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肝癌中骨形态发生蛋白 7 表达
及其与生存相关性分析 *
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摘要 ：目的  研究肝癌组织中骨形态发生蛋白 7（BMP-7）表达及其与患者预后关系。方法  免疫组织化

学及实时逆转录聚合酶链反应（real-time RT-PCR）方法分析肝癌组织、癌旁组织及非癌肝脏组织中 BMP-7

表达，选取 2010 年 1 月—2013 年 12 月江苏省连云港市第一人民医院 85 例肝癌患者的癌组织及 20 例癌旁组

织标本，以肝血管瘤及肝脏外伤患者 14 例为良性对照。研究 BMP-7 与肝癌患者临床病理特征之间关系及其

不同表达患者术后生存情况。结果  BMP-7 在肝癌组织、癌旁组织及非癌肝脏组织中表达的阳性率比较，差

异有统计学意义（P <0.05），BMP-7 的表达与患者肿瘤大小、肿瘤组织分化程度相关，其阳性表达的肝癌患

者预后较阴性表达者差。结论  BMP-7 与肝癌的发生、发展相关，可以作为预测患者预后情况的重要指标。
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Expression of BMP-7 in hepatocellular carcinoma and its 
relationship with clinical prognosis*

Kai Li, Yan-zhou Song, Wei Li
(Department of General Surgery, the First People’s Hospital of Lianyungang, 

Lianyungang, Jiangsu 222000, China)

Abstract: Objective  To study the expression of BMP-7 in hepatocellular carcinoma (HCC) and its relationship 
with clinical prognosis.  Methods  A total of 85 patients with HCC admitted into our hospital from January 2010 
to December 2013 were enrolled in this study. Twerty cases of pura -carcinoma tissnes and 14 cases of hepatic 
hemangioma or hepatic injury tissues were also collectd. Expression of BMP-7 in HCC tissues (n = 85), adjacent 
tissues (n = 20), and non-cancerous liver tissues (n = 14) was analyzed by immunohistochemistry and RT-PCR. 
Relationship between BMP-7 and clinicopathological features was investigated.  Results  The positive expression 
rate of BMP-7 in hepatocellular carcinoma, adjacent tissues and non-cancerous liver tissue was significantly different. 
The expression of BMP-7 was closely correlated to the tumor size and differentiation degree of tumor tissue. Patients 
with positive expression of BMP-7 experienced poor outcome.  Conclusion  BMP-7 may play an important role in 
the carcinogenesis and progression of HCC, which may be an important prognostic indicator.

Keywords:  liver neoplasms; bone morphogenetic protein 7; survival analysis

世界范围内的肝细胞肝癌发生率逐年增加，已经

成为肿瘤死亡的第 3 位 [1]。大多数肝癌患者的预后非

常差，每年新诊断患者数接近每年死亡的数量 [2]。这一

可怕局面源于缺乏早期诊断、大多数可发展为肝癌的
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肝硬化恶化以及肝癌化疗的高耐药性 [3]。转化生长因

子（transforming growth factor, TGF）在肝纤维化及肝

硬化中起到重要作用，作为超家族成员中最大的一族，

骨形态发生蛋白（bone morphogenetic protein, BMP）具

有抗纤维化作用，在细胞的增殖、分化及凋亡中扮演

着重要的角色。既往已经在体外经过分子、细胞水平

验证 BMP-7 在肝癌相关细胞中发挥促生成作用 [4-5]，

但 BMP-7 在肝癌组织中的表达及其与患者预后的关

系尚未见诸报导，本研究旨在揭示 BMP-7 在不同肝

脏组织中的表达，并探究其与肝癌患者预后的关系，

为进一步研究肝癌发生、发展的分子生物学机制打下

基础。

1    资料与方法

1.1    试剂与仪器

兔抗人多克隆 BMP-7 抗体（美国 Proteintech 公

司），DAB 显色试剂盒、磷酸盐缓冲生理盐水（PBS）、

即用型免疫组织化学 EliVision plus 试剂盒（武汉博

士德生物工程有限公司），SYBR PCR 试剂盒（日本

TaKaRa 生物工程公司）。UV 分光光度计（上海精密

仪器仪表有限公司）。

1.2    方法

1.2.1      实验资料    于连云港市第一人民医院生物标

本库中取得 2010 年 1 月—2013 年 12 月间手术切除

的肝癌组织 85 例及 20 例癌旁组织标本（距肿瘤边缘

1 cm），以肝血管瘤及肝脏外伤患者 14 例手术标本作

为良性对照。上述组织术后均经病理检测证实其诊断。

1.2.2    免疫组织化学检测    按说明书基本操作流程操

作，BMP-7 一抗加入 PBS 稀释浓度为 1 ∶ 200，BMP-7

二抗用 PBS 稀释为 1 ∶ 6。

1.2.3      肝脏组织总 RNA 的提取、RNA 逆转录、实

时逆转录聚合酶链反应    依据说明书逐步提取肝脏组

织总 RNA，通过 UV 分光光度计检测在 260 和 280 nm

波长处的吸光度后置入 -80℃冰箱冷冻保存。根据逆

转录试剂盒说明书，将 1 μg RNA 逆转录为 cDNA（20 μl

逆转录反应体系）。实时逆转录聚合酶链反应（real-time 

reverse transcription-polymerase chain reaction, real-time 

RT-PCR），以 β-actin 作为内参，25 μl 反应体系（包

括逆转录产物 1 μl，2×PCR 反应 mix 12.5 μl，正向

引物 1 μl，反向引物 1 μl，dH2O 9.5 μl），反应条件 ：

95℃预变性 5 min，95℃变性 10 s，60℃退火及延伸

30 s，共持续 35 个循环。

1.3    肝癌组织、癌旁组织及非癌肝脏组织 BMP-7
免疫组织化学检测

对应生物标本库中所取患者信息，选取相应肝癌

组织石蜡标本、癌旁组织石蜡标本及非癌肝脏组织石

蜡标本，上述组织术后均经病理检测证实其诊断。对

肝癌组织、癌旁组织及非癌肝脏组织 BMP-7 进行免

疫组织化学检测，石蜡切片脱蜡、水化、微波抗原修

复，3% 过氧化氢除去内源性过氧化物酶，BMP-7 免

疫组织化学检测按试剂盒说明书进行，DAB 染色，苏

木素复染，梯度乙醇一二甲苯脱水，封片。显微镜下

观察，胞核内出现棕黄色颗粒者为免疫组织化学染色

BMP-7 阳性细胞。

1.4    结果判定标准

按细胞胞核内出现棕黄色颗粒为阳性信号，每张

切片光学显微镜下查看 5 个随机的视野（400 倍），再

用随机的方法选择 200 个细胞，计算 BMP-7 表现阳

性的百分比，取均值 ；BMP-7 阳性细胞≥ 10% 判定

为组织 BMP-7 阳性。

1.5    统计学方法

数据分析采用 SPSS 18.0 统计软件，计数资料采

用例表示，采用 χ2 检验，计量资料以均数 ± 标准

差（x±s）表示，采用单因素方差分析，两两比较采

用 SNK-q 检验，应用 Kaplan-Meier 生存法统计绘制

BMP-7 阳性表达与阴性表达患者生存曲线，Logrank

检验比较 BMP-7 表达对肝癌患者远期生存率的影响，

P <0.05 为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    BMP-7 在肝癌组织、癌旁组织、非癌肝脏
组织中的表达

肝癌组织中 BMP-7 阳性率为 77.6%，癌旁组织

中 BMP-7 阳性率为 55.0%，非癌肝脏组织 BMP-7 阳

性率为 35.7%，BMP-7 在 3 种组织中表达的阳性率比

较，差异有统计学意义（χ2=12.035，P =0.002）（见表

1）。肝癌组织中 BMP-7 表达高于癌旁组织及非癌肝

脏组织，且阳性率从非癌肝脏组织、癌旁组织到肝癌

组织呈现递减现象。

肝癌组织、癌旁组织及非癌肝脏组织 BMP-7 的

表达见图 1。肝癌组织阳性表达细胞数为（173.6± 

20.4）个，癌旁组织（65.4±36.9），非癌肝脏组织（29.4± 

7.8）个，经单因素方差分析，差异有统计学意义（F = 

365.016，P =0.000）， 各 组 BMP-7 表 达 的 水 平 有 差
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异 ；与肝癌组织比较，癌旁组织及非癌肝脏组织中

可见 BMP-7 阳性表达细胞数较少，进一步两两比较

显示，与癌旁组织比较，肝癌组织中 BMP-7 阳性表

达细胞数增多（q =26.714，P =0.042）；与非癌肝脏

组织比较，肝癌组织中 BMP-7 阳性表达细胞数增多

（q =30.677，P =0.021）。BMP-7 在肝癌组织、癌旁组

织、非癌肝脏组织中的表达分别为（2.213±0.210）、

（1.126±0.182）及（0.786±0.319），经单因素方差分

析，差异有统计学意义（F =392.607，P =0.000），各

组 BMP-7 的表达水平有差异 ；进一步两两比较显

示，肝癌组织中 BMP-7 相对表达量较癌旁组织增高

（q =3.361，P =0.019）；肝癌组织中 BMP-7 相对表达

量较非癌肝脏组织增高（q =2.805，P =0.032）（见图 2）。

2.2    BMP-7 与肝癌患者临床病理特征的关系

与 BMP-7 阴性组织比较，BMP-7 阳性组织的肿

表 1    BMP-7 在肝癌组织、癌旁组织及非癌肝脏组织中的

表达情况    例（%）

组别 n BMP-7 阳性 BMP-7 阴性

肝癌组织 85 66（77.6） 19（22.4）

癌旁组织 20 11（55.0） 9（45.0）

非癌肝脏组织 14 5（35.7） 9（64.3）

表 2    BMP-7 表达与肝癌临床病理特征之间的关系

临床病理 
特征

阴性 
例数

阳性 
例数

阳性率 / 
%

χ2 值 P 值

性别

    男 11 40 78.4
0.050 0.832

    女 8 26 76.5

年龄

    <50 岁 9 33 78.6
0.040 0.840

    ≥ 50 岁 10 33 76.7

肿瘤直径

    >5 cm 7 49 89.1
9.180 0.006

    ≤ 5 cm 12 17 53.1

    A  肝癌组织     B  癌旁组织                C  非癌肝脏组织

图 1    BMP-7 在不同组织中的表达    （免疫组织化学法 ×400）

瘤直径、分化程度及 2 年生存率的比例降低，差异有

统计学意义（P <0.05）；组织分型上，低、未分化组

织 BMP-7 阳性表达较中、高分化组织高，差异有统

计学意义（P <0.05）。性别、年龄及术后肿瘤是否复

发的 BMP-7 表达差异无统计学意义（P >0.05）。见表 2。

2.3    BMP-7 在肝癌的表达与患者预后生存之间的
关系

与 BMP-7 阴性表达患者比较，BMP-7 阳性表达

患者的总生存率降低（χ2=8.132，P=0.004）。见图 3。1 ：肝癌组织 ；2 ：癌旁组织 ；3 ：非癌肝脏组织
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非癌肝脏组织中的表达
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续表 2

临床病理 
特征

阴性 
例数

阳性 
例数

阳性率 / 
%

χ2 值 P 值

分化程度

    高分化 13 9 40.9

    中分化 6 26 81.3† 26.271 0.000

    低、未分化 0 31 100.0†

复发

    是 6 28 82.4
0.720 0.438

    否 13 38 74.5

术后生存

    <24 个月 5 43 89.6
9.050 0.006

    ≥ 24 个月 14 23 62.2

注：1）与高分化比较，P <0.05

3    讨论

作为 TGF 家族之一，BMP-7 从人类血小板中第一

次分离出来，同时发现它可以减少创伤的愈合时间 [6]，

继而在乳腺癌、胃癌、肾癌、结直肠癌等许多肿瘤组

织中均发现高表达的 BMP-7[7-8]。许多相关研究指出，

TGF-β 作为转化生长因子超家族可以通过相关信号通

路，在调控细胞生长、影响细胞发育、控制细胞分化

等过程中发挥作用，BMP-7 可以使前炎症细胞因子水

平下降 ；也可以促进基质金属蛋白酶的生成，以上等

研究进一步表明 BMP-7 可以使细胞的纤维化过程发

生逆转。

通过下调前炎症因子及诱导基质金属蛋白酶等进

而逆转组织细胞的纤维化 [9]。BMP-7 通过拮抗 TGF-β/

Smads 信号通路在肝脏组织细胞的慢性纤维化过程中

发挥重要的调节作用 [10-11]。TGF-β 可减弱上皮细胞的

分裂增殖，以上也可以发生在免疫细胞中，抑制增殖

的过程可以促进上皮间质转化的发生，进而促进肝脏

细胞的可塑性变化、诱导产生肝癌细胞 [12]。BMP-7

可以阻抑 TGF-β，BMP-7 在细胞中表达水平的异常

可能抑制肝癌细胞的分裂增殖，同时减弱肝癌细胞的

相关功能。

本研究结果表明，BMP-7 与肝癌的发生、发展关

系密切，其在肝癌组织中的表达远高于癌旁组织、非

癌肝脏组织，阳性表达 BMP-7 的肝癌患者其表达水平

与肿瘤大小、分化程度密切相关，且其预后较阴性表

达者差，需进一步深入的机制研究。抑制 BMP-7 的

表达或可改善肝癌患者的术后生存状况，检测 BMP-7

的表达或可成为肝癌患者预后的预测指标之一。
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四要素书写，200 ～ 500 个字。综述需中英文摘要齐全，不需按四要素
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