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亲环蛋白 A 在肝细胞癌中的表达及临床意义

高绪仲，叶明，熊丽琴，金丹，熊雄

（武汉科技大学附属武昌医院 普外科，湖北 武汉 434000）

摘要 ：目的  探讨亲环蛋白 A（CyPA）在肝细胞癌（HCC）及血清中的表达及临床意义。方法  收集 80

例术后经病理证实为 HCC 的肝癌组织、对应癌旁组织及血清标本，另选取同期健康体检者血清标本 80 例做

为对照。采用实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）、Western blot 和免疫组织化学法检测肝癌组织及癌旁组织中

CyPA 的表达水平 ；ELISA 检测 HCC 和健康对照者血清中 CyPA 的含量 ；分析肝癌组织和患者血清中 CyPA 含

量与临床病理特征的关系 ；受试者工作曲线（ROC）分析比较血清 AFP 和 CyPA 单独或联合对肝癌的诊断价

值。结果  肝癌组织中 CyPA mRNA 和蛋白的相对表达水平为（5.66±1.77）和（3.20±1.08），高于癌旁组织的

（1.13±0.27）和（0.74±0.22）（P <0.05）；肝癌组织 CyPA 阳性率为 77.5%（60/80），高于癌旁组织 CyPA 阳性率

28.75%（23/80）（P <0.05）；HCC 患者血清中 CyPA 含量为（79.75±17.09）ng/ml，高于健康对照（16.0±63.46）

ng/ml（P <0.05）。相关性分析结果显示，不同年龄、性别、肿瘤大小和 AFP 含量的患者的 CyPA 阳性率，差异

无统计学意义（P >0.05），不同血管浸润、肿瘤包膜是否完整、不同 TNM 分期及不同 Edmondson 分级的 CyPA

阳性率，差异有统计学意义（P <0.05）；不同年龄、性别、肿瘤大小的患者的血清中 CyPA 含量，差异无统计学

意义（P >0.05）；不同血管浸润、肿瘤包膜是否完整、不同 TNM 分期、不同 AFP 含量及不同 Edmondson 分级

的患者的血清中 CyPA 含量，差异有统计学意义（P <0.05）；ROC 曲线显示 AFP 单独诊断的敏感性为 82.1%，

特异性为 79.3%，曲线下面积为 0.813（95%CI ：0.695，0.931）；CyPA 单独诊断的敏感性为 92.6%，特异性为

70.3%，曲线下面积为 0.798（95%CI ：0.654，0.943）；而 AFP 和 CyPA 两者联合诊断的敏感性为 80.9%，特异性

为 90.7%，曲线下面积为 0.909（95%CI ：0.833，0.984）。结论  CyPA 在 HCC 组织和血清中高表达，且与临床病

理特征相关，可能作为 HCC 诊断潜在的肿瘤标志物。
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Expression and clinical significance of cyclophilin in hepatocellular 
carcinoma

Xu-zhong Gao, Ming Ye, Li-qin Xiong, Dan Jin, Xiong Xiong
(Department of General Surgery, Wuchang Hospital, Wuhan University of Science and Technology, 

Wuhan, Hubei 434000, China)

Abstract: Objective  To investigate the expression and clinical significance of cyclophilin A (CyPA) in 
hepatocellular carcinoma (HCC) patients.  Methods  Totally 80 cases of hepatocellular carcinoma, who were 
confirmed by postoperative histology, were involved in this study. Tumor tissue, corresponding para-cancerous tissues 
and serum specimens were collected for further analysis. Totally 80 healthy individuals were selected as control 
group. RT-qPCR, Western blotting and immunohistochemistry (IHC) were performed to measure expression of CyPA 
in HCC tissues and para-cancerous tissues. Serum levels of CyPA were determined with ELISA. Relationship between 
CyPA and clinical characteristics was identified by statistical analysis. Receiver operating characteristics (ROC) 
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肝细胞癌（hepatocellular carcinoma, HCC）是消化

系统最常见的恶性肿瘤之一，具有发病率高、恶性程

度高和进展迅速等特点，多数首诊患者已错过治疗最

佳时期。且由于其恶性程度高，HCC 术后复发转移

率高，预后较差 [1]。因此，寻找 HCC 分子标志物对于

早期诊断和术后转移复发预警具有十分重要的意义。

亲环素 A（cyclophilin A, CyPA）为肽基脯氨酰异构酶

（PPIases）家族成员，是一种具有多种生物学功能的

可释放型蛋白质 [2]。多项研究显示，CyPA 在肝细胞

癌中表达增加且 CyPA 抑制剂可作为肝细胞癌治疗

的策略之一 [3-5]。但肝癌组织及血清中 CyPA 的表达

水平与临床病理特征的关系及其对 HCC 的早期诊断

价值尚不清楚。本研究首次探讨 CyPA 与临床病理特

征的关系及其诊断价值，为 HCC 的诊断和治疗提供

新的靶点及临床基础。

1    材料与方法

1.1    研究对象

选取 2014 年 6 月 -2016 年 6 月该院收治的 HCC

患者 80 例。纳入标准 ：①于本院初治的 HCC 患者 ；

②既往无其他恶性肿瘤病史；③不合并其他恶性肿瘤；

④行根治性肝切除手术治疗 ；⑤术后组织学病理检查

确实为 HCC ；⑥术前未经放、化疗及其他方式治疗 ；

⑦有完整的临床资料和随访资料。排除标准 ：①近 4

周内有全身性或系统性感染者 ；②合并自身免疫性疾

病或活动性免疫性疾病者 ；③严重高血压及心脏疾病

者 ；④孕妇。另收集 80 例与 HCC 患者年龄和性别构

成相匹配的 80 例健康体检者血清。所有患者签署知

情同意书，且本研究方案经医院伦理委员会批准。

1.2    材料

1.2.1       主要仪器       台式高速冷冻离心机（美国

Beckman Coulter 公 司 ）， 超 净 工 作 台（ 苏 州 苏 洁

净 化 设 备 公 司 ）， 普 通 PCR 仪（ 德 国 Eppemdorf

公 司 ）， 实 时 荧 光 定 量 PCR（quantitativereal-

timepolymerasechainreaction, qRT-PCR） 仪（ 美 国

Applied Biosystems 公司），电泳仪、电转仪及凝胶成

像系统（美国 Bio-Rad 公司），显微镜图片采集系统

（日本 Olympus 公司），多功能酶标仪（美国 Molecular 

Devices 公司）。

1.2.2    主要试剂    Trizol 试剂（美国 Invitrogen 公司），

DNase Ⅰ、逆转录试剂盒及 SYBR（日本 TaKaRa），

RIPA Buffer（美国 Thermo Fisher），SDS 蛋白上样缓

冲液（日本 TaKaRa），SDS-PAGE 凝胶配置试剂盒

（南京凯基生物科技发展有限公司），蛋白 maker（美

国 Thermo Fisher 公司），anti-CyPA（美国 Abcam 公

司），anti-GAPDH（北京中杉金桥生物技术有限公司），

HRP 标记二抗（北京中杉金桥生物技术有限公司），

ECL 发光液（美国 Thermo Fisher 公司），免疫组化试

剂盒（美国 CST 公司），CyPA ELISA 试剂盒（上海源

叶生物科技有限公司），引物（上海生工生物工程股

份有限公司）。

1.3    方法

1.3.1      qRT-PCR 检测肝癌组织和癌旁组织 CyPA 

mRNA 的表达       采用 Trizol 法提取所有组织样本

analysis compaled the diagnostic value of serum AFP and CyPA.  Results  Expression levels of CyPA on mRNA 
and protein levels in HCC patients were increased significantly compared with those in para-cancerous tissue 
[(5.66 ± 1.77) vs (1.13 ± 0.27), P < 0.05; (3.20 ± 1.08) vs (0.74 ± 0.22), P < 0.05, respectively]. The positive rate 
of CyPA in cancer tissue increased greatly when compared with para-cancerous tissue [77.5% (60/80) vs (28.75%, 
23/80), P < 0.05]. Serum level of CyPA in HCC patients was elevated significantly compared with that in healthy 
control group [(79.75 ± 17.09) ng/ml vs (16.06 ± 3.46) ng/ml (P < 0.05)]. Correlation analysis showed that age, 
gender, tumor size or AFP concentration was not associated with positive rate of CyPA in tumor tissue or serum 
concentration of CyPA (P > 0.05). Vascular invasion, tumor capsule integrity, AFP concentration and different 
TNM staging was closely associated with positive rate of CyPA in tumor tissue and serum concentration of CyPA 
(P < 0.05). ROC curve indicated that the sensitivity and specificity of AFP was 82.1% and 79.3%, respectively; 
area under the curve was 0.813 (95% CI: 0.695, 0.931). Sensitivity and specificity of CyPA was 92.6% and 70.3%, 
respectively; area under the curve was 0.798 (95% CI: 0.654, 0.943). The sensitivity of combination of AFP and 
CyPA was 80.9% and 90.7%, and the area under the curve was 0.909 (95% CI: 0.833, 0.984).  Conclusions  CyPA 
is highly expressed in HCC tissues and serum, and is closely related to clinical characteristics. It may serve as a 
diagnostic biomarker of HCC .

Keywords:  hepatocellular carcinoma; CyPA; clinicopathological features; serum; combined diagnosis
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的 RNA，DNase Ⅰ处理后，按试剂盒说明书操作将

mRNA 逆转录为 cDNA，以 cDNA 为模板，采用 CyPA

和 GAPDH 特异性引物进行 qRT-PCR 实验（引物

信息见表 1）。PCR 反应条件为 ：95℃预变性 5 min，

95℃变性 10 s，58℃退火 30 s，72℃延伸 30 s，反应设

置 40 个循环。PCR 结果显示 ：扩增曲线良好，熔解

曲线峰形单一即引物特异性良好。以 GAPDH 表达水

平为内参，按照 2- △△ Ct 计算目的基因的相对表达量，

△△ Ct=[CtCyPA-CtGAPDH]。

1.3.2      Western blot 检测肝癌组织和癌旁组织 CyPA

蛋 白 的 表 达       以 RIPA Buffer 提取总蛋白，加入

4×SDS 上样缓冲液，99℃加热 5 min 使蛋白变性。取

20 μg 总蛋白进行 SDS-PAGE 凝胶电泳，切取凝胶进

行电转，35 V 湿转过夜，5% BSA 室温封闭 1 h，PBST

洗 3 次，每次 5 min；室温孵育一抗 1 h，PBST 洗 3 次，

每次 5 min ；室温孵育二抗 30 min，PBST 洗 3 次，每

次 5 min ：室温孵育 ECL 发光液 1 min，进行凝胶成像

并拍照，以灰度值 CyPA/ 灰度值 GAPDH 计算目的蛋

白的表达变化。

1.3.3      免疫组织化学（以下简称免疫组化）检测肝

癌组织 CyPA 阳性水平    将组织切片按说明书操作行

SP 染色。CyPA 抗体同免疫印迹抗体。染色结果判定：

胞浆被染成黄色或者棕黄色判定为阳性表达，否则判

定为阴性。

1.3.4      ELISA 检测健康对照组和肝癌患者血清中

CyPA 含量    按照 ELISA 试剂盒说明书操作 ：①标准

品的加样与稀释 ；②待测样品加样 ：分别设空白孔和

待测样品孔 ；③ 37℃温育 30 min ；④洗液洗板 4 次 ；

⑤加酶标试剂 ；⑥温育并洗涤 ；⑦显色 ；⑧终止 ；⑨

测定 ：以空白孔调零，用酶标仪在相应波长下测定吸

光度（OD值），通过标准曲线计算样品中CyPA的含量。

1.4    统计学方法

数据分析采用 SPSS 19.0 统计软件，计量资料以

均数 ± 标准差（x±s）表示，比较用t 检验 ；计数资

料以率（%）表示，采用 χ2 检验，P  <0.05 为差异有

统计学意义。

2    结果

2.1    肝癌组织及癌旁组织中 CyPA 的表达

qRT-PCR 结果显示，肝癌组织和癌旁组织中

CyPA mRNA 的相对表达水平分别为（5.66±1.77）和

（1.13±0.27），两组比较，差异有统计学意义（t  = 

23.480，P  =0.000）。Wsetern blot 结果显示，肝癌组

织和癌旁组织中 CyPA 蛋白的相对表达水平分别为

（3.20±1.08）和（0.74±0.22），两组比较，差异有统

计学意义（t =19.870，P =0.000）。免疫组化结果显示，

80 例样本中，肝癌组织 CyPA 阳性率为 77.5%（60/80），

而癌旁组织CyPA阳性率为28.75%（23/80），两组比较，

差异有统计学意义（χ2=38.174，P =0.000）。见图 1。

2.2    肝癌患者和健康对照者血清中 CyPA 的含量

全自动生化分析仪检测结果显示 ：肝癌患者和健

康对照者血清中 CyPA 含量分别为（79.75±17.09）和

（16.06±3.46）ng/ml，两组比较，差异有统计学意义（t = 

32.670，P =0.000）。

2.3    肝癌组织 CyPA 阳性率及患者血清中 CyPA

含量与临床病理特征的关系

分析结果显示，不同年龄、性别、肿瘤大小和

AFP 含量的患者的 CyPA 阳性率，经 χ2 检验，差异

无统计学意义（P  >0.05），不同血管浸润、肿瘤包膜

是否完整、不同 TNM 分期及不同 Edmondson 分级的

CyPA 阳性率，差异有统计学意义（P <0.05）；不同年

表 1    CyPA 及 GAPDH 引物信息

基因 
名称

引物序列
产物大
小 /bp

CyPA 正向：5'-ACTCCTCATTTAGATGGGCATCA-3'
126

反向：5'-GAGTATCCGTACCTCCGCAAA-3'

GAPDH 正向：5'-GTCGCCAGCCGAGCCACATC-3'
107

反向：5'-CCAGGCGCCCAATACGACCA-3'

           A  肝癌组织   （×100）	               B  癌旁组织   （×40）

图 1    肝癌组织及癌旁组织中 CyPA 的表达
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龄、性别、肿瘤大小的患者的血清中 CyPA 含量，经t

检验，差异无统计学意义（P >0.05）；不同血管浸润、

肿瘤包膜是否完整、不同 TNM 分期、不同 AFP 含量

及不同 Edmondson 分级的患者的血清中 CyPA 含量，

经t 检验，差异有统计学意义（P <0.05）。见表 2。

表 2    CyPA 与临床病理特征的关系分析

病理特征
CyPA 染色

χ2 值 P 值 血清 CyPA 含量 /（ng/ml） t 值 P 值
阳性例数 阳性率 /%

年龄

    <60 岁 25 75.76
0.098 0.754

76.76±11.17
1.970 0.061

    ≥ 60 岁 37 78.12 84.01±18.93

性别

    男 34 75.56
0.223 0.637

81.40±17.82
0.979 0.331

    女 28 80.00 77.63±16.11

肿瘤大小

    <5 cm 26 86.67
2.313 0.128

84.25±18.31
1.852 0.068

    ≥ 5 cm 36 72.00 77.05±15.89

侵犯血管

    有 40 88.89
7.651 0.006

91.34±12.23
10.790 0.000

    无 22 62.86 64.85±8.86

肿瘤包膜

    完整 21 63.64
6.191 0.013

91.50±12.78
10.110 0.000

    不完整 41 87.23 62.94±11.95

TNM 分期

    Ⅰ ~ Ⅱ 6 54.55
3.854 0.050

81.50±18.50
2.170 0.033

    Ⅲ ~ Ⅳ 56 81.16 68.56±17.44

AFP

    <20 ng/ml 9 60.00
3.242 0.072

82.28±18.46
2.951 0.010

    ≥ 20 ng/ml 53 81.54 68.62±16.51

Edmondson 分级

    Ⅰ、Ⅱ 11 57.89
5.493 0.019

82.36±18.70
2.445 0.023

    Ⅲ、Ⅳ 51 83.61 71.23±16.89

图 2    CyPA 联合 AFP 诊断肝细胞癌的 ROC 曲线

1- 特异性

敏
感

性

1.0

0.8

0.6

0.4
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0          0.2        0.4         0.6         0.8         1.0

AFP
CyPA
AFP 联合 CyPA

2.4    CyPA 联合 AFP 诊断肝细胞癌的 ROC 分析

ROC 曲线检测结果显示，AFP 单独诊断的敏感

性为 82.1%，特异性为 79.3%，曲线下面积为 0.813

（95%CI ：0.695，0.931）；CyPA 单独诊断的敏感性为

92.6%，特异性为 70.3%，曲线下面积为 0.798（95%CI：

0.654，0.943）；而 AFP 和 CyPA 两者联合诊断的敏感性

为 80.9%，特异性为 90.7%，曲线下面积为 0.909（95%CI：

0.833，0.984），见图 2。
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3    讨论

肝细胞癌占原发性肝癌的 70% ～ 85%，是原发

性肝癌最常见的组织学类型，其发病率和癌症相关致

死率在全球范围内分别位列第 5 位和第 3 位。目前手

术切除是治疗肝细胞癌最有效的手段之一，但由于其

进展迅速和恶性程度高等特点，多数患者诊断时已错

过手术根治性切除的最佳时期，且由于其高复发率和

高转移率，肝细胞癌患者预后极差 [6]。因此，肝细胞

癌的早期诊断对于提高患者预后具有极其重要的临床

意义。

CyPA 是最早发现的亲环素家族蛋白，由 165 个

氨基酸组成，存在于哺乳动物所有类型细胞中。CyPA

具有肽脯氨酰顺反异构酶活性，作为分子伴侣参与体

内多种蛋白的成熟、折叠、活化、稳定及定位。此

外，亲环素 A 具有多种生物学功能 [7]，如免疫调节、

细胞生长、肿瘤发生和心血管疾病等，其与肿瘤的关

系尤为密切。文献报道 CyPA 在胰腺癌、非小细胞肺

癌和胃癌等多种肿瘤中发挥重要作用 [8-10]。近年来的

研究发现 CyPA 与肝细胞癌的发生发展密切相关，如

GONG 等 [3] 研究发现 CyPA 在 HCC 中高表达，能够促

进细胞周期从 G1 向 S 期的转变且与 TNM 分期有关 ；

ZHANG 等 [11] 研究发现 CyPA 可通过上调 MMP3 和

MMP9 促进肝癌细胞代谢 ；LEE[12] 报道 CyPA 是丙肝

病毒复制所必需的宿主因子，因此 CyPA 可作为治疗

丙肝病毒诱导的肝细胞癌的新靶标。本研究结果显示：

肝癌组织 CyPA 含量高于癌旁组织，与文献报道一致。

此外，CyPA 与肿瘤是否侵犯血管、肿瘤包膜是否完整、

TNM 分期及 Edmondson 分级有关。提示 CyPA 与肝癌

进展密切相关，但其具体机制有待进一步研究。

血清学标志物由于无创伤、可重复性强等诸多

优点已成为肿瘤诊断及复发监测的强有力工具。AFP

是目前唯一推荐在临床常规使用的肝癌肿瘤标志物，

结合肝脏超声对于无症状的高危人群进行筛查有助于

早期发现肝癌 [13]。但除肝癌外，乙型或丙型慢性活动

性肝炎、生殖系统疾病和孕妇血清中均可检测到 AFP

的异常表达 [14-15]。其他如 a-L- 岩藻糖苷酶（AFU）、

去饱和 -γ- 羧基 - 凝血酶原（DCP）、磷脂酰肌醇

聚糖 3（GPC-3）等均存在上述相似不足。因此，寻

找特异性更高的肿瘤标志物尤为重要。由于 CyPA 是

一种分泌型蛋白，可在血清中检测其含量。因此本研

究首次检测了肝癌患者血清中 CyPA 的表达水平并

分析了其与患者临床病理特征的关系，结果显示肝癌

患者血清中 CyPA 含量高于健康对照组，重要的是血

清 CyPA 与血清 AFP 具有很好的相关性，且联合检测

AFP 和 CyPA 能够提高肝癌诊断的准确性，提示 CyPA

可能是肝癌潜在的血清学标志物。但由于患者例数等

因素限制，该结论还需要大量的临床验证，尤其需要

在乙型或丙型病毒性和酒精相关性肝癌中进行大量的

验证实验。本研究为肝癌的早期诊断提供了新的思路

和临床实验基础。
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