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原发性肝癌是最常见的恶性肿瘤之一，每年死 于肝癌的人数达 37万[1-2]。由于肝癌早期症状隐匿，

请补充结果 2.1的两个具体 P值，并保留至小数点后 3位。
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肝癌中过氧化物酶 -1的表达及临床意义

涂青松，何剪太
（中南大学湘雅医院 肿瘤科，湖南 长沙 410008）

摘要：目的 探讨过氧化物酶 -1（Prx-1）在肝癌中的表达，并评估其在肝癌诊疗中的临床价值。方法 采

用免疫组织化学方法检测患者肝癌组织和癌旁组织中 Prx-1的表达。酶联免疫吸附法（ELISA）检测血清 Prx-1

水平。结果 免疫组织化学结果表明，Prx-1在肝癌组织中的阳性表达率为 75.4%，高于癌旁组织（36.8%）（ <

0.05）。Prx-1表达与肿瘤组织中的血管内皮生长因子（VEGF）、微血管密度（MVD）呈正相关。ELISA结果表明，

与健康对照志愿者比较，肝癌患者血清 Prx-1 水平更高[（31.2±13.5）ng/ml vs（13.2±11.9）ng/ml， =0.000）。

Prx-1表达与恶性临床病理参数有相关性。血清 Prx-1与 AFP结合时，曲线下面积（AUC）明显高于单独 Prx-

1。阳性 Prx-1表达与不良总生存期（OS）及无病存活率（DFS）有相关性（ =0.002和 0.000）。多变量分析表明，

Prx-1染色是不良 OS及 DFS的独立生物标记物（ =0.035和 0.000）。结论 肝癌患者 Prx-1表达水平显著升

高，Prx-1表达上调与肿瘤血管生成密切相关，有望成为肝癌诊断和预后的标记物。
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Expression and clinical value of peroxiredoxin-1
in patients with hepatocellular carcinoma

Qing-song TU, Jian-tai HE
(Xiangya Hospital of Central South University, Changsha, Hunan 410008, P.R. China)

Abstract: 【Objective】 To investigate the expression status of Prx-1 and evaluate its clinical value in
hepatocellular carcinoma. 【Methods】 Immunohistochemistry was used to detect Prx-1 expression in phepato原
cellular carcinoma tissues and para-cancerous tissues. Enzymelinked immunosorbent assay (ELISA) method was
applied to detect the serum Prx-1 levels. 【Results】 The immunohistochemical results indicated that positive
rate of Prx-1 was ( < 0.05) higher in hepatocellular carcinoma tissues (75.4%) than in para-cancerous tissues
(36.8%). Prx-1 expression was positively correlated with vascular endothelial growth factor (VEGF) and mi原
crovessel density (MVD) in cancer tissues. The ELISA results showed that patients with hepatocellular carci原
noma had a higher serum Prx-1 level than healthy subjects [(31.2 依 13.5) ng/ml vs (13.2 依 11.9) ng/ml, =
0.001). Prx -1 expression was correlated with aggressive clinicopathological parameter. The combination of
serum Prx-1 and AFP, the area under the curve (AUC) was significantly higher than Prx-1 separate. Positive
Prx-1 expression was correlated with disappointing overall survival (OS) ( = 0.002) and disease-free survival
(DFS) ( = 0.000). Multivariate analysis showed that Prx-1 staining as an independent biomarker of poor OS
( = 0.035) and DFS ( = 0.000).【Conclusion】These findings suggest that the levels of Prx-1 expression are
significantly increased in hepatocellular carcinoma. The up-regulated Prx-1 is closely related to tumor angio原
genesis and acts as a promising tumor marker for diagnosis and prognosis of hepatocellular carcinoma.

Key words: peroxiredoxin-1; hepatocellular carcinoma; immunohistochemistry; vascular endothelial growth
factor
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难以早期诊断且易发生转移，使肝癌患者预后差，致

死率高居不下。若不对肝癌患者采取治疗措施，5年

存活率 <5%[3-4]。虽然肝癌治疗已取得一定程度的进

展，但是肝癌患者 5年期存活率仍 <5%[5]。患者预后

不良的主要原因是 80%肝癌患者确诊时已处于晚

期，且由于局部浸润和远端转移，失去根治性手术

机会[6]。因此，寻找肝癌早期诊断和临床愈后的标记

物已成为当务之急。

过氧化物酶 -1（Peroxiredoxin-1，Prx-1）属于巯

基特异性抗氧化蛋白家族成员，可调节过氧化氢水

平，介导信号转导通路[7]。Prx-1参与细胞增殖、分化

和凋亡等多种生物功能的调节[8]。近年来研究表明，

Prx-1在乳腺、肺、泌尿系统和胃癌等人类肿瘤中过

表达[9-16]。

SHEN等[17]通过二维凝胶电泳和质谱分析发现，

肝癌中 Prx-1表达上调。但是 Prx-1表达上调对肝癌

的临床意义尚不清晰。因此，本实验采用免疫组织化

学法分析 114 例患者肝癌组织及其相应癌旁组织

中 Prx-1的表达，另外还检测肝癌组织中血管内皮

生长因子（vascular endothelial growth factor，VEGF）

和 CD31的表达；并分析 Prx-1 表达与 VEGF、微血

管密度（microvessel density，MVD）、临床病理特征及

患者存活率的相关性。使用酶联免疫吸附法（en-

zymelinked immunosorbent assay，ELISA）检测患者血

清中 Prx-1含量，探讨患者术前血清 Prx-1水平与临

床病理特征的相关性，评估 Prx-1在肝癌筛查中的

作用价值。

1 资料与方法

1.1 研究对象

选取 2010 年 1 月 -2010 年 12 月湖南省肿瘤

医院医院的肝癌病例，114例肝癌组织标本，所有患

者行手术治疗，手术前未行放射及化学药物治疗，经

病理确诊为肝癌，患者年龄 29～63岁，中位年龄（48

±2.1）岁。114例肝癌患者中，年龄≥60岁 49例，<

60岁 65例；肿块直径 <2 cm患者 65例，≥2 cm患

者 49例；肝癌组织学分级标准参照肝和肝内胆管肿

瘤组织学分类（世界卫生组织 2000年标准），组织学

分级：G1级 21例，G2级 39例，G3级 54例；肝癌分期

标准参照 2002年版美国癌症联合委员会（Amercian

Joint Committee on cancer，AJCC）标准，TNM分期：

Ⅰ、Ⅱ期 72例，Ⅲ、Ⅳ期 42例；所有患者中伴有淋巴

结转移 68例，无淋巴结转移 46例。所有患者接受定

期随访，直至死亡或随访结束（2014年12月）。评价

随访期为 33.6个月（6～42个月）。患者定期接受身

体检查、超声检查，如有必要进行 CT扫描。总生存期

（overall survival，OS）是指手术至死亡的间隔时间。

1.2 免疫组织化学法

免疫组织化学法染色检测肝癌及其相应癌旁组

织中 Prx-1、VEGF及 CD34的表达。切取癌组织、癌

旁组织及正常组织，福尔马林固定 24 h，酒精逐级

脱水，石蜡包埋，然后制成组织切片，脱腊至水，磷

酸盐缓冲溶液（phosphate buffer saline，PBS）振洗 3

min×3；3%双氧水 H2O2封闭 30 min，以消除内源性

过氧化物酶活性，防止非特异性染色，PBS振洗 3

min×3；3 mol/L尿素消化 30 min，充分暴露抗体，柠

檬酸修复，PBS振洗 3 min×3；用滤纸擦干后置于湿

盒内，37℃正常血清封闭 30 min；滴加 3μg/ml 一

抗，置于 4℃冰箱过夜；第 2天将切片取出后 37℃复

温 30 min，PBS振洗 3 min×3；滴加二抗，37℃湿盒

内孵育 30 min，PBS振洗 3 min×3；滴加亲和素 -生

物素 -过氧化物酶复合物（avidin-biotin-peroxidase

complex technique，ABC），37℃湿盒内孵育 30 min，

PBS振洗 3 min×3；二氨基联苯胺（Diaminobenzidine，

DAB）显色 20 min，自来水充分冲洗，苏木素淡染，酒

精逐级脱水、透明、封片。

1.3 结果判定

采用双盲法观察阳性结果。所有免疫组织化学

染色结果经过湖南省肿瘤医院两位病理科副教授独

立判定。Prx-1阳性定位于肝癌组织中的细胞核，阳

性染色成棕黄色，光镜下每张切片中选取癌细胞较

多的 5个高倍视野（×200），每个视野计数 100个细

胞。细胞核呈棕黄色至棕黑色细胞数 >10%为阳性

（+），≤10%或无着色为阴性（-）。CD34和 VEGF以

细胞质和 /或胞核内出现棕黄色颗粒为阳性。高倍

镜观察 5个视野，判断标准：棕黄色细胞 >5%为阳

性（+），≤5%或无着色为阴性（-）。

1.4 ELISA法

采用 ELISA 法检测肝癌患者血清中 Prx-1 含

量，试剂盒购自美国 R&D公司，按试剂盒说明书进

行操作。

1.5 统计学方法

采用 SPSS 19.0统计软件进行数据分析，计量资

料以均数±标准差（x±s）表示，用 检验或单因素

方差分析，计数资料以率表示，用χ2检验和Spear-

man相关检验分析免疫组织化学结果。使用受试者
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表 1 Prx-1表达与 VEGF、MVD的相关性 例

免疫组织化学
VEGF MVD

- +/++ 值 低 高 值 值

Prx-1阳性 22 6
0.315 0.003

19 9
0.241 0.026

Prx-1阴性 17 69 14 72

值

图 2 血清 Prx-1、AFP及 Prx-1联合 AFP

诊断肝癌的 ROC曲线
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工作特征曲线（receiver operating characteristic curve，

ROC）分析、评估血清 Prx-1、CA19-9及联合诊断肝

癌的潜力。使用卡普兰 Meier法绘制生存曲线，存活

率的比较用对数秩检验。使用 Cox回归模型确定术后

肝癌患者独立预后因素。所有检验为双侧检验， <

0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 Prx-1和 VEGF在肝癌组织中的表达

免疫组织化学结果显示，不同染色强度的 Prx-

1局部存在于肝癌细胞细胞质中（见图 1）。与相邻

的非肝癌组织比较（42/114，36.8%），肝癌组织 Prx-1

（86/114，75.4%）阳性率显著升高（ <0.05补充具体

数据并保留至小数点后 3位）。

114 例样本中，75 例肝癌组织细胞质中存在

VEGF阳性表达（65.8%）（见图 1）。Spearman秩相关

检验表明，肿瘤组织中 Prx-1与 VEGF的表达呈正相

关（ =0.315， =0.003），见表 1。

2.2 肝癌组织中 Prx-1表达与 MVD的相关性

CD34染色结果提示，平均 MVD为 13.9（2～37）

（见图 1）。Prx-1阳性表达的肝癌组织 MVD明显高

于 Prx-1 阴性表达的肝癌组织 [（14.9±7.7） vs

（10.9±7.0）， <0.05补充具体数据并保留至小数点

后 3位）。MVD≥均值认为是高 MVD，而 MVD<均

值认为是低 MVD。Spearman 秩相关检验也显示，

Prx-1表达与肿瘤组织 MVD呈正相关（ =0.241， =

0.026）（见表 1）。

2.4 Prx-1表达与临床病理参数的相关性

Prx-1表达与组织学分级、神经浸润、淋巴结转

移、血清 CA19-9及 TNM分期有相关性（ =0.016、

0.004、0.007、0.025和 0.003）。而 Prx-1表达与年龄、

性别、肿瘤部位、肿瘤直径无相关。见表 2。

2.5 肝癌患者血清 Prx-1含量

ELISA结果提示，肝癌患者血清 Prx-1水平高于

正常志愿者（31.2±13.5）ng/ml vs（13.2±11.9）ng/ml，

=0.00O）。并且晚期肝癌患者血清 Prx-1水平更高

（见表 2）。本研究还通过绘制 ROC曲线评估血清

Prx-1在肝癌诊断中的准确性和可靠性。血清Prx-1

水平可区分出健康志愿者和肝癌患者 [曲线下面积

（area under curve，AUC）=0.839，（95% CI：0.754 和

0.923）]（见图 2）。与血清甲胎蛋白（alpha-fetal pro-

tein，AFP）联合检测能提高血清 Prx-1诊断肝癌的

能力，[AUC=0.913，（95%CI：0.863和 0.963）]。

A B

C D

A：Prx-1在肝癌组织中阴性表达；B：Prx-1在肝癌组织中阳性表

达；C：VEGF在肝癌组织中阴性表达；D：VEGF在肝癌组织中阳性表

达；E：CD34在肝癌组织中阴性表达；F：CD34在肝癌组织中阳性表

达

图 1 Prx-1、VEGF及 CD34在肝癌组织中的表达

（×200）

C D
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表 2 临床病理参数与 Prx-1表达的相关性

参数
肝癌组织 Prx-1表达 /例 血清 Prx-1含量 /

（ng/ml，x±s） 值
- +/++ 值

≥60岁 16 49 30.94±5.28

女 9 33 31.46±6.73

≥2 cm 11 37 30.12±3.15

G2 12 27 24.78±2.97

G3 5 49 39.62±3.52

否 25 21 22.67±3.16

Ⅲ、Ⅳ 1 41 38.53±3.76

≧40μg/ml 7 65 39.15±3.48

否 25 31 28.44±1.78

年龄

<60岁 12 37
0.316

32.28±6.49
0.529

性别

男 19 53
0.427

32.17±8.35
0.637

肿瘤直径

<2 cm 17 48
0.459

31.88±2.94
0.622

组织学分级

G1 11 10

0.029

14.29±1.85

0.024

淋巴结转移

是 3 65
0.012

40.23±5.82
0.009

TNM分期

Ⅰ、Ⅱ 27 45
0.017

28.27±4.43
0.011

AFP含量

<40μg/ml 21 21
0.008

27.64±2.71
0.015

神经侵犯

是 3 55
0.021

37.42±6.53
0.018

表 3 单因素影响肝癌患者 OS和 DFS的预后因素

参数 OS中位生存
时间 /月 值 DFS中位生存

时间 /月 值

阴性 12 7

≥60岁 24 9

女 23 7

≥2cm 16 8

G2 21 11

G3 8 6

Prx-1

阳性 29
0.002

22
0.001

年龄

<60岁 16
0.378

7
0.527

性别

男 21
0.421

9
0.674

肿瘤直径

<2cm 22
0.385

7
0.426

组织学分级

G1 32

0.026

18

0.017

图 3 卡普兰 Meier曲线分析 Prx-1表达

对肝癌患者 OS和 DFS表达的影响

B
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0
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Prx-1阴性表达（ =28）

Prx-1阳性表达（ =86）

=0.001

A
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Prx-1阴性表达（ =28）

Prx-1阳性表达（ =86）

=0.002

2.6 生存分析

采用卡普兰 Meier曲线法分析 Prx-1表达对患

者 OS和无病生存期（Disease-freesurvival，DFS）的影

响，结果表明，Prx-1阳性表达肝癌患者 OS明显较

Prx-1阴性表达短（11个月 vs 28个月， =0.002）。

Prx-1阳性表达肝癌患者 DFS明显较 Prx-1阴性表

达短（6个月 vs 21个月， =0.001）。见图 3。

单因素分析提示，Prx-1表达、组织学分级、神经

侵犯、淋巴结转移、血清 AFP及 TNM分期对 OS和

DFS的预后影响较大。多变量生存分析进一步表明，

肿瘤 Prx-1阳性是肝癌患者 OS及 DFS不良预后的

标记物[HR1=3.126，（95%CI1：1.425和 7.018）， 1=

0.035；HR2=4.805，（95%CI2：2.136和 10.812）， 2=

0.000]。另外，组织学分级、血清 AFP及 TNM分期也

是 OS和 DFS的独立预测物。见表 3。
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表 4 多因素分析影响肝癌患者 OS

和 DFS的预后因素

参数

OS DFS

HR
95%CI

HR
95%CI

值
下限 上限 下限 上限

Prx-1 3.273 1.536 7.129 0.036 4.916 2.247 10.923 0.001

组织学分级 0.269 0.188 0.425 0.029 0.461 0.204 0.677 0.003

AFP含量 1.956 0.676 5.778 0.001 1.892 1.026 5.652 0.004

TNM分期 2.851 0.764 7.682 0.003 2.544 1.385 4.782 0.002

值

中国现代医学杂志 第 25卷

3 讨论

有研究发现，Prx-1 在肺癌、胃癌、结肠癌及宫

颈癌等多种人类肿瘤中异常高表达[9-14]。本研究发现

肝癌组织中 Prx-1表达明显高于相应癌旁组织，与

以往研究结果一致[17]。另外本研究发现，与健康受试

者比较，肝癌患者血清 Prx-1含量显著升高，提示血

清 Prx-1可成为早期诊断肝癌的有效血清标记物。

尽管 AFP、γ-谷氨酰转肽酶、凝血酶原、血清岩藻

糖苷酶和酸性铁蛋白等多种血清标记物可用于肝癌

诊断，但单独使用时，这些标志物的敏感性和特异

性较低[18-20]。联合使用肝癌标记物可显著提高肝癌

诊断的敏感性和特异性[21]。

肺癌的研究证实血清 Prx-1含量在肿瘤诊断中

价值 [22]。宫颈癌中 Prx-1也有诊断意义，其与血清

CA125联合使用时可提高宫颈癌的诊断效能[14]。因

此，本研究试图探讨 Prx-1在肝癌诊断中的价值。

结果表明，根据 ROC曲线的 AUC值，血清 Prx-1与

AFP诊断肝癌的特异性和敏感性比较差异无统计

学意义。血清 Prx-1和 CA19-9联合使用时，AUC值

显著高于两者单独使用，提示血清 Prx-1与其他肿

瘤标记物联合使用能够进行有效的肝癌早期筛查。

越来越多的证据表明，Prx-1在肿瘤发生、发展

中具有重要作用[23-24]。REN等[23]报道，作为肿瘤相关

抗原，Prx-1可促进食管鳞状细胞癌恶性转化。HA

等[24]研究揭示，癌变细胞中，过量表达 Prx-1通过诱

导转变生长因子β1，促进上皮间质转化（epithelial-

mesenchymal transition，EMT）。EMT被认为是恶性肿

瘤侵袭和转移过程中的重要环节。EMT过程中，由

于恶性肿瘤细胞失去其上皮细胞特征，获得间充质

细胞特征，恶性肿瘤可迅速发展[25]。肝癌的迅速进展

取决于增强细胞外基质降解的独特肿瘤微环境因

素[26]，而且 EMT也是肿瘤微环境的重要事件。肿瘤

微环境的不同成分为 EMT提供稳定条件[27-28]。本研

究结果表明，Prx-1上调与肝癌恶性生物特性相关。

该结果充分证实，Prx-1 在肝癌进展中具有重要作

用，其可能是肿瘤微环境的重要成分之一，可能介导

肝癌中 EMT表型转化过程。Prx-1参与 EMT的调节

机制，其在肿瘤微环境中的特异作用仍需进一步深

入研究。

目前普遍认为，肿瘤血管形成在恶性肿瘤侵袭

和转移中起至关重要的作用[29-30]。如 MVD过程中，

血管生成与肝癌及其他恶性肿瘤的进展和不良预

后有相关性[31-33]。VEGF是促血管生成的特异性生长

因子，被认为是肿瘤血管生成中的重要调节物[34-35]。

以往研究表明，在乙型肝炎病毒相关肝细胞癌和胃

癌中，VEGF与 MVD有相关性[36-37]。本研究发现，肝

癌组织中 Prx-1表达与 VEGF和 MVD呈负相关，揭

示其促进肿瘤血管生成的作用可能涉及 VEGF介导

的肿瘤血管生成。目前证实在前列腺癌和肺癌中，

Prx-1可诱导 VEGF独立性肿瘤血管生成[11-12，14]。但

是 Prx-1在肝癌肿瘤血管生成中的具体作用机制尚

不明确，仍需进一步深入研究。

少数研究证实不同类型肿瘤中 Prx-1表达的诊

断意义。如 KIM[38-39]和 YONGLITTHIPAGON 等[40]的

研究表明，在术后肺癌患者中，Prx-1是提示肿瘤复

发、降低存活率的独立预测指标。LI等[41]研究提示，

阳性 Prx-1表达与 OS降低相关，且在胆囊癌患者中

可作为独立不良预后因素。HAAPASALO等[42]报道，

Prx-1表达与较短的存活率相关，可能在室管膜瘤中

起预后生物标记物作用。本研究结果提示，阳性 Prx

-1表现出不良 OS和 DFS，可作为不良预后的独立标

参数 OS中位生存
时间 /月 值 DFS中位生存

时间 /月 值

否 28 18

Ⅲ、Ⅳ 7 6

≥40μg/ml 10 9

否 28 21

淋巴结转移

是 10
0.034

5
0.029

TNM分期

Ⅰ、Ⅱ 25
0.015

19
0.009

AFP含量

<40μg/ml 29
0.012

19
0.011

神经侵犯

是 9
0.016

7
0.008

续表 3
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记物。高 Prx-1对患者预后有副作用，间接表明其基

因在促进肝癌的进展中起积极作用。但是也有不同

的研究结果，有研究发现，Prx-1是阳性雌激素受体

乳腺癌中良好预后的独立标记物[43]。因此，本研究结

果需更大样本量的研究证实。

总之，本研究发现 Prx-1在肝癌组织及肝癌患者

血清中表达升高。Prx-1上调与肿瘤血管生成、肝癌

进展密切相关。血清 Prx-1联合血清 AFP可提高肝

癌诊断能力。术后患者 Prx-1阳性表达可作为不良

OS和 DFS的独立生物标记物。该发现为进一步探讨

肝癌中 Prx-1异常高表达的生物相关性提供基础。
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