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　　【摘要】　目的　分析膜联蛋白 Ａ２（ＡＮＸＡ２）在肝细胞性肝癌（ＨＣＣ）患者中表达的临床病理学特征及
对 ＨＣＣ的诊断价值。 方法　以自身配对法收集术后肝癌的癌灶、癌旁组织和远癌组织，以 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检
测组织中 ＡＮＸＡ２的表达，以定量 ＰＣＲ分析 ＡＮＸＡ２ ｍＲＮＡ转录水平，以免疫组化法分析 ＡＮＸＡ２ 在细胞中定
位；分组收集肝癌、良性肝病患者和健康人群外周血，以 ＥＬＩＳＡ法定量外周血中 ＡＮＸＡ２表达水平。 结果　无
论是 ＡＮＸＡ２ 还是 ＡＮＸＡ２ ｍＲＮＡ，ＨＣＣ 癌灶组织中 ＡＮＸＡ２ 表达显著高于癌旁和远癌组织（P ＜０畅００１）；
ＡＮＸＡ２在 ＨＣＣ癌灶组织中定位于胞质和胞膜，癌旁组织中定位于胞质，而远癌组织中未见明显表达；ＨＣＣ
患者血 ＡＮＸＡ２表达水平，显著高于良性肝病或健康人群（P ＜０畅０１），但与转移性肝癌组间未见明显差异。
临床病理学特征：血 ＡＮＸＡ２ 表达与 ＨＢＶ感染（ t ＝６畅８２０，P ＜０畅００１）、伴肝外转移（ t ＝３畅１９１，P ＝０畅００２）、门
静脉癌栓（ t ＝２畅８５９，P＝０畅００５）、中低程度分化（P ＜０畅００１）和 ＴＮＭ分期相关（ t ＝５畅５９４，P ＜０畅００１），但与患
者性别、年龄、肿瘤大小和 ＡＦＰ水平间未见明显相关；血 ＡＮＸＡ２ 与 ＡＦＰ联合检测，可提高肝癌诊断阳性率
（９６畅５２％）。 结论　ＡＮＸＡ２过表达有助于肝癌的诊断与鉴别。
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【Abstract】 　 Objective 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ａｎｎｅｘｉｎ Ａ ２ （ ＡＮＸＡ２ ）
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ＨＢＶ唱ｒｅｌａｔｅｄ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ （ＨＣＣ）ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｅ ｉｔｓ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｖａｌｕｅ ｆｏｒ ＨＣＣ．
Methods　Ｔｈｅ ＡＮＸＡ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ＨＣＣ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｓｅｌｆ唱ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｐｒｅｃａｎｃｅｒｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ
ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ（ＰＣＲ）ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＮＸＡ２ ｉｎ ｔｈｅｓｅ
ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＡＮＸＡ２ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ＨＣＣ ｏｒ
ｂｅｎｉｇｎ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ ｗａｓ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｌｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ唱ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｎｅｎｔ ａｓｓａｙ（ＥＬＩＳＡ）．Results　ＡＮＸＡ２
ｗａｓ ｏｖｅｒ唱ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ＨＣＣ ｔｉｓｓｕｅｓ ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｅｌｆ唱ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ａｄｊａｃｅｎｔ唱ａｎｄ ｄｉｓｔａｎｔ唱ｃａｎｃｅｒｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｒ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ．Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ＡＮＸＡ２ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ＨＣＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ａｎｙ ｇｒｏｕｐ ｏｆ
ｏｔｈｅｒ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ（P＜０畅０１）ｅｘｃｅｐｔ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅ ａｂｎｏｒｍａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＡＮＸＡ２ ｉｎ ＨＣＣ
ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗａｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＨＢＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ （ t ＝６畅８２０，P ＜０畅００１），ｅｘｔｒａｈｅｐａｔｉｃ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ （ t ＝３畅１９１，P ＝０畅００２），
ａｎｄ ｐｏｒｔａｌ ｖｅｉｎ ｔｈｒｏｍｂｕｓ （ t ＝２畅８５９，P ＝０畅００５），ｂｕｔ ｎｏｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐａｔｉｅｎｔ ｓｅｘ，ａｇｅ，ｓｉｚｅ ｏｒ ＡＦＰ ｌｅｖｅｌ．Ｔｈｅ ｊｏｉｎｔ
ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＡＮＸＡ２ ａｎｄ ＡＦＰ ｓｕｂｓｔａｎｔｉａｌｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｈｅ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ （９６畅５２％）．Conclusions　Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＡＮＸＡ２ ｒｅａｌｌｙ ｈａｖｅ ｇｏｏｄ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ＨＣＣ．

【Key words】　Ｌｉｖｅｒ ｎｅｏｐｌａｓｍｓ；　Ａｎｎｅｘｉｎ Ａ２；　Ｄｉａｇｎｏｓｉｓ；　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ，ｃｌｉｎｉｃａｌ

　　肝细胞性肝癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）为
我国常见恶性肿瘤

［１唱２］ ，手术切除和肝移植仍是最好治
疗方法，但术后患者生存率并不理想［３唱４］ ，早诊和早治
是提高生存率的有效措施

［５唱６］ 。 膜联蛋白 Ａ２（Ａｎｎｅｘｉｎ
Ａ２，ＡＮＸＡ２）是膜联蛋白家族成员之一，为钙离子依赖
的磷脂酰结合蛋白，在细胞生长、信号转导调控、恶性
转变和 ＨＣＣ发展过程中发挥着重要作用［７唱１０］ 。 ＡＮＸＡ２
在 ＨＣＣ中表达和 Ｔｙｒ２３ 残基磷酸化上调［１１唱１２］ 。 高分化
肝癌组织中诊断价值的评估表明将正弦式的 ＡＮＸＡ２
表达添加到标志物组合（ＧＰＣ３、ＨＳ唱ＧＧＴ 和 ＨＳＰ７０）中
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增加了 ＨＣＣ诊断的可靠性和客观性［１３］ 。 另外，用定量
夹心 ＥＬＩＳＡ方法检测了 ＨＣＣ 患者血 ＡＮＸＡ２ 水平［１４］ ，
它可能是一个能用于早期诊断以及监测肿瘤浸润、治
疗反应、复发和幸存的血清标志物。 然而，ＡＮＸＡ２ 在
ＨＢＶ相关的 ＨＣＣ 中的表达特征和诊断价值评估，尚未
见报道。 本文比较了 ＨＣＣ 和良性肝病患者的肝组织
和血 ＡＮＸＡ２ 表达水平，分析了 ＡＮＸＡ２ 表达的临床病
理特征和对 ＨＣＣ的诊断价值。

材料与方法

１．血清样本：在南通大学附属医院住院治疗 ＨＣＣ
患者 １１５ 例，其中男 ８８ 例，女 ２７ 例，年龄在 ２５ ～８１ 岁
（平均 ４８畅３ 岁）；其他包括慢性肝炎 ３５ 例、急性肝炎 ２８
例、肝硬化 ３８ 例和转移性肝癌 ２５ 例（包括来自肺癌、
胃癌各 ６ 例；急性髓性白血病、乳腺癌各 ３６ 例；结肠癌
３例；宫颈癌和前列腺癌各 ２ 例）；所有患者经生化检
测、病毒性标志物和超声检查确诊，于清晨采集血液
５ ｍｌ，分离血清后备用；以放射免疫法检测 ＡＦＰ 水平；
并以来自南通市中心血库的 ３０ 份健康献血员（肝炎病
毒标志物阴性且 ＡＬＴ正常）血清标本作对照。

２．肝组织标本：以自身配对法收集手术切除后
ＨＣＣ癌组织、癌旁组织（离癌灶 ＞３ ｃｍ）和远癌组织
（离癌灶＞５ ｃｍ）各 ３０份，分别于液氮中保存。 部分用
于总 ＲＮＡ提取，分析 ＡＮＸＡ２ ｍＲＮＡ 表达；部分经组织
匀浆后制备蛋白，以 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法分析 ＡＮＸＡ２ 蛋白
水平。 ＨＣＣ诊断依据全国肝癌研究协作组制定的标准
核实

［１５］ 。 根据世界医学会赫尔辛基宣言，患者均知情
同意，并经院伦理委员会批准。

３．总 ＲＮＡ提取和 ｃＤＮＡ 合成：用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂（ Ｉｎ唱
ｖｉｔｒｏｇｅｎ）分离 ５０ ｍｇ肝组织总 ＲＮＡ，琼脂糖凝胶电泳检
测总 ＲＮＡ 完整性，核酸蛋白测定仪（Ｂｉｏ唱ＲＡＤ ｓｍａｒｔ唱
ｓｐｅｃＴＭ ｐｌｕｓ）检测其浓度和纯度。 用 ｃＤＮＡ合成试剂盒
（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ）以 １ μｇ 总 ＲＮＡ 为模板同等条件下合成
ＡＮＸＡ２和β唱ａｃｔｉｎ的 ｃＤＮＡ。

４．实时定量 ＰＣＲ：用 ｓｔｅｐｏｎｅＴＭ实时定量 ＰＣＲ 仪
（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）运行 ＰＣＲ 反应。 ５０ μｌ 反应体系
包含 ２５ μｌ ２ ×ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ（ＴａＫａＲａ，Ｊａｐａｎ），
２ μｌ引物混合物，１ μｌ ５０ ×ＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ Ｉ，４ μｌ
ｃＤＮＡ和 １８ μｌ 去离子水。 ＡＮＸＡ２ 引物序列：上游 ５′唱
ＴＧＡＧＣＧＧＧＡＴＧＣＴＴＴＧＡＡＣ唱３′，下游 ５′唱ＡＴＣＣＴＧＴＣＴＣ
ＴＧＴＧＣＡＴＴＧＣＴＧ唱３′；β唱ａｃｔｉｎ引物序列：上游 ５′唱ＡＴＴＧＣ唱
ＣＧＡＣＡＧＧＡＴＧＣＡＧＡ唱３′， 下 游 ５′唱ＧＡＧＴＡＣＴＴＧＣＧＣＴ唱
ＣＡＧＧＡＧＧＡ唱３′［１６］ ，每个对照反应中不添加模版。 优化
的 ＰＣＲ条件如下：９５ ℃ ２ ｍｉｎ；９５ ℃ １０ ｓ，６２ ℃ １ ｍｉｎ，
４０ 个循环；６０ ℃ １５ ｓ，以 ２ －ΔΔＣｔ值进行相对定量分析。

５．Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ：肝组织在预冷的匀浆液中匀浆
（４ ℃），８００ ×g 离心 １０ ｍｉｎ，收集上清液，以 ＢＣＡ 法
（碧云天生物技术有限公司）测定蛋白浓度。 每个样品
取 ２０ ｍｇ蛋白上样到 １５％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺
凝胶电泳（ＳＤＳ唱ＰＡＧＥ）上，蛋白质然后转移到聚偏氟乙
烯膜上，用 ５％牛血清白蛋白 ｔｒｉｓ 缓冲液 ４ ℃封闭过
夜，孵育在抗 ＡＮＸＡ２ 和抗 β唱ａｃｔｉｎ（Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ）一抗中
４ ｈ，随后在连接有辣根过氧化物酶二抗中孵育 １ ｈ，然
后条带在化学发光系统（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，ＵＳＡ）中可视化。 用
ｉｍａｇｅ Ｊ软件分析蛋白密度。 用相对比值（ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｒａｔｅ，
ＲＲ）比较 ＡＮＸＡ２ 表达水平，ＲＲ ＝ＳＩＡＮＸＡ２ ／ＳＩβ唱ａｃｔｉｎ，ＳＩ 表
示蛋白信号强度。

６．免疫组织化学染色：采用 Ｅｌｉｖｉｓｉｏｎ 一步法进行
免疫组化。 １０％甲醛固定 ２４ ｈ、在递增稀释的乙醇中
脱水（５ ｍｉｎ／次），石蜡包埋，制成厚度 ３ μｍ 的组织切
片。 用二甲苯脱蜡 ２ 次（１０ ｍｉｎ／次），在递减稀释的乙
醇中脱水（５ ｍｉｎ／次）。 脱蜡的切片用 ｐＨ ７畅４ 的 ＰＢＳ
洗涤 ３次（５ ｍｉｎ／次），孵育在内源性过氧化物酶封闭
液中，０畅０１ ｍｏｌ／Ｌ ｐＨ ６畅０ 的柠檬酸盐缓冲液处理
１０ ｍｉｎ，高压加热法修复抗原，正常动物血清封闭非特
异性结合，滴加 ＡＮＸＡ２ 抗体，４ ℃过夜，ＰＢＳ缓冲液漂
洗，滴加二抗，室温孵育 １０ ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗，滴加链霉素
抗生物素蛋白唱过氧化酶，室温孵育 １０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 冲洗，
滴加新鲜配制的 ＤＡＢ 溶液，室温显色，双蒸水洗涤，苏
木素复染，无水乙醇脱水透明，封片。 Ｏｌｙｍｐｕｓ ＢＸ５０ 光
学显微镜观察、摄像，以 ０畅０１ ｍｏｌ／Ｌ ＰＢＳ（ｐＨ ７畅５）分别
替代一抗、二抗作阴性对照。

７．酶联免疫吸附测定：用人 ＡＮＸＡ２ ＥＬＩＳＡ试剂盒
（武汉优尔生科技股份有限公司）检测血清 ＡＮＸＡ２ 表
达水平，１００ μｌ血清样本或者标准品被分别添加到 ９６
孔板中，接着添加１００ μｌ检测试剂 Ａ并３７ ℃孵育１ ｈ，
随后添加 １００ μｌ检测试剂 Ｂ并 ３７ ℃孵育３０ ｍｉｎ，然后
添加 ９０ μｌ底物溶液并 ３７ ℃孵育 ２５ ｍｉｎ，最后每孔添
加 ５０ μｌ终止液并读取 ４５０ ｎｍ处的吸光度。

８．统计学分析：采用 ＳＰＳＳ １３畅０ 软件，数据以均数
±标准差（珋x ±s）表示，两样本均数比较用 t 检验，多样
本均数的两两比较用 q检验，P ＜０畅０５ 表示有统计学差
异。 以 ＲＯＣ曲线评估灵敏性和特异性［１７唱１８］ 。

结　　果

１．肝癌组织 ＡＮＸＡ２ 表达水平：３０ 例肝癌组织及
自身配对癌旁、远癌组织中，ＡＮＸＡ２ 蛋白表达与细胞
定位见图 １，癌灶组 ＡＮＸＡ２ 明显高于癌旁、远癌组
（F ＝４９８畅２２１，P ＜０畅００１）；ＡＮＸＡ２ 在 ＨＣＣ 癌灶组织中
定位于胞质和胞膜，癌旁中定位于胞质，而远癌组织中
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未见明显表达。 在 ＡＮＸＡ２ 转录水平上的表达见表 １，
癌灶组 ＡＮＸＡ２ ｍＲＮＡ相对表达（２ －ΔΔＣｔ值）明显高于自
身配对的癌旁或远癌组，显示癌灶组 ＡＮＸＡ２ 呈过表达
状态。

表 1　肝癌、癌旁和远癌组织中 ＡＸＮＡ２ ｍＲＮＡ
相对定量分析（珋x ±s）

组别 例数 ＣｔＡＮＸＡ２ Ｃｔβ唱ａｃｔｉｎ ΔＣｔ ２ －ΔΔＣｔ

癌灶组 ３０ b２１   畅６３ ±０  畅０９ ２１   畅１９ ±０ �畅０７ ０ 忖忖畅４４ ±０ 栽畅０６ １ 挝挝畅００ ±０ 览畅０４

癌旁组 ３０ b２４   畅２９ ±０  畅０９ ２２   畅６０ ±０ �畅０８ １ 忖忖畅７０ ±０ 栽畅１２ ０ 蜒蜒畅４３ ±０ 妹畅１０ ａ

远癌组 ３０ b２４   畅７１ ±０  畅０６ ２２   畅１３ ±０ �畅０６ ２ 忖忖畅５７ ±０ 栽畅０７ ０ 蜒蜒畅２３ ±０ 妹畅０７ ａ

　　注：与癌灶组比较，ａP ＜０畅００１

　　２．肝病患者外周血 ＡＮＸＡ２ 水平：２４１ 例肝病患者
血 ＡＮＸＡ２表达水平见表 ２。 ＨＣＣ 患者血 ＡＮＸＡ２ 表达
水平明显高于肝硬化、慢性肝炎、急性肝炎或者正常对
照（P ＜０畅００１），但与转移性肝癌组间未见统计学差异。
血 ＡＮＸＡ２浓度如以≥１８ ｎｇ／ｍｌ 为诊断界值，在 ＨＣＣ
组阳性率为 ８６畅９６％，在转移性肝癌组为 ８０畅００％，肝硬
化组 ３１畅５８％，慢性肝炎、急性肝炎或健康对照都未见
阳性。

表 2　肝病患者外周血 ＡＮＸＡ２表达水平分析（珋x ±s）
组别 例数 浓度（ｎｇ／ｍｌ） q值 P 值

ＨＣＣ １１５ X２４ いい畅６０ ±７ 枛畅６０

转移性肝癌 ２５ D２４ いい畅２２ ±９ 枛畅１５ ０ \\畅４８２ ０ ==畅８０３

肝硬化 ３８ D１６ いい畅３５ ±８ 枛畅８６ １１ \\畅６２１ ＜０ ==畅００１

慢性肝炎 ３５ D６ いい畅８５ ±１ 枛畅５６ ２２ \\畅５６６ ＜０ ==畅００１

急性肝炎 ２８ D６ いい畅９２ ±１ 枛畅４１ ２０ \\畅９４８ ＜０ ==畅００１

正常对照 ３０ D６ いい畅１６ ±１ 枛畅２７ ２２ \\畅７５７ ＜０ ==畅００１

　　注：血 ＡＮＸＡ２ 浓度≥１８ ｎｇ／ｍｌ 为异常；统计值为与 ＨＣＣ 组比较所
得值

　　３．肝癌患者外周血 ＡＮＸＡ２ 表达的临床特征：１１５
例 ＨＣＣ 患者血 ＡＮＸＡ２ 表达的临床特征见表 ３。 在
ＨＢｓＡｇ阳性组［（２７畅３８ ±５畅６７）ｎｇ／ｍｌ］明显高于阴性组
［（１８畅５８ ±７畅８３ ） ｎｇ／ｍｌ，图 ２Ａ］，差异有统计学意义
（ t ＝６畅８２０，P ＜０畅００１）；伴肝外转移肝癌组为（２６畅０３ ±
５畅９９）ｎｇ／ｍｌ，不伴肝外转移肝癌组为（２２畅７９ ±５畅６４ ）
ｎｇ／ｍｌ，组间差异有统计学意义（ t ＝３畅１９１，P ＝０畅００２）；
伴有门静脉癌栓肝癌组为（２６畅０３ ±５畅９９） ｎｇ／ｍｌ，不伴
有门静脉癌栓肝癌组为（２３畅０６ ±５畅０３） ｎｇ／ｍｌ，组间差
异有统计学意义（ t ＝２畅８５９，P ＝０畅００５）；肝癌低分化组
（２７畅０５ ±５畅１３） ｎｇ／ｍｌ、中等分化组（２６畅１９ ±５畅３４ ） ｎｇ／
ｍｌ均显著高于高分化肝癌组（２０畅４３ ±４畅９７ ） ｎｇ／ｍｌ，
P ＜０畅００１；肝癌 ＴＮＭ分期显示 ＴＮＭⅢ～Ⅳ期（２７畅４４ ±
６畅０１）ｎｇ／ｍｌ显著高于Ⅰ ～Ⅱ期（２１畅１６ ±５畅９７） ｎｇ／ｍｌ
（ t ＝５畅５９４，P ＜０畅００１ ）；肝癌不同性别组［（２４畅５６ ±

５畅８４） ｎｇ／ｍｌ vs．（２４畅７９ ±５畅３３ ） ｎｇ／ｍｌ， t ＝０畅１５，P ＝
０畅８８１］、肝癌患者年龄≥５０ 岁和＜５０ 岁组［（２４畅８４ ±
６畅０７） ｎｇ／ｍｌ vs．（２３畅８３ ±４畅５６ ） ｎｇ／ｍｌ， t ＝０畅７９８，P ＝
０畅４２７］、肝癌肿块≥５ ｃｍ 和 ＜５ ｃｍ 组 ［（２４畅３８ ±
５畅６８）ｎｇ／ｍｌ vs．（２５畅３５ ±５畅９５ ） ｎｇ／ｍｌ， t ＝０畅８５０，P ＝
０畅３９７］组间未见统计学差异；肝癌患者血 ＡＦＰ 在≥
４００ ｎｇ／ｍｌ组为（２４畅９１ ±５畅５２）ｎｇ／ｍｌ， ＜４００ ｎｇ／ｍｌ组为
（２４畅３４ ±５畅９６） ｎｇ／ｍｌ，组间未见明显差异（ t ＝０畅５３１，
P＝０畅５９６，图 ２Ｂ）。

表 3　ＨＣＣ患者外周血 ＡＮＸＡ２表达的
临床病理学特征分析（ｎｇ／ｍｌ，珋x ±s）

项目 例数 ＡＮＸＡ２ 浓度 t值 P 值

性别 男 ８８ 父２４ 潩潩畅５６ ±５ 弿畅８４ ０ 谮谮畅１５０ ０ @@畅８８１

女 ２７ 父２４ 潩潩畅７９ ±５ 弿畅３３

年龄 ≥５０ 岁 ８７ 父２４ 潩潩畅８４ ±６ 弿畅０７ ０ 谮谮畅７９８ ０ @@畅４２７

＜５０ 岁 ２８ 父２３ 潩潩畅８３ ±４ 弿畅５６

肿瘤尺寸 ≥５   畅０ ｃｍ ７５ 父２４ 潩潩畅３８ ±５ 弿畅６８ ０ 谮谮畅８５０ ０ @@畅３９７

＜５   畅０ ｃｍ ４０ 父２５ 潩潩畅３５ ±５ 弿畅９５

ＡＦＰ ≥４００ ｎｇ／ｍｌ ５３ 父２４ 潩潩畅９１ ±５ 弿畅５２ ０ 谮谮畅５３１ ０ @@畅５９６

＜４００ ｎｇ／ｍｌ ６２ 父２４ 潩潩畅３４ ±５ 弿畅９６

ＨＢｓＡｇ 阳性 ７９ 父２７ 潩潩畅３８ ±５ 弿畅６７ ６ 谮谮畅８２０ ＜０ ii畅００１

阴性 ３６ 父１８ 潩潩畅５８ ±７ 弿畅８３

分化程度 高 ３７ 父２０ 潩潩畅４３ ±４ 弿畅９７

中 ４３ 父２６ 潩潩畅１９ ±５ 弿畅３４ ４ 热热畅９６６ ａ ＜０ ii畅００１

低 ３５ 父２７ 潩潩畅０５ ±５ 弿畅１３ ５ 热热畅５６１ ａ ＜０ ii畅００１

ＴＮＭ 分期 Ⅰ ～Ⅱ期 ５２ 父２１ 潩潩畅１６ ±５ 弿畅９７

Ⅲ ～Ⅳ期 ６３ 父２７ 潩潩畅４４ ±６ 弿畅０１ ５ 谮谮畅５９４ ＜０ ii畅００１

肝外转移 伴有 ６２ 父２６ 潩潩畅１１ ±５ 弿畅４３ ３ 谮谮畅１９１ ０ @@畅００２

不伴有 ５３ 父２２ 潩潩畅７９ ±５ 弿畅６４

门静脉癌栓 伴有 ６０ 父２６ 潩潩畅０３ ±５ 弿畅９９ ２ 谮谮畅８５９ ０ @@畅００５

不伴有 ５５ 父２３ 潩潩畅０６ ±５ 弿畅０３

　　注：与高分化组比较，ａP ＜０畅００１

　　４．血清 ＡＮＸＡ２ 表达水平对 ＨＣＣ 诊断效率评估：
血清 ＡＮＸＡ２和 ＡＦＰ水平对 ＨＣＣ诊断价值的评估见图
３。 对两个标志物全范围的敏感度和特异度的比较分
析表明，ＡＮＸＡ２ 的 ＲＯＣ 曲线下面积为 ０畅７９６，ＡＦＰ 为
０畅７８２。 血 ＡＮＸＡ２和（或）ＡＦＰ 对 ＨＣＣ 诊断效率评估
见表４。 单独血清 ＡＮＸＡ２的敏感度是 ８６畅９６％，与 ＡＦＰ
联合诊断增加了 ＨＣＣ 诊断的灵敏性（９６畅５２％），而阴
性预测值提高到 ９６畅６１％。
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表 4　外周血中 ＡＮＸＡ２和（或）ＡＦＰ对 ＨＣＣ的诊断效率（％）

项目 ＡＮＸＡ２ 憫ＡＦＰ 联合诊断

灵敏性 ８６ ��畅９６ ７０ 帋帋畅４３ ９６   畅５２

特异性 ６６ ��畅６７ ７３ 帋帋畅０８ ６８   畅６７

准确度 ７５ ��畅２８ ７１ 帋帋畅９６ ８０   畅０７

阳性预测值 ６５ ��畅７９ ６５ 帋帋畅８５ ６８   畅１０

阴性预测值 ８７ ��畅３９ ７７ 帋帋畅０３ ９６   畅６１

讨　　论

ＨＣＣ预后很差，因而早期诊断显得极其重要。 尽
管 ＡＦＰ是 ＨＣＣ诊断和监测的有用标志物，但对小肝癌
的假阴性率高达 ４０％。 最近 ＡＮＸＡ２ 表达上调可能是
ＨＣＣ诊断具有应用前景的标志物［１０唱１２］ 。 为此，本文比
较了 ＨＣＣ 和良性肝病患者的肝组织和外周血中
ＡＮＸＡ２的表达，分析了 ＡＮＸＡ２ 表达的临床病理特征
和对 ＨＣＣ的诊断价值。 肝 ＡＮＸＡ２ 表达与肝细胞恶性
转变相关，不管是蛋白水平（图 １Ａ）或者 ｍＲＮＡ 水平
（表 １），ＡＮＸＡ２在 ＨＣＣ组织表达明显高于自身配对的
癌旁或远癌组织。 ＡＮＸＡ２ 在 ＨＣＣ 癌灶组织中定位于
胞质和胞膜，癌旁中定位于胞质，而远癌组织中未见明

显表达（图 １Ｂ）。 将 ＡＮＸＡ２ 与其他标志物组合，可增
加肝癌诊断的可靠性，增加小 ＨＣＣ 诊断准确性［１４］ 。
ＨＣＣ组织 ＡＮＸＡ２过表达，也可与细胞表面的纤溶酶原
和组织纤溶酶原激活物结合，诱导纤溶酶原转变成纤
溶酶从而促进肿瘤转移，并导致基质金属蛋白酶的激
活和胞外基质成分的降解

［７唱９］ 。
肝癌发生机制虽未阐明，但 ＨＢＶ感染的炎症对于

肿瘤退化和遗传改变的累积是一项明确的任务。 小尺
寸肿瘤的诊断和监控因为缺乏能够描绘 ＨＣＣ 形成和
发展特征的有效标志物而失败

［１９唱２０］ 。 几个标志物，小
扁豆凝素结合型 ＡＦＰ（ＡＦＰ唱Ｌ３）［２１］ ，γ唱谷氨酰转移酶
（ＨＳ唱ＧＧＴ）和 ＧＰＣ唱３［２２］ ，检测早期 ＨＣＣ 的能力已经得
到验证，但敏感性和特异度仍不令人满意。 本文研究
了 ＨＣＣ 和良性肝病患者外周血 ＡＮＸＡ２ 的水平，如临
界值为≥１８ ｎｇ／ｍｌ，ＨＣＣ 患者阳性率为 ８６畅９６％，转移
性肝癌组为 ８０畅００％，二者均明显高于肝硬化组
（３１畅５８％）、慢性肝炎、急性肝炎和健康人群 （０）。
ＡＮＸＡ２在肝硬化患者外周血表达水平明显处于临界
状态，可作为肝细胞恶性转变过程中的早期标志物。
ＡＦＰ作为一个有效的 ＨＣＣ 诊断标记物，在良性肝病患
者中有着很高的假阴性值，表明 ＡＮＸＡ２ 优于 ＡＦＰ，是
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一个相对特异的 ＨＣＣ诊断标志。
ＡＮＸＡ２ 在 ＨＢＶ 或者 ＨＣＶ 相关 ＨＣＣ 中表达上

调［２３］ 。 ＡＮＸＡ２通过 ｔＰＡ 依赖纤溶酶产生诱导了细胞
迁移和血管新生［２４］ ， 代表肿瘤转移潜能［１６］ ， 与
ＨＡｂ１８Ｇ／ＣＤ１４７ 结合促进了 ＨＣＣ 细胞的体外侵袭和
迁移［７］ 。 且酪氨酸 ２３ 磷酸化依赖的 ＡＮＸＡ２ 细胞表面
定位是侵袭和转移所必需的［１２］ 。 ＨＣＣ 患者外周血
ＡＮＸＡ２表达的临床病理学特征（图 ２Ａ）表明 ＡＮＸＡ２
表达不仅与 ＨＣＣ 侵袭和转移密切相关，还与 ＨＢＶ 感
染、肝外转移、门静脉癌栓、分化程度和 ＴＮＭ 分期有
关，但与肿瘤大小和 ＡＦＰ水平（图 ２Ｂ）间未见相关。 血
清 ＡＮＸＡ２和（或）ＡＦＰ对 ＨＣＣ 诊断效率的评估（表 ４，
图３）表明血 ＡＮＸＡ２检测具较高敏感性、准确性和阴性
预测值，与 ＡＦＰ可互补诊断 ＨＣＣ。
总之，ＡＮＸＡ２过表达与 ＨＣＣ 核酸代谢、肝细胞恶

性转变相关。 癌组织及血 ＡＮＸＡ２ 过表达与 ＨＢＶ 感
染、肝外转移、门静脉癌栓、中低分化程度和 ＴＮＭ分期
有关。 血 ＡＮＸＡ２ 与 ＡＦＰ联合可显著提高诊断效率和
阴性预测值，除此也有助于揭示肝癌发病机制，有望成
为肝癌靶向治疗的有效靶目标［２５］ 。
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