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肝细胞肝癌NTS的表达与炎症微环境形成和

肿瘤上皮间质转化及预后的相关性研究*

刘芃芃①② 陈永孜③ 任秀宝② 李 慧② 应国光③ 陈可欣④ 于津浦①②

摘要 目的：利用免疫组织化学染色法（IHC）检测肝细胞肝癌（HCC）中神经降压素（NTS）的表达，并探讨HCC中NTS/IL-8
通路的激活与炎性微环境形成和肿瘤上皮间质转化（EMT）及临床预后的关系。 方法：收集本院2007年11月至2009年7月期间

进行部分肝切除术后确诊为肝细胞癌（HCC）、随访资料完整的肝癌患者 64例。采用 IHC法检测肝癌及相应癌旁正常组织中

NTS，多种炎症因子和EMT相关蛋白的表达情况，包括 IL-8、VEGF、MMP-9、CD68、E-cadherin，β-Catenin和Vimentin的表达水

平，并比较不同NTS表达对HCC患者总生存时间（OS）的影响。结果：NTS在HCC中表达率为17.19%（11/64），NTS阳性HCC标本

中 IL-8阳性率较NTS阴性标本明显增加（90.91% vs. 41.17%），二者表达呈正相关（R2=0.298，P=0.006）。NTS和 IL-8双阳性（NTS+

IL-8+）HCC标本中，VEGF和MMP-9表达显著增加。同时，NTS+IL-8+HCC细胞EMT特征明显，表现为E-Cadherin表达降低和Vi⁃
mentin表达升高。在肿瘤中NTS和 IL-8共表达与患者的临床疗效呈正相关，术后NTS+IL-8+HCC患者的死亡率比非NTS和 IL-8
共表达的患者高2.5倍（P=0.022）。NTS+IL-8+HCC患者的OS显著缩短［（24.65±4.45）个月 vs.（75.79±16.32）个月，P=0.013）］，而死

亡风险明显升高，其预期危险比（HR）为3.457。结论：在部分HCC中存在NTS/IL-8炎症通路的异常活化，NTS的高表达与炎症微

环境形成和肿瘤EMT与肝癌患者预后较差密切相关。
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Abstract Objective: This work aims determine the expression of the neurotensin (NTS) gene in hepatocellular carcinoma (HCC)

subgrouping using immunohistochemical staining (IHC) as well as to evaluate the correlation between the activation of NTS/IL-8 pathway

in HCC and inflammatory response in microenvironment and epithelial mesenchymal transition (EMT) in cancer and in the prognosis of

patients. Methods: Tumor tissues and corresponding adjacent normal tissue were collected from 64 cases of HCC patients. The expression

levels of NTS protein and multiple inflammation and EMT-related proteins, including IL-8, VEGF, MMP9, CD68, E-Cadherin, β-Catenin,

and Vimentin, were examined in 64 cases of paraffin-embedded HCC tissues using the immunohistochemistry (IHC) staining method. The

clinical outcome and overall survival (OS) among 64 cases of HCC patients were compared. Results: We found that the frequency of

NTS-expressing tissues among all HCC samples was 17.19% (11/64). Significantly increased IL-8 protein was confirmed in 90.91% of NTS+

HCC samples and was positively correlated with the levels of NTS protein in cancer tissues (P=0.036), which implied the dysfunctional

activation of NTS/IL-8 pathway in HCC. The levels of VEGF and MMP9 were significantly correlated with the co-expression of NTS and

IL-8 in HCC. Evident features of EMT, including decreased membrane expression of E-Cadherin and increased accumulation of cytoplasmic

β-Catemin and Vimentin, were found in NTS+IL-8+ samples. The co-expression of NTS and IL-8 in cancer was significantly correlated with

the clinical outcomes of patients, as the mortality rate of NTS+IL-8+ HCC patients is 2.5-fold higher than that of others after surgery (P=0.022).
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Accordingly, the OS of NTS+IL-8+ HCC patients significantly decreased (24.65±4.45 m vs. 75.79±16.32 m, P=0.013), and these patients are

at a higher risk of death at an expected hazard ratio (HR) of 3.457. Conclusion: The NTS/IL-8 pathway is dysfunctionally activated in a

subgroup of HCC samples. Highly expressed NTS is associated with increased inflammatory response in microenvironment, enhanced EMT

in cancer, and worse prognosis in HCC patients.

Keywords: HCC, NTS, inflammatory microenvironment, EMT, prognosis

肝细胞肝癌（HCC）是一种常见的恶性肿瘤［1］，是亚

洲和非洲国家死亡的最常见原因之一。我国每年死于

肝癌约11万人，占全世界肝癌死亡人数的45％［2］。近

年来，尽管HCC诊疗技术得到明显改进，但对患者预

后并无显著改善。近年来，越来越多的研究表明炎

症在HCC的发生和发展中发挥重要的调节作用［3］，而

炎性微环境在促进肿瘤侵袭和转移中发挥的作用也

受到越来越多的关注。慢性炎症可以通过诱导上皮

间质转化（EMT）促进肿瘤侵袭转移，在结肠癌和乳腺

癌中已被证实［4］。同时，NTS/IL-8炎症通路活化介导

的炎症反应也已经被证实在结肠癌的发生和转移中

发挥关键作用［5］。在本研究前期工作中，通过生物信

息学的挖掘，发现HCC中NTS高表达与炎症基因表

达增加密切相关。因此本研究通过免疫组织化学方

法验证HCC中是否存在NTS的异位表达和NTS/IL-8
通路活化，并探讨其在HCC侵袭转移中的作用和对

临床预后的预测意义。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 标本 收集天津市肿瘤医院肝胆肿瘤科从

2007年11月至2009年7月经部分肝切除手术治疗的

肝细胞肝癌患者，共 64例。其中，男性 58例标本女

性 6例，年龄 35～71岁，平均年龄 54.44岁。患者均

经病理诊断为肝细胞肝癌，术前未接受其他化放

疗。其中，组织学分级为Ⅰ级 4例，Ⅱ级 36例，Ⅱ级

24例，临床分期为Ⅰ期 8例，Ⅰ期 44例，Ⅲ期 12例。

术后随访时间为20～40个月。

1.1.2 试剂 鼠抗人VEGF单克隆抗体、兔抗人基质

金属蛋白酶 9多克隆抗体（MMP-9）、鼠抗人β-连接

素单克隆抗体（β-catemin）、鼠抗人上皮性钙黏附蛋

白单克隆抗体（E-Cadherin）、鼠抗波形蛋白单克隆抗

体（Vimentin）、CD68、通用型抗鼠/兔二步法检测试剂

盒、抗体稀释液、DAB显色试剂盒、均购自北京中杉

金桥生物技术有限公司。Neurotensin（NTS）IL-8购

自美国Enzo Life Sciences公司。

1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学检测蛋白表达 切片经常规脱蜡、

抗原修复、去内源性过氧化物酶及牛血清白蛋白封闭

后，每个样品滴加 50 μL的单克隆抗体分别为NTS、
IL-8、VEGF、MMP-9、CD68、E-Cadherin、β-Catenin和

Vimentin单克隆抗体4℃过夜，二抗37℃孵育30 min，
DAB显色，苏木精复染。对照设置：PBS替代一抗作

为阴性对照。酒精梯度脱水干燥，二甲苯透明，中性

树胶封片，光学显微镜下观察。

1.2.2 结果评定标准 阳性细胞为细胞质或细胞膜

出现棕黄色颗粒，其中 NTS、IL-8、VEGF、MMP-9和

Vimentin着色于细胞质，E-Cadherin着色于细胞膜，

CD68和β-catemin着色于细胞质和细胞膜。每例标

本在显微镜下随机选择 10个高倍镜视野（×400），每

个视野计数 100个细胞。采用双评分半定量法进行

评价，细胞染色阳性率（PR）是在HCC样品中染色的

阳性细胞的比例，其范围从 0到 3，分别代表≤10％、

11%～30％、31%～60％和>60％。同样，着色强弱范

围从 0到 3，分别代表无着色、淡黄色、棕黄色、棕褐

色。这两种计分相加，<4被定义为低表达或不表

达，≥4被定义为高表达。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 17.0软件对数据进行统计分析，阳性

率的比较采用χ2检验及Pearson相关性分析，两指标

表达相互关系用Spearman秩相关检测。64例癌组织

根据性别、年龄、HBV感染的状态、既往的吸烟史和

饮酒史、临床分期及预后被分成不同亚组，采用Ka⁃
plan-Meier法确定累积生存率，使用Log-rank检验期

进行肝癌患者不同的蛋白标记物和总生存时间（OS）
之间的单因素分析。采用Cox比例风险模型进行多

因素分析，筛选影响预后的独立因素。P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 NTS与 IL-8表达相关性

64 例 HCC 患者肝癌组织 NTS 表达阳性率为

17.19％（11/64）（图1A），主要分布在细胞质，呈棕黄色

颗粒。在 11例NTS+标本中NTS平均PR为 50.00％±
11.62％，平均染色强度为 2.91±0.3。IL-8表达阳性

率为54.69％（35/64）（图1B），主要分布于细胞质，呈棕

黄色颗粒。在NTS+标本中IL-8高表达的HCC组织阳性

率是90.91％（10/11），而在53 例NTS-标本中 IL-8高表

达的组织阳性率仅为47.17％（25/53）（P= 0.006），这提

示NTS+HCC标本中 IL-8表达率显著升高。同时比较

NTS+HCC标本和NTS-HCC标本中 IL-8蛋白表达量，

发现 11 例 NTS + 标本中 IL-8 平均 PR 为 50.91％ ±
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13.57％，显著高于 53 例NTS-HCC标本中 IL-8的平

均PR31.42％±29.39％（P=0.036），且NTS和 IL-8蛋白

表达量之间呈正相关（R2=0.298，P<0.05，图1C），提示

在NTS+HCC标本中NTS+HCC标本中 IL-8表达显著

增加，即存在NTS/IL-8炎症通路的异常活化。

2.2 NTS与炎症相关蛋白VEGF、MMP-9和CD68表
达相关性

HCC标本中，VEGF的阳性率为 48.44％（31/64）
（图 2A），MMP-9 的阳性率为 45.31％（29/64）（图

2B）。MMP9 在 NTS +样品中的平均 PR 为（49.09 ±
25.57）％，显着高于在NTS-样品中的（23.58±26.13）％
（P=0.004）。相反，VEGF在NTS+和 NTS-样本的平均

PR间的差异不显著，分别为（46.36±32.95）％和（32.55±
29.19）％（P=0.167）。然而，VEGF在 NTS+IL-8+HCC
样本的表达显着高于其他HCC样本，分别为（55.00±
30.27）％和（31.02±28.92）％（P=0.020）。同时，可观

察到NTS+IL-8+HCC样本中存在明显的 CD68+TAMs
浸润（图 2C）。这些结果表明，NTS/IL-8 通路活化有

利于肿瘤微环境中多种炎性因子释放和 TAMs的募

集，促进HCC炎性微环境的形成。

2.3 NTS与EMT相关蛋白E-cadherin，β- Catenin和
Vimentin表达相关性

在NTS+IL-8+肝癌样本中发现了EMT的特征，包

括E-cadherin膜表达的丢失（图3A），β-Catenin和Vi⁃

mentin细胞质积累的增加（图3B～3C）。统计分析表

明，在肝癌组织中 E-cadherin和β-catenin的表达与

IL-8 的水平显着相关，（E-cadherin 的 Rcad=0.299，
Pcad=0.002；β-catenin的Rcat=0.247，Pcat=0.020），这

提示在肝癌细胞中，NTS/IL-8炎症通路的异常活化

引起 IL-8表达上调可能会促进EMT。
2.4 NTS与HCC患者临床预后的相关性

在不同性别，年龄，HBV感染情况，饮酒史或临

床分期的患者之间显示的总生存期OS没有统计学差

异。单因素分析比较患者OS与NTS，IL-8，MMP-9，
和VEGF表达水平之间的关系，发现NTS的表达水平

对HCC患者的OS具有重大影响，其中NTS+HCC患者

的OS明显短于 NTS-HCC患者（P=0.035）。同样，多

变量Cox回归分析表明NTS+IL-8+患者的OS是其他

患者的 1/3（P=0.011），提示NTS 和 IL-8 同时表达是

HCC患者OS的独立预后因素。相比没有NTS+IL-8+

共表达的肝癌患者，NTS+IL-8+肝癌患者的OS显著下降

［（24.65±4.45）个月 vs.（75.79±16.32）个月，P=0.013］，
并且这些患者在预期危险比（HR）为 3.457的较高死

亡风险值下。通过K-M生存分析发现NTS和 IL-8双
阳性HCC患者的OS较单阳性和阴性患者明显缩短，

分别为（24.65±4.45）个月与（75.79±16.32）个月（P=
0.036），提示NTS/IL-8炎症通路异常活化的HCC患

者预后较差。

A：NTS；B：IL-8；C：Correlation curve of NTS and IL-8 expression
图1 64例HCC标本中NTS与 IL-8的组化表达结果（IHC×100）
Figure 1 NTS/IL-8 pathway group detection in 64 cases of HCC tissues using the IHC staining method（IHC×100）
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Figure 2 Expression of inflamma⁃
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▶A：E-Cadherin；B：β-catenin；C：Vimentin
图3 64例HCC标本中EMT相关蛋白质标志物的组化结果（IHC×100）
Figure 3 Expression of EMT-associated protein markers was detected in
64 cases of HCC tissues（IHC×100）

BA
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表1 64例肝癌患者不同的临床和病理参数对生存的影响 月

Table 1 Effect of different clinical and pathological parameters on the survival of 64 HCC patients （months）
Variable
Alcohol

HBV infection

Clinical stage

NTS level

IL-8 level

Co-expression of NTS and IL-8

VEGF level

CD68 level

Group
0
1
0
1
1
2
3
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1

Estimated mean survial（95% confidence interval）
39.27（34.73-43.80）
71.41（49.47-93.36）
27.15（21.40-32.89）
70.90（41.08-100.76）
36.94（28.43-45.45）
63.06（24.71-101.42）
26.38（20.11-32.65）
75.395（43.55-107.24）
25.73（17.52-33.93）
36.88（32.19-41.56）
60.97（33.40-88.54）
75.79（43.81-107.78）
24.65（15.94-33.36）
61.61（24.28-98.95）
35.78（29.61-41.94）
73.89（42.61-105.17）
27.88（20.23-35.53）

χ2

2.447

1.036

0.793

4.444

1.062

6.416

0.031

1.905

P

0.118

0.309

0.673

0.035

0.303

0.011

0.861

0.168

3 讨论

NTS是一个含有 13个氨基酸的神经肽，1973年

首次由Carraway等［6］从牛的下丘脑中分离。NTS广

泛表达在人类和动物的大脑和胃肠道中，作为一种

神经内分泌肽，NTS显着作用于多巴胺能系统，对降

低血压，调节胃肠道功能起着重要的作用［7］。近年

来，研究已表明，NTS可以为多种类型上皮细胞来源

的恶性肿瘤提供一种生长信号促进肿瘤的增殖，包

括结肠癌、胰腺癌、乳腺癌、肺癌、前列腺癌、头颈肿

瘤［8］。NTS/IL-8炎症通路已证实参与结肠癌的发生

和转移过程，而这一过程与TGF信号介导EMT有密

切关系［9］，但NTS在肝癌中的表达情况和临床病理意

义目前尚不清楚。

本课题组前期工作中，利用Affymetrix公司的人

类全基因组表达谱芯片（human genome U133 plus
2.0）对10例随机选择的原发性肝细胞癌标本中多种

转录产物的表达情况进行检测，并与癌旁正常组织

进行比较。并从肝细胞肝癌标本中分离出一个独特
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的亚群，该亚群高表达NTS，并伴有以 IL-8升高为代

表的多种炎症相关基因的过表达，以及显著增加的

细胞迁移等特征。

文献报道，NTS在胎儿肝脏中短暂表达，在正常

成熟的肝脏和原发性肝癌组织中消失［10］。IHC结果

表明NTS蛋白主要表达在肿瘤细胞的细胞膜和细胞

质中，而不是基质细胞，这意味着在一些肝癌样本中

存在NTS表观异位表达，这与 Tang等［11］在细胞系中

获得的结果一致。同时免疫组织化学结果也进一步

证实了本研究在基因表达谱芯片中的发现：NTS与

IL-8的表达呈正相关，表明NTS/IL-8通路在一些肝

癌样本中存在异常激活［12］。

EMT是一个生物过程，使上皮细胞经过多次的

生化变化，能够具有一个间质表型，这种表型是上皮

源性癌症复发和转移的一个重要的分子基础［13-14］。

在NTS+IL-8+肝癌样本中观察到多种炎症相关蛋白，

如VEGF、MMP-9表达显著升高，CD68+ TAMs浸润程

度增加，提示NTS/IL-8通路的异常活化导致HCC中

炎症反应提高［15］。NTS+ IL-8 +肝癌样本还表现出

E-Cadherin膜表达丢失和胞浆内β-catenin和Vimentin
堆积等EMT 特征，提示NTS/IL-8通路活化参与HCC
中炎性微环境形成和EMT发生。

在探讨肿瘤中NTS和 IL-8的共表达与临床预后

的相关性，发现术后NTS+IL-8+HCC患者的OS显著缩

短，而死亡风险明显升高，死亡率比非NTS和 IL-8共
表达的患者高2.5倍，提示NTS/IL-8通路的异常活化

影响术后HCC患者预后，而这可能与NTS/IL-8通路

活化引起的慢性炎症和EMT导致HCC侵袭性增加有

关［16］。

本研究通过生物信息学分析和免疫组织化学染

色法证实在HCC中存在NTS/IL-8通路的异常活化，

并通过促进局部炎症微环境的发展和增加肿瘤细胞

的侵袭能力，影响HCC患者预后。这一发现可能为

HCC的分子分型、疗效预测和靶向治疗提供了一个

有价值的生物标志物。
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