
2010年第37卷第6期

Twist、E-cadherin和β-catenin在肝细胞肝癌中的

表达及其与预后的关系*

车 娜 赵秀兰 古 强 孙 涛 王星辉 张诗武 赵 楠 杜 静 孙保存

摘要 目的：探讨Twist、E-cadherin和β-catenin在肝细胞肝癌复发与转移中的作用及与预后的相关性。方法：以石蜡包埋

组织切片，免疫组化 SP 法染色分别检测 97 例肝细胞肝癌，其中复发与转移组 49 例，非复发与转移组 48 例 Twist、E-cadherin 和

β-catenin 的表达情况。结果：复发、转移与性别、年龄无关（P=0.424，P=0.738），与临床分期密切相关（P=0.000）。复发与转移组

Twist、β-catenin 表达高于无复发与转移组（P=0.000；P=0.000），复发与转移组 E-cadherin 表达低于无复发与转移组（P=0.027）。

Twist，β-catenin阳性组平均生存时间分别为（28.880±3.285）、（31.477±3.359）个月，中位生存时间分别为26、28个月，阴性组平均

生存时间分别为（44.603±3.521）、（42.009±3.720）个月，中位生存时间分别49、45个月，Twist、β-catenin阳性组生存期较阴性组缩

短差别具有统计学意义（P=0.002，P=0.029）。E-cadherin阳性组平均生存时间为（44.514±3.447）个月，中位生存时间为49个月，阴

性组为（29.110±3.581）个月，中位生存时间为25个月，E-cadherin阳性组生存时间较阴性组延长有统计学意义（P=0.002）。结论：

Twist、β–catenin过度表达，E-cadherin表达缺失可能与HCC复发转移、不良生存预后存在相关性。
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Abstract Objective: To investigate the effect of Twist, β-catenin and E-cadherin on the recurrence and metastasis of

hepatocellular carcinoma (HCC) and its correlation with clinical prognosis. Methods: Immunohistochemical staining (SP)

was conducted to detect the expression of Twist, β-catenin and E-cadherin in 97 hepatocellular carcinoma patients (49 with

recurrence and metastasis and 48 without recurrence and metastasis). Results: The recurrence and metastasis of HCC

were correlated with clinical stage (P=0.000), but were not correlated with sex or age (P=0.424, P=0.738). The abnormal

expression of Twist and β-catenin in the recurrence and metastasis group was higher than that in the group without recur-

rence or metastasis (P=0.000, P=0.000). The positive ratio of E-cadherin in the recurrence and metastasis group was lower

than that in the group without recurrence or metastasis (P=0.027). The mean survival was 28.880±3.285 months in patients

with positive expression of Twist and 31.477±3.359 months in patients with positive expression of β-catenin. The median

survival time of them was 26 and 28 months, respctively. The mean survival was 44.603±3.521 months in patients without

Twist expression and 42.009±3.720 months in patients without β-catenin expression. The median survival time of them was

49 and 45 months, respectively. The survival of patients with positive expression of Twist and β-catenin was shorter than

that in patients without expression of Twist and β-catenin (P=0.002, P=0.029). The mean survival time and median survival

time of patients with Twist and β-catenin expression were 44.514±3.447 months and 49 months, respectively, significantly

higher than those in patients without Twist and β-catenin expression (P=0.002), which were 29.110±3.581 months and 25

months, respectively. Conclusion: The overexpression of Twist and β-catenin as well as decreased expression of E-cad-

herin may play critical roles in the recurrence and metastasis of HCC and indicate poor prognosis.
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肝细胞肝癌（hepatocellular carcinoma，HCC）是临

床最常见的恶性肿瘤之一，位居恶性肿瘤发生率的

第 5位［1］和死亡率的第 3位。肝癌的复发、转移与预

后密切相关。近来研究报道上皮-间充质转变

（EMT）在转移中发挥重要作用，Twist 通过下调

E-cadherin 促进 EMT 的发生。E-cadherin 作为重要

的上皮细胞粘附分子，与β-catenin结合形成复合体，

与上皮细胞的粘附密切相关，细胞的去连接将赋予

细胞运动能力，这也被认为是肿瘤细胞转移的分子

基础。本研究以人肝细胞肝癌为对象，通过免疫组

化染色观察分析 Twist、E-cadherin 和β-catenin 的表

达，综合分析三者与术后复发、转移和预后的关系。

1 材料与方法

1.1 组织标本

选取天津医科大学附属肿瘤医院、总医院 2001
年 2 月～2005 年 11 月经手术切除并经病理诊断为

HCC 随访资料完整的患者 97 例，复发与转移组 49
例，无复发与转移者48例。

1.2 免疫组化染色

1.2.1 主要试剂与方法 兔抗人 Twist 多克隆抗体

（产品编号：sc-15393）、鼠抗人β-catenin单克隆抗体

（产品编号 sc-7963）、兔抗人E-cadherin多克隆抗体

（产品编号：sc-7870）均购自 Santa Cruz 公司，及

PV6000通用二步法免疫组化试剂盒购自北京中杉金

桥生物技术有限公司。实验步骤：5μm连续切片常

规脱蜡水化，3% H2O2灭活内源性过氧化物酶30min，
0.01mol枸橼酸盐缓冲液（pH 6.0）微波热修复20min，
正常血清室温下封闭30min，滴加一抗4℃冰箱过夜，

次日晨恢复至室温，PBS冲洗，滴加相应的二抗，DAB
显色，苏木素浅染细胞核，脱水透明，中性树胶封

片。Twist、β-catenin、E-cadherin 采用乳腺癌组织作

阳性对照，PBS代替一抗作为阴性对照。

1.2.2 用Mattern积分法［2］染色指数来评定染色结果

阳性细胞百分率：每例标本选择 10个含有阳性细

胞的高倍视野（×400）分别计数100个肿瘤细胞，取其

平均值计算阳性细胞百分率。0为无阳性细胞；1为

阳性细胞≤25%；2为阳性细胞≤50%；3为阳性细胞>
50%。染色强度：0为阴性；1为浅黄色；2为深黄色；3
为棕黄色。染色指数为阳性细胞百分率和染色强度

之和，最小值0，最大值6。阳性表达指数>3定为免疫

组化染色阳性；≤3定为阴性。

1.3 统计学方法

用 SPSS 13.0统计软件包进行分析，各指标阳性

表达指数不符合正态分布，采用两样本比较的秩和

检 验（Mann-whitney U 法），生 存 分 析 采 用 Ka⁃
plan-Meier 法 估 计 生 存 时 间 ，对 数 秩 和 检 验

（Log-rank test）比较生存时间的差别。计数资料采用

χ2检验，以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 复发转移与临床因素关系

97例肝癌患者中，男性82例，女性15例，最大年

龄 84，最小年龄 23，临床Ⅰ期 6例，Ⅱ期 47例，Ⅲ期 6
例，Ⅳ期 38例。复发与转移组 49例，平均生存时间

为（26.423±3.279）个月，中位生存时间为 21个月，无

复发与转移48例，平均生存时间（46.75±3.325）个月，

中位生存时间为 56 个月（Log-rank 生存分析 P=
0.000），复发与转移与临床分期密切相关（χ2=41.399，
P=0.000），与性别、年龄无关（χ2=0.639，P=0.424；χ2=
0.112，P=0.738）。
2.2 Twist、E-cadherin、β-catenin表达情况

2.2.1 Twist 表达情况 Twist 阳性表达产物呈棕黄

色，主要定位于细胞浆和细胞核，呈弥漫分布。阳性

表达染色指数在复发、转移组与无复发、转移两组间

差别有统计学意义，转移与复发组高于无转移与复

发组（Z=-3.619，P=0.000）（表1，图1）。
表1 肝癌Twist、E-cadherin、β-catenin阳性表达指数比较

Table 1 Positive expression of Twist, E-cadherin and β-catenin in he-

patocellular carcinoma

2.2.2 E-cadherin 表达情况 阳性表达产物主要表

达于肝癌的细胞膜上，呈棕黄色，复发与转移组

E-cadherin部分细胞表达缺失，E-cadherin的阳性表

达指数低于无复发与转移组（Z=-2.205，P=0.027）（表

1，图2）。
2.2.3 β-catenin表达情况 β-catenin在正常上皮细

胞呈阳性表达，表达产物呈棕黄色，定位于细胞膜。

本研究发现许多肝癌细胞质、细胞核表达，呈弥漫或

局限分布，我们视为异常表达，并且发现复发、转移

组与非复发、转移组β-catenin异常表达染色指数差

别有统计学意义，复发与转移组高于非复发与转移

组（Z=-3.838，P=0.000）（表1，图3）。
2.3 Twist、E-cadherin 和β-catenin 与生存预后的关

系

经 Kaplan-Meier 生存分析和对数秩和检验

（Log-rank test）结果显示：Twist、β-catenin 阳性组的

平均生存时间分别为（28.880±3.285）个月、（31.477±

项目

Twist

E-cadherin

β-catenin

平均秩次

复发与转移（+）

（n=49）

58.98

42.91

59.62

复发与转移（-）

（n=48）

38.81

55.22

38.16

Z

-3.619

-2.205

-3.838

P值

0.000

0.027

0.000
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3.359）个月，中位生存时间分别为 26、28 个月，阴性

组平均生存时间为（44.603±3.521），（42.009±3.720）
个月，中位生存时间分别49、45个月，Twist、β-catenin
阳性组生存期比阴性组缩短差异有统计学意义（P=
0.002，P=0.029），E-cadherin 阳性组平均生存时间为

（44.514±3.447）个月，中位生存时间为 49个月，阴性

组为（29.110±3.581）个月，中位生存时间为 25个月，

E-cadherin阴性组生存时间比阳性组缩短有统计学

意义（P=0.002）。

图1 Twist在HCC组织内细胞浆阳性表达 （×400）
Figure 1 Twist was positively expressed in the cytoplasm of HCC cells

图2 E-cadherin在HCC组织内细胞膜阳性表达 （×400）
Figure 2 E-cadherin was positively expressed in the membrane of HCC cells

图3 β-catenin在HCC组织内细胞核、细胞浆阳性表达 （×400）
Figure 3 β-catenin was positively expressed in the cell nucleus and cy⁃
toplasm of HCC cells

3 讨论

Twist 作为一种碱性螺旋-环-螺旋（Basic helix

loop helix，bHLH）转录因子，它可能通过直接与

E-box位点结合的方式下调E-cadherin，也可能通过

抑制某些调节因子的活性下调 E-cadherin。E-cad⁃
herin作为重要的钙离子依赖性的上皮粘附分子，其

表达下调或缺失，癌细胞间粘附力下降或缺失，容易

从原发灶脱落分离，有利于癌细胞侵袭性生长和远

处转移。

Yang等［3］发现Twist作为新的E-cadherin抑制物

能诱导EMT的发生，在对侵袭性小叶乳腺癌研究中

发现，抑制Twist基因的表达能够减少体内肿瘤转移

的潜在可能。一些研究小组在妊娠滋养细胞肿瘤［4］、

口腔鳞状细胞肿瘤［5］和膀胱癌［6］中也发现了Twist高
表达，E-cadherin低表达与肿瘤的转移有关。本实验

也发现，在复发与转移组Twist呈高表达，E-cadherin
呈低表达（P<0.05），与报道的结果一致［4-6］。

β-catenin基因（CTNNB1）是一种原癌基因，位于

3p2b，编码蛋白分子量为92kD，β-catenin分子一部分

与E-cadherin结合维持细胞的粘附功能，其余部分在

Wnt 经典信号途径中起着枢纽作用，在无 Wnt 信号

时，细胞浆内β-catenin与AXIN、APC和GSK3β、CKIα
结合形成复合物。GSK3β/CKIα能使β-catenin 磷酸

化，然后磷酸化的β-catenin能被E3泛素连接酶的β
2TrCp 识别泛素化并被酶蛋白体降解，使胞浆内

β-catenin保持稳定的较低水平［7］，维持正常的生长发

育。当 Wnt 蛋白与细胞膜上共同受体 Fz 蛋白及

LRP5/6结合，将活化信号传递至细胞内，抑制复合物

对β-catenin 的磷酸化降解，未降解的β-catenin 与

APC亲和力下降，细胞浆内游离β-catenin水平升高，

聚积进入细胞核与细胞核内 Tcf/Lef 结合，形成

β-catenin-Tcf/Lef复合物开启靶基因如 c-myct和 cy⁃
clinD1 等的转录［8］从而影响细胞的增殖分化凋亡等

行为，开启基质金属蛋白酶 MMP2、MMP3、MMP7、
MMP9 等的转录影响肿瘤的侵袭与转移［9］。E-cad⁃
herin蛋白是维持上皮细胞之间相互连接的最重要的

粘 附 分 子 之 一 ，它 与 β-catenin 组 成 E-cadherin/
catenin 复合物介导细胞与细胞之间的粘附，保持组

织结构的完整性。Elzagheid等［10］研究发现β-catenin
的核表达作为进展期大肠癌一个不良的预后因素。

本实验研究发现，复发与转移组E-cadherin表达

下调，β-catenin出现细胞质与细胞核的异常表达增

高，这与 Huiping［11］得出的结论相一致。可能由于

E-cadherin减少，β-catenin的细胞膜功能丧失和数量

减少，导致上皮细胞间的粘附能力下降或丧失，从而

使癌细胞的浸润和转移能力增加。同时β-catenin细

胞膜失去依托固定作用，β-catenin细胞浆、细胞核出

现高表达，这与文献报道β-catenin在胞质累积后入
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核、激活多基因（包括EMC蛋白纤维粘连素、基质金

属蛋白酶等）的转录［9］，使肿瘤具有更强的侵袭和转

移能力有关相一致。

实验研究表明可能由于 Twist 结合 E-box，导致

E-cadherin下调，细胞粘附力下降，细胞更易复发与

转移，与E-cadherin结合的β-catenin的膜表达减少，

细胞浆聚积，然后进入细胞核后启动基质金属蛋白

酶（MMP2，MMP9）等基因的转录，从而促进肝癌的侵

袭、转移、复发，影响病人的生存预后，所以 Twist、
E-cadherin、β-catenin 为肿瘤的治疗提供了新的靶

点。
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