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内质网钙离子结合蛋白在肝细胞癌中的表达及临床意义

张婷，李谆

(华中科技大学同济医学院附属武汉中心医院消化内科，武汉 430030)

[摘　要]	 目的：探讨肝细胞癌 ( h e p a t o c e l l u l a r  c a r c i n o m a ， H C C) 患者癌组织中内质网钙离子结合蛋白

(reticulocalbin-1，RCN1)的表达及临床意义。方法：回顾性分析华中科技大学同济医学院附属武

汉中心医院2012年1月至2014年1月间收治的95例HCC患者临床资料，采用免疫组织化学法检测

HCC癌组织中RCN1表达，根据免疫组织化学评分将患者分为RCN1高、低表达两组，采用Kaplan-

Meier法和log-rank检验比较RCN1高、低表达组患者无瘤生存率和总生存率的差异，采用Cox比例

风险模型分析影响HCC患者无瘤生存率和总生存率的危险因素。结果：95例HCC患者中RCN1高

表达组有61例(64.2%)，RCN1低表达组有34例(35.8%)；RCN1表达与性别(P=0.031)、甲胎蛋白

(alpha fetoprotein，AFP)(P<0.001)、肿瘤大小(P=0.032)、肿瘤结节数(P=0.028)、癌栓(P=0.011)

和分化程度(P=0.001)显著相关；RCN1高表达组患者无瘤生存率(P=0.001)和总生存率(P<0.001)

显著低于RCN1低表达组患者。单因素分析显示：RCN1表达(P<0.01)、AFP(P<0.01)、肿瘤大小

(P<0.01)、肿瘤结节数(P=0.03)、癌栓(P<0.01)、TNM分期(P<0.01)和分化程度(P=0.04)为影响

H CC患者无瘤生存率的危险因素；多因素分析显示RCN 1 ( P = 0 . 0 1 )是影响H CC患者无瘤生存率

的独立危险因素。单因素分析表明RCN1表达(P<0.01)、乙型肝炎表面抗原(HBsA g )(P<0.01)、

A FP(P=0.01)、癌栓(P=0.01)和TNM分期(P<0.01)是影响HCC总生存率的危险因素，多因素分

析显示 R C N 1 表达 ( P < 0 . 0 1 ) 和 T N M 分期 ( P = 0 . 0 2 ) 是影响 H C C 患者总生存率的独立危险因素。 

结论：RCN1在HCC中高表达，RCN1高表达的HCC患者无瘤生存率和总生存率显著低于RCN1低

表达患者，为影响HCC预后的分子标志物。

[关键词]	 内质网钙离子结合蛋白；肝细胞癌；临床意义
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肝细胞癌(hepatocel lular carcinoma，HCC)是

种常见的肝脏恶性肿瘤，也是全球，特别东亚和

东南亚地区，癌症相关死亡的常见原因之一 [1-2]。

HCC的主要治疗方法包括肿瘤切除、射频消融和

肝移植 [3-4]。然而，传统疗法，包括放化疗和手术

切除，对晚期HCC效果欠佳 [5-6]。因此，鉴定影响

HCC患者预后的相关因素有重要的意义。内质网

钙离子结合蛋白(reticulocalbin-1，RCN1)是存储在

内质网中的Ca2+结合蛋白，在Ca2+依赖性细胞黏附

中发挥作用。最近研究[7]发现：癌症、心血管疾病

和神经肌肉疾病中RCN1蛋白表达异常。在肝癌 [8]

和肾癌 [9]中发现RCN1上调表达，并与癌细胞侵袭

性相关。然而，RCN1在HCC中的表达及与预后的

关系尚不清楚，本研究旨在探讨HCC患者癌组织

中RCN1的表达及临床意义。

1  材料与方法

1.1  患者组织样本

所有组织样本均来自2013年7月至2014年12月

在华中科技大学同济医学院附属武汉中心医院接

受肝切除术的HCC患者，共95例。纳入标准：1)
术前经过CT、MRI或病理活检诊断为HCC；2)患

者除HCC外，不存在其他部位的原发性肿瘤；3)
患者具有完整的病历和随访信息。排除标准：不

符合上述纳入标准者。本研究通过华中科技大学

同济医学院附属武汉中心医院医学伦理委员会批

准。所有切除后的新鲜标本均快速冷冻后存储在
−80 ℃冰箱中。 

1.2  患者临床资料和随访

从 全 部 患 者 临 床 病 历 中 提 取 如 下 信 息 ： 性

别、年龄、甲胎蛋白(alpha- fetoprote in，A FP)水

平、病毒感染信息、肿瘤大小、肿瘤数目、是否

存在癌栓、美国癌症联合委员会(A m e r i c a n  Jo i n t 
Committee on Cancer，AJCC)第八版TNM分期等信

息。通过定期门诊和电话方式进行随访。随访期

间每半年1次行腹部超声、CT和MRI检查，失访共

3人。所有患者随访至2019年1月。无瘤生存时间

定义为手术至肿瘤复发之间的时间间隔；总生存

率为手术至死亡或最后一次随访间的时间间隔。

1.3  免疫组织化学染色

将95例HCC患者的病理组织标本固定在甲醛

溶液中并包埋在石蜡中用于RCN1免疫组织化学染

色。步骤如下：在完成脱蜡、水合和封闭后，加

入RCN1一抗(1:200)并在4 ℃下与样品一起孵育过

夜，漂洗3次后，与羊抗兔二抗在37 ℃孵育2 h，

苏木精染色，在出现浅黄色后终止染色，并在显

微镜下观察。

hepatocellular carcinoma and its clinical significance. Methods: The clinical data of 95 patients with hepatocellular 

carcinoma admitted to our hospital from January 2012 to January 2014 were reviewed. The expression of RCN1 in 

hepatocellular carcinoma pathological specimens was detected by immunohistochemistry. According to the results 

of immunohistochemistry, the patients were divided into two groups, RCN1 high and low expression group. The 

Kaplan-Meier curve method and the log-rank test were used to compare the difference between the tumor-free 

survival rate and the overall survival rate of patients with high and low RCN1 expression. The Cox proportional 

hazard model was used to analyze the risk factors for tumor-free survival and overall survival in hepatocellular 

carcinoma. Results: Of the 95 patients with HCC, 61 (64.2%) had high RCN1 expression and 34 (35.8%) had 

low RCN1 expression. RCN1 expression was significantly associated with gender (P=0.031), alpha-fetoprotein 

(AFP) (P<0.001), tumor Size (P=0.032), number of tumor nodules (P=0.028), tumor thrombus (P=0.011), 

and degree of differentiation (P=0.001). Tumor-free survival (P=0.001) and overall survival rate of high RCN1 

expression group (P<0.001) was significantly lower than that of patients with low RCN1 expression group. 

Multivariate analysis showed that RCN1 expression (P=0.01) was an independent prognostic factor predicting 

tumor-free survival in HCC patients. Analysis showed that RCN1 expression (P<0.01) and TNM staging (P=0.02) 

were independent prognostic factors predicting overall survival in patients with HCC. Conclusion: The tumor-

free survival rate and overall survival rate of patients with high RCC expression in HCC are significantly lower than 

those with low RCN1 expression, which is a molecular marker for predicting the prognosis of HCC.

Keywords reticulocalbin-1; hepatocellular carcinoma; clinical significance
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1.4   免疫组织化学评分

由 2 位 病 理 医 生 在 双 盲 下 独 立 评 估 患 者 病 理

切片。免疫组织化学评分由染色强度和阳性细胞

百分比2个维度组成。染色强度评分如下：0，无

染色；1，比背景略黄；2，黄褐色；3，棕色。阳

性细胞评分如下测定：0，0%~5%；1，6%~25%；

2，26%~50%；3，51%~75%；4，>75%。IHC总分

计算为阳性细胞评分×染色强度评分。最终免疫评

分得分在0~12之间。总得分为4个等级：0为阴性

(−)；1~4为弱阳性(+)；5~8为阳性(++)；9~12为

强阳性(+++)。根据免疫组织化学评分结果将患者

分为高低表达两组，其中≤8分为低表达组，>8分

为高表达组。

1.5  统计学处理

使用SP SS  2 0 . 0统计软件进行数据分析。χ 2检

验用于分析RCN1的表达与临床病理因素的关系，

Kaplan-Meier法和log-rank检验用于分析RCN1高低

表达组的生存分析和比较，单因素和多因素分析

影响无瘤生存率和总生存的影响因素，P<0.05为差

异有统计学意义。

2  结果

2.1  HCC 患者癌组织中 RCN1 的表达

免疫组织化学示：95例HCC患者中RCN1高表

达有61例(64.2%)，RCN1低表达有34例(35.8%)，

HCC患者癌组织中RCN1免疫组织化学典型表达见 
图1。

2.2  RCN1 表达与临床病理因素的关系

RCN1表达与性别(P=0.031)、AFP(P<0.001)、

肿瘤大小( P = 0 . 0 3 2 )、肿瘤数目( P = 0 . 0 2 8 )、癌栓

(P=0.011)和分化程度(P=0.001)显著相关，RCN1
表 达 与 H C C 患 者 性 别 、 年 龄 和 乙 肝 表 面 抗 原

(hepatitis B surface antigen，HbsAg)差异无统计学

意义(P>0.05，表1)。

2.3  HCC 患者癌组织中 RCN1 表达与预后间的关系

RCN1高表达组患者无瘤生存率(P=0.001)和总

生存率(P<0.001)显著低于RCN1低表达组患者，其

中RCN1低表达组患者5年无瘤生存率和总生存率分

别为21.9%和31.4%，而RCN1高表达组患者5年无瘤

生存率和总生存率分别为10.4%和15.1%(图2)。

2.4  影响 HCC 患者无瘤生存率的危险因素分析

单 因 素 分 析 显 示 ： R C N 1 表 达 ( P < 0 . 0 1 ) 、

A F P ( P < 0 . 0 1 ) 、肿瘤大小 ( P < 0 . 0 1 ) 、肿瘤结节数

(P=0.03)、癌栓(P<0.01)、TNM分期(P<0.01)和分

化程度(P=0.04)为影响HCC患者无瘤生存率的危

险因素；多因素分析显示：RCN1(P=0.01)是影响

HCC患者无瘤生存率的独立危险因素(表2)。

2.5  影响 HCC 患者总生存率的危险因素分析

单 因 素 分 析 表 明 ： R C N 1 表 达 ( P < 0 . 0 1 ) 、

HbsAg(P<0.01)、AFP(P=0.01)、癌栓(P=0.01)和TNM
分期(P<0.01)是影响HCC总生存率的危险因素；多因

素分析示：RCN1表达(P<0.01)和TNM分期(P=0.02)
是影响HCC患者总生存率的独立危险因素(表3)。

A B

图1 HCC患者癌组织中RCN1的表达(IHC，×200)
Figure 1 RCN1 expression in cancer tissues of HCC patients (IHC, ×200)
(A)RCN1低表达；(B)RCN1高表达。
(A) Low-expression of RCN1; (B) High-expression of RCN1.
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表1 RCN1表达与HCC临床病理因素间的关系

Table 1 Correlation between RCN1 expression with clinicopathological characteristics of HCC

临床参数 n
RCN1 表达 / 例

P
低表达 (n=34) 高表达 (n=61)

性别 0.031

男 81 25 56

女 14 9 5

年龄/岁 0.672

<50 48 16 32

≥ 50 47 18 29

AFP/(ng·L−1) <0.001

<400 50 28 22

≥ 400 45 6 39

HbsAg 0.084

阴性 41 19 22

阳性 54 15 39

肿瘤大小/cm 0.032

≤ 5 49 23 26

>5 46 11 35

肿瘤结节数 0.028

单个 (<1) 58 26 32

多个 ( ≥ 2) 37 8 29

癌栓 0.011

无 65 29 36

有 30 5 25

TNM分期 0.286

I+II 51 21 30

III+IV 44 13 31

肿瘤分化 0.001

高 / 中 64 30 34

低 31 4 27

图2 RCN1高低表达组的HCC患者无瘤生存率(A)和总生存率(B)比较
Figure 2 Comparison of disease-free survival (A) and overall survival (B) in patients with high and low RCN1 expression group in 
hepatocellular carcinoma patients
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RCN1高表达
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3  讨论

H C C 是 我 国 常 见 恶 性 肿 瘤 之 一 [ 1 0 ]， 近 年 来

HCC的发病率和病死率在亚洲、非洲和西方国家

有增加的趋势，给社会造成沉重的经济负担[11-12]。

RCN1是一种位于内质网的钙结合蛋白质，其

由人11p13染色体上的RCN1基因编码，全长331个

氨基酸残基，含有6个与高亲和力钙结合基序相似

的保守结构域。最近的研究 [ 1 3 ]发现： R C N 1 也定

位于前列腺癌细胞表面。一项体外细胞实验 [14]发

现：RCN1在浸润性乳腺癌细胞系和侵袭性结直肠

癌细胞系中高表达，提示RCN1与肿瘤细胞侵袭性

有关。与正常肺组织相比，RCN1在肺癌组织中过

表达，且在癌症中的淋巴管内皮细胞中高表达，

RCN1已被证明是一种与淋巴转移相关的肿瘤标志

物 [13]。尽管如此，其在HCC中的表达和临床意义

尚未见报道。

本 研 究 免 疫 组 织 化 学 染 色 显 示 ： 9 5 例 H C C

患者中R C N 1高表达6 1 ( 6 4 . 2 % )例，R C N 1低表达

34(35.8%)例。研究 [15]报道：在158例非小细胞肺

表3 与总生存率相关的风险因素的单变量和多变量Cox回归分析

Table 3 Univariate and multivariate Cox regression analysis of risk factors associated with overall survival

参数
单因素分析 多因素分析

HR 95%CI P HR 95%CI P

RCN1 表达 ( 高 vs 低 ) 4.60 1.91~11.09 <0.01 4.11 1.53~11.01 <0.01

性别 ( 男 vs 女 ) 2.89 0.89~9.40 0.08 — — —

年龄 ( ≥ 50 岁 vs <50 岁 ) 1.09 0.59~2.00 0.79 — — —

HBsAg( 阳性 vs 阴性 ) 2.58 1.38~4.83 <0.01 1.56 0.80~3.07 0.19

AFP ( ≥ 400 ng/mL vs <400 ng/mL) 2.44 1.30~4.58 0.01 1.12 0.53~2.37 0.76

肿瘤大小 (>5 cm vs ≤ 5 cm) 1.44 0.77~2.71 0.26 — — —

肿瘤结节数 ( 多个 vs 单个 ) 1.5 0.81~2.75 0.20 — — —

癌栓 ( 有 vs 无 ) 2.39 1.28~4.43 0.01 1.15 0.56~2.37 0.71

TNM 分期 (III+IV vs I+II) 2.58 1.38~4.83 <0.01 2.80 1.22~6.43 0.02

分化程度 ( 低 vs 高 / 中 ) 1.37 0.98~1.86 0.05 — — —

表2 与无瘤生存率相关的风险因素的单变量和多变量Cox回归分析

Table 2 Univariate and multivariate Cox regression analysis of risk factors associated with tumor-free survival

临床参数
单因素分析 多因素分析

HR 95%CI P HR 95%CI P

RCN1 表达 ( 高 vs 低 ) 3.39 1.55~7.41 <0.01 3.20 1.26~8.12 0.01

性别 ( 男 vs 女 ) 2.14 0.76~6.04 0.15 — — —

年龄 ( ≥ 50 岁 vs <50 岁 ) 1.00 0.55~1.84 0.99 — — —

HBsAg( 阳性 vs 阴性 ) 1.49 0.79~2.81 0.21 — — —

AFP ( ≥ 400 ng/mL vs <400 ng/mL) 2.59 1.37~4.90 <0.01 1.34 0.63~2.88 0.45

肿瘤大小 (>5 cm vs ≤ 5 cm) 2.88 1.47~5.62 <0.01 1.93 0.94~3.96 0.07

肿瘤结节数 ( 多个 vs 单个 ) 1.96 1.06~3.62 0.03 0.87 0.42~1.80 0.71

癌栓 ( 有 vs 无 ) 2.43 1.31~4.52 <0.01 1.23 0.57~2.64 0.60

TNM 分期 (III+IV vs I+II) 2.94 1.56~5.53 <0.01 2.29 0.99~5.28 0.05

分化程度 ( 低 vs 高 / 中 ) 0.73 0.54~0.99 0.04 0.78 0.39~1.56 0.48
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癌的癌组织中 R C N 1 高表达 9 2 例，低表达 6 6 例，

与 本 研 究 结 果 类 似 ， 结 果 显 示 R C N 1 在 H C C 和

非 小 细 胞 肺 癌 中 存 在 差 异 性 表 达 。 本 研 究 发 现

R C N 1 高 表 达 患 者 男 性 居 多 、 A F P 浓 度 更 高 、 肿

瘤大小和数目更多、分化程度越高，上述指标均

显示 R C N 1 高表达患者病情更为严重。在肾细胞

癌中，蛋白质组学证实 R C N 1 高表达是潜在的分

子标志物，且与肾细胞癌TNM分期密切相关 [9]。

研 究 [ 1 5 ]发 现 ： 在 非 小 细 胞 肺 癌 患 者 中 ， 免 疫 组

织化学发现 R C N 1 高表达与非小细胞肺癌更高的

TNM分期和淋巴结转移密切相关。上述结果表明

RCN1表达参与癌症的进展。

本研究发现 R C N 1 高表达的 H C C 患者无瘤生

存率和总生存率显著低于R C N 1 低表达的H CC 患

者，且Cox单因素和多因素模型分析均显示RCN1
表达是影响HCC患者无瘤生存率和总生存率的独

立危险因素，提示R C N 1 表达是可预测H CC 患者

预后的分子标志物。在H CC [ 8 ]和肾细胞癌 [ 9 ]中，

作者均通过临床蛋白质组学证实HCC和肾细胞癌

中 R C N 1 表达显著高于癌旁组织，可能是潜在的

与癌症相关的分子标志物。在非小细胞肺癌中，

研究者 [ 1 5 ]发现 R C N 1 表达是影响非小细胞肺癌总

生存率的独立危险因素，与本研究结果类似。同

样，研究 [ 1 6 ]发现 R C N 1 表达是前列腺癌预后不良

的独立危险因素。

RCN1表达如何影响HCC患者预后的机制尚不

清楚，可能与其高表达增强癌细胞的侵袭能力相

关。在体外细胞实验 [14]中，发现浸润性乳腺癌细

胞系和侵袭性结直肠癌细胞系中RCN1均高表达。

非小细胞肺癌细胞系的体外实验 [15]发现敲低RCN1
表达显著抑制肺癌细胞系的增殖和侵袭能力。尽

管如此，其是否影响HCC癌细胞侵袭和增殖尚需

进一步研究。

本研究存在如下不足：本研究为单中心回顾

性研究，纳入病例数目较少，尚需要多中心大样

本研究来证实本研究结论；其次，本研究并未在

细胞系中探讨RCN1表达影响HCC患者预后的确切

机制，值得进一步研究。

综上，本研究发现RCN1高表达的HCC患者无

瘤生存率和总生存率显著低于RCN1低表达患者，

RCN1是影响HCC预后的分子标志物。
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