
 第 25 卷 第 2 期
  2016 年 2 月

中国普通外科杂志 
Chinese Journal of General Surgery

Vol.25　No.2
Feb. 　2016

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://pw.amegroups.com252

域含蛋白 7A 在肝细胞癌中的表达及其与预后的关系
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摘   要	 目的：探讨域含蛋白 7A（THSD7A）基因在肝细胞癌（HCC）中的表达情况及临床意义。

方法：分别用 RT-PCR 与免疫组化法检测 30 例新鲜 HCC 及癌旁组织标本中 THSD7A mRNA 表达及 75

例 HCC 及癌旁组织石蜡标本中 THSD7A 蛋白的表达，分析其与 HCC 患者临床病理因素及预后的关系。

结果：与癌旁组织比较，在 HCC 组织中 THSD7A mRNA 表达下调（P<0.05）；THSD7A 在 HCC 组织

中的阳性表达率明显低于癌旁组织（24.0% vs. 87.0%，P<0.05）。THSD7A 蛋白的表达与患者结节数

目（P=0.011）、Edmondson-Steiner 分级（P=0.013）、BCLC 分期（P=0.048）有关。THSD7A 蛋白低

表达患者总体生存率（P=0.016）与无瘤生存率（P=0.013）均明显低于 THSD7A 高表达患者。

结论：THSD7A 在 HCC 中可能发挥抑癌基因的作用，THSD7A 表达降低患者预后不良。
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Expression of domain containing 7A in hepatocellular carcinoma 
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Abstract	 Objective: To investigate the domain containing 7A (THSD7A) expression in human hepatocellular carcinoma 

(HCC) and its clinical significance.  

Methods: The THSD7A mRNA expression in 30 fresh specimens of HCC with paired and adjacent tissues, 

and protein expression in 75 paraffin embedded specimens of HCC with paired adjacent tissues were detected 

by RT-PCR and immunohistochemical staining, respectively. The relations of THSD7A protein expression with 

clinicopathologic parameters and prognosis of HCC patients were analyzed.

Results: The THSD7A mRNA expression in HCC tissue was significantly down-regulated compared with 

adjacent tissue (P<0.05), and the positive expression rate of THSD7A protein in HCC tissue was significantly 

lower than that in adjacent tissue (24.0% vs. 87.0%, P<0.05). The THSD7A protein expression was significantly 

related to the tumor numbers (P=0.011), Edmondson-Steiner grade (P=0.013) and BCLC stage (P=0.048) of the 

patients. Both overall survival and disease-free survival in patients with low THSD7A expression were significantly 

lower than those in patients with high THSD7A expression (P=0.016, P=0.013). 

Conclusion: THSD7A may play a tumor-suppressor role in HCC, and those with decreased THSD7A expression 
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肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）

是全球第5大恶性肿瘤，病死率高居男性恶性肿瘤

第2位，女性恶性肿瘤第6位，每年的新发病例数

与死亡人数接近1:1，其中我国因HCC死亡人数约

占 全 球 的 一 半 [ 1 ]。 近 些 年 来 由 于 肝 癌 手 术 切 除 率

的 显 著 提 高 ， 术 后 并 发 症 与 病 死 率 明 显 降 低 ， 以

Sora f in ib为代表的肝癌综合治疗手段也有明显的

进步 [2-3]。然而，目前来说HCC的总体疗效仍难以

令人满意，术后5年的复发转移率达70%，而术后

5年生存率仅为30%~50%，甚至更低[4]，严重制约

了HCC总体治疗水平的提高。因此，阐明HCC侵

袭转移的机制已 成为现今HC C 研究邻域中的一个

重要科学问题 [5]。最近有学者 [6]认为肿瘤的转移是

一 种 可 遗 传 的 基 因 特 征 ， 其 与 肿 瘤 的 特 性 有 关 ，

如侵袭转移，血管生成等。域含蛋白7A（domain 

containing 7A，THSD7A）被报道与血管生成和侵

袭转移有关 [7-8]。所以本研究将探讨THSD7A基因

在HCC中的表达与作用。

1　材料与方法

1.1  标本及临床资料收集

本组采集资料分为两批。一批为30例新鲜的

HC C 组织标本，均有癌组织和相对应的癌旁组织

（距癌组织1 cm的非癌组织），取自长治医学院

附属和平医院2008年8月—2011年6月手术切除的

HC C 患者。标本手术离体后立即以液氮保存，然

后储存到-80 ℃低温冰箱保存。另一批为石蜡组

织标本，取自1999年1月—2007年12月手术切除的

HC C 患者，选取癌组织和配对的癌旁组织，且随

访资料完整的HCC患者，共75例。上述所有患者

乙 型 肝 炎 表 面 抗 原 均 为 阳 性 ， 且 术 前 均 未 接 受 其

他治疗。

1.2  主要试剂及仪器

RNA实时定量PCR反应试剂盒购自北京天根

生化公司。RNA提取试剂TRIzo l购自美国Gib ico

公 司 。 T H S D 7 A 引 物 序 列 由 上 海 生 工 生 物 工 程 有

限 公 司 合 成 。 引 物 设 计 如 下 ： T H S D 7 A 基 因 的 上

游序列为5' -TGG GTT TAC GGT GTA GCA GC -
3'，THSD7A基因的下游序列为5' -CGG CAT CTC 

CAT CAT AGG CT-3'。内参GAPDH引物序列上游

为5'-AGA AGG CCG GGG CTC ATT TG-3'，内参

GAPDH引物序列的下游：5'-AGG GGC CAT CCA 

CAG TCT TC-3'。THSD7A抗体是兔抗人多克隆抗

体（Santa Cruz），工作浓度为1:500。

1.3  RT-PCR

首 先 根 据 T R I z o l 试 剂 盒 说 明 书 提 取 总 的

R N A 。 然 后 按 照 逆 转 录 试 剂 盒 说 明 书 进 行 c D N A

合 成 。 最 后 进 行 P C R 扩 增 ， 条 件 为 9 5  ℃ 预 变 性

10 min；95℃变性15 s，60℃延伸1 min，共40个

循 环 ； 并 进 行 定 量 和 溶 解 曲 线 分 析 。 结 果 采 用

相 对 定 量 法 ； 通 过 软 件 获 得 各 样 本 待 测 基 因 的 C t

（Cycle threshold，循环阈值）值，与同样本中的

GAPDH的Ct值相减，便获得该样本待测基因的Ct

值。采用2 -ct方法计算各种样本中THSD7A mRNA

量的差异。

1.4  免疫组化检测及结果判定

石 蜡 切 片 作 T H S D 7 A 免 疫 组 化 学 染 色 。 采 用

SP（过氧化物酶标记的链酶卵白素）法，染色步

骤按试剂盒说明进行。THSD7A染色判定标准参考

Shimizu方法[9]。

1.5  随访

建立75例HCC手术患者的随访库，从手术切

除 日 计 算 患 者 的 总 体 和 无 瘤 生 存 时 间 。 详 细 记 录

患 者 的 住 院 号 、 病 理 切 片 号 、 联 系 方 式 等 。 定 时

回访复查B超或CT结果、AFP水平测定等确定有无

临 床 复 发 转 移 。 随 访 采 取 复 查 、 电 话 、 信 访 等 。

随访终止点为患者因HC C 导致死亡或复发转 移；

若随访截止时未出现HC C 导致的死亡或复发 转移

的，记为删失数据。

1.6  统计学处理

应 用 S P S S  1 0 . 0 统 计 软 件 包 。 两 组 计 量 资 料

比 较 采 用 t 检 验 。 两 组 等 级 资 料 比 较 采 用 非 参 数

检 验 中 的 M a n n - W h i t n e y  U 检 验 。 生 存 曲 线 采 用

Kaplan -Meie r方法分析，Log - r ank法比较存活率

之间的差异。

have a relatively poor prognosis.
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2　结　果

2.1  THSD7A mRNA 在癌组织中的表达

经 过 实 时 定 量 P C R 的 检 测 ， 比 较 T H S D 7 A

与 G A P D H 之 间 的 C t 值 ， 获 得 各 组 织 样 本 的 C t

值 （ 图 1 ） 。 将 邻 近 非 肿 瘤 肝 组 织 中 T H S D 7 A 

m R N A 表 达 水 平 设 定 为 1 ， 则 相 应 的 H C C 组 织

中 T H S D 7 A  m R N A 的 表 达 水 平 中 位 值 为 0 . 3 2 2 5

（ 0 . 0 1 9 7 ~ 1 . 2 1 3 ） 。 T H S D 7 A 在 H C C 组 织 中

表 达 水 平 明 显 低 于 相 应 的 邻 近 非 肿 瘤 肝 组 织

（P<0.05）。

2.2  THSD7A 蛋白在癌组织中的表达

采用免疫组化检测75例HCC组织石蜡切片标

本中THSD7A的表达水平。结果显示THSD7A主要

分 布 于 胞 浆 中 （ 图 2 ） 。 在 7 5 例 H C C 组 织 中 仅 有 

1 8 例 （ 2 4 . 0 % ） T H S D 7 A 呈 阳 性 表 达 ， 其 余 5 7 例

H C C 组 织 的 T H S D 7 A 蛋 白 呈 阴 性 表 达 。 而 7 5 例

相 应 的 邻 近 非 肿 瘤 肝 组 织 中 则 有 6 5 例 （ 8 6 . 6 % ）

T H S D 7 A 呈 阳 性 表 达 ， T H S D 7 A 在 H C C 组 织 中 的

阳 性 表 达 率 明 显 低 于 相 应 的 邻 近 非 肿 瘤 肝 组 织

（P<0.05）。

1.5

1.0

0.5

0.0

相
关

表
达

水
平

■ 癌
■ 癌旁

图 1　30 对新鲜 HCC 及癌旁组织中 THSD7A mRNA 表达

情况
Figure 1　THSD7A mRNA expressions in the 30 paired fresh 

HCC and adjacent tissues

2.3  THSD7A 的低表达水平与 HCC 临床病理特

征密切相关

通 过 对 T H S D 7 A 蛋 白 免 疫 染 色 与 7 5 例 H C C 患

者临床病理指标的统计分析发现：THSD7A的表达

水平与肿瘤结节数目（ P = 0 .011）、Edmondson -

Steiner分级（P=0.013）、BCLC分期（P=0.048）

密 切 相 关 ： 而 与 性 别 、 年 龄 、 乙 肝 表 面 抗 原 、 肝

硬 化 、 甲 胎 蛋 白 、 肿 瘤 大 小 、 包 膜 形 成 、 C h i l d -
Pugh分级、TNM分级无关（均P>0.05）（表1）。

图 2　免疫组化检测 THSD7A 在组织石蜡标本中的表达（×400）　　A-C：HCC 组织；D：癌旁组织
Figure 2　Immunohistochemical staining for THSD7A expression in the paraffin embedded specimens (×400)　　A–C: HCC tissue;  

D: Adjacent tissue

A B

C D

score：0 score：1+

score：3+ score：4+
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2.4  THSD7A 低表达与 HCC 患者不良预后的关系

根据THSD7A蛋白在HCC中免疫组化Shimizu

评分结果，将全部75例HCC患者按表达情况分为

高 表 达 组 （ + ~ + + + ， 4 5 例 ） 与 低 表 达 组 （ - / ± ，

30例），乘积极限生存曲线Kaplan-Meier统计方法

分析THSD7A高表达组和低表达组患者的术后总体

生存率和术后无瘤生存率。结果显示，THSD7A低

表达组的HCC患者总体生存率明显低于THSD7A高

表达组的患者（P =0.016），同样THSD7A低表达

组的HCC患者无瘤生存率明显低于THSD7A高表达

组的患者（P=0.013）（图3）。

3　讨　论

HCC的侵袭转移一直是国内外研究的热点，

近 几 年 发 现 了 许 多 参 与 H C C 侵 袭 转 移 过 程 的 重

要 基 因 ， 如 H S F 1 、 A C K 1 、 T M E M 1 0 0 、 E g f l 7 、

RhoC、IFITM3、Numb [10-16]等，不断加深和丰富

了对HCC侵袭转移分子机制的研究。Bosco等[17]报

道 ： T H S D 7 A 位 于 七 号 染 色 体 短 臂 二 区 一 代 ， 由

1 657个氨基酸组成。研究人员早期发现THSD7A

与 骨 质 疏 松 [ 1 8 ] 、 自 发 性 膜 性 肾 病 [ 1 9 ] 和 肥 胖 [ 2 0 ] 有

表 1　THSD7A 蛋白表达水平与 HCC 临床病理特征的关系 [n（%）]
Table 1　Relations of THSD7A protein expression level with clinicopathologic features of HCC [n (%)]  

临床病理

特征
n

THSD7A
P

临床病理

特征
n

THSD7A
P

低表达组 高表达组 低表达组 高表达组
性别 肿瘤结节数目
　女 17 10（58.8） 7（41.2）

0.910
　孤立 47 23（48.9） 24（51.1）

0.011
　男 58 35（60.3） 23（39.7） 　多个（≥ 2） 28 22（78.6） 6（21.4）
年龄（岁） 包膜或假包膜形成
　≤ 60 52 33（63.4） 19（36.6）

0.358 
　无 35 23（65.7） 12（34.3）

0.345
　＞ 60 23 12（52.2） 11（47.8） 　有 40 22（55.0） 18（45.0）
AFP（ng/mL） Edmondson-Steiner 分级
　 ≤ 20 22 12（54.5） 10（45.5）

0.534
　I/II 56 30（53.6） 26（46.4）

0.013
　 ＞ 20 53 33（62.3） 20（37.7） 　III/IV 19 15（78.9） 4（21.1）
HBsAg Child-Pugh 分级
　阴性 16 9（56.3） 7（43.7）

0.730
　A 58 34（58.6） 24（41.4）

0.652
　阳性 59 36（61.0） 23（39.0） 　B 17 11（64.7） 6（35.3）
肝硬化 TNM Stage
　无 25 12（48.0） 13（52.0）

0.338
　I 31 16（51.6） 15（48.4）

0.213
　有 50 30（60.0） 20（40.0） 　II/III 44 29（65.9） 15（34.1）
肿瘤大小（cm） BCLC 分期
　≤ 5 32 16（50.0） 16（50.0）

0.127
　0/A 37 18（48.6） 19（51.4）

0.048
　＞ 5 43 29（67.4） 14（32.6） 　B/C 38 27（71.1） 11（28.9）

0         12       24        36        48        60       72
生存时间（月）
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累
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生
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P=0.016
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图 3　不同 THSD7A 表达状态与 HCC 患者的生存曲线 　　A：THSD7A 高表达与低表达患者总体生存率比较；B：THSD7A

高表达与低表达患者无瘤生存率比较
Figure 3　Survival curves of HCC patients with diff erent THSD7A expression levels 　　A: Comparison of overall survival between patients 

with high and low THSD7A expression; B: Comparison of disease-free survival between patients with high and low THSD7A 
expression

A B
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关。Kuo等[7-8]证实敲除斑马鱼胚胎中THSD7A后，

将 抑 制 内 皮 细 胞 的 迁 移 ， 导 致 血 管 缺 失 。 由 于

HCC组织中含有丰富血管，因此THSD7A可能也在

HCC的血管生成中发挥着重要作用。

本 研 究 结 果 发 现 ： 通 过 实 时 定 量 P C R 与 免 疫

组 化 显 示 T H S D 7 A 在 癌 旁 呈 高 表 达 ， 而 在 相 对 应

的 癌 中 呈 低 表 达 。 通 过 对 免 疫 组 化 的 数 据 分 析 显

示，THSD7A低表达与HCC的临床病理特征和HCC

患者的不良预后密切相关，THSD7A可能成为影响

术后生存率的独立危险因素。众所周知，HC C 的

发 生 与 发 展 是 一 个 多 阶 段 的 过 程 ， 它 涉 及 生 长 、

侵 袭 和 转 移 等 多 个 步 骤 。 迄 今 为 止 ， 许 多 学 者 就

HC C 侵袭转移的分子机制做了大量深入地研究。

Isin等 [21]研究发现，THSD7A与p53的表达是密切

相 关 的 ， 两 个 调 节 因 子 共 同 作 用 于 慢 性 淋 巴 细 胞

白血病发挥抑癌基因的作用。如今，HC C 临床预

后 标 志 物 的 研 究 已 逐 见 被 人 重 视 。 因 此 ， 如 能 找

到一个标志物能够预测、鉴别出HC C 患者的临床

差异，将会大大提高HC C 患者的治疗效果，避免

过度治疗。所以笔者推测THSD7A可能在HCC侵袭

转 移 中 发 挥 巨 大 的 作 用 。 T H S D 7 A 可 能 成 为 帮 助

临床医生预测HC C 患者肿瘤侵袭转移的一个重要 

指标。
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