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Abstract Objective: To investigate the expression and clinicopathological significance of lactate dehydrogenase A (LDHA) in different grades

of gastroenteropancreatic neuroendocrine tumors (GEP-NETs). Methods: Totally, 112 patients with GEP-NETs, who underwent endoscopic

and surgical resection from January 2013 to December 2018, were recruited at the Affiliated Hospital of Qingdao University. The patients

were designated as grade 1 (G1, n=43), grade 2 (G2, n=17), grade 3 (G3, n=52) according to Ki-67 index and mitotic rate. LDHA expression

in the different grades of GEP-NET tissue was determined by immunohistochemistry. The correlation between LDHA expression in GEP-NET

tissue and clinicopathological characteristics, in addition to survival time, was analyzed. The data were also analyzed for correlations between

LDHA expression and both serum LDH and classic neuroendocrine markers. All analyses were performed using the Chi-squared test and

Kaplan-Meier survival curves. The log-rank test was used for comparison of survival between groups. Results: LDHA expression levels in

GEP-NET tissues were different for the three grades (P<0.001), and there was a positive correlation between grade and expression level.

The positive expression rate of G1 was 48.8%, that of G2 was 70.6%, and of G3 was 86.5%. Clinicopathological analysis showed that LDHA

expression in GEP-NETs was correlated with gender, tumor size, TNM staging, infiltration depth, and lymph node metastasis (all P<0.05).

Kaplan-Meier survival curves and the log-rank test showed that the survival rate in patients with high LDHA expression was significantly

lower than that in the low- expression group (P=0.005). Conclusions: LDHA expression level is different in GEP-NET patients with different

grades, and increased expression level indicates poor patient prognosis.
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乳酸脱氢酶A在不同分级胃肠胰神经内分泌肿瘤中的表达及意义

巩芮宁 江月萍 任琳琳 王小玮 孙莉娟

摘要 目的：探讨乳酸脱氢酶A（lactate dehydrogenase A，LDHA）在不同病理分级的胃肠胰神经内分泌肿瘤（gastroenteropancreatic
neuroendocrine tumors，GEP-NETs）患者组织中的表达及临床病理特征。方法：收集青岛大学附属医院2013年1月至2018年12月
经内镜及手术切除的112例GEP-NETs患者的临床资料。根据肿瘤Ki-67增殖指数及核分裂像数分为G1级43例、G2级17例、G3
级 52例。通过免疫组织化学方法检测不同分级GEP-NETs组织中LDHA表达情况，并分析LDHA表达水平与患者临床病理特

征、经典神经内分泌标志物、血清乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，LDH）及生存预后的关系。采用χ2检验进行统计分析，Ka⁃
plan-Meier曲线进行生存分析，Log-rank检验进行生存分析组间比较。结果：不同病理分级GEP-NETs组织中的LDHA表达水平

差异具有统计学意义（P<0.001），且分级越高，阳性表达率越高，G1、G2及G3级阳性表达率分别为48.8%、70.6%和86.5%。临床病

理特征分析显示，LDHA在GEP-NETs中的表达与性别、肿瘤大小、TNM分期、浸润深度及淋巴结转移相关（均P<0.05）。Kaplan-
Meier生存分析及Log-rank检验结果显示LDHA高表达患者生存率较低表达组差异具有统计学意义（P=0.005）。结论：LDHA表

达水平在不同分级GEP-NETs患者存在差异，LDHA高表达提示患者预后不良。
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胃肠胰神经内分泌肿瘤（gastroenteropancreatic
neuroendocrine tumors，GEP-NETs）是一组罕见的高

度异质性肿瘤，发病率为3.56/100 000，占神经内分泌

肿瘤的70%，目前在消化道肿瘤中居第2位［1-2］。由于

肿瘤的异质性和非特异性临床表现，多于体检过程

中偶然发现。尽管其发病率升高，但其相关临床及

分子机制的研究尚不足。

乳酸脱氢酶 A（lactate dehydrogenase A，LDHA）
是糖酵解的关键酶之一，可促进丙酮酸生成乳酸。

研究发现，LDHA在乳腺癌、胰腺癌、膀胱癌等多种肿

瘤组织中表达水平上调［3- 5］。此外，沉默或抑制

LDHA可抑制肿瘤生长和转移［6- 7］。上述研究提示

·临床研究与应用·
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LDHA在肿瘤发生发展中发挥重要作用。目前对

LDHA与GEP-NETs关系的研究及生存预后的影响

尚且不足。

本研究通过免疫组织化学方法检测 112例不同

分级GEP-NETs组织中的LDHA表达差异，通过分析

临床病例资料及患者预后随访信息，探讨LDHA表达

在GEP-NETs临床诊治中的意义。

1 材料与方法

1.1 病例资料

选取青岛大学附属医院2013年1月至2018年12
月经内镜及手术切除的GEP-NETs病例112例，纳入

患者经病理确诊，术前未接受放疗、化疗及激素治疗

且临床病理资料完整。其中男性 76例，女性 36例；

年龄≤60岁为 46例，>60岁为 66例；胃部肿瘤 66例，

肠 27例，胰腺 19例。按照 2019年世界卫生组织

（WHO）消化系统肿瘤分类方案［8］，根据其Ki-67增殖

指数及核分裂像分级，G1级为 43例，G2级为 17例，

G3级为 52例。本研究通过青岛大学附属医院伦理

委员会审核批准，并获得患者及家属知情同意。

1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学法 将符合纳入标准的石蜡包埋

组织切片为4 μm，采用PV-6000法行免疫组织化学检

测LDHA蛋白表达。二甲苯脱蜡，梯度酒精溶液复水，

抗原修复，阻断内源性过氧化物酶，滴加一抗，以1 :300
稀释，37℃恒温孵育1 h，缓冲液冲洗，二抗反应，再次缓

冲液冲洗，DAB显色，苏木素复染，切片脱水，中性树胶

封片，显微镜下判读。LDHA兔抗人单克隆抗体购自美

国Cell Signaling Technology（CST）公司；一抗稀释液、二

氨基联苯胺（diaminobenzidine，DAB）浓缩试剂盒等均购

自北京中杉金桥生物有限公司。

1.2.2 免疫组织化学结果判读 LDHA为浆阳性表

达，胞浆内出现黄至棕黄色颗粒为染色阳性表现。

以阳性细胞百分率×染色强度进行评分。以缓冲液

替代一抗为阴性对照。细胞阳性百分率评分：无阳

性细胞数为 0分，阳性细胞数<10%为 1分，10%～

50%为 2分，51%～80%为 3分，>80%为 4分；染色强

度评分：细胞未染色为0分，轻度染色为1分，中度染

色为 2分，强染色为 3分；计算得分，0～3分为低表

达，>3分为高表达。最终乘积得分范围为0～12分，<
4为低表达，≥4为高表达。每张切片随机选择 10个
高倍镜视野，分别由两名病理科医师对进行独立阅

片评分，取平均值，结果有差异者重新评分。

1.2.3 随访 通过门诊及电话对患者进行随访，随访

时间截至2019年5月，生存时间为手术当日至末次随

访时间或患者死亡日期。

1.3 统计学分析

采用SPSS 22.0软件进行统计学分析。正态分布的

计量资料以x±s表示，计数资料以例数及构成比表示，

相关性分析采用Pearson χ2检验或Fisher确切概率法；

Kaplan-Meier生存曲线进行单因素生存分析，Cox回归

行多因素生存分析；Log-rank检验进行生存分析组间比

较。P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 GEP-NETs组织中的LDHA表达

LDHA呈胞浆表达，染色呈棕黄色或棕褐色（图

1）。在112例患者组织中，32例呈低表达，80例呈高

表达，表达阳性率为71.43%（80/112）。其中，G1级阳

性表达率为48.8%（21/43），G2级为70.6%（12/17），G3
级 86.5%（47/52）。LDHA在G1～G3级GEP-NETs中
的表达差异具有统计学意义（χ2=19.915，P<0.05）。
2.2 LDHA表达与GEP-NETs患者的临床病理特征

的关系

GEP-NETs男性患者的 LDHA表达情况与女性

患者之间差异具有统计学意义（χ2=9.043，P=0.003）；

肿瘤最大直径≥3 cm的 LDHA高表达水平较直径<3
cm者差异有统计学意义（χ2=5.164，P=0.023）；LDHA
高表达在浸润深度、TNM分期及淋巴结转移中的差

异具有统计学意义（χ2=15.120、16.804、14.316，均P<
0.001）。患者年龄、肿瘤位置、是否伴有远处转移与

LDHA表达无相关性（均 P>0.05）。此外，组织中

LDHA的表达与血清乳酸脱氢酶（lactate dehydroge⁃
nase，LDH）表达量及经典神经内分泌标志物突触素

（synaptophysin，Syn）、嗜铬粒蛋白A（chromogranin A，
CgA）的表达无相关性（均P>0.05）（表1）。

CBA
A：LDHA在G1级GEP-NETs组织中的阴性表达（-）；B：在G2级组织中的中等阳性表达（++）；C：在G3级组织中的强阳性表达（+++）（PV-6000法×
100）
图1 LDHA在不同分级GEP-NETs组织的表达情况
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表1 GEP-NETs组织LDHA表达与患者临床病理特征的关系

2.3 LDHA表达与GEP-NETs患者的生存分析

112例GEP-NETs患者随访时间为1～69个月，中

位随访时间为48个月。单因素生存分析显示，病理分

级、淋巴结转移、远处转移、血清LDH及TNM分期与较

差的生存预后相关（均P<0.001，图2）。将对单因素分

析有意义的指标进行Cox回归分析，结果显示肿瘤病理

分级（P=0.001；HR=0.064，95%CI：0.013～0.307）、远处

转移（P=0.006；HR=0.326，95%CI：0.146～0.729）及LDH

（P<0.001；HR=0.106，95%CI：0.035～0.325）是提示患者

预后差的独立预后因素（图2A～E）。按照LDHA在组

织中的表达情况分为高表达组和低表达组，采用Kaplan-
Meier法分析LDHA表达情况与患者生存率的差异（图

2F）。高表达LDHA患者生存结果较低表达LDHA患者

差，Log-rank检验显示差异具有统计学意义（χ2=8.026，
P=0.005）。
3 讨论

GEP-NETs较腺癌患者相比，生存期相对较长，

但生存质量不佳，易发生转移，常见转移部位为肝

脏，预后差［9］。目前针对GEP-NETs的发病机制及侵

袭转移的研究较少。本研究根据增殖指数及核分裂

像数对纳入GEP-NETs病例进行分类，包括G1级和

G2级神经内分泌瘤、G3级神经内分泌癌。由于混合

性神经内分泌-非神经内分泌瘤（mixed neuroendo⁃
crine-non-neuroendocrine neoplasm，MiNEN）构成成

分的多样性和复杂性，且同一肿瘤内的不同成分分

级不同，故将MiNEN病例排除。GEP-NETs病理分级

与患者预后及治疗相关，进一步探讨不同分级GEP-
NETs临床病理特征等相关内容，对临床治疗发挥重

要指导作用。

LDHA通过催化无氧糖酵解最后一步，在调节糖酵

解过程中发挥重要作用，其表达上调有利于提高肿瘤

细胞的无氧糖酵解效率，降低肿瘤细胞对氧的依赖

性。多项研究提示，LDHA在肿瘤组织中的表达较正常

组织升高，包括胆管癌、胃癌、大肠癌、乳腺癌等，并提

示预后不佳［10-13］。本研究通过免疫组织化学方法检测

到不同分级的GEP-NETs中LDHA的表达差异。肿瘤

分级越高，LDHA的表达阳性率也越高。提示LDHA表

达或可与GEP-NETs增殖及肿瘤进展相关。通过进一

步进行临床病理特征分析发现组织LDHA表达水平与

患者性别、肿瘤大小、TNM分期、浸润深度及淋巴结转

移相关，其高表达提示患者生存结果较差。

血清LDH水平是结直肠癌、肺癌、前列腺癌等多

种实体肿瘤的预后指标［14］。Koukourakis等［15］发现，

在 71%的 LDHA阳性表达大肠癌病例中，血清 LDH
水平与组织 LDHA水平无相关。虽然低 LDHA在肿

瘤特异性中的表达与低血清 LDH水平相一致（<
450 U/L），但在高 LDHA水平表达中，只有 29%患

者血清 LDH>450 U/L。本研究中，仅 8例患者血清

LDH升高，其中，血清 LDH升高患者中组织 LDHA
高表达者占 87.5%（7/8）。由于病例数相对较少，且

患者血清LDH的正常水平差异较大等原因，可能会

出现血清LDH升高而检测值处于正常范围的情况。

Koukourakis等［16］认为血清 LDH水平与肿瘤负荷相

关，而LDHA表达是在原发肿瘤中进行评估的，故两

临床病理参数

年龄（岁）

≤60
>60

性别

男

女

肿瘤位置

胃

肠

胰腺

肿瘤最大直径（cm）
<3
≥3

病理分级

G1
G2
G3

浸润深度

T1～T2
T3～T4

TNM分期

Ⅰ～Ⅱ
Ⅲ～Ⅳ

淋巴结转移

无

有

远处转移

无

有

血清LDH
正常

升高

Syn
阴性

阳性

CgA
阴性

阳性

例数

（n=112）

46
66

76
36

66
27
19

58
54

43
17
52

70
42

68
44

71
41

112
10

104
8

2
107

84
22

LDHA
高表达

30
50

61
19

49
18
13

36
44

21
12
47

41
39

39
41

42
38

72
8

73
7

1
77

59
16

低表达

16
16

15
17

17
9
6

22
10

22
5
5

29
3

29
3

29
3

30
2

31
1

1
30

25
6

χ2

1.476

9.043

0.640

5.164

19.915

15.120

16.804

14.316

0.395

1.090

0.465

0.052

P

0.224

0.003

0.726

0.023

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

0.530

0.296

0.495

0.819
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阴性

阳性

阴性-删失

阳性-删失

LDHA表达

P=0.005

累
积

生
存

率

1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0
0 20 40 60

生存时间（月）

F

Ⅰ～Ⅱ期

Ⅲ～Ⅳ期

Ⅰ～Ⅱ期-删失

Ⅲ～Ⅳ期-删失

TNM分期

P<0.001

累
积

生
存

率

1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0
0 20 40 60

生存时间（月）

E

血清LDH
未升高
升高
未升高-删失
升高-删失 P<0.001

累
积

生
存

率

1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0
0 20 40 60

生存时间（月）

D

P<0.001

否
是
否-删失
是-删失

远处转移累
积

生
存

率

1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0
0 20 40 60

生存时间（月）

C

无

有

无-删失

有-删失

淋巴结转移

P<0.001

累
积

生
存

率

1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0
0 20 40 60

生存时间（月）

B

累
积

生
存

率

1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0
0 20 40 60

生存时间（月）

G1
G2
G3
G1-删失

G2-删失
G3-删失

病理分级

P<0.001 A

A-E：单因素生存曲线图，依次为病理分级、有无淋巴结转移、有无远处转移、血清LDH水平、TNM分期；F：不同LDHA表达情况患者的生存曲线

图2 112例GEP-NETs患者生存分析

者缺乏显著相关性。在本组病例的GEP-NETs中，肿瘤

直径≥3 cm组织 LDHA高表达且伴血清 LDH高表达

者占75%（6/8）。Lamarca等［17］通过队列研究将LDH作

为评估胃肠神经内分泌癌预后的因素之一，提示其

可预测总体生存期。这表明血清LDH和组织LDHA

表达水平两者互补，联合使用可能更好地表达肿瘤

中 LDH活性谱［16］。CgA和 Syn是神经内分泌肿瘤病

理诊断的必要指标，本研究发现组织LDHA表达水平

与经典神经内分泌标志物无相关性，但或可作为补充

检测指标，为GEP-NETs生存预后提供预测价值。

多种肿瘤组织中LDHA高表达与肿瘤的侵袭、转

移和预后不佳相关。本研究中，伴淋巴结转移者组

织LDHA表达较无转移者明显升高，提示LDHA参与

GEP-NETs患者淋巴结转移，且提示预后不佳。

LDHA可为细胞提供能量，当LDHA在细胞中表达受

到抑制时，三磷酸腺苷产生减少，细胞生长变缓。

LDHA表达受抑，会诱导活性氧产生，引起线粒体损

伤，最终导致细胞凋亡。活性氧的累积还可导致线

粒体原肌球蛋白结构改变，进而导致肌动蛋白重构

能力受损，最终导致肿瘤转移受抑［18］。LDHA导致细

胞乳酸分泌增加是其调控细胞侵袭及转移的另一重

要机制。高浓度乳酸与肿瘤的早期远处转移相关，

乳酸通过改变细胞微环境、影响基质金属蛋白酶、组

织蛋白酶、血管内皮生长因子及缺氧诱导因子-1α等
发挥作用［19-20］。此外，乳酸可通过调节肿瘤细胞微环

境，抑制免疫监测，促进肿瘤的发生发展［21］。上皮间

质转化也是LDHA促进肿瘤转移的基础之一。Zhao
等［22］研究表明，LDHA通过促进肾细胞癌上皮-间质

转化促进肿瘤转移，且与E-钙黏蛋白表达呈负相关，

与N-钙黏蛋白呈正相关。本研究中，LDHA表达量

与患者TNM分期及淋巴结转移相关，可能提示LDHA
参与神经内分泌肿瘤的转移。本研究同时发现，

LDHA在不同分级GEP-NETs中的表达与患者生存

期较低相关，具体作用机制及其诊治价值有待进一

步探究。

综上所述，LDHA在GEP-NETs组织中的表达与肿

瘤分级相关，分级越高，其表达越高，且其高表达预示

患者预后不佳。此外，LDHA的表达与患者性别、肿瘤

大小、TNM分期、浸润深度及淋巴结转移存在相关

性。由于肿瘤的高度异质性，LDHA在GEP-NETs不同

病理类型以及在侵袭及转移中的具体作用机制有待进

一步研究。
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