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摘要 目的 探讨分泌性磷蛋白 1 ( SPP1) 及程序性死亡因

子配体-1( PD-L1) 在肝细胞癌( HCC) 患者中的表达及与 M2

巨噬细胞的相关性以及对预后的影响。方法 采用免疫组

化法检测 81 例肝癌患者中 SPP1、PD-L1 以及 CD163 ( M2 巨

噬细胞常用标志物) 的表达，并分析 SPP1、PD-L1 和 CD163

的表达与患者临床特征相关性及与患者预后的关系，同时分

析了 SPP1、PD-L1 与肝癌组织中 M2 巨噬细胞的相关性。结

果 SPP1、PD-L1 和 CD163 的 表 达 在 肝 癌 患 者 中 升 高，

SPP1、PD-L1 和 CD163 的表达均与患者 BCLC 分期相关 ( P
＜ 0. 05) ，与年龄、性别均无关。同时，SPP1 的表达还在肿瘤

直径大、肝内多发肿瘤的 HCC 中患者中增高; PD-L1 的表达

在肝内多发肿瘤、有乙肝病毒( HBV) 感染的 HCC 患者中增

高( P ＜ 0. 05 ) 。SPP1、PD-L1 和 CD163 与预后相关，高表达

患者的 3 年生存率 ( OSＲ) 和总生存期 ( OST) 低于低表达患

者，BCLC 分期、SPP1 和 PD-L1 为独立预后因素。SPP1、PD-
L1 表达与 M2 巨噬细胞呈正相关。结论 SPP1、PD-L1 和

CD163 可作为判断肝癌生物学行为的参考指标，SPP1 和 PD-
L1 阳性表达提示肝癌患者可能预后不良。
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肝癌作为全球范围内最常见的癌症之一，发病

率在全球范围内呈上升趋势［1］。肝细胞癌( hepato-

cellular carcinoma，HCC) 是肝癌最常见的病理类型，

约占 90%。尽管传统化疗、肝动脉化疗栓塞、免疫

检查点抑制剂、酪氨酸激酶抑制剂等疗法，一定程度

上延长了患者的生存期，但总体预后仍较差。因此，

迫切需要寻找有效的治疗方法。
肿瘤相关巨噬细胞( tumor associated macropha-

ges，TAM) 是肿瘤微环境中浸润的一类重要免疫细

胞，以 M2 型为主，而 CD163 为目前公认的 M2 巨噬

细胞标志物［2］。分泌性磷蛋白 1 ( secreted phospho-
protein 1，SPP1) 广泛存在于人体的组织与器官内，

其表达在多种肿瘤中均显著上调［3 － 5］，巨噬细胞阳

性表达 SPP1 的结肠癌患者的无进展生存期 ( pro-
gression free survival，PFS) 更短［6］。但目前在 HCC
中针对 SPP1 的研究较少，且发挥作用机制尚不完

全清楚。程序性死亡因子配体-1 ( programmed death
receptor ligand-1，PD-L1) 是程序性死亡因子-1 ( PD-
1) 的配体，B7 超家族 i 型跨膜糖蛋白。PD-L1 在人

体的多种免疫及肿瘤细胞表面表达［7 － 9］，促进活化

T 细胞凋亡，抑制活化 T 细胞增殖。但 HCC 的免疫

微环境中 SPP1 和 PD-L1 在调节巨噬细胞参与肿瘤

免疫过程中发挥何种相互作用尚不明确。该研究将

探索 HCC 中 SPP1、PD-L1 与 M2 巨噬细胞的表达及

与患者预后的相关性，从而为靶向 M2 巨噬细胞治

疗 HCC 提供一定的实验基础和理论依据。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 该研究整群收集 2017—2019 年在

安徽医科大学第二附属医院初次诊断并接受手术的

81 例 HCC 患者和 10 例癌旁组织( 对照组) 的石蜡

标本，取分界线以外相应一侧 2 cm 的组织为癌旁组

织。全组病例需符合的条件有: ① 手术前未接受过

放疗或化疗;② 年龄、性别、BCLC 分期等资料完整;

③ 标本组织经安徽医科大学第二附属医院病理科

专家再次确诊为 HCC。HCC 病人肝组织石蜡切片

中男 70 例，女 11 例，年龄 30 ～ 78 ( 58. 2 ± 11. 6) 岁。
其中，年龄≥60 岁以上的患者 38 例( 46. 9% ) ; BCLC
分期 A 期 57 例( 70. 3% ) ，B 期 14 例( 17. 3% ) ，C
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期 10 例( 12. 3% ) ，无 D 期患者; 肝脏单发肿瘤 68
例 ( 84. 0% ) ，多发肿瘤 13 例 ( 16. 0% ) ; 肿瘤直径

＞ 5 cm 46 例 ( 56. 8% ) ，肿 瘤 直 径≤5 cm 35 例

( 43. 2% ) ; 有 HBV 感 染 患 者 71 例 ( 87. 7% ) ，无

HBV 感染患者 10 例( 12. 3% ) 。
1． 2 试剂与仪器 CD163 ( 美国 Santa Cruz 公司) ;

SPP1( 江苏亲科生物研究中心有限公司) ; PD-L1( 英

国 Abcam 公司) ; 石蜡切片机( 上海徕卡仪器有限公

司，ＲM2016) ; 脱水机( 武汉俊杰电子有限公司，JJ-
12J) ，数字切片扫描仪 Pannoramic MIDI ( 匈 牙 利

3DHISTECH 公司) ; 光学显微镜( 重庆重光实业有

限公司，COIC，XSP-C204) 。
1． 3 方法

1． 3． 1 免疫组化检测肝组织石蜡切片 SPP1、PD-L1
和 CD163 的表达 HCC 组织经甲醛固定、梯度乙醇

脱水后，将组织和石蜡置于包埋框内，冷却后即成蜡

块。进行防脱处理后，Leica 石蜡切片机切成厚 4 ～
6 μm 薄片，将蜡片裱贴于载玻片上，烤干待用。免

疫组化法染色按 MaxVision 二步法进行，具体操作

参照说明书。以磷酸盐缓冲液( PSB) 代替一抗作阴

性对照，已知阳性切片为阳性对照。在光学显微镜

( COIC 公司，XSP-C204 ) 下结合常规 HE 切片观察

免疫组化切片的染色反应。数字切片扫描仪下进行

拍照。
观察 SPP1、PD-L1 和 CD163 在细胞中的染色情

况，在细胞膜或者细胞质中出现棕黄色着色为阳性

细胞，根据细胞的染色强度以及阳性细胞率进行评

分。① 按染色强度记分: 无色 0 分，淡黄色 1 分，

棕黄色 2 分，棕褐色 3 分; ② 按阳性细胞率计分:

阳性细胞率≤4% ( 0 分) ，5% ～ 24% ( 1 分) ，25% ～
49% ( 2 分) ，50% ～74% ( 3 分) ，阳性细胞率≥75%
( 4 分) ，两者结果相乘即为总评分，总评分≤1 分为

阴性，2 ～ 4 分为弱阳性，5 ～ 8 分为中等阳性，9 ～ 12
分为强阳性。在该研究中将阴性和弱阳性定义为低

表达，中等阳性和强阳性定义为高表达。
1． 3． 2 随访 随访方式为电话随访，截止时间为

2022 年 4 月 30 日。该研究中有 79 例患者取得完

整随访资料。总生存时间为手术时间到死亡或随访

截止时间。到随访截止时间未死亡的患者定义为结

尾数据。
1． 4 统计学处理 应用 SPSS 26. 0 软件进行统计

分析。采用四格表的 χ2 检验、Fisher 确切概率法分

析两种蛋白在肝癌组织及癌旁组织中的表达与患者

临床特征关系。两种蛋白与生存期分析采用 Kap-

lan-Meier 法对总生存期 ( overall survival，OS) 绘制

生存曲线，并进行 log-rank 检验影响，生存时间的危

险因素采用单因素和多因素 Cox 回归模型。采用

χ2 检验分析两种蛋白之间及与 M2 巨噬细胞表达的

相关性。当 P ＜ 0. 05 表示差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 SPP1、PD-L1 和 CD163 在肝癌中的表达 81
例 HCC 患者组织中，高表达 SPP1、PD-L1 和 CD163
的患者例数分别为 39 ( 48. 1% ) ，32 ( 39. 5% ) 和 38
( 48. 1% ) ，高于癌旁组织 ( P ＜ 0. 05 ) 。见图 1。

图 1 SPP1、PD-L1 和 CD163 在 HCC、癌旁组织中的表达 × 100

A － C: SPP1、PD-L1、CD163 在 HCC 组织中的阳性表达; D － F:

SPP1、PD-L1、CD163 在癌旁组织中的表达

2． 2 SPP1、PD-L1 和 CD163 的表达与 HCC 患者

临床特征的关系 SPP1、PD-L1 和 CD163 的高表达

与 HCC 患者 BCLC 分期均相关( P ＜ 0. 05) ，与年龄、
性别均无关( P ＞ 0. 05) 。同时，SPP1 的表达还在肿

瘤直径大、肝内多发肿瘤的 HCC 中患者中增高; PD-
L1 的表达在肝内多发肿瘤、有 HBV 感染的 HCC 患

者中增高( P ＜ 0. 05) 。见表 1。
2． 3 SPP1 和 PD-L1 在 HCC 组织中表达的相关性

及与 HCC 患者生存的相关性( 包括单因素、多因素
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生存分析)

2． 3． 1 SPP1 和 PD-L1 在 HCC 组织中表达的相关

性 39 例 SPP1 高表达的 HCC 患者中有 21 例 PD-
L1 高表达，SPP1 和 PD-L1 在 HCC 组织中呈正相关

( c = 0. 272，P = 0. 011)

2． 3． 2 生存因素分析 对 81 例 HCC 病例进行单

因素 COX 回 归 模 型 分 析，结 果 显 示 BCLC 分 期、
SPP1 高表达和 PD-L1 高表达均与 HCC 患者预后相

关( P ＜ 0. 05) ，将上述因素纳入多因素 COX 回归模

型分析，结果显示 BCLC 分期、SPP1 高表达和 PD-L1
高表达均是影响预后的独立因素( P ＜ 0. 05) 。见表

2、3。
2． 3． 3 SPP1、PD-L1 和 CD163 的表达与 HCC 患者

生存情况的关系 81 例患者中 79 例患者随访，其

中 73 例患者在随访期内死亡( 94. 9% ) ，死因均与

肿瘤 相 关。全 组 患 者 3 年 生 存 率 为 24%，SPP1，

PD-L1 和 CD163 的高表达均与预后相关( P ＜ 0. 01，

P ＜ 0. 01，P = 0. 01) 。见图 2。

表 1 HCC 组织中 SPP1、PD-L1 和 CD163 的表达与其临床病理特征的关系( n)

临床特征 n
SPP1

高 低
P 值

PD-L1
高 低

P 值
CD163

高 低
P 值

年龄( 岁) 0． 306 0． 170 0． 825
＜ 60 43 23 20 20 23 20 23
≥60 38 16 22 12 26 19 19

性别 0． 400 0． 372 0． 522
男 70 35 35 29 41 35 35
女 11 4 7 3 8 4 7

肿瘤大小 ( cm) 0． 029 0． 319 0． 146
＞ 5 46 27 19 16 30 25 21
≤5 35 12 23 16 19 14 21

单发或多发 0． 023 0． 017 0． 132
单发 68 29 39 23 45 30 38
多发 13 10 3 9 4 9 4

BCLC 分期 0． 002 0． 001 0． 022
A 57 20 37 16 41 22 35
B 14 4 10 8 6 9 5
C 10 1 9 8 2 8 2
D 0

乙肝 0． 220 0． 005 0． 739
有 71 36 35 24 47 35 36
无 10 3 7 8 2 4 6

表 2 81 例 HCC 患者预后的单因素 COX 回归模型

因素 B SE Wald( χ2 ) P 值 OＲ ( 95%CI)
BCLC 0． 574 0． 221 6． 722 0． 010 1． 776( 1． 150 ～ 2． 740)

性别 0． 030 0． 358 0． 007 0． 934 1． 030( 0． 510 ～ 2． 080)

年龄 0． 441 0． 283 2． 423 0． 120 1． 554( 0． 892 ～ 2． 705)

HBV 感染 － 0． 214 0． 414 0． 268 0． 605 0． 807( 0． 359 ～ 1． 816)

是否单发 － 0． 313 0． 379 0． 680 0． 410 0． 731( 0． 348 ～ 1． 538)

肿瘤直径 － 0． 164 0． 279 0． 345 0． 557 0． 849( 0． 491 ～ 1． 468)

SPP1 0． 653 0． 312 4． 394 0． 036 1． 922( 1． 043 ～ 3． 540)

PD-L1 0． 710 0． 296 5． 473 0． 017 2． 034( 1． 138 ～ 3． 636)

CD163 0． 194 0． 280 0． 483 0． 487 1． 215( 0． 702 ～ 2． 101)

表 3 81 例 HCC 患者预后的多因素 COX 回归模型

因素 B SE Wald( χ2 ) P 值 OＲ ( 95%CI)
BCLC 0． 508 0． 204 6． 224 0． 013 1． 662( 1． 115 ～ 2． 476)

SPP1 0． 651 0． 284 5． 243 0． 022 1． 917( 1． 098 ～ 3． 346)

PD-L1 0． 633 0． 271 5． 470 0． 019 1． 884( 1． 108 ～ 3． 202)
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图 2 SPP1、PD-L1 和 CD163 的表达与 HCC 患者生存时间的关系

A: SPP1; B: PD-L1; C: CD163

2． 4 SPP1 和 PD-L1 与肝癌组织 M2 巨噬细胞的

相关性 39 例 HCC 组织 SPP1 高表达患者中有 30
例 CD163 高表达，SPP1 和 CD163 在 HCC 组织中呈

显著正相关 ( r = 0. 485，P ＜ 0. 001 ) ; 32 例 HCC 组

织 PD-L1 高表达患者中有 20 例 CD163 高表达，PD-
L1 和 CD163 在 HCC 组 织 中 呈 显 著 正 相 关 ( r =
0. 226，P = 0. 038) 。

3 讨论

HCC 是消化系统常见肿瘤，其病因至今尚不完

全明确，缺乏有效治疗手段，总体预后不佳，因此迫

切需要新的治疗方法。肿瘤微环境主要指肿瘤细胞

与非肿瘤细胞( 免疫细胞、成纤维细胞、血管和淋巴

管内皮细胞) 及细胞外成分( 细胞因子及趋化因子，

细胞外基质等) 相互作用形成的复杂结构。巨噬细

胞、T 淋巴细胞、自然杀伤细胞( NK 细胞) 、中性粒

细胞、树突状细胞和骨髓源性抑制细胞( MDSCs) 等

主要免疫细胞组成了肿瘤免疫微环境［10］。巨噬细

胞是单核细胞系的分化细胞，不同微环境中，表现为

不同亚型，主要分为 M1 和 M2 型。一般认为 TAM
更接近于 M2 表型，可被 IL-10、IL-13、IL-4 激活，具

有促进肿瘤生长和转移作用［11 － 12］。
课题组前期研究［13］表明，晚期 HCC 患者的 M2

巨噬细胞表达增多，该研究表明 M2 巨噬细胞在

HCC 患者肿瘤组织中的高表达明显高于癌旁组织，

同时在肿瘤直径大、BCLC 分期晚的患者中表达升

高。其机制可能为晚期 HCC 患者中 β2-AＲ 表达升

高，下游 cAMP /PKA /CＲEB 和 cAMP /IL-6 /STAT3 信

号通路被激活，使 M2 巨噬细胞分泌促肿瘤细胞因

子如 IL-6 等增多，促进了肝癌进展。但是否有其他

机制作用于 M2 巨噬细胞，影响肝癌进展仍需深入

研究，本文进一步研究了 SPP1、PD-L1 与 M2 巨噬细

胞及与预后的相关性。
SPP1 是一种重要的细胞外基质成分，由多种细

胞分泌，包括肿瘤细胞、免疫细胞、成纤维细胞、破骨

细胞、平滑肌、淋巴细胞和上皮细胞。在多种肿瘤的

肿瘤组织和血清中 SPP1 的表达上调与患者不良预

后相关［14 － 16］。有研究［17］ 表明，在肺腺癌中，SPP1
可调节巨噬细胞向 M2 型极化，但具体机制尚不清

楚，在 HCC 中研究较少。该研究表明，SPP1 在 HCC
患者肿瘤组织中的表达高于癌旁组织，在 BCLC 分

期晚、肿瘤直径大、肝内多发肿瘤病灶的患者中升

高，且为肝癌患者的独立预后因素，高表达 SPP1 的

患者生存期短于低表达患者。同时，SPP1 的表达与

M2 巨噬细胞的数量呈正相关，提示针对 SPP1 靶点

的治疗可能是改善 HCC 患者预后的潜在治疗方案。
PD-L1 在肿瘤免疫逃逸中起关键作用，靶向

PD-L1 已 成 为 多 种 癌 症 的 一 线 治 疗 方 法［18］。研

究［19］表明，抑制 SPP1 下游 Cdk5 基因的表达可减弱

肿瘤细胞 PD-L1 的表达，并促进抗肿瘤免疫。本研

究中，PD-L1 的表达与 HCC 患者的年龄和性别无明

显相关，在肝内多发肿瘤、有 HBV 感染的 HCC 患者

中增高，且为 HCC 患者预后独立因素，PD-L1 高表

达 HCC 患者生存期较低表达患者缩短。PD-L1 的

表达与 SPP1 的表达、M2 巨噬细胞的数量呈正相

关。上述研究结果为今后在 HCC 治疗中，联合使用

SPP1 抑制剂和 PD-L1 抑制剂提供了一定的理论依

据。
综上所述，该研究表明了 HCC 患者中 SPP1、

PD-L1 和 CD163 的异常高表达，并且与患者的预后
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不良密切相关，临床监测 SPP1、PD-L1 和 CD163 的

表达有助于预测 HCC 患者的预后。同时 SPP1、PD-
L1 和 CD163 的表达有一定的相关性，提示 SPP1 和

PD-L1 可能通过对巨噬细胞的调节作用影响 HCC
发生发展。通过抑制 SPP1 和 PD-L1 的表达干预

HCC 肿瘤微环境中巨噬细胞的极化过程，可能为今

后 HCC 的靶向治疗及免疫治疗提供有利的理论依

据。
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The correlation of the expression of SPP1，PD-L1 and M2-polarized
macrophages in hepatocellular carcinoma and their influence on prognosis

Wu Jingjing1，Huang Qi1，Peng Yao1，Yang Yang2

( 1Dept of Oncology，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601;
2Dept of Neurosurgery，The First Affiliated Hospital of USTC，Division of Life Sciences and Medicine，

University of Science and Technology of China，Hefei 230036)

Abstract Objective To evaluate the expression of programmed death receptor ligand-1 ( SPP1 ) ，programmed
cell death ( PD-L1 ) in hepatocellular carcinoma ( HCC) ，their correlation with M2-polarized macrophages，and
their impact on prognosis． Methods Immunohistochemistry ( IHC) was used to detect the expression of SPP1，

PD-L1，and CD163 ( commonly used markers of M2-polarized macrophages) in 81 HCC patients． The correlation
between the expression of SPP1，PD-L1，and CD163 and the clinical characteristics of patients and their prognosis
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were analyzed． The relationship between SPP1，PD-L1，and M2-polarized macrophages in HCC tissue was also an-
alyzed． Ｒesults The expression of SSP1，PD-L1 and CD163 increased in HCC tissues compared with para-carci-
noma tissues． The expression of SSP1，PD-L1 and CD163 were all related to the BCLC staging ( P ＜ 0. 05) ，but
were not related to age and sex． The expression of SSP1 was elevated in HCC patients with large tumor diameter
and multiple intrahepatic tumors，PD-L1 was elevated in HCC patients with multiple intrahepatic tumors and HBV
infection． SSP1，PD-L1 and CD163 were related to the prognosis，and high expression patients had lower 3-year
OSＲ and OST compared to low expression patients． Cox analysis showed the BCLC staging，SPP1 and PD-L1 were
independent prognostic factors． The expression of SPP1 and PD-L1 were positively correlated with M2 macrophages
in HCC． Conclusion SPP1，PD-L1 and CD163 can be used to evaluate the biological behaviors of HCC，and the
positive expression of SPP1 and PD-L1 suggests that HCC patients may have a poor prognosis．
Key words hepatocellular carcinoma; tumor microenvironment; macrophage; SPP1; PD-L1
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Pirfenidone 通过癌相关成纤维细胞抑制胆道肿瘤侵袭
魏亦成1，2，3，王紫怡4，李 炜5，殷佩浩1，2，3，5

摘要 目的 探究吡非尼酮( PFD) 通过癌相关成纤维细胞

( CAF) 抑制胆道肿瘤侵袭的相关机制。方法 从胆道肿瘤

患者的肿瘤组织中提取原代 CAF，运用 Western blot 方法检

测 CAF 的标志蛋白: 波形蛋白( VIM) ，α-平滑肌肌动蛋白

( α-SMA) ，成纤维细胞激活蛋白( FAP) 。鬼笔环肽实验显示

成纤维细胞骨架功能。ELISA 和 Western blot 实验验证正常

成纤维细胞( NF) 与 CAF 的 TGF-β 表达差异。通过 CAF 中

加入 PFD 观察 CAF 的功能变化。ELISA，实时荧光定量 PCＲ
( qＲT-PCＲ) 和 Western blot 实验验证 CAF 的 TGF-β 表达变

化。通过皮下瘤小鼠模型验证血清中 TGF-β 的变化。胶原

收缩实验观察 CAF 胶原收缩功能的改变。明胶酶谱实验观

察 CAF 的培养基中的 MMP2、MMP9 的变化。Western blot 方

法检测 CAF 中 SMAD 信号通路蛋白变化。结果 CAF 的相

关标志蛋白 VIM，α-SMA，FAP 均高表达，且 CAF 的丝状肌

动蛋白( F-actin) 表达丰富。ELISA 实验显示 CAF 的 TGF-β
表达增强。Western blot 实验验证 CAF 的 胶 原 功 能 更 强。
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Western blot 实验、PCＲ 实验和相关现象实验说明 PFD 能抑

制 CAF 的胶原生成和 TGF-β 表达。SMAD 信号通路相关蛋

白实验证明 PFD 能通过抑制 TGF-β /SMAD 信号通路从而影

响肿瘤侵袭。结论 癌症患者中提取的 CAF 的功能以胶原

生成为主，而 PFD 通过 TGF-β /SMAD 信号通路抑制 CAF 的

胶原产生和胶原重塑相关过程从而起到抑制肿瘤侵袭的作

用。

关键词 Pirfenidone; 癌相关成纤维细胞; TGF-β /SMAD 通

路; 胆囊癌; 胆管癌; 胶原收缩; 侵袭
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胆 囊 癌 ( gallbladder cancer，GBC ) 和 胆 管 癌

( cholangiocarcinoma，CCA) 目前发病率在高收入国

家呈上升趋势，由于胆道肿瘤的侵袭性较强导致肿

瘤恶性程度高和预后较差［1］。肿瘤的侵袭能力与

肿瘤微环境( tumor microenvironment，TME) 具有密

切关系，其中癌相关成纤维细胞 ( cancer associated
fibroblast，CAF) 在肿瘤微环境中起到了重要作用。
在 CAF 的过去研究中指出存在多种功能不同的

CAF，例如炎性 CAF 和肌成纤维细胞 CAF( myofibro-
blast-like CAF，myCAF) ［2］。其中 myCAF 与胶原蛋

白的产 生 相 关［3］ 并 且 能 够 增 加 细 胞 外 基 质 的 刚

度［4］，是 TME 形成和重塑的重要因素。
吡非尼酮( Pirfenidone，PFD) 是一种新型抗纤维

化剂，被批准用于特发性肺纤维化和其他纤维化相
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