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  摘 要:目的 探讨肝细胞癌患者血浆凋亡抑制因子(BIRC5)、膜联蛋白A1(ANXA-1)抗体水平及在预后

判断中的意义。方法 将2017年5月至2019年5月在该院进行治疗的121例肝细胞癌患者作为患者组。另

外,选取同期健康体检者97例作为对照组。收集所有纳入研究者的血浆标本,采用酶联免疫吸附法检测各组

血浆BIRC5、ANXA-1抗体水平。分析血浆BIRC5、ANXA-1抗体水平与肝细胞癌患者临床病理特征的关系,
同时采用Kaplan-Meier生存曲线及多因素Cox回归分析法分析血浆BIRC5、ANXA-1抗体表达与肝细胞癌患

者预后的关系。结果 患者组血浆BIRC5a、ANXA-1抗体 水 平 均 明 显 高 于 对 照 组(P<0.05),两 组 血 浆

BIRC5b抗体水平比较差异无统计学意义(P>0.05)。肝细胞癌患者血浆中BIRC5a、ANXA-1抗体水平与临

床分期、远处淋巴转移、门静脉侵犯有关(P<0.05),而肝细胞癌患者血浆BIRC5b抗体水平与年龄、性别、肿瘤

最大径、临床分期、远处淋巴转移、门静脉侵犯均无明显关系(P>0.05)。采用受试者工作特征(ROC)曲线确

定血浆BIRC5、ANXA-1抗体水平用于诊断肝细胞癌的截断值,并根据截断值分为BIRC5抗体高表达组(42
例)、低表达组(79例)与ANXA-1抗体高表达组(43例)、低表达组(78例)。BIRC5、ANXA-1抗体高表达组3
年生存率分别高于BIRC5、ANXA-1抗体低表达组(69.05%

 

vs.
 

29.11%、62.12%
 

vs.
 

30.77%,χ2=17.844、
14.734,P<0.05)。多因素Cox回归分析显示,BIRC5抗体>1.23(HR=0.35,95%CI:0.17~0.72)、ANXA-
1抗体>1.01(HR=0.29,95%C̀I:0.16~0.53)均可作为肝细胞癌患者预后的独立保护因素(P<0.05)。结

论 血浆BIRC5、ANXA-1抗体水平在肝细胞癌患者中均升高,而且这两种抗体高水平的患者3年生存率更

高,可作为预测肝细胞癌患者预后的生物标志物。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

plasma
 

apoptosis
 

inhibitory
 

factor
 

(BIRC5)
 

and
 

annexin
 

A1
 

(ANXA-
1)

 

antibody
 

levels
 

and
 

their
 

clinical
 

prognostic
 

significance
 

in
 

patients
 

with
 

hepatocellular
 

carcinoma.Methods
 A

 

total
 

of
 

121
 

patients
 

with
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

who
 

were
 

treated
 

in
 

the
 

hospital
 

from
 

May
 

2017
 

to
 

May
 

2019
 

were
 

enrolled
 

as
 

the
 

research
 

group,and
 

97
 

healthy
 

people
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

enrolled
 

as
 

the
 

control
 

group.Plasma
 

specimens
 

from
 

the
 

people
 

enrolled
 

in
 

the
 

study
 

were
 

collected,and
 

the
 

levels
 

of
 

BIRC5
 

and
 

ANXA-1
 

antibodies
 

in
 

plasma
 

of
 

each
 

group
 

were
 

detected
 

by
 

using
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay.The
 

relationship
 

between
 

the
 

expression
 

of
 

plasma
 

BIRC5
 

and
 

ANXA-1
 

antibodies
 

and
 

the
 

clinicopatho-
logical

 

characteristics
 

of
 

patients
 

with
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

was
 

analyzed.Kaplan-Meier
 

survival
 

curve
 

and
 

multivariate
 

Cox
 

regression
 

analysis
 

were
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

relationship
 

between
 

plasma
 

levels
 

of
 

BIRC5
 

and
 

ANXA-1
 

antibodies
 

and
 

the
 

prognosis
 

of
 

patients
 

with
 

hepatocellular
 

carcinoma.Results The
 

levels
 

of
 

plasma
 

BIRC5a
 

and
 

ANXA-1
 

antibodies
 

in
 

the
 

study
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05),but
 

there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

levels
 

of
 

plasma
 

BIRC5b
 

antibodies
 

between
 

the
 

two
 

groups(P>0.05).The
 

plasma
 

levels
 

of
 

BIRC5a
 

and
 

ANXA-1
 

antibodies
 

in
 

patients
 

with
 

hepatocellular
 

carci-
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noma
 

were
 

significantly
 

correlated
 

with
 

clinical
 

stage,distant
 

node
 

metastasis,and
 

portal
 

vein
 

invasion
 

(P<
0.05).However,the

 

plasma
 

level
 

of
 

BIRC5b
 

antibody
 

in
 

patients
 

with
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

was
 

not
 

sig-
nificantly

 

related
 

to
 

age,gender,tumor
 

size,clinical
 

stage,distant
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

and
 

portal
 

vein
 

inva-
sion

 

(P>0.05).The
 

cut-off
 

value
 

of
 

plasma
 

BIRC5
 

and
 

ANXA-1
 

antibody
 

expression
 

levels
 

in
 

patients
 

with
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

was
 

determined
 

by
 

ROC
 

curve,and
 

according
 

to
 

the
 

cut-off
 

value,they
 

were
 

divided
 

into
 

BIRC5
 

antibody
 

high
 

expression
 

group(42
 

cases),low
 

expression
 

group(79
 

cases)
 

and
 

ANXA-1
 

antibody
 

high
 

expression
 

group(43
 

cases)
 

and
 

low
 

expression
 

group(78
 

cases).And
 

the
 

3-year
 

survival
 

rate
 

of
 

BIRC5
 

and
 

ANXA-1
 

antibody
 

high
 

expression
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

BIRC5
 

and
 

ANXA-1
 

anti-
body

 

low
 

expression
 

group,respectively(69.05%
 

vs.
 

29.11%,62.12%
 

vs.
 

30.77%,χ2=17.844,14.734,
P<0.05).Multivariate

 

Cox
 

regression
 

analysis
 

showed
 

that
 

both
 

BIRC5
 

antibody>1.23(HR=0.35,95%
CI:0.17-0.72)

 

and
 

ANXA-1
 

antibody>1.01(HR=0.29,95%CI:0.16-0.53)
 

could
 

be
 

used
 

as
 

independ-
ent

 

protective
 

factors
 

for
 

the
 

prognosis
 

of
 

patients
 

with
 

hepatocellular
 

carcinoma(P<0.05).Conclusion The
 

expression
 

levels
 

of
 

plasma
 

BIRC5
 

and
 

ANXA-1
 

antibodies
 

are
 

both
 

increased
 

in
 

patients
 

with
 

hepatocellular
 

carcinoma,and
 

the
 

high
 

expression
 

levels
 

of
 

both
 

antibodies
 

had
 

a
 

higher
 

3-year
 

survival
 

rate,and
 

could
 

be
 

used
 

as
 

effective
 

biomarkers
 

for
 

predicting
 

the
 

prognosis
 

of
 

patients
 

with
 

hepatocellular
 

carcinoma.
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  肝细胞癌作为我国最常见的原发性肝癌组织学

类型,约占原发性肝癌的85%~90%,同时也是造成

癌症相关死亡的第三大原因[1]。因此,为了降低病死

率,早期诊断、早期预防至关重要。随着生命医学的

发展和进步,外周血肿瘤相关抗原自身抗体与肿瘤发

病的关系逐渐受到重视。凋亡抑制因子(BIRC5)作为

凋亡抑制因子基因家族成员,具有促进癌细胞生长及

抑制细胞凋亡等作用[2];膜联蛋白A1(ANXA-1)是一

种在细胞增殖和分化、凋亡细胞吞噬清除等过程中发

挥重 要 作 用 的 因 子[3]。相 关 研 究 显 示,BIRC5、
ANXA-1在癌组织中异常表达可导致自身抗体产

生[4-5],而血液中自身抗体的检测能够为肿瘤早期诊

断提供依据。有研究表明,肺癌患者的血液中能检测

出BIRC5、ANXA-1抗体[6-7],但这两种抗体表达与肝

细胞癌预后的关系尚不清楚。因此,本研究主要探讨

肝细胞癌患者血浆BIRC5、ANXA-1抗体水平及在临

床预后判断中的意义,现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2017年5月至2019年5月在

本院进行治疗的121例肝细胞癌患者作为患者组,男
72例、女49例,年龄35~73岁、平均(56.69±6.45)
岁,分期:Ⅰ期、Ⅱ期、Ⅲ期、Ⅳ期分别31例、40例、30
例、20例。纳入标准:(1)符合《原发性肝癌诊疗规范》
中关于肝细胞癌诊断标准[8],并经病理学检查确诊;
(2)签署知情同意书;(3)意识清楚。排除标准:(1)伴
重要脏器功能障碍者;(2)伴其他恶性肿瘤者;(3)既
往进行放化疗或手术治疗者;(4)临床资料不完整或

中途退出者。另外,选取同期健康体检者97例为对

照组,男 60 例、女 37 例;年 龄 36~74 岁,平 均

(56.88±6.74)岁。所有患者出院后通过电话、上门

等方式进行3年随访,截止时间为2022年5月31日。

本研究已获本院医学伦理委员会批准。
1.2 血浆BIRC5、ANXA-1抗体检测 入院后采用

枸橼酸钠抗凝管抽取纳入研究者清晨空腹外周静脉

血5
 

mL,3
 

000
 

r/min离心10
 

min后取上层血浆,置
于-60

 

℃ 冰 箱 内 保 存。采 用 酶 联 免 疫 吸 附 法

(ELISA)进行BIRC5、ANXA-1
 

IgG抗体检测[试剂

盒购 自 吉 尔 生 化(上 海)有 限 公 司]。采 用0.1%
 

PBST溶液洗涤微孔板2次,将血浆标本用0.5%小

牛血清清蛋白稀释100倍后每孔加样50
 

μL,室温孵

育1.5
 

h,按1∶50
 

000稀释的过氧化物酶标记的羊

抗人IgG抗体50
 

μL(艾柏森生物科技有限公司),室
温下孵育1

 

h,洗板3次后显色,并在室温下避光显色

25
 

min,再加入25
 

μL终止液,15
 

min内采用自动酶

标仪检测450
 

nm标准波长和620
 

nm参考波长处吸

光度(A)。每板同时设阳性对照、阴性对照,各标本均

设复孔,测定2次。以特异性结合指数(SBR)表示血

浆 BIRC5、ANXA-1 抗 体 水 平,SBR= (A样品 -
A阴性对照)/(A阳性对照-A阴性对照)。
1.3 统计学处理 采用SPSS23.0进行统计处理,符
合正态分布的计量资料以x±s表示,组间比较采用t
检验;计数资料比较使用例数、百分比描述,组间比较

采用χ2 检验;受试者工作特征(ROC)曲线确定肝细

胞癌患者血浆 BIRC5、ANXA-1抗体截断值;采用

Kaplan-Meier生存曲线及多因素Cox回归分析法分

析血浆BIRC5、ANXA-1抗体表达与肝细胞癌患者预

后的关系。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 患者组、对照组血浆BIRC5、ANXA-1抗体水平

比较 患者组血浆BIRC5a、ANXA-1抗体水平均明

显高于对照组(P<0.05),两组血浆BIRC5b抗体水

平比较无统计学意义(P>0.05),见表1。
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表1  两组血浆BIRC5、ANXA-1抗体水平比较(x±s)

时间 n
BIRC5

BIRC5a BIRC5b
ANXA-1

患者组 121 1.36±0.50 1.10±0.26 1.26±0.36

对照组 97 1.12±0.15 1.08±0.24 0.86±0.06

t 4.564 0.584 10.819

P <0.001 0.560 <0.001

2.2 血浆BIRC5、ANXA-1抗体水平与肝细胞癌临

床病理特征的关系 肝细胞癌患者血浆 BIRC5a、
ANXA-1抗体水平与年龄、性别、肿瘤最大径均无明

显关系(P>0.05),但与临床分期、远处淋巴结转移、
门静脉侵犯有关(P<0.05),而肝细胞癌患者血浆

BIRC5b抗体水平与年龄、性别、肿瘤最大径、临床分

期、远处淋巴结转移、门静脉侵犯均无明显关系(P>
0.05),见表2。

表2  血浆BIRC5、ANXA-1抗体与肝细胞癌临床病理特征的关系

临床病理特征 n
BIRC5a

水平(x±s) t/P

BIRC5b

水平(x±s) t/P

ANXA-1

水平(x±s) t/P

年龄(岁) 0.628/0.531 0.630/0.530 0.463/0.644

 ≥55 70 1.33±0.48 1.08±0.25 1.24±0.33

 <55 51 1.38±0.56 1.11±0.27 1.27±0.38

性别 0.641/0.523 1.022/0.309 0.532/0.596

 男 72 1.39±0.54 1.14±0.36 1.29±0.44

 女 49 1.33±0.45 1.08±0.24 1.25±0.35

临床分期 2.592/0.011 0.647/0.519 2.480/0.015

 Ⅰ/Ⅱ期 71 1.20±0.41 1.09±0.22 1.20±0.30

 Ⅲ/Ⅳ期 50 1.45±0.65 1.12±0.29 1.36±0.41

远处淋巴结转移 2.041/0.043 0.332/0.741 2.611/0.010

 无 68 1.25±0.40 1.10±0.35 1.18±0.25

 有 53 1.44±0.62 1.12±0.30 1.33±0.38

门静脉侵犯 2.361/0.020 0.600/0.550 2.147/0.034

 无 65 1.21±0.42 1.08±0.26 1.20±0.26

 有 56 1.43±0.60 1.11±0.29 1.35±0.40

肿瘤最大径(cm) 0.242/0.810 0.211/0.833 0.305/0.761

 ≥5 56 1.37±0.51 1.11±0.27 1.27±0.37

 <5 65 1.35±0.49 1.10±0.25 1.25±0.35

2.3 按截断值分组 经ROC曲线分析,确定用于诊

断肝细胞癌患者的血浆BIRC5、ANXA-1抗体水平截

断值分别为1.23、1.01。分为BIRC5抗体高表达组

(BIRC5抗体水平>1.23,42例)和BIRC5抗体低表

达组(BIRC5抗体水平≤1.23,79例)与 ANXA-1抗

体高表达组(ANXA-1抗体>1.01,43例)、ANXA-1
抗体低表达组(ANXA-1抗体水平≤1.01,78例),见
图1。

2.4 肝细胞癌患者总体生存情况 肝细胞癌患者3
年总生存率为42.98%(52/121),其中BIRC5抗体高

表达组、抗体低表达组3年生存率分别为69.05%
(29/42)、29.11%(23/79),ANXA-1抗体高表达组、
抗体低表达组3年生存率分别为62.12%(28/43)、

30.77%(24/78)。BIRC5、ANXA-1抗体高表达组3
年生存率均明显高于BIRC5、ANXA-1抗体低表达组

3年生存率(χ2=17.844、14.734,均P<0.001)。

图1  血浆BIRC5、ANXA-1抗体水平诊断肝细胞癌

患者的ROC曲线

2.5 肝细胞癌患者预后的多因素Cox回归分析 多
因素Cox回归分析结果显示,临床分期、远处转移、门
静脉侵犯均能够作为影响肝细胞癌患者TACE治疗
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预后的危险因素(P<0.05),而BIRC5抗体(HR=
0.35,95%CI:0.17~0.72)、ANXA-1抗体(HR=

0.29,95%CI:0.16~0.53)可作为肝细胞癌患者预后

的独立保护因素(P<0.05),见表3。

表3  肝细胞癌患者预后多因素Cox回归分析

因素 回归系数 标准误 Wald
 

χ2 P HR(95%CI)

临床分期(Ⅲ/Ⅳ期
 

vs.
 

Ⅰ/Ⅱ期) 1.102 0.252 14.563 <0.001 3.01(1.84~4.93)

远处淋巴结转移(有
 

vs.
 

无) 0.996 0.236 23.471 <0.001 2.71(1.70~4.30)

门静脉侵犯(有
 

vs.
 

无) 1.169 0.285 16.201 <0.001 3.22(1.84~5.63)

BIRC5(>1.23
 

vs.
 

≤1.23) -1.052 0.369 25.695 <0.001 0.35(0.17~0.72)

ANXA-1(>1.01
 

vs.
 

≤1.01) -1.250 0.310 14.965 <0.001 0.29(0.16~0.53)

3 讨  论

  肝细胞癌是我国常见的消化系统恶性肿瘤之一,
根据统计发现,我国肝细胞癌发病率位居癌症的第4
位,同时也是全世界第3大癌症死亡原因[9]。该疾病

起病隐匿,多数患者早期临床症状不明显,因此一旦

确诊多为疾病晚期,而晚期肝细胞癌术后5年内的复

发率高达70%[10]。肝细胞癌发生、发展是一个复杂

的过程。有研究发现,自身免疫功能在肝细胞癌发

生、发展中发挥重要作用。肿瘤相关自身抗体(TA-
Ab)是机体对肿瘤相关抗原进行体液免疫应答的产

物,不仅具有肿瘤特异性,还与疾病的早期诊断及预

后有关[11]。目前已有研究发现,癌组织中的外周血生

物指标的异常表达可导致血浆中出现相应抗体,并且

在无症状前即可被检测,可能有助于肿瘤的早期诊断

和肿瘤进展的监测[12]。BIRC5是一种相对分子质量

15×103、基因位于染色体17q25的Survivin蛋白,其
表达与促进细胞增殖和抑制细胞凋亡有关,并且在许

多恶性肿瘤中过表达[13-14]。ANXA-1是钙离子依赖

性磷脂结合蛋白超家族成员中第一个被发现的成员,
不仅具有抗炎活性,同时可通过抑制免疫细胞聚集、
迁移及活性削弱机体免疫监视功能[15]。既往研究显

示,ANXA-1在肿瘤中表达失调,并且与肿瘤的发生、
转移、多重耐药密切相关[16]。

本研究结果显示,患者组血浆BIRC5a、ANXA-1
抗体水平均明显高于对照组(P<0.05),且与肝细胞

癌患者临床分期、远处淋巴结转移、门静脉侵犯有关

(P<0.05),而两组血浆BIRC5b抗体水平比较,差异

无统计学意义(P>0.05),说明血浆BIRC5、ANXA-1
抗体在肝细胞癌患者血浆中升高,并且可能参与疾病

发展。其中BIRC5a、BIRC5b是根据BIRC5蛋白结

构不同抗原表位设计并合成的抗原多肽,而本研究

BIRC5a、BIRC5b抗体在患者血浆中水平的差异是由

于不同抗原表位的免疫原性不同而激发机体产生的

免疫应答的能力也不同。既往研究显示,胃癌患者血

清ANXA1水平升高,与患者TNM 分期、肿瘤大小、
分化程度及淋巴结转移有一定联系[17]。有研究显示,

BIRC5表达在肾透明细胞癌中呈现上升趋势,且可作

为早期诊断及不良预后指标[18]。进一步经 ROC曲

线确定了诊断肝细胞癌的血浆BIRC5、ANXA-1抗体

水平截断值,并根据截断值分为高表达组与低表达

组。对 不 同 组 别 患 者 的 预 后 比 较 发 现,BIRC5、
ANXA-1抗体高表达组3年生存率分别高于BIRC5、
ANXA-1抗 体 低 表 达 组 (P <0.05),说 明 血 浆

BIRC5、ANXA-1抗体水平与肝细胞癌患者预后存在

密切关系,推测其抗体过度表达可能抑制肿瘤发生、
发展。可能是由于肝细胞癌的发展过程中能够导致

血浆BIRC5、ANXA-1表达上调,但随着其水平逐渐

增多可刺激机体免疫系统产生相应抗体。同时多因

素Cox回归分析结果显示,BIRC5抗体、ANXA-1抗

体均可作为肝细胞癌患者预后的独立保护因素,由此

推测BIRC5、ANXA-1抗体参与肝细胞癌发生、发展,
可作为 评 估 肝 细 胞 癌 预 后 的 有 效 指 标。BIRC5、
ANXA-1在肿瘤组织中过度表达可抑制肿瘤细胞凋

亡,促进细胞增殖[19-20],而BIRC5、ANXA-1抗体作为

机体抗肿瘤体液免疫应答的产物,其表达升高说明是

机体 机 体 免 疫 系 统 对 肿 瘤 的 抵 抗,因 此 BIRC5、
ANXA-1抗体表达升高能够达到清除肝细胞癌患者

机体中的BIRC5、ANXA-1蛋白,进而抑制BIRC5、
ANXA-1蛋白促进肝细胞癌患者进展。

综上所述,血浆BIRC5、ANXA-1抗体水平在肝

细胞癌患者中均升高,且二者抗体高水平的患者3年

生存率更高,可作为预测肝细胞癌患者预后的有效生

物标志物。但本研究仍需大规模前瞻性研究的进一

步验证。
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