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[摘要] 目的 分析肝癌患者组织细胞周期素E（Cyclin E）、抑制因子 p27kip1和核抗原-67（Ki-67）基因和蛋白的表

达及与临床特征的关系。方法 选择肝癌患者共 90 例（观察组），同期选择 50 例肝脏血管瘤患者（对照组），采用

免疫组化染色法检测观察组肿瘤组织和癌旁正常组织与对照组的Cyclin E、p27kip1和Ki-67蛋白阳性表达，反转录

PCR（RT-PCR）法检测组织Cyclin E、p27kip1和Ki-67 mRNAs表达水平，分析其与患者和肿瘤临床特征的关系。结

果 观察组肿瘤组织Cyclin E和Ki-67阳性表达率及mRNAs水平比癌旁组织和对照组增加，p27kip1阳性表达率及

mRNA水平比癌旁组织和对照组降低（χ2 分别=33.91、23.77；36.44、23.17；-16.36、-7.81；t分别=20.40、17.47；11.26、

9.69；-14.16、-14.84，P均＜0.05）。观察组肿瘤组织Cyclin E、Ki-67和 p27kip1蛋白阳性表达与患者性别、年龄、肿瘤

直径无关（χ2 分别=0.64、0.18、0.51；0.49、0.17、0.62；0.02、1.44、0.86，P均＞0.05），但与肿瘤TNM分期、血液或淋巴转

移、肿瘤分化级别密切相关（χ2分别=19.00、7.32、10.40；10.79、7.79、9.37；15.26、6.58、6.67，P均＜0.05）。结论 肝癌

的发生和发展与组织Cyclin E、p27kip1和Ki-67蛋白的表达异常密切相关。
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[Abstract] Objective To analyze expressions of Cyclin E，inhibitor p27kip1 and nuclear antigen-67 genes（Ki-67）

and proteins in liver cancer tissues and their relationship to clinical characteristics.Methods Totally 90 patients with

hepatocellular carcinoma（observation group）and 50 patients with hepatic hemangioma（control group）were selected.The

Cyclin E，p27kip1 and Ki-67 proteins were detected by immunohistochemical staining in tumor tissues and adjacent

tissues of observation group and control group.The expressions of Cyclin E，p27kip1 and Ki-67 mRNAs were detected by

RT-PCR，and the relationships between expressions of Cyclin E，p27kip1，Ki-67 and patients’clinical features were

analyzed. Results The positive expression rates and mRNAs levels of Cyclin E and Ki-67 of tumor tissues in observation

group were significantly higher than adjacent tissues in observation group and control group，while positive expression rate

and mRNA level of p27kip1 of tumor tissues were lower than adjacent tissues in observation group and control group（χ2=

33.91，23.77，36.44，23.17，-16.36，-7.81，t=20.40，17.47，11.26，9.69，-14.16，-14.84，P＜0.05）.The positive expressions of

Cyclin E，Ki-67 andp 27kip1 proteins of tumor tissues in observation group were not related to patients’sex，age and

tumor diameter（χ2=0.64，0.18，0.51，0.49，0.17，0.62，0.02，1.44，0.86，P＞0.05），while were close related to TNM staging，

blood or lymphatic metastasis，and differentiation of tumors（χ2=19.00，7.32，10.40，10.79，7.79，9.37，15.26，6.58，6.67，P

＜0.05）. Conclusion The occurrence and development of hepatocellular carcinoma are closely related to abnormal

expressions of tissues Cyclin E，p27kip1 and Ki-67 proteins.

[Key words] hepatocellular carcinoma； Cyclin E； inhibitor p27kip1； nuclear antigen-67

我国是肝癌大国，肝癌发病率居消化道恶性肿

瘤第 4位，死亡率居第 5位，由于早期缺乏典型临床
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症状和特征，约 50%~75% 患者确诊时已处于中晚

期，无手术切除机会，5年总体生存率低于 45%，临

床预后较差[1]。但是早期肝癌经手术治疗的 5年生

存率可达 70%~85%，因此，早期诊断和积极干预肝

癌是提高患者生存预后的主要途经[2]。肝癌的发生

与肝内胆管细胞异常增殖和凋亡减少有关，是多种

癌基因或抑癌基因功能异常、氧化应激、炎症反应

紊乱的综合结果[3]。其中细胞周期调控机制障碍在

肿瘤细胞的增殖过程中发挥重要作用。细胞周期

的顺序转换受到信号转导通路和反馈环路的精密

调控，包括周期素（cyclins）、周期素依赖性蛋白激酶

（cyclin dependent kinases，CDKs）和周期素依赖性蛋

白激酶的抑制蛋白（cylin dependent kinases in in⁃
hibitors，CDKIs），多项研究证实，Cyclin E、p27kip1
和 Ki-67 蛋白是肿瘤细胞周期紊乱的重要分子标

志，在肝癌、结直肠癌、宫颈癌等多种恶性肿瘤的发

生和发展中扮演重要角色[4,5]。本次研究将进一步分

析肝癌患者组织 Cyclin E、p27kip1和Ki-67基因和

蛋白的表达，分析与临床特征的关系，为疾病的早

期诊断提供重要参考。

1 资料与方法

1.1 一般资料 回顾性选择 2016年 7月至 2019年

7月在浙江省医疗健康集团杭州医院经手术切除病

理确诊肝癌患者共 90例纳入观察组，纳入标准为：

①年龄 18~75岁；②符合肝癌病理诊断和手术切除

指征，临床 TNM 分期Ⅰ~Ⅲa 期；③首次接受治疗，

既往无放化疗、生物治疗、抗病毒治疗史；④完整切

除肿瘤病灶；⑤取得知情同意，临床资料完整。同

期选择 50例肝脏血管瘤患者为对照组，纳入标准

为：①年龄 18~75岁；②符合肝脏血管瘤相关诊断标

准，且入院前未经过相关治疗；③完整切除肿瘤病

灶；④取得知情同意，临床资料完整。排除标准为：

①肝炎病毒感染、入院前肝硬化、严重肝肾心肺功

能障碍；②凝血功能障碍；③其他部位原发肿瘤、肝

内转移瘤。

观察组男性 49例、女性 41例；年龄 48～73岁，

平均（58.63±8.71）岁；TNM 分期中Ⅰ期 28例、Ⅱ期

35例、Ⅲa 期 27例；肿瘤最大直径 1.56~5.53 cm，平

均（3.61±1.12）cm，均为单发肿瘤；细胞分化级别低

分化 42例、中高分化 48例；血液转移 18例、淋巴转

移 13例。对照组中男性 26例、女性 24例；年龄 45
～72岁 ，平 均（58.24 ± 8.32）岁 ；肿 瘤 最 大 直 径

1.37~5.84 cm，平均（3.73±1.42）cm，均为单发肿瘤。

两组患者的性别、年龄和肿瘤最大直径比较，差异

均无统计学意义（P均＞0.05）。
1.2 方法

1.2.1 免疫组染色法检测观察组肿瘤组织和癌旁

正常组织以及对照组肿瘤组织的Cyclin E、p27kip1
和Ki-67阳性表达 常规开腹手术完整顺利切除两

组肿瘤组织，观察组切除病灶范围应至少大于肿瘤

边缘1~2 mm，术中冰冻证实切缘阴性。分别制作组

织切片，厚度 3 μm，经二甲苯脱蜡、梯度乙醇水化、

抗原修复后，首先滴加 3% 双氧水溶液 27 ℃孵育

20 min，然后滴加正常山羊血清工作液，27 ℃孵育

30 min，前期处理完毕后；滴加小鼠抗人 Cyclin E、
p27kip1、Ki-67和内参蛋白β-actin单克隆抗体一抗

1∶2500（由美国Sigma公司生产）过夜孵育，磷酸盐缓

冲液洗涤后滴加大鼠抗小鼠对应抗体二抗1∶500（由

美国Sigma公司生产）室温静置孵育4 h；磷酸盐缓冲

液洗涤、二氨基联苯胺显色、光学显微镜下观察。

1.2.2 反转录 PCR（reverse transcription-polymerase
chain reaction，RT-PCR）法检测对应 mRNA 表达水

平 各组样本组织经超声充分研碎，加入 Trizol 试
剂一步法提取细胞总RNA（根据试剂盒提示步骤进

行），测量其浓度和纯度；逆转录试剂盒合成 cDNA，

设计目标引物序列（见表 1）。反应体系包括 cDNA
5 μl+正反向引物各 0.5 μl+Taq聚合酶 0.5 μl，添加

无菌反应水至总反应体系为 25 μl。反应条件为

95 ℃ 5 min，95 ℃ 20 s，60 ℃ 60 s，40 ℃ 20 s，共
45个循环，95 ℃ 15 s、60 ℃ 60 s，熔解曲线，95 ℃
15 s结束。结果以目标引物与内参引物条带灰度比

值表示。
表1 各目标引物序列和大小

引物

Cyclin E

p27kip1

Ki-67

GAPDH

正向

5’-GGTTTCATCCAGGATCGAGCAGG-3’

5’-ACTACTTCTCCCGCCGCTAC-3’

5’-TACCAGTGGAGGCCGACTTC-3’

5’- CGCGAGAAGATGACCCAGAT-3’

反向

5’-ACAAAGATGGTCACGGTCTGCC-3’

5’-GAAATCAAACAGAGGCCGCATG-3’

5’-GCACAAAGCGACTGGATGAAC-3’

5’-GCACTGTGTTGGCGTACAGG-3’

大小/bp

445

332

103

225

1.3 判定标准 免疫组染色法结果采用半定量法， 根据染色强度和阳性细胞百分比，以胞浆或胞核黄
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染至深棕色为阳性，（-）计 0分，（+）计 1分，（++）计

2分，（+++）计 3分；阳性细胞百分比分别在≤5%
计 0分，6%～25% 计 1分，26%～50% 计 2分，51%
～75%计 3分，＞75%计 4分；两项乘积 0～3分为阴

性，4～12分为阳性。

1.4 统计学方法 采用 SPSS 20.0软件进行统计分

析。计量资料以均数±标准差（x±s）表示，比较采用

t检验或单因素ANOVA分析；计数资料以例（%）表

示，比较用 χ2 检验。设 P＜0.05 为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 两组组织Cyclin E、p27kip1和Ki-67蛋白的阳

性表达率比较见表2
表2 两组组织Cyclin E、p27kip1和Ki-67蛋白的

阳性表达率比较/例（%）

组别

观察组 肿瘤组织

癌旁正常组织

对照组 肿瘤组织

n

90

90

50

Cyclin E

62（68.88）*#

23（25.56）

13（26.00）

Ki-67

58（64.44）*#

18（20.00）

11（22.00）

p27kip1

27（30.00）*#

54（60.00）

27（54.00）

注：*：与癌旁正常组织比较，P＜0.05；#：与对照组肿瘤组织比

较，P＜0.05。
由表 2可见，观察组肿瘤组织Cyclin E和Ki-67

阳性表达率比癌旁组织和对照组增加，p27kip1阳性

表达率比癌旁组织和对照组降低（χ2分别=33.91、
23.77；36.44、3.17；-16.36、-7.81，P均＜0.05）。
2.2 两组组织 Cyclin E、p27kip1 和 Ki-67 mRNAs
表达水平比较见表3

表3 两组组织Cyclin E、p27kip1和Ki-67 mRNAs

表达水平比较

组别

观察组 肿瘤组织

癌旁正常组织

对照组 肿瘤组织

Cyclin E

0.61±0.15*#

0.25±0.08

0.22±0.06

p27kip1

0.32±0.05*#

0.63±0.04

0.61±0.08

Ki-67

0.64±0.18*#

0.32±0.19

0.31±0.20

注：*：与癌旁正常组织比较，P＜0.05；#：与对照组肿瘤组织比

较，P＜0.05。
由表 3可见，观察组肿瘤组织Cyclin E和Ki-67

mRNAs 表达水平比癌旁组织和对照组增加，

p27kip1 mRNA表达水平比癌旁组织和对照组降低

（t分别=20.40、17.47；11.26、9.69；-14.16、-14.84，P
均＜0.05）。
2.3 观察组肿瘤组织Cyclin E、p27kip1和Ki-67蛋

白的阳性表达与临床特征的关系见表 4

表4 观察组肿瘤组织Cyclin E、p27kip1和Ki-67蛋白的

阳性表达与临床特征的关系/例（%）

临床特征

性别

男性

女性

年龄

＜59岁

≥59岁

TNM分期

Ⅰ期

Ⅱ期

Ⅲa期

肿瘤最大直径

＜4 cm

≥4 cm

分化级别

低分化

中高分化

是否转移

是

否

n

49

41

42

48

28

35

27

40

50

42

48

31

59

Cyclin E

32（65.31）

30（73.17）

28（66.66）

34（70.83）

11（39.29）

26（74.29）

25（92.59）

26（65.00）

36（72.00）

36（85.71）

26（54.16）

27（87.10）

35（59.32）

Ki-67

30（61.22）

28（68.29）

28（66.66）

30（62.50）

12（42.86）

23（65.71）

23（85.19）

24（60.00）

34（68.00）

34（80.95）

24（50.00）

26（83.87）

32（54.24）

p27kip1

15（30.61）

12（29.27）

10（23.81）

17（35.42）

16（57.14）

8（22.86）

3（11.11）

10（25.00）

17（34.00）

7（16.66）

20（41.66）

4（12.90）

23（39.98）

由表 4 可见，观察组肿瘤组织 Cyclin E、Ki-67
和 p27kip1蛋白阳性表达与患者性别、年龄、肿瘤直

径无关（χ2分别=0.64、0.18、0.51；0.49、0.17、0.62；
0.02、1.44、0.86，P均＞0.05），但与肿瘤 TNM 分期、

血液或淋巴转移、肿瘤分化级别密切相关（χ2分别

=19.00、7.32、10.40；10.79、7.79、9.37；15.26、6.58、
6.67，P均＜0.05）。
3 讨论

肝癌的高发病率和高致死率严重威胁我国国

民的生命安全，由于早期肝癌缺乏明显症状，大多

数患者确诊时肿瘤已发展至中晚期，临床无有效的

治疗方法，但对于早期肝癌患者采取手术切除肿瘤

后能够大大提高患者的生存率，因此肝癌治疗的关

键在于早期诊断。研究发现Cyclin E、p27kip1广泛

参与CDKs的调控[6,7]，并且CDKs的调控是细胞周期

调控的关键环节[8]，而Ki-67是与有丝分裂密切相关

的核抗原，因此推测CyclinE、p27kip1、Ki-67与细胞

周期紊乱存在关系。目前已发现CyclinE、p27kip1、
Ki-67在多种癌症的发展进程中扮演重要角色，本

研究主要在此基础上探讨其在肝癌的表达情况，并
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分析其与临床病理特征的关系，旨在为肝癌的早期

诊断提高理论依据。

细胞周期可分为 4个时期，即 G1（DNA 合成前

期）、S（DNA合成期）、G2（DNA合成后期）、M（有丝

分裂期）。细胞是否进入分裂周期以及分裂周期是

否能成功完成取决于调控细胞周期的重要稽查点，

最重要的是G1/S和G2/M转换点，前者称为启动点，

位于G1期未，是细胞周期的起始点；后者位于M期

的起始点[9]。G1期是增殖细胞唯一能够接受外界增

殖和增殖抑制信号的时期，调节细胞增殖及分化的

事件主要发生G1期，调控失常在肿瘤的发生、发展

中发挥重要作用[10,11]。激活 CDKs 在 G1/ S 和 G2/M
转换过程中发挥关键性作用，其活性高低直接影响

细胞周期的变化。CDKs活性异常增加可使细胞呈

现非抑制生长，形成肿瘤，CDKs促进因子的过度表

达或抑制因子的表达不足或缺失将导致细胞增殖

失控而发生肿瘤[12]。Cyclin E 是 CDKs 的正向调节

因子，发挥细胞周期的正向调控作用[13]；CDKIs 能抑

制 CDKs 活性，发挥负向调控作用[14]。p27kip1 是

CDKIs家族的重要成员，p27kip1对Cyclin A-CDK2、
CyclinE-CDK2 组蛋白 H1 激酶样活性和 pRb 磷酸

化活性有很强的抑制性，使细胞阻滞于G1期，抑制

细胞增殖，从而发挥细胞周期的负向调控作用[15，16]。

本次研究结果发现，肝癌患者肿瘤组织Cyclin E
和Ki-67阳性表达率及mRNAs水平比癌旁组织和

肝脏血管瘤患者升高，p27kip1阳性表达率及mRNA
水平比癌旁组织和肝脏血管瘤患者降低（P＜0.05）。
提示Cyclin E和Ki-67表达上调、p27kip1表达下调

发挥促进细胞恶性增殖的功能。Cyclin E、Ki-67和

p27kip1表达异常仅出现在肝癌的肿瘤组织中[17]，在

癌旁正常肝脏组织和肝脏良性肿瘤中则不表现异

常的肿瘤周期分布。肝癌患者Cyclin E、p27kip1和

Ki-67蛋白阳性表达与患者性别、年龄、肿瘤直径无

关（P＞0.05），但与肿瘤 TNM 分期、血液或淋巴转

移、肿瘤分化级别密切相关（P＜0.05）。提示调控

细胞周期的重要分子标志物 Cyclin E、p27kip1 和

Ki-67可能主要影响了肿瘤细胞的 TNM分期、早期

转移和肿瘤分化级别，同时也是肿瘤恶性程度的主

要构成因素。也就是说 Cyclin E、p27kip1 和 Ki-67
蛋白的异常表达主要影响了肝癌细胞的恶性增殖

和早期转移，是临床预后较差的重要不利因素[18~20]。

综上所述，肝癌的发生和发展与组织Cyclin E、
p27kip1和Ki-67蛋白的表达异常密切相关。本次

研究不足是未能阐述 Cyclin E、p27kip1和Ki-67蛋

白是如何调控细胞周期的内在机制，以及特异性干

预上述靶点能否改变细胞周期分布和肿瘤的恶性

程度，还需要下一步实验进行验证。
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形成、细胞增殖，抑制细胞的免疫功能和凋亡，参与

肿瘤的发生及发展[7]。Wnt、β-catenin信号通路能够

促进肠癌细胞中血管内皮生长因子的表达水平，从

而增加肿瘤中血管的生成，促进肿瘤的进展[8,9]。本

次研究发现治疗后观察组COX-2、PGE2、β-catenin
信号通路的相应炎症因子表达量明显低于对照组

（P均＜0.05），说明采用腹腔镜下“淋巴引流区”前

哨淋巴结清扫直肠癌根治术能够降低 COX-2、
PGE2、β-catenin信号通路的表达。

综上所述，腹腔镜下“淋巴引流区”前哨淋巴结

清扫直肠癌根治术临床有效，并能够减少 COX-2、
PGE2、β-catenin 的表达量。但是具体的机制仍需

要大量的临床或者实验通过基因测序手段验证。
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