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　　［摘　要］　目的　研究肝母细胞瘤（ＨＢ）患儿肝组织中葡萄糖调节蛋白７８和９４（ＧＲＰ７８和 ＧＲＰ９４）表达水
平及其临床病理意义。方法　１５例儿童ＨＢ和１０例正常肝组织标本常规制作石蜡包埋切片，用ＥｎＶｓｉｏｎ免疫组织
化学法，检测ＧＲＰ７８和ＧＲＰ９４表达。结果　ＨＢ患儿肝组织中ＧＲＰ７８和ＧＲＰ９４表达阳性率明显高于正常肝组织
（５３％ ｖｓ１０％，６０％ ｖｓ１０％；均Ｐ＜０．０５）。无淋巴结转移及临床分期Ⅰ～Ⅱ期病例ＧＲＰ７８表达阳性率明显低于
淋巴结转移及临床分期Ⅲ～Ⅳ期病例（Ｐ＜０．０５）。无淋巴结转移及临床分期Ⅰ ～Ⅱ期病例 ＧＲＰ９４表达阳性率低
于淋巴结转移及临床分期Ⅲ～Ⅳ期病例，但差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　 ＧＲＰ７８和 ＧＲＰ９４表达在儿童
ＨＢ发生、进展方面可能有重要作用。 ［中国当代儿科杂志，２０１０，１２（８）：６３４－６３６］
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　　肝母细胞瘤（ｈｅｐａｔｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＨＢ）是小儿最常见
的肝脏原发性恶性肿瘤，瘤体生长迅速，患儿就诊时

多为进展期，首诊时能手术切除者 ＜５０％，预后极
差。ＨＢ详细发病机制尚未完全明了，但近年研究
认为可能与染色体及基因表达异常、低出生体重、母

体妊娠期不良外界因素等有关［１５］。葡萄糖调节蛋

白 ７８（ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ７８，ＧＲＰ７８）和 ９４
（ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ９４，ＧＲＰ９４）为内质网分子

伴侣蛋白，是细胞为了适应内质网应激状态所产生

的应激蛋白。近年研究证实一些恶性肿瘤 ＧＲＰ７８
和ＧＲＰ９４呈高表达，且与其进展、转移发生及预后密
切相关［６１４］；ＧＲＰ７８和 ＧＲＰ９４的产生对肿瘤细胞有
保护作用，这极可能是某些晚期肿瘤患者对放疗和化

疗不敏感的原因之一［６１４］。本研究应用 ＥｎＶｉｓｉｏｎ免
疫组化法研究ＨＢ儿童肝组织中ＧＲＰ７８和ＧＲＰ９４表
达水平及其临床病理意义。
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１　资料与方法

１．１　一般资料
收集１９９８年１月至２００８年１２月ＨＢ手术切除

标本的存档蜡块１５例，男１１例，女４例，年龄范围
６个月至７岁，中位年龄３．２岁，其中≤３岁１１例；
病理类型包括上皮型１２例和混合型３例，上皮型中
包括胎儿型６例、胚胎型４例和间变型（未分化型）
２例；１２例为单发病例，３例为多发病例；９例局限在
肝右叶，２例局限在肝左叶，４例同时累及肝左、右
叶；肿块最小者为７ｃｍ×６ｃｍ×５ｃｍ，肿块最大者为
２０ｃｍ×１６ｃｍ×１５ｃｍ；７例发生区域淋巴结转移，
２例发生肺部远处转移。按照美国儿童肿瘤研究组
（ＣｈｉｌｄｒｅｎＣａｎｃｅｒＳｔｕｄｙＧｒｏｕｐ，ＣＣＳＧ）分期标准分期
为Ⅰ期３例、Ⅱ期５例、Ⅲ期５例和Ⅳ期２例。１２例
进行了术后跟踪随访，３例失访。随访病例中术后３
个月内死亡３例（均为Ⅲ～Ⅳ期病例），３～６个月死
亡２例，６～１２个月死亡３例，死于术后１８个月和２６
个月各１例，２例术后追踪５年仍存活（均为胎儿型
和临床分期Ⅰ期病例）。另取６例 ＨＢ瘤旁正常肝
组织和４例小儿肝破裂标本（病检均为正常肝组
织）作为正常对照。以上标本经４％ 甲醛固定后常
规制作石蜡包埋切片，切片厚４μｍ。
１．２　主要试剂

兔抗人ＧＲＰ７８和ＧＲＰ９４多克隆抗体购自Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司，ＥｎＶｉｓｉｏｎＴＭ染色试剂盒购自瑞士 ＤＡＫＯ
公司。

１．３　方法
ＧＲＰ７８和ＧＲＰ９４染色方法均为 ＥｎＶｉｓｉｏｎ免疫

组化法，严格按试剂说明书操作，主要步骤如下：切

片脱蜡至水洗，３％Ｈ２Ｏ２甲醇液１０ｍｉｎ，胰蛋白酶消
化１５ｍｉｎ，滴一抗３７℃孵育６０ｍｉｎ，ＰＢＳ液（ｐＨ７．４）
洗３次 ×５ｍｉｎ，滴 Ａ液 ３７℃孵育 ３０ｍｉｎ，ＰＢＳ液
（ｐＨ７．４）洗３次×５ｍｉｎ，加入羊抗兔二抗显色液显
色１５ｍｉｎ，蒸馏水洗２ｍｉｎ，苏木精浅染１ｍｉｎ，脱水，
透明和中性树胶封固。细胞浆和（或）细胞核含棕

黄色颗粒者为 ＧＲＰ７８和 ＧＲＰ９４表达阳性细胞，随
机观察切片中１０个高倍视野阳性细胞率，其阳性细
胞率均值≥２５％为阳性病例。以武汉博士德公司提
供的阳性切片作为阳性对照，以 ０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ液
（ｐＨ７．４）替代—抗作为阴性对照。
１．４　统计学分析

将所得数据输入ＳＰＳＳ１３．０统计软件包行Ｆｉｓｈｅｒ′ｓ
精确概率法检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＨＢ及正常肝组织中 ＧＲＰ７８和 ＧＲＰ９４的
表达

ＧＲＰ７８和ＧＲＰ９４免疫组化阳性产物主要定位
于胞浆，偶见胞核着色。１５例 ＨＢ中 ＧＲＰ７８和
ＧＲＰ９４表达阳性病例分别为 ８例（５３％）和 ９例
（６０％），１０例正常肝组织ＧＲＰ７８和ＧＲＰ９４表达阳性
均为１例（１０％），且ＧＲＰ７８和ＧＲＰ９４阳性者为同一
瘤旁肝组织，ＨＢ中ＧＲＰ７８和ＧＲＰ９４表达阳性率明显
高于正常肝组织（分别Ｐ＝０．０３４，Ｐ＝０．０１６）。
２．２　ＧＲＰ７８和 ＧＲＰ９４表达与 ＨＢ临床病理特征
的关系

本研究发现无淋巴结转移及临床分期Ⅰ～Ⅱ期
病例ＧＲＰ７８表达阳性率明显低于淋巴结转移及临
床分期Ⅲ～Ⅳ期病例（Ｐ＜０．０５）；无淋巴结转移及
临床分期Ⅰ～Ⅱ期病例 ＧＲＰ９４表达阳性率低于淋
巴结转移及临床分期Ⅲ ～Ⅳ期病例，但差异无统计
学意义（Ｐ＞０．０５）。胎儿型和生存期 ＞１年病例
ＧＲＰ７８和ＧＲＰ９４表达阳性率低于其他病理类型及生
存期≤１年病例，但差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
ＧＲＰ７８和ＧＲＰ９４表达与ＨＢ患者性别、年龄及发生部
位均无明显关系。

　　表１　ＧＲＰ７８和ＧＲＰ９４表达与ＨＢ临床病理特征的关
系　［例（％）］

临床病理

特征
例数

ＧＲＰ７８
阳性

２值 Ｐ值
ＧＲＰ９４
阳性

２值 Ｐ值

性别

　男 １１ ６（５５） ０．０２ ０．５１３ ７（６４） ０．２３ ０．３７７
　女 ４ ２（５０） ２（５０）
年龄

　≤３岁 １１ ６（５５） ０．０２ ０．５１３ ７（６４） ０．２３ ０．４６１
　＞３岁 ４ ２（５０） ２（５０）
病理类型

　胎儿型 ６ ２（３３） ２（３３）
　胚胎型 ４ ２（５０） ６．６９ ０．３８２ ３（７５） ４．１７ ０．３２１
　未分化型 ２ ２（１００） ２（１００）
　混合型 ３ ２（６７） ２（６７）
部位

　肝右叶 ９ ４（４４） ５（５６）
　肝左叶 ２ １（５０） １．０５ ０．６１２ １（５０） １．５７ ０．７５２
　肝左右叶 ４ ３（７５） １（７５）
淋巴结转移

　无 ８ ２（２５） ５．５３ ０．０３２ ３（３７） ３．６２ ０．０８４
　有 ７ ６（８６） ６（８６）
临床分期

　ⅠⅡ ８ ２（２５） ５．５３ ０．０３２ ３（３７） ３．６２ ０．０８４
　ⅢⅣ ７ ６（８６） ６（８６）
生存期

　≤１年 ８ ５（６２） １．２６ ０．２５２ ６（７５） ２．７４ ０．１５２
　＞１年 ４ １（２５） １（２５）

·５３６·
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３　讨论

临床上ＨＢ常起病隐匿，多无症状，发病时肿瘤
己较大，临床分期多为Ⅲ～Ⅳ期，患儿多不能耐受手
术，术后５年生存率或无瘤生存时间极低，故早期发
现和治疗尤显重要。本组１５例ＨＢ病例其临床病理
表现均与国内外有关ＨＢ的文献报道相似［１５］。

ＧＲＰｓ是细胞为了适应内质网应激状态所产生
的一类应激蛋白，与热休克蛋白有较高的同源性。

ＧＲＰ７８又称免疫球蛋白重链结合蛋白（Ｂｉｐ），其功
能很多，除作为分子伴侣参与蛋白质的折叠和转运

外，它还是内质网上的一种应激蛋白，在低糖、低氧

等应激状态下大量表达以维持内质网的稳定和保护

细胞［６１０］。ＧＲＰ９４是内质网内数量最多的糖蛋白，
只存在于脊椎动物，其功能相似于 ＧＲＰ７８［９１４］。近
年研究证实一些恶性肿瘤（如乳腺癌、宫颈鳞癌、口

腔鳞癌、肺癌、食管腺癌、胃腺癌）中 ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４
呈高表达，其高水平表达的恶性肿瘤多分化差、进展

快、易发生淋巴和血液转移，预后差，认为是评估这

些恶性肿瘤生物学行为和预后的重要生物学标记

物，且同时发现这些恶性肿瘤来源的正常组织或良

性病变呈低表达或不表达［６１４］；此外，在一些实体恶

性肿瘤研究中发现 ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４的表达有助于诱
导肿瘤细胞发展和耐药性的产生，甚至诱导肿瘤细

胞的免疫耐受，从而对肿瘤细胞有保护作用，这可能

是恶性肿瘤细胞对化疗药物耐受和放疗抵抗的重要

机制之一，检测 ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４表达水平对指导临
床治疗可能有重要临床应用价值［６１５］。

ＨＢ肝组织中 ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４表达水平研究国
内外尚未见文献报道。本研究发现，ＨＢ肝组织中
表达ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４阳性率明显高于正常肝组织；
无淋巴结转移及临床分期Ⅰ ～Ⅱ期病例 ＧＲＰ７８表
达阳性率明显低于淋巴结转移及临床分期Ⅲ～Ⅳ期
病例（Ｐ＜０．０５）；无淋巴结转移及临床分期Ⅰ ～Ⅱ
期病例ＧＲＰ９４表达阳性率与淋巴结转移及临床分
期Ⅲ～Ⅳ期病例比较，有降低趋势，但差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）；胎儿型和生存期 ＞１年病例
ＧＲＰ７８和ＧＲＰ９４表达阳性率较其他病理类型及生
存期≤１年病例亦有降低趋势，但差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５），这可能与本研究样本数不大有关。本研
究结果提示ＧＲＰ７８和ＧＲＰ９４表达水平与 ＨＢ发生、

进展、恶性程度、转移及侵袭潜力密切相关，高表达的

ＨＢ进展快、恶性程度高、易发生转移或复发，预后差。

致谢：衷心感谢中南大学湘雅医院病理科、湘雅二医院

病理科和湖南省儿童医院病理科提供病理标本及临床病理

资料。
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