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HIF-1α和 Rac1在肝细胞癌中的表达及其意义

王云雀 1，黄湘壹 2

（1.武汉理工大学校医院，湖北 武汉 430070；2.南华大学附属第二医院，湖南 衡阳 421001）

摘要：目的 探讨缺氧诱导因子 -1α（HIF-1α）和 Ras相关的 C3肉毒底物 1（Racl）在肝细胞癌中的表达

及其临床意义。方法 选取正常肝组织 20例、肝硬化组织 42例及肝细胞癌组织 58例，应用免疫组织化学链霉

菌抗生物素蛋白 -过氧化物酶连结法检测组织中 HIF-1α和 Racl蛋白的表达，分析其表达与临床病理特征

的关系，并结合临床资料进行分析。结果 HIF-1α主要为胞核或胞浆着色，Rac1为胞浆着色。HIF-1α蛋白

在正常肝组织中的阳性表达率为 0.0%（0/20），肝硬化组织为 45.2%（19/42），原发性肝癌组织为 81.0%（47/58），

其中高分化阳性表达率为 53.3%，中分化为 83.3%，低分化为 100.0%。HIF-1α蛋白在原发性肝癌发生、发展中

的表达依次升高（ <0.05）。且原发性肝癌组织中 HIF-1α蛋白表达与淋巴结转移有关。Rac1蛋白表达在正常

肝组织中的阳性表达率为 0.0%（0/20），癌旁肝硬化组织为 40.5%（17/42），原发性肝癌组织为 77.6%（45/58），其

中高分化阳性表达率为 60%，中分化为 73%，低分化为 94.7%。Rac1蛋白在肝癌发生、发展中的表达依次升高

（ <0.05）。肝癌组织 Rac1蛋白表达与淋巴结转移有关。HIF-1α蛋白的阳性表达率与 Rac1蛋白的阳性表达

率呈正相关（ <0.05）。结论 HIF-1α、Rac1与原发性肝癌癌变及进展有关，联合检测两者蛋白的表达有助于

判断肝癌的病变程度及预后。
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Expressions of HIF-1琢 and Rac1 and their significance in
hepatocellular carcinoma
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Abstract: Objective To explore the expressions of hypoxia inducible factor 1 (HIF -1琢) and Rac1
proteins and their clinical significance in hepatocellular carcinoma. Methods Immunohistochemistry streptavidin-
peroxidase (SP) method was used to detect the expressions of HIF -1琢and Rac1 proteins in 58 cases of
hepatocellular carcinoma, 42 cases of hepatocirrhosis and 20 cases of normal liver tissues. The findings were
analyzed on basis of follow -up information. Results The cellular staining pattern for HIF -1琢 was
predominantly in the nuclei or cytoplasm, while Rac1 was positively expressed in the cytoplasm. The positive
rates of HIF-1琢 in the normal liver tissues, the hepatocirrhosis tissue and the hepatocellular carcinoma were
0.0% (0/20), 45.2% (19/42) and 81.0% (47/58) respectively, and there were significant differences among the
three groups ( < 0.05)援 The expression of HIF -1琢 protein in the hepatocellular carcinoma was closely
correlated with the histological grade, TNM grade and lymphatic metastasis ( < 0.05). The positive rates of
Rac1 in the normal liver tissues, the hepatocirrhosis tissue and the hepatocellular carcinoma were 0.0% (0/20),
40.5% (17/42) and 77.6% (45/58) respectively, and there were significant differences among the groups ( < 0.05).
The expression of Rac1 protein in the hepatocellular carcinoma was closely correlated with the histological
grade, TNM grade and lymphatic metastasis ( < 0.05). Spearman rank correlation analysis revealed a positive
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近年来研究显示，缺氧诱导因子 1α（hypoxia

inducible factor1，HIF1α）[1-4]、Ras相关的 C3肉毒底

物 1（ras-related C3 botulinum toxin substrate 1，

Rac 1）[5-8]在许多肿瘤组织中异常表达。通过一系列

信号传导，HIF-1α、Rac1在肿瘤组织中发挥多种生

物学作用，促进新生血管的形成，参与肿瘤的发生、

侵袭及转移。HIF-1α、Racl与肝癌共同关系的研究

尚未见报道，本研究利用免疫组织化学法检测 HIF-

1α、Racl蛋白在肝癌中的表达，探讨 HIF-1α、Racl

与肝癌发生、发展的相关性，为探讨新的肝癌诊断和

治疗靶点提供理论依据。

1 资料与方法

1.1 研究对象

随机选取 2009 年 1 月 -2014 年 12 月南华大

学附属第二医院病理科原发性肝癌组织石蜡包埋标

本 58例（男性 39例，女性 19例）、癌旁肝硬化组织

石蜡包埋标本 42例（男性 31例，女性 11例），癌旁

非硬化组织石蜡包埋标本 20 例（男性 13 例，女性

7例）。其中，年龄 27～71岁，平均 49.2岁。58例肝

癌患者术前未接受放、化疗，未使用任何抗肿瘤药物。

组织学分级根据世界卫生组织 2003年肿瘤细胞分

化程度分类标准：低分化癌 19例，中分化癌 24例，

高分化癌 15 例。TNM 分期根据国际妇产科协会

2000 年修订的标准：Ⅰ期 22 例，Ⅱ期 24 例，Ⅲ期

8 例，Ⅳ期 4 例。淋巴结转移分类：无淋巴结转移

37例，有淋巴结转移 21例。上述蜡包埋标本置于

10%甲醛溶液固定，经脱水、透明、浸蜡、包埋后 4μm

连续切片，进行苏木精 -伊红染色法（hematoxylin-

eosin staining，HE）和免疫组织化学法染色。上述所

有患者的诊断经 1或 2 位经验丰富的高级职称病

理医师证实。

1.2 免疫组织化学法

采用免疫组织化学 Envision二步法试剂盒（丹

麦 DAKO公司）检测，操作步骤如下：60℃烘烤切片

2 h，石蜡切片、脱蜡、水化，90℃微波抗原热修复

2 min，依次滴加 30 ml/L双氧水 H2O2室温下灭活内

源性过氧化物酶 10 min；STAT3、p-STAT3鼠抗人一

抗（分别 1∶100，1∶150稀释）（美国 Santa Cruz公

司），4℃保存 16 h；聚合物增强剂（Envision自带）室

温孵育 20 min；酶标抗鼠 /兔聚合物（Envision自带）

室温孵育 25 min；DAB（江苏苏州碧云天有限公司）

显色。阴性对照组中以 PBS（江苏苏州碧云天有限公

司）代替一抗。

1.3 结果判定

HIF-1α和 Rac1的结果判定标准：HIF-1α的

阳性表达为细胞核或胞浆被染成浅黄色、棕黄色或

黄褐色颗粒。Racl蛋白阳性表达主要位于肿瘤细胞

的细胞质中，呈浅黄色或深黄色。

按染色强度计分：无染色为 0 分，轻度染色为

1分，中度染色为 2分，强染色为 3分；按阳性染色细

胞百分率计分：阳性细胞数≤10%为 0分，阳性细胞

数 11%～25%为 1分，阳性细胞数 26%～50%为 2分，

阳性细胞数 >50%为 3分。然后将 2类计分结果的乘

积分为以下等级：0分为（-），1～2分为（+），3～4分

为（++），5～6分为（+++）。设定（+）～（+++）为阳性

表达，（-）为阴性表达。

1.4 统计学方法

数据处理采用 SPSS 19.0统计软件，计数资料

以率（%）表示，采用 χ2检验，两两比较，校正检验

水准α=0.0125，相关分析计算 Spearman等级相关系

数， <0.05差异有统计学意义。

2 结果

2.1 HIF-1α、Racl在癌旁非硬化肝组织和原发性

肝癌组织中的表达

免疫组织化学法结果显示，HIF-1α的阳性表

达为细胞核或胞浆被染成浅黄色、棕黄色或黄褐色

颗粒。癌旁非硬化、癌旁肝硬化及原发性肝癌 3组组

织中 HIF-1α表达比较，经χ2检验，差异有统计学

意义（χ2=41.945， =0.000）（见表 1）。癌旁非硬化、

癌旁肝硬化及原发性肝癌组织中 HIF-1α 的阳性

表达率分别为 0.0%、45.2%和 81.0%，原发性肝癌组

织中 HIF-1α高于癌旁肝硬化和癌旁非硬化肝组

织（χ2=36.325和 13.910，均 =0.000），癌旁肝硬化

组织中 HIF-1α表达高于癌旁非硬化肝组织（χ2=

correlation between HIF-1琢 and Rac1 expressions in the hepatocellular carcinoma ( < 0.05). Conclusions The
expressions of HIF-1琢 and Rac1 are related to the canceration and progress of hepatocellular carcinoma, their
united application can be used to determine the degree and prognosis of hepatocellular carcinoma.

Keywords: hepatocellular carcinoma; hypoxia inducible factor -1琢; Ras -related C3 botulinum toxin
substrate 1; immunohistochemistry
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表 1 3组 HIF-1α、Rac1阳性率的比较

组别 例数 HIF-1α阳性 例（%） χ2值 值 Racl阳性 例（%） χ2值 值

癌旁非硬化组 20 0（0.0） 0（0.0）

癌旁肝硬化组 42 19（45.2） 41.945 0.000 17（40.5） 35.167 0.000

原发性肝癌组 58 47（81.0） 45（77.6）

高分化

中分化

15

24

8（53.3）

20（83.3） 12.019 0.002

9（60.0）

18（75.0） 8.299 0.016

低分化

淋巴结转移

19 19（100.0） 18（94.7）

无

有

37

21

26（70.3）

21（100.0）
7.704 0.006

25（67.6）

20（95.2）
5.898 0.015

Ⅰ、Ⅱ期

Ⅲ、Ⅳ期

分化程度

46

12

36（78.3）

11（91.7）
1.113 0.291

34（73.9）

11（91.7）
1.725 0.189

病理特征

TNM分期

例数 HIF-1α阳性 例（%） χ2值 值 Racl阳性 例（%） χ2值 值

表 2 不同病理特征的 HIF-1α、Rac1蛋白表达阳性率比较

10.038， =0.002）。

Racl 蛋白阳性染色主要定位于肿瘤细胞的细

胞质中，呈浅黄色或棕黄色。癌旁非硬化、癌旁肝硬

化及原发性肝癌 3组组织中 Racl表达比较，经χ2检

验，差异有统计学意义（χ2=35.167， =0.000）（见

表1）。癌旁非硬化、癌旁肝硬化及原发性肝癌组织

中 Racl 的阳性表达率分别为 0.0%、40.5%和

77.6%，原发性肝癌组织中 Racl高于癌旁肝硬化和

癌旁非硬化肝组织（χ2=14.293 和 32.386，均 =

0.000），癌旁肝硬化组织中 Racl表达高于癌旁非硬

化肝组织（χ2=8.276， =0.004）。

2.2 HIF-1α、Racl与原发性肝癌的组织学分级、

分期及淋巴转移的关系

根据临床分期对患者进行分组，Ⅲ、Ⅳ期和Ⅰ、

Ⅱ期原发性肝癌中，HIF-1α的阳性表达率分别为

91.7%（11/12）和 78.3%（36/46），经χ2检验，差异无

统计学意义（χ2=0.749， =0.291）；Ⅲ、Ⅳ期和Ⅰ、Ⅱ

期原发性肝癌中，Rac1的阳性表达率分别为 91.7%

（11/12）和 73.9%（34/46），经 χ2检验，差异无统计

学意义（χ2=1.725， =0.189）。见表 2。

根据组织学分化程度对患者进行分组，低、中、

高分化组 HIF-1α 的阳性表达率分别为 100.0%

（19/19）、83.3%（20/24）和 53.3%（8/15），经χ2检验，

差异有统计学意义（χ2=12.019， =0.002）。低、中、高

分化组 Rac1 的阳性表达率分别为 94.7%（18/19）、

75.0%（18/24）和 53.3%（8/15），经 χ2检验，差异有

统计学意义（χ2=8.299， =0.016）。见表 2。

根据淋巴结状态对患者进行分组，无淋巴结转

移组和淋巴结转移组 HIF-1α 的阳性表达率分别

为 70.3%（26/37）和 100.0%（21/21），经 χ2检验，差

异有统计学意义（χ2=7.704， =0.006），淋巴结转移

组 HIF-1α阳性表达率高于无淋巴结转移组；淋巴

结转移组和无淋巴结转移组原发性肝癌中，Rac1的

阳性表达率分别为 67.6%（25/37）和 95.2%（20/21），

经χ2检验，差异有统计学意义（χ2=5.898， =0.015），

淋巴结转移组 Rac1阳性表达率高于无淋巴结转移

组。见表 2。

2.3 在癌旁肝硬化组织和原发性肝癌组织中 HIF-

1α与 Rac1表达的相关性

42例癌旁肝硬化组织组织中，Racl和 HIF-1α

蛋白共同表达阳性 14例，共同表达阴性 20例，采用

Spearman等级相关性分析，Racl与 HIF-1α蛋白的

表达呈正相关（ =0.314， =0.012）。见表 3。

58例原发性肝癌组织中，Racl和 HIF-1α蛋白

共同表达阳性 40 例，共同表达阴性 6 例，采用

Spearman等级相关性分析，Racl与 HIF-1α蛋白的

表达呈正相关（ =0.486， =0.008）。见表 4。
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表 3 癌旁肝硬化组织中 HIF-1α

与 Rac1蛋白表达的关系 例

HIF-1α
Racl

合计
阳性 阴性

阳性 14 5 19

阴性 3 20 23

合计 17 25 42

表 4 原发性肝癌组织中 HIF-1α与 Rac1蛋白表达的关系

例

HIF-1α
Racl

合计
阳性 阴性

阳性 40 7 47

阴性 5 6 11

合计 45 13 58

3 讨论

肝癌是严重威胁我国人民群众健康的主要疾病

之一。近年来，肝癌的发病率有明显上升趋势，且发

病呈年轻化趋势。从正常肝组织到肝硬化直至原发

性肝癌的演变与高危型 HBV感染有关，但是一过性、

单纯的 HBV感染不足以引起细胞发生癌变，而且从

病毒感染发展到肝癌要经历相当长的一段时间。由

此可以推测肝癌的发生、发展是多个因素、多个环节

共同作用的结果。近年来，一些研究发现 HIF-1α、

Rac1蛋白与肝癌关系密切。

HIF-1α尽管在正常氧浓度下也表达，但是很快

可被泛素蛋白酶体系统所降解；而在缺氧状态时是

血管生成的核心调控因子，其降解过程被阻断，导致

HIF-1α在核内蓄积，与 β蛋白亚基结合，形成有

活性的 HIF-1启动多种下游基因[3]，至今已明确的

靶基因有 100余种，主要分为以下几类：①参与肿瘤

细胞的增殖和凋亡的基因；②编码与肿瘤侵袭和转

移相关蛋白的基因，如 ；③参与血管发育、重塑

与张力调节的基因等，如Ⅰ 、 、 和 ；

④调节红细胞生成的基因，如 ；⑤参与葡萄糖

转运代谢及胶原合成的基因[9-11]；⑥其他类基因：如

肠三叶因子（肠黏膜屏障的保护因子）。由此可见，在

上述诸多方面 -1 靶基因的编码产物发挥相

当重要的作用。

肿瘤生长到特定时期，氧的供给不能满足肿瘤生

长的需要，或因间质压力上升至肿瘤不成熟血管塌

陷时，局部微环境处于缺氧状态，这是实体性肿瘤物

理微环境的基本特征之一，可刺激宿主细胞和肿瘤细

胞合成分泌促血管生成因子，促进局部新生血管形成。

缺氧条件下 HIF-1α启动多种下游基因，如胰岛素

样生长因子 21、胰岛素样生长因子 22、血管内皮生

长因子等[3，12-13]，从而维持肿瘤细胞的能量供应，使

细胞适应缺氧状态，促进肿瘤细胞的生长和分裂，而

且可通过减少有氧代谢中反应性氧类对细胞 DNA

复制的破坏，促进肿瘤的增殖和转移。

大量免疫组织化学法证明，HIF-1α在人类多种

肿瘤中表达增加，HIF-1α通过调节不同靶基因的转

录活性及其自身的表达，参与肿瘤的增殖、凋亡、侵

袭、转移等过程，其过度表达与恶性肿瘤的不良预后

有关[14]。张咏梅等[15]对 36例肺癌组织和12例癌旁组

织采用 RT-PCR、凝胶电泳半定量方法检测 HIF-1α

的表达，结果显示，HIF-1 mRNA在癌症组织中的表

达高于癌旁组织，有淋巴结转移组和有远处转移组中

的表达高于无淋巴结转移组和无远处转移组。SHI

等 [16]研究发现，HIF1 通过促进 QSOX1 的表达有助

于胰腺癌细胞的入侵。本实验研究结果也显示，

HIF-1α蛋白在原发性肝癌组织中的表达高于癌旁

肝硬化组织组织和癌旁非硬化组织，且原发性肝癌组

织 HIF-1α表达与浸润深度、淋巴结转移、临床分

期相关。HIF-1α蛋白在癌旁非硬化组织、癌旁肝硬

化组织及原发性肝癌组织中的表达率分别为 0.0%

（0/20），145.2%（17/42）和 81.0%（47/58），其中肝癌

Ⅲ、Ⅳ期阳性表达率高于Ⅰ、Ⅱ期（91.7% vs 78.3%），

随着分化程度的降低阳性率升高（53.3%、83.3%和

100%）。伴有淋巴结转移者阳性率高于不伴有淋巴

结转移者，说明 HIF-1α蛋白高表达的肝癌具有更

强的侵袭能力，提示 HIF-1α其过度表达可能与肝

癌不良预后有关，对其表达程度的检测具有重要的

生物学和临床价值。

-1基因位于人染色体 7p22， 1基因启动

子富含 GC碱基，具有管家基因的特征，其编码产物

是小 G蛋白 Rho家族重要成员，有（Rac1、Rac2、Rac3）

3个亚型。Rac1蛋白可广泛表达于机体各组织中，

通过结合或水解 GTP核苷酸，在 GDP结合形式（失

活状态）与 GTP结合形式（激活状态）间相互转换[17]。

肿瘤组织中，活性形式的 Rac1蛋白参与通过调节细

胞丝状伪足的生成和膜皱缩 [17-19]，调节肿瘤细胞的

运动，影响肿瘤的生长。此外，Rac-1还通过增加细胞

内超氧化物阴离子，可抑制肿瘤细胞发生凋亡[6]，对

肿瘤的发展、侵袭及转移发挥重要作用。
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目前大多数实验表明，Rac1与人类恶性肿瘤的

发生、发展关系密切，在多种恶性肿瘤中呈过表达。

彭慧娟等[20]通过比较卵巢正常组织与卵巢良性浆液

性囊腺瘤组织、卵巢浆液性腺癌组织中的 Rac1蛋白

的表达水平，发现 Rac1可能影响细胞的增殖和细胞

迁移能力从而促进肿瘤细胞的恶性生物行为，导致卵

巢浆液性腺癌组织中 Rac1蛋白表达水平高于卵巢

良性浆液性囊腺瘤组织和卵巢正常组织；孙旭日等[21]

应用免疫组织化学法检测 Rac1、VEGF 在 43 例肝

细胞癌组织、43例癌旁肝组织及 21例正常肝组织

的表达，发现 Rac1蛋白在肝细胞癌组织表达高于癌

旁肝组织，可能是通过上调 VEGF的表达促进肿瘤血

管生成，参与肝细胞癌的侵袭、转移机制。田锐等[22]

分别采用 EDU 和 CCK-8方法检测 Rac1对胰腺癌

细胞增殖的影响，结果发现 Rac1可以促进胰腺癌细

胞的增殖。越来越多的报道证实，Rac1在肿瘤及其增

殖、转移过程中发挥重要作用。本实验研究结果表明，

在原发性肝癌组织中 Rac1的表达高于癌旁非硬化组

织，且与浸润深度、淋巴结转移、临床分期相关。癌旁

硬化组织 Rac1表达高于癌旁非硬化组织。Rac1蛋

白在癌旁非硬化组织、癌旁硬化组织及原发性肝癌

组织中的表达率分别为 0.0%（0/20），40.5%（17/42）

和 77.6%（45/58），其中肝癌Ⅲ、Ⅳ期阳性表达率高

于Ⅰ、Ⅱ期（91.7% vs 73.9%），随着分化程度的降低

阳性率升高（60.0%、75.0%和 94.7%）伴有淋巴结转

移者阳性率为 95.2%，高于不伴有淋巴结转移者

（67.6%）。

在某些恶性肿瘤中存在 HIF-1α和 Rac1蛋白

共同表达的情况。毕国斌等[23]应用免疫组织化学法

检测 63 例人胃癌组织和 40 例癌旁组织标本中

HIF-1α和 Rac-1的表达，发现胃癌组织中 HIF-1α

和 Rac-1的表达增加，与胃癌的侵袭性生物学行为

密切相关，且表达呈正相关。DU等[24]研究发现，Rac1

在人类乳腺癌中能激活促进 HIF-1α的表达。本研

究分析显示，HIF-1α与 Rac1的表达在肝癌前病变

及肝癌中呈正相关，提示 HIF-1α与 Rac1可能关系

密切。

综上所述，HIF-1α和 Rac1在肝癌前病变及原

发性肝癌组织中的表达水平均增高，浸润深度越深，

分化程度越低，表达水平越高。且在原发性肝癌组织

中两者的表达呈正相关，提示在肝癌的病理演变过

程中，HIF-1α与 Rac1相互间可能存在协同调控作

用，促进肝癌的进展和转移。分析两者协同作用的机

制可能为肿瘤组织中 Racl通过激活 p38 MAPK活化

HIF-1α末端活性区，提高 HIF-1α的转录活性[25]，

且通过抑制 VHL蛋白水平，Rac1可在低氧状态下增

加 HIF-1α的稳定性[26]。

总之，HIF-1α和 Rac1的联合检测有助于评价

原发性肝癌的生物学行为和预后，为早期诊断和治疗

提供理论依据。
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