。见图2、图3。

表2  肝癌组织AGR2、LIMK1表达与患者临床病理特征的关系[n(%)]

临床病理特征 n
AGR2

阴性表达(n=46)阳性表达(n=67) χ2 P

LIMK1

阴性表达(n=42)阳性表达(n=71) χ2 P

年龄(岁) 0.320 0.572 0.723 0.395

 <60 48 21(45.65) 27(40.30) 20(47.62) 28(39.44)

 ≥60 65 25(54.35) 40(59.70) 22(52.38) 43(60.56)

性别 1.241 0.265 0.366 0.545

 男 66 24(52.17) 42(62.69) 23(54.76) 43(60.56)

 女 47 22(47.83) 25(37.31) 19(45.24) 28(39.44)

饮酒史 0.356 0.551 1.251 0.263

 是 48 18(39.13) 30(44.78) 15(35.71) 33(46.48)

 否 65 28(60.87) 37(55.22) 27(64.29) 38(53.52)

病灶数量 3.356 0.067 1.337 0.248

 单发 62 30(65.22) 32(47.76) 26(61.90) 36(50.70)

 多发 51 16(34.78) 35(52.24) 16(38.10) 35(49.30)

肿瘤最大径(cm) 1.880 0.170 0.723 0.395

 <5 48 16(34.78) 32(47.76) 20(47.60) 28(39.44)

 ≥5
 

65 30(65.22) 35(52.24) 22(52.38) 43(60.56)

TNM分期 11.950 0.001 13.095 0.000

 Ⅰ~Ⅱ期 64 35(76.09) 29(43.28) 33(78.57) 31(43.66)

 Ⅲ期 49 11(23.91) 38(56.72) 9(21.43) 40(56.34)

淋巴结转移 0.071 0.790 0.414 0.507

 无 82 34(73.91) 48(71.64) 32(76.19) 50(70.42)

 有 31 12(26.09) 19(28.36) 10(23.81) 21(29.58)

分化程度 8.195 0.004 9.438 0.002

 低分化 45 11(23.91) 34(50.75) 9(21.43) 36(50.70)

 中/高分化 68 35(76.09) 33(49.25) 33(78.57) 35(49.30)

图2  肝癌组织AGR2表达与患者3年总生存率的关系 图3  肝癌组织LIMK1表达与患者3年总生存率的关系
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2.4 不同预后肝癌患者的单因素分析 不同预后肝

癌患者的年龄、性别、饮酒史、病灶数量、肿瘤最大径、
淋巴结转移比较,差异均无统计学意义(P>0.05),
TNM分期、分化程度及 AGR2、LIMK1阳性表达比

较,差异均有统计学意义(P<0.05)。见表4。
表4  不同预后肝癌患者的单因素分析[n(%)]

临床病理特征 n
生存组

(n=65)
死亡组

(n=48)
χ2 P

年龄(岁) 0.385 0.535

 <60 48 26(40.00) 22(45.83)

 ≥60 65 39(60.00) 26(54.17)

性别 0.618 0.432

 男 66 40(61.58) 26(54.17)

 女 47 25(38.46) 22(45.83)

饮酒史 3.151 0.076

 是 48 23(35.38) 25(52.08)

 否 65 42(64.62) 23(47.92)

病灶数量 1.628 0.202

 单发 62 39(60.00) 23(47.92)

 多发 51 26(40.00) 25(52.08)

肿瘤最大径(cm) 0.286 0.593

 <5 48 29(44.62) 19(39.58)

 ≥5 65 36(55.38) 29(60.42)

TNM分期 12.443 <0.001

 Ⅰ~Ⅱ期 64 46(70.77) 18(37.50)

 Ⅲ期 49 19(29.23) 30(62.50)

淋巴结转移 2.671 0.102

 无 82 51(78.56) 31(64.58)

 有 31 14(21.54) 17(35.42)

分化程度 9.396 0.002

 低分化 45 18(27.69) 27(56.25)

 中/高分化 68 47(72.31) 21(43.75)

AGR2阳性表达 67 31(47.69) 36(75.00) 8.530 0.003

LIMK1阳性表达 71 35(53.85) 36(75.00) 5.291 0.021

2.5 Cox回归分析影响肝癌患者预后的因素 以肝

癌患者3年内生存情况(生存=0,死亡=1)为因变

量,以TNM分期(Ⅰ~Ⅱ期=1,Ⅲ期=0)、分化程度

(低分化=1,中高分化=0)、AGR2(阴性=0,阳性=
1)、LIMK1(阴性=0,阳性=1)为自变量,进行Cox回

归分析。结果显示,TNM分期(HR=1.458,95%CI
 

1.141~1.863)、分 化 程 度(HR=2.173,95%CI
 

1.393~3.391)及 AGR2(HR =1.642,95%CI
 

1.163~2.318)、LIMK1(HR =2.032,95%CI
 

1.162~3.552)阳性表达是影响患者死亡的危险因素

(P<0.05)。见表5。

表5  Cox回归分析影响肝癌患者预后的因素

影响因素 β SE Wald
 

χ2 P HR 95%CI

TNM分期 0.377 0.125 9.099 0.003 1.458 1.141~1.863

分化程度 0.776 0.227 11.689 0.001 2.173 1.393~3.391

AGR2 0.496 0.176 7.939 0.005 1.642 1.163~2.318

LIMK1 0.709 0.285 6.189 0.013 2.032 1.162~3.552

3 讨  论

  随着脂肪肝、糖尿病及酒精性肝硬化等风险因素

的提升,全球肝癌的死亡率正不断攀升[9]。诊断肝癌

的手段主要有CT及 MRI等[10]。目前肝癌临床治疗

可采取手术切除、肝脏移植、消融治疗及化疗栓塞等

方法[11]。但因肝癌病情隐匿、术后复发风险高及移植

成功率低等特点,治疗工作依然面临诸多难题[12]。肝

癌的发病机制至今尚未明晰,但近年来关于肝癌标志

物的 研 究 已 取 得 显 著 进 步[13]。本 研 究 旨 在 探 讨

AGR2和LIMK1在肝癌组织中的表达情况,以及二

者与患者预后的关系,为肝癌的诊治提供理论依据。
AGR2是一种含有154个氨基酸的蛋白质二硫

键异构酶,定位于人类基因组的7p21.3染色体区

域[14]。AGR2在胚胎发育及组织再生过程中扮演关

键角色,并且与多种癌症的发生发展存在关联[15]。任

松等[16]研究发现,通过表达 miR-143-5p能够降低

AGR2水平,进而遏制肝癌细胞的生长,并加速其凋

亡过程。LIMK1是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶,对
于细胞形态的维持、细胞运动及细胞分裂等生物学过

程至关重要[17]。LIMK1的异常表达与多种疾病的发

生发展有关,包括癌症、神经退行性疾病等[18]。研究

发现,LIMK1在肝癌组织及细胞内的表达提升,对肝

癌细胞的生长与扩散具有调控作用,并且涉及上皮-间
质转化过程[19]。本研究通过对肝癌患者的癌组织和

癌旁组织进行免疫组织化学法检测发现,AGR2和

LIMK1在肝癌组织中的阳性表达率均高于癌旁组

织。提示AGR2和LIMK1的异常表达可能与肝癌的

发生密切相关。进一步对患者临床特征分析显示,

AGR2和LIMK1的表达与肝癌患者的TNM 分期及

分化程度有关。表明AGR2和LIMK1的表达可能反

映肝癌的恶性程度和侵袭性,其可能参与肝癌的恶

化。AGR2作为一种分泌蛋白,参与细胞增殖、迁移

和侵袭等过程;而LIMK1作为细胞骨架调节蛋白,影
响细胞形态和运动[20-21],二者在肝癌组织中的高表达

可能共同促进肿瘤细胞的恶性生物学行为。
本研究采用 Kaplan-Meier生存曲线进一步分析

探讨AGR2和LIMK1对患者预后的影响,结果显示,

AGR2和LIMK1阴性表达患者的3年生存率高于阳

性表达患者。Cox回归进一步分析结果显示,TNM
分期为Ⅲ期、肿瘤低分化及AGR2、LIMK1阳性表达
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均是影响肝癌患者死亡的危险因素,提示 AGR2和

LIMK1可能具有作为肝癌预后预测相关标志物的潜

力。临床可通过检测肝癌组织中AGR2和LIMK1的

表达水平,更加准确地评估患者的预后情况,并据此

采取更加积极的治疗措施,如加强术后辅助治疗、密
切随访等,以降低肿瘤复发和转移的风险。但本研究

存在一定不足之处,入组样本量有限,且 AGR2和

LIMK1在肝癌发生发展过程中的具体作用机制及二

者与其他生物标志物之间的相互作用关系尚不明晰,
后续将增加样本量,扩大地域来源,进行大样本、多中

心探究,为肝癌的精准治疗和个体化治疗提供更加全

面的信息。
综上所述,AGR2和LIMK1在肝癌组织中呈阳

性表达,且与TNM分期和分化程度紧密相关,AGR2
和LIMK1可能成为新的肝癌预后相关标志物,为肝

癌的预后评估和个体化治疗提供新的思路。
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