Glypican-3，HSP70在HBV相关肝癌组织中表达及与临床病理关系
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摘要 目的：探讨磷脂酰肌醇蛋白聚糖-3（Glypican-3）、热休克蛋白70（Heat shock protein，HSP70）在乙型肝炎病毒（Hepatitis B virus，HBV）相关肝癌组织中的表达及其与临床病理的关系。方法：选取2022年10月至2024年10月期间于本院就诊的62例HBV相关肝癌患者作为研究对象。采用免疫组化法检测Glypican-3、HSP70在肝癌和癌旁组织中的表达水平，并分析Glypican-3、HSP70的表达情况与患者临床病理特征的关系。采用Spearman相关性分析Glypican-3、HSP70与临床病理参数的关系。采用受试者工作特征曲线（Receiver operating characteristic，ROC）分析HBV相关肝癌组织中Glypican-3、HSP70对III/IV期肝癌的诊断价值。结果：肝癌组织中Glypican-3和HSP70阳性表达率均明显高于癌旁组织（P＜0.05）。肝癌组织中Glypican-3阳性表达率在肿瘤-淋巴结-转移（Tumor-Node-Metastasis ，TNM）分期为III/IV期、分化程度为中、低分化患者中明显高于I/II期、高分化患者（P＜0.05）；HSP70阳性表达率在肿瘤长径≥5 cm、TNM分期为III/IV期、分化程度为中、低分化患者中明显高于肿瘤长径＜5 cm、I/II期、高分化患者（P＜0.05）。肝癌组织中Glypican-3的表达与TNM分期呈正相关，与分化程度呈负相关，HSP70的表达与肿瘤长径、TNM分期呈正相关，与分化程度呈负相关（P＜0.05）。ROC曲线分析结果显示，HBV相关肝癌组织中Glypican-3和HSP70诊断III/IV期肝癌的曲线下面积分别为0.677和0.661，灵敏度分别为93.45%和96.78%。结论：Glypican-3、HSP70在HBV相关肝癌组织中均呈现高表达，其阳性表达与肿瘤长径、TNM分期、分化程度具有相关性，HBV相关肝癌组织中Glypican-3和HSP70对III/IV期肝癌具有诊断价值。
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Abstract Objective: To investigate the expression of phosphatidylinositol proteosan-3 (Glypican-3) and Heat shock protein 70 (HSP70) in Hepatitis B virus-associated liver cancer and their relationship with clinicopathology. Methods: Sixty-two patients with HBV-related liver cancer who were admitted to our hospital from October 2022 to October 2024 were selected as the study objects. Immunohistochemistry was used to detect the expression levels of Glypican-3 and HSP70 in liver cancer and adjacent tissues, and the relationship between the expression of Glypican-3 and HSP70 and clinicopathological features of patients was analyzed. Spearman correlation was used to analyze the relationship between Glypican-3, HSP70 and clinicopathological parameters. The diagnostic value of Glypican-3 and HSP70 in stage III/IV hepatocellular carcinoma associated with HBV was analyzed using the receiver operating characteristic (ROC) curve. Results: The positive expression rates of Glypican-3 and HSP70 in liver cancer tissues were significantly higher than those in adjacent tissues (P<0.05). The positive expression rate of Glypican-3 in liver cancer tissues was significantly higher in patients with Tumor-node-metastasis (TNM) stage III/IV and moderate to poor differentiation compared to those with TNM stage I/II and high differentiation (P<0.05). The positive expression rate of HSP70 was significantly higher in patients with tumor size ≥5cm, TNM stage III/IV, and moderate to poor differentiation compared to those with tumor size <5cm, TNM stage I/II, and high differentiation (P<0.05). The expression of Glypican-3 was positively correlated with TNM stage and negatively correlated with differentiation degree, and the expression of HSP70 was positively correlated with tumor length and TNM stage, and negatively correlated with differentiation degree (P<0.05). The ROC curve analysis results showed that the areas under the curve for diagnosing stage III/IV hepatocellular carcinoma with Glypican-3 and HSP70 in HBV-associated hepatocellular carcinoma tissues were 0.677 and 0.661, with sensitivities of 93.45% and 96.78%. Conclusion: Both Glypican-3 and HSP70 are highly expressed in HBV-related liver cancer tissues, and their positive expression is correlated with tumor length, TNM stage and differentiation degree. Glypican-3 and HSP70 in HBV-associated hepatocellular carcinoma tissues have diagnostic value for stage III/IV liver cancer.
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原发性肝癌是全球范围内常见的恶性肿瘤之一，其发病率和死亡率均位居前列，而乙型肝炎病毒（Hepatitis B virus，HBV）感染是肝癌发生的主要原因，慢性HBV感染期间机体免疫反应引起的反复肝脏炎症可导致肝纤维化以及肝硬化，进而加速肝细胞的更新，增加肝癌的发生率[1,2]。
临床上治疗肝癌主要选择手术切除的方式，但部分患者术后复发率高，预后较差，因此明确与病理特征相关的指标对临床治疗具有重大意义。磷脂酰肌醇蛋白聚糖-3（Glypican-3）是一种细胞膜表面蛋白多糖，在胎儿肝脏中表达丰富，在成人肝脏中几乎不表达[3]。研究显示，Glypican-3与肿瘤的发生发展密切相关，在肝细胞癌中呈高度表达[4]。热休克蛋白70（Heat shock protein，HSP70）是一类属于热休克蛋白家族的分子伴侣，与癌症细胞的增殖和迁移有关，其水平在肝癌组织中显著升高[5]。
目前关于两者在HBV相关肝癌组织中的表达及其与临床病理关系的研究相对较少，因此，本研究旨在探讨Glypican-3和HSP70在HBV相关肝癌组织中的表达情况，并分析其与临床病理特征的关系，以期为HBV相关肝癌的早期诊断、预后评估及潜在治疗靶点提供新的线索。
1 临床资料与方法
1.1一般资料
选取2022年10月至2024年10月期间于本院就诊的62例HBV相关肝癌患者作为研究对象。其中男40例，女22例；年龄30~72岁，平均54.34±11.35岁。纳入标准：符合原发性肝癌的诊断标准[6]；年龄≥18岁；确诊肝癌前有HBV感染史；患者均为首次确诊；临床病历资料完整。排除标准：有既往手术史或放化疗史者；合并其他恶性肿瘤者；合并自身免疫病者；合并血液系统疾病者；感染其他类型肝炎病毒者。本研究经医院伦理委员委会审批，所有患者或家属均签署知情同意书。
1.2方法
收集患者的临床病理资料，包括性别（男、女）、年龄（≥60岁、＜60岁）、肿瘤长径（≥5 cm、＜5 cm）、甲胎蛋白（Alpha-fetoprotein，AFP）水平（≥400 μg·L-1、＜400 μg·L-1）、肿瘤-淋巴结-转移（Tumor-node-metastasis ，TNM）分期（I/II、III/IV）、微血管侵犯（有、无）、淋巴结转移（有、无）、分化程度（高分化；中、低分化）等信息。收集患者手术切除的肝癌组织和癌旁组织，检测Glypican-3和HSP70在其中的表达情况。比较两组肝癌组织和癌旁组织Glypican-3和HSP70的表达情况；分析Glypican-3、HSP70阳性表达与病理参数的相关性；并分析HBV相关肝癌组织中Glypican-3、HSP70对III/IV期肝癌的诊断价值。
1.3观察指标
1.3.1 Glypican-3、HSP70表达

将收集到的患者手术切除肝癌组织和癌旁组织（距离肿瘤边缘2~3 cm的肝组织），经10%中性缓冲福尔马林固定后，常规石蜡包埋、切片。采用免疫组化法检测Glypican-3、HSP70的表达。将石蜡切片进行常规，脱蜡、水化处理，使用微波法修复抗原，用H2O2溶液（规格：3%，哈药集团制药六厂，国药准字号：H23020781）灭活内源性过氧化物酶，加入山羊血清（规格：5 mL，上海远慕生物科技有限公司，货号YM-MY673J）室温封闭15 min，分别滴加稀释倍数为1：200的兔抗人Glypican-3多克隆抗体（武汉菲恩生物科技有限公司，货号：FNab03513）、稀释倍数为1：500的鼠抗人HSP70单克隆抗体（上海联迈生物工程有限公司，货号：LM33048M），在4°C下静置过夜，次日，使用磷酸缓冲液（Phosphate buffer solution，PBS）冲洗切片，加入二抗，在室温下孵育30 min，采用二氨基联苯胺法（Diaminobenzidine，DAB）进行显色处理（试剂盒购自上海联迈生物工程有限公司），使用苏木精进行复染、封片。阳性表达判断标准：以显微镜下观察到细胞质或细胞膜出现棕黄色颗粒为阳性表达，综合组织染色强度和阳性细胞数进行评分：无着色计0分、淡黄色计1分、棕黄色计2分、棕褐色计3分；阳性细胞数＜5%计0分、5%~25%计1分、25%~50%计2分、50%~75%计3分、>75%计4分。两者相乘分数＜2分为阴性，≥2分为阳性。
1.3.2 Glypican-3、HSP70的阳性表达与病理参数的相关性
采用Spearman相关性分析Glypican-3、HSP70阳性表达情况与临床病理参数的关系，以相关系数（r）判断变量间相关性的方向（正/负）和强度，r的绝对值越接近1，线性相关性越强。
1.3.3 诊断价值
绘制受试者工作特征曲线（Receiver operating characteristic curve，ROC）分析HBV相关肝癌组织中Glypican-3、HSP70对III/IV期肝癌的诊断价值，以曲线下面积（Area under curve，AUC）判断诊断价值，AUC＞0.5表明具有诊断价值，AUC值越高诊断准确性越高。
1.4 统计学方法
所有数据使用SPSS20.0软件进行统计学分析。计数资料以例数（%）表示，采用χ2检验。P＜0.05表示差异具有统计学意义。
2 结果
2.1 肝癌组织及癌旁组织中Glypican-3、HSP70的表达情况
肝癌组织中Glypican-3和HSP70的阳性表达率均明显高于癌旁组织（P＜0.05），见表1。
表1  肝癌组织及癌旁组织中Glypican-3、HSP70的表达情况（例（%），n=62）

	组别
	Glypican-3表达
	HSP70表达

	
	阳性
	阴性
	阳性
	阴性

	癌旁组织
	15（24.19）
	47（75.81）
	18（29.03）
	44（70.97）

	肝癌组织
	47（75.81）*
	15（24.19）*
	50（80.65）*
	12（19.35）*


注：与癌旁组织比较，*P＜0.05。
2.2 HBV相关肝癌患者组织中Glypican-3、HSP70的表达与临床病理特征的关系
肝癌组织中Glypican-3阳性表达占比在TNM分期为III/IV期、分化程度为中、低分化患者中明显高于I/II期、高分化患者（P＜0.05）；HSP70阳性表达占比在肿瘤长径≥5 cm、TNM分期为III/IV期、分化程度为中、低分化患者中明显高于肿瘤长径＜5 cm、I/II期、高分化患者（P＜0.05）。见表2。
表2  HBV相关肝癌患者组织中Glypican-3、HSP70的表达与临床病理特征的关系（例（%））
	病理特征
	n
	Glypican-3阳性表达（n=47）
	χ2
	P
	HSP70阳性表达（n=50）
	χ2
	P

	性别
	
	
	1.081
	0.298
	
	0.026
	0.871

	男
	40
	32（80.00）
	
	
	32（80.00）
	
	

	女
	22
	15（68.18）
	
	
	18（81.82）
	
	

	年龄
	
	
	0.840
	0.359
	
	0.252
	0.616

	≥60岁
	27
	22（81.48）
	
	
	21（77.78）
	
	

	＜60岁
	35
	25（71.43）
	
	
	29（82.86）
	
	

	肿瘤长径
	
	
	2.235
	0.135
	
	7.258
	0.007

	≥5 cm
	39
	32（82.05）
	
	
	36（92.31）
	
	

	＜5 cm
	23
	15（65.22）
	
	
	14（60.87）
	
	

	AFP水平
	
	
	1.446
	0.229
	
	0.087
	0.767

	≥400 μg·L-1
	41
	33（80.49）
	
	
	33（80.49）
	
	

	＜400 μg·L-1
	21
	14（66.67）
	
	
	17（80.95）
	
	

	TNM分期
	
	
	10.641
	0.001
	
	10.333
	0.001

	I/II
	31
	18（58.06）
	
	
	20（64.52）
	
	

	III/IV
	31
	29（93.55）
	
	
	30（96.77）
	
	

	微血管侵犯
	
	
	0.721
	0.396
	
	1.255
	0.263

	有
	20
	17（85.00）
	
	
	14（70.00）
	
	

	无
	42
	30（71.43）
	
	
	36（85.71）
	
	

	淋巴结转移
	
	
	0.018
	0.893
	
	0.073
	0.786

	有
	28
	21（75.00）
	
	
	23（82.14）
	
	

	无
	34
	26（76.47）
	
	
	27（79.41）
	
	

	分化程度
	
	
	13.757
	＜0.001
	
	5.445
	0.020

	高分化
	21
	10（47.62）
	
	
	13（61.90）
	
	

	中、低分化
	41
	37（90.23）
	
	
	37（90.24）
	
	


2.3 HBV相关肝癌组织中Glypican-3、HSP70的表达与临床病理参数的相关性分析
肝癌组织中Glypican-3的表达与TNM分期呈正相关（r=0.414，P=0.001），与分化程度呈负相关（r=-0.391，P=0.002）；HSP70的表达与肿瘤长径（r=0.346，P=0.006）、TNM分期（r=0.408，P=0.001）呈正相关，与分化程度呈负相关（r=-0.339，P=0.007）。
2.4 HBV相关肝癌组织中Glypican-3、HSP70对III/IV期肝癌的诊断价值
ROC曲线分析结果显示，HBV相关肝癌组织中Glypican-3和HSP70诊断III/IV期肝癌的AUC分别为0.677和0.661，灵敏度分别为93.45%和96.78%，见表3、图1。
表3  HBV相关肝癌组织中Glypican-3、HSP70对III/IV期肝癌的诊断价值
	指标
	截断值
	AUC
	SE
	P
	95%CI
	灵敏度
	特异度

	Glypican-3
	-
	0.677
	0.069
	0.016
	0.542-0.813
	93.45
	41.92

	HSP70
	-
	0.661
	0.070
	0.029
	0.524-0.798
	96.78
	35.54
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图1  HBV相关肝癌组织中Glypican-3、HSP70诊断III/IV期肝癌的ROC曲线分析
3 讨论
肝癌是全球范围内致死率较高的恶性肿瘤之一，由于早期阶段肝癌无明显症状，大部分患者确诊时疾病已进展为晚期[7]。研究指出，约50%的肝癌与HBV感染有关[8]。HBV X蛋白通过调节细胞因子参与转录激活、表观遗传调控、病毒复制和DNA修复等过程，从而在肝细胞癌变中发挥关键作用[9]。HBV相关肝癌的发病机制较为复杂，临床上治疗无特效药，因此，找寻相关生物标志物并探索其与临床病理特征的关系，对该病的临床治疗以及预后具有重要意义。
本研究发现，HBV相关肝癌患者肝癌组织中Glypican-3阳性表达率为75.81%，HSP70阳性表达率为80.65%，均高于癌旁组织，与既往研究结论一致[7,10]。Glypican-3属于硫酸类肝素蛋白多糖，在肝癌、胃癌、卵巢癌等肿瘤中均能检测到其表达，且在肿瘤细胞分化调节、增殖、黏附以及迁移过程中发挥重要作用[11]。有研究显示，Glypican-3在肝癌中呈现特异度高表达，而在健康人群的肝组织、肝炎、肝硬化、脂肪肝以及其他正常组织中基本不表达，可作为肿瘤的特异性生物标志物[12]。HSP70属于热休克蛋白家族，在细胞增殖和分化中发挥重要作用，其能通过结合胞外基质、蛋白酶和生长因子等对细胞生长分化以及肿瘤的形成和转移起作用[13]。Tommaso等研究指出，HSP在绝大多数肝癌免疫组化中呈现阳性表达，包括早期肝癌和高分化肝癌，可作为恶性肿瘤标记[14]。
Glypican-3作为肿瘤标志物，其高表达也反映了肝癌细胞的恶性程度，且高表达状态会促进肿瘤细胞的侵袭与转移[11]。本研究结果显示，Glypican-3阳性表达与TNM分期和分化程度显著相关，临床分期越高、分化程度越差，则Glypican-3阳性表达率越高，表明Glypican-3在促进肝癌的恶性增殖中发挥着重要作用。王世昌等研究证实，原发性肝癌患者Glypican-3表达与肿瘤分化程度、TNM分期有关，本研究结论与之一致[15]。HSP70阳性表达与肿瘤长径、TNM分期、分化程度显著相关，肿瘤长径越长、临床分期越高、分化程度越差，则HSP70阳性表达率越高。肿瘤的长径反映肿瘤细胞生长繁殖的情况，HSP70可能通过调控肿瘤细胞的增殖、凋亡来促进肝癌的发生发展。研究指出，HSP70在肝癌中的表达随着肿瘤的分化和病程的进展增多[16]，临床分期越高、分化程度越差表明肿瘤恶化程度越高，进而导致HSP70阳性表达率越高。此外，本研究还发现，肝癌组织中的Glypican-3、HSP70对III/IV期肝癌患者具有诊断价值，表明Glypican-3、HSP70与肝癌的进展显著相关，可作为评估患者病情严重程度的有效指标。
综上所述，Glypican-3、HSP70在HBV相关肝癌组织中均呈现高表达，其阳性表达与肿瘤长径、TNM分期、分化程度具有相关性。因此，临床上可监测HBV相关肝癌患者癌组织中Glypican-3和HSP70的表达情况，从而有效辅助评估病情。但本研究样本量相对较小，结果可能存在一定偏差，未来研究可进一步扩大样本量，以获得更佳可靠精准的结论。
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