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Abstract
AIM:To investigate the expression of survivin protein in
human hepatocellular carcinoma (HCC) and its relationship
with clinical features and prognosis of patients with HCC.

METHODS:The expression of survivin protein and the prolif-
eration of tumor cells marked by PCNA in 48 cases of HCC
were assessed by immunohistochemical method. TUNEL
method was used to detect apoptosis.

RESULTS:The survivin protein was expressed in 31 of 48
cases of HCC (64.6 %). Expression of survivin protein was
significantly higher in those of Edmondson grade Ⅲ-Ⅳ than
in those of grade Ⅰ-Ⅱ (88.0 % vs 39.1 %, P =0.013). The
ratio of proliferative index to apoptotic index was significantly
higher in HCC with positive survivin expression than that
with negative survivin expression (1.8 vs 1.1, P =0.045).
The survival rate of three years of patients with positive
survivin expression was significantly lower than that of patients
with negative survivin expression (70.6 % vs 35.5 %, P =0.011).

CONCLUSION:The expression of survivin may play an important
role in breaking the balance of proliferation and apoptosis
of HCC cells and is closely associated with prognosis of patients
with HCC.
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摘要
目的:研究survivin蛋白在人肝癌组织中的表达与临床病理

特征及预后的关系.

方法:应用免疫组织化学染色对 48 例肝癌中 survivin 蛋白

与增生细胞核抗原(PCNA)的表达情况进行检测，采用

TUNEL 方法检测细胞凋亡，结合临床病理特征及预后进

行分析.

结果:48 例肝癌中 survivin 蛋白表达阳性率为 64.6 %.

Edmondson 分级Ⅰ - Ⅱ级患者 survivin 蛋白表达明显低于

Ⅲ -Ⅳ级患者(39.1 % vs  88.0 %， P =0.013). survivin 蛋白

表达阳性者肝癌细胞增生凋亡比显著高于表达阴性者(1.8

vs  1.1， P =0.045). survivin 蛋白表达阴性患者与表达阳

性患者比较，1 a 生存率差异无显著意义，但 3 a 生存率

前者显著高于后者(70.6 % vs  35.5 %， P =0.011).

结论:survivin 蛋白对破坏肝癌细胞增生凋亡平衡、促进

肝癌细胞快速增生具有重要作用，survivin 蛋白的表达可

以作为预后不良的重要指标.
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0   引言

细胞增生与凋亡的异常与肿瘤的发生发展密切相关[1-5].
survivin 是新近发现的一种 IAP 家族成员，特异性地表
达于胚胎发育组织以及多数人类肿瘤细胞[6-9]，通过特
异性地抑制凋亡信号转导过程中最下游的效应分子
caspase-3 的活性而阻断凋亡的发生过程，在促进肿
瘤的发生发展过程中具有重要的作用[10-13]. 我们采用原
位末端标记法(TdT-mediated dUTP-biotine nickend
labeling ，TUNEL)、免疫组织化学染色技术检测肝
癌组织中细胞增生与凋亡及 survivin 表达，并结合临床
病理特征进行分析，以探讨survivin在肝癌组织中的表达
与肝癌细胞增生与凋亡异常的关系及其临床病理学意义.

1   材料和方法

1.1 材料  1994/1996年手术切除肝癌标本48例，男39例，
女 9 例；年龄 16-81(平均 48.7)岁；肿瘤直径 2.6-21(平
均 8.9) cm，其中≥ 5 cm 34 例(70.8 %)，＜ 5 cm 14
例(29.2%) ;合并门静脉癌栓或肝内转移者 22 例(45.8 %);
Edmondson Ⅰ级 5 例(10.4 %)，Ⅱ级 14 例(29.2 %)，Ⅲ
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级 19 例(39.6 %)，Ⅳ级 10 例(20.8 %);临床病理Ⅰ期 6
例(12.5 %)，Ⅱ期 14 例(29.2 %)，Ⅲ期 28 例(58.3 %).
标本均经 40 g/L 甲醛固定，石蜡包埋，5 µm 连续切
片. 羊抗人 survivin 多克隆抗体(Santa Cruz，USA) ;鼠抗
人增生细胞核抗原(proliferating cell nuclear antigen，
PCNA)单克隆抗体(武汉博士德); SP 试剂盒、DAB 试剂
盒(北京中山)；细胞凋亡原位检测试剂盒(in situ cell
death detection kit，AP，roche，USA)
1.2 方法  肝癌组织细胞凋亡的原位检测— TUNEL 染色
按照 TUNEL 试剂盒说明进行，以不含末端脱氧核苷酸
转移酶的标记液(Bottle 2:Label solution)代替 TUNEL 反
应液作阴性对照；以 DNase Ⅰ预处理 10 min 再接
TUNEL 染色步骤作阳性对照. 光镜下观察 TUNEL 染色
切片的显色反应，结合形态学改变确定凋亡细胞. 随机
选择 5 个肿瘤区内 200 倍(20 × 10倍)视野，计数癌细胞
数及凋亡细胞数，计算凋亡指数(AI)=(凋亡细胞数 / 癌
细胞数)× 100 %. 肝癌组织 PCNA 蛋白表达的免疫组织
化学染色按照 SP 法常规操作进行，以 PBS 代替一抗作
阴性对照，正常兔血清代替一抗作替代对照. 光镜下观
察免疫组化染色切片的显色反应，随机选择5个肿瘤区
内 200 倍(20 × 10 倍)视野，计数癌细胞数及染色阳性
细胞数，计算增生指数(PI)=(PCNA 染色阳性细胞数 /
癌细胞数)× 100 %. 计算细胞增生凋亡比 =PI/AI. 肝癌
组织 survivin 蛋白表达的免疫组织化学染色按照 SP 法
常规操作进行，阳性对照参照 Santa Cruz 公司提供的
阳性对照片. 光镜下观察免疫组化染色切片的显色反
应，随机选择 5 个肿瘤区内 200 倍(20 × 10 倍)视野，计
数癌细胞数及染色阳性细胞数，以百分率表示，阳性
细胞数≥ 10 % 判为阳性，阳性细胞数＜ 10 % 判为阴性.
       统计学处理  结果以均数±标准差( sx ± )表示，采
用 SPSS10.0 软件进行 χ2 检验和 t 检验分析.

2   结果

2.1 肝癌组织自发性细胞凋亡与增生  肝癌组织中PCNA
阳性产物呈棕黄色颗粒状，定位于肝癌细胞核，细胞
质未见着色. PCNA 阳性细胞在肝癌组织内呈散在分布
(图 1). 凋亡细胞胞质浓缩，细胞体积较小，核呈红色
或粉红色着染，呈碎点状，结构消失，形态不规则，大
小不一致(图2). 肝癌组织中细胞增生凋亡比与肿瘤分化
程度有关，而与其他临床病理特征如患者性别、年龄、
肿瘤直径、临床分期及门静脉癌栓或肝内转移均无关.
肿瘤分化较好者，肝癌细胞增生凋亡比明显低于分化
较差者，在 Edmondson 分级Ⅰ - Ⅱ级和Ⅲ - Ⅳ级患者
肝癌细胞增生凋亡比分别为 0.8 ± 0.4 和 2.3 ± 1.4，二
者差异极显著(P <0.001).
2.2肝癌组织survivin蛋白表达情况  survivin蛋白主要表
达于肝癌细胞质，SP 染色可见胞质内棕黄色颗粒，阳
性细胞在肝癌组织内呈散在分布(图3).48例肝细胞癌中
31 例 survivin 蛋白表达阳性，阳性表达率为 64.6 %.

survivin蛋白表达及细胞增生凋亡比与肿瘤分化程度有
关，而与其他临床病理特征如患者性别、年龄、肿
瘤直径、临床分期及门静脉癌栓或肝内转移均无关.
肿瘤分化较差者，survivin 蛋白表达率及细胞增生凋亡比
明显高于分化较好者，在Edmondson 分级Ⅰ-Ⅱ级和Ⅲ-
Ⅳ级患者survivin蛋白表达率分别为39.1 %和88.0 %二
者差异极显著(P <0.001).

图1  肝癌PCNA蛋白表达阳性呈棕黄色,定位于细胞核,散在分布.SP×400

图 2  肝癌凋亡细胞及散在的凋亡小体.TUNEL × 1 000(AP 染色)

图3  肝癌Survivin蛋白表达阳性,细胞内棕黄色细颗粒状阳性产物.SP×1 000

2.3 肝癌组织 survivin 蛋白表达与细胞增生凋亡比及预

后的关系  在 survivin 蛋白表达阳性及阴性患者，肝癌
细胞增生凋亡比分别为 1.8 ± 1.3 和 1.1 ± 1.0，二者差
异显著，survivin 蛋白表达阳性患者增生凋亡比显著高
于表达阴性者(P <0.05). 同时，survivin 表达阴性患者
与表达阳性患者比较，1 a 生存率无显著差异，但 3 a
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生存率显著高于后者，两组分别为 70.6 % 和 35.5 %
(P <0.05，表 1).

表 1  Survivin 蛋白表达与术后生存率关系

Survivin 表达  n  增生指数  凋亡指数  增生凋亡 1 a生存率   3 a生存率
        比(PI/AI)        (%)              (%)

阴性组         17     4.9 ± 5.0   5.5 ± 2.5  1.1 ± 1.0        88.2 %          70.6 %

阳性组         31 10.9 ± 9.6b  6.3 ± 3.3   1.8 ± 1.3a     67.7 %          35.5 %a

aP <0.05， bP <0.01 vs 阴性组.

3   讨论

肝癌的发生发展取决于细胞增生和死亡相互作用的结
果[14-18]. 我们采用免疫组化方法及TUNEL染色方法结合
细胞形态学观察对肝癌组织中肝癌细胞 PCNA 的表达
及肝癌细胞凋亡进行了研究.首次尝试了将细胞增生率
与凋亡率之比作为反映肝癌组织中细胞增生与凋亡的
平衡的指标.结果发现，原发性肝癌组织中细胞增生率
与凋亡率之比能够较好地反映细胞增生与凋亡的动态
平衡的破坏，他与肿瘤分化程度有关，而与其他临床
病理特征如患者性别、年龄、肿瘤直径、临床分期及门
静脉癌栓或肝内转移均无关.Edmonson分级Ⅰ-Ⅱ级患
者，细胞增生凋亡比显著低于 Edmonson 分级Ⅲ - Ⅳ
级患者. 同时在 survivin 表达阳性的患者其细胞增生凋
亡比较表达阴性患者明显升高，相应的 3 a 生存率也
显著降低. 这与 Yamamoto et al [19-22]的研究发现随着肝
癌分化程度的降低，肝癌细胞凋亡率逐渐增高，同时
细胞增生率的增高更加显著的结果是一致的.
         Ito et al [23]研究了 survivin 在人肝癌细胞株的表达
及功能，发现在所检测的 4 株肝癌细胞株中均有
survivin表达，并能够促进肝癌细胞增生，但survivin在
肝癌组织中的表达的研究至今未见报道.我们采用免疫
组织化学染色的方法观察了 48 例肝癌组织中 survivin
的表达，结果发现 31 例(64.6 %)的肝癌中有 survivin 表
达，与既往在其他类型肿瘤组织中对 survivin表达的研
究结果相类似[24-28]. 统计学分析表明，除肿瘤细胞分化
程度外，survivin 与其余临床病理因素均无显著相关
性，在 Edmonson 分级Ⅰ - Ⅱ级患者，其表达显著低
于 Edmonson 分级Ⅲ - Ⅳ级患者，这可能是分化较差
的肝癌组织中 survivin 基因表达上调的结果，但其表
达与年龄、性别、肿瘤大小、临床分期以及门静脉
癌栓及肝内转移无关，表明肝癌是一种多因素、多
阶段、长期相互作用的结果，是一个多基因、多步
骤的生物学行为改变的过程，是癌基因的激活和抑癌
基因的失活共同作用的结果，也是细胞增生与凋亡的
动态平衡失调的结果，survivn 基因在其发生发展过程
中的某一方面发挥了作用.与survivin在其他肿瘤中的研
究情况不同的是，我们发现在肝癌组织中 survivin基因
的表达与肝癌细胞凋亡指数并无明显关系，这可能是
由于在肝癌组织中影响细胞凋亡的因素太多[29-34]，导

致 survivin 的作用被掩盖.但进一步的分析表明，survivin
的表达与肝癌组织细胞增生凋亡比有关，survivin 表
达阴性者肝癌细胞增生凋亡比显著低于表达阳性者. 由
于肝癌的发生可以视为肿瘤细胞增生活跃以及凋亡抑
制打破了细胞增生与死亡的动态平衡，从而导致细胞
的无限增生与恶性转化所致[30-34]，而组织细胞的增生
凋亡比能够更好地反映细胞增生与死亡之间的动态平
衡的状态从而更好地体现其生物学行为特性，这一结
果也表明了 survivin 在破坏肝癌细胞增生与凋亡间平
衡，使肿瘤细胞获得生长优势中发挥了重要作用. 分化
较好的肝癌细胞 survivin 表达较低，这说明低分化肝癌
细胞逃避凋亡并快速增生的功能至少部分地通过
survivin 的表达而获得. survivin 表达阴性患者与表达阳性
患者比较，1 a 生存率无显著差异，但 3 a 生存率显著
高于后者.这些结果都提示survivin在肝癌的生长过程中发
挥了重要的作用，survivin 的表达可以作为预后不良的重
要指标.
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