
ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＲＡＷ２６４． ７ ｃｅｌｌｓ，ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＲＡＷ２６４. ７ ｃｅｌｌｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ＮＵＰ８５ ｇｅｎｅ ｗａｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＣＲ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃
ｃ⁃ＮＵＰ８５ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ． Ｔｈｅ ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ ｖｅｃｔｏｒ ｗａｓ ｄｉｖｉｄｅｄ ｗｉｔｈ ｅｎｚｙｍｅｓ． Ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ
ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｗａｓ ｌｉｇａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｖｅｃｔｏｒ，ａｎｄ ｔｈｅ ｌｉｇａｔｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｉｎｔｏ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ ｃｅｌｌｓ． Ａｆ⁃
ｔｅｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ， ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ． Ｔｈｅｎ， ｉｔ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ
ＲＡＷ２６４. ７ ｃｅｌｌｓ，ａｎｄ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｐｌａｓｍｉｄ ｗｉｔｈｏｕｔ ＮＵＰ８５ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｓｅｔ ａｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆ⁃
ｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ⁃８ ａｓｓａｙ ａｎｄ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏ⁃
ｋｉｎｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α （ＴＮＦ⁃α） ａｎｄ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６ （ＩＬ⁃６） ｉｎ ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＲＡＷ２６４. ７ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅ⁃
ｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ＥＬＩＳＡ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｏｆ ＣＣＫ⁃８ ａｓｓａｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ＮＵＰ８５ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ［（０. ５５ ± ０. ０３） ｖｓ （０. ６７ ± ０. ０５），Ｆ ＝ ３０. ９８，Ｐ ＜ ０. ０５］． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ＮＵＰ８５ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ［（１５. ７８ ±
１. ０５）％ ｖｓ （１３. ４０ ± ０. ４７）％ ，Ｆ ＝ ７５. ３８，Ｐ ＜ ０. ０５］． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ＥＬＩＳＡ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ａｆｔｅｒ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｃＤＮＡ３. １⁃３ × Ｆｌａｇ⁃ｃ⁃ＮＵＰ８５，ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＮＦ⁃α ａｎｄ ＩＬ⁃６ ｉｎ ＲＡＷ２６４. ７ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ
ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，ｗｉｔｈ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＮＵＰ８５ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆ⁃
ｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＬＰＳ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ＲＡＷ２６４. ７ ｃｅｌｌｓ，ａｎｄ ＮＵＰ８５ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎ⁃
ｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ ＬＰＳ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ＲＡＷ２６４. ７ ｃｅｌｌｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ＮＵＰ８５；ＲＡＷ２６４． ７ ｃｅｌｌｓ；ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ＴＮＦ⁃α；ＩＬ⁃６
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ｅＩＦ２Ｂ１ 在肝细胞癌中的表达及意义
齐文月１，周大臣２，张振华１，夏国美１，陈　 伟２，邹桂舟１

摘要　 目的　 探究真核细胞翻译起始因子 ２Ｂ１（ ｅＩＦ２Ｂ１）在
肝细胞癌（ＨＣＣ）中的表达与其临床预后的相关性。 方法　
通过对标本库中 ７４３ 例 ＨＣＣ 患者的临床数据进行随访，筛
选出 ９１ 例具有完整随访信息的与乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）相关

的 ＨＣＣ 患者，选择其术后肿瘤组织，同时留取距肿物边缘 ＞
２ ｃｍ 的癌旁组织，制作为组织芯片，进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和免

疫组化实验，使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 分析组织芯片染色的阳性细胞比

例及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果的灰度值，通过 Ｒ４. ０. ５ 软件对纳入患

者的临床数据和随访数据进行统计学分析。 结果　 免疫组

化结果提示相对于癌旁组织中的表达，ｅＩＦ２Ｂ１ 在肿瘤组织

中的表达效果更强。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，与 ＨｅｐＧ２ 细胞

比较，ｅＩＦ２Ｂ１ 在 ＨｅｐＧ２. ２. １５ 细胞中表达更强，ＨＣＣ 组织中

ｅＩＦ２Ｂ１ 的表达与肿瘤数目相关（Ｐ ＜ ０. ０５）。 Ｃｏｘ 多因素回归
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分析结果显示，ｅＩＦ２Ｂ１ 的表达是 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 阳性患者总体临

床预后的独立危险因素（ＨＲ ＝ ４. ２８，Ｐ ＝ ０. ０１８）。 结论 　 在

ＨＢＶ 相关的 ＨＣＣ 组织中，ｅＩＦ２Ｂ１ 的表达显著增强且与 ＨＢＶ
ＤＮＡ 阳性的患者的整体生存显著相关。
关键词　 肝细胞癌；乙型肝炎病毒；ｅＩＦ２Ｂ１；ｅＩＦ２α；蛋白质翻

译；预后
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　 　 原发性肝癌是全球第六大癌症，居全世界癌症

相关病死率的第三位［１］。 在我国，肝细胞癌（ｈｅｐａ⁃
ｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是最常见的肝癌类型，占
总病例的 ８５％ ～９０％ ［２］。 肝癌由于其起病隐匿，早
期易漏诊，大多数患者确诊时已处于疾病的中晚阶

段，预后不佳，发现并研究新的分子靶点，是当前

ＨＣＣ 的研究热点内容之一。 近年来的研究［３］ 发现，
蛋白质翻译的调控在肿瘤的发生发展过程中发挥着

重要的作用，但是在 ＨＣＣ 中，目前还缺少足够的研
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究数据。 蛋白质的翻译过程主要包括起始、延长和

终止 ３ 个步骤，其中翻译的起始阶段被认为是蛋白

质合成中重要的限速步骤，起始因子（ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉ⁃
ｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ，ｅＩＦｓ）通过调控遗传密码来影响蛋白质

的翻译，其中发挥重要作用的有 ｅＩＦ２、ｅＩＦ２Ｂ、ｅＩＦ４Ｆ
复合物等。 ｅＩＦ２ 与 ｅＩＦ４Ｆ 复合物是蛋白质翻译过程

中两个关键调控点，前期研究［４］ 表明 ｅＩＦ４Ｆ 复合物

对 ＨＣＣ 患者有一定的预后价值， 但目前关于

ｅＩＦ２Ｂ１ 在 ＨＣＣ 中表达的研究较少。 基于此背景，
该研究致力于探讨 ｅＩＦ２Ｂ１ 在 ＨＣＣ 中的表达及其临

床意义。

１　 材料与方法

１． １　 主要材料　 胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｒｏ 公司；一
抗 ｅＩＦ２Ｂ１、ｅＩＦ２α、Ｐ⁃ｅＩＦ２α 购自美国 ＣＳＴ 公司；山羊

抗兔或抗鼠二抗购自北京中杉金桥生物技术有限公

司；ＨＣＣ 细胞系 ＨｅｐＧ２ 和 ＨｅｐＧ２. ２. １５ 购自中国科

学院上海细胞库，其中 ＨｅｐＧ２ 细胞指人肝癌细胞，
ＨｅｐＧ２. ２. １５ 是指稳定转染了 ＨＢＶ ＤＮＡ 的人肝癌

细胞；ＢＣＡ 试剂盒和 ４％ 多聚甲醛购自上海碧云天

生物技术有限公司。
１． ２　 方法

１． ２． １　 临床数据的收集与分析 　 从安徽医科大学

第二附属医院现有的 ＨＣＣ 组织标准库中，筛选出

９１ 例具有完整随访信息的，且与乙型肝炎病毒

（ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）相关的 ＨＣＣ 术后患者的配

对临床组织（包括肿瘤组织以及距肿物边缘 ＞ ２ ｃｍ
的癌旁组织），制作 ４ 套组织芯片（ ｔｉｓｓｕｅ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ，
ＴＭＡ１ ～４）。 所纳入 ＨＣＣ 患者的标准：① 首次病理

确诊为 ＨＣＣ；② 患者有乙型肝炎病史，首次诊断为

ＨＣＣ 且年龄 １８ ～ ７０ 岁；③ 术前未行放疗、化疗及相

关抗肿瘤治疗。 排除标准：① 混合型肝癌或合并其

他肝脏恶性肿瘤；② 既往或同期伴有其它脏器恶性

肿瘤，包括复发性 ＨＣＣ；③ 合并自身免疫系统疾病

的患者；④ 临床病理资料不完整患者。 随访通过与

患者或患者家属的联系来保持对出院患者病情的追

踪，具体内容包括：① 患者入院以来的肝功能指标；
② 术后病理报告的肿瘤的大小、数目以及卫星灶；
③ 出院之后的 ３ 年生存率和 ５ 年生存率以及生存

状态等。 该研究已通过安徽医科大学第二附属医院

伦理委员会审查（编号：２０２００８６３）
１． ２． ２　 免疫组织化学 　 将组织芯片在 ６０ ℃烘箱

中烤片、脱蜡，然后将烤好的芯片依次放入二甲苯Ⅰ
６ ｍｉｎ，二甲苯Ⅱ６ ｍｉｎ，二甲苯与无水乙醇 ３ ｍｉｎ，无

水乙醇 ６ ｍｉｎ，９０％乙醇 ３ ｍｉｎ，７０％乙醇 ３ ｍｉｎ，５０％
乙醇 ３ ｍｉｎ，纯水 １０ ｍｉｎ 梯度脱蜡；再将脱蜡完毕后

的芯片放入装有枸橼酸钠缓冲液的染色槽内，在微

波炉中进行抗原修复；将芯片浸入 ３０％过氧化氢与

甲醇 １ ∶ ９ 体积混合的混合液中 １０ ｍｉｎ，以封闭过氧

化氢酶，用 ＰＢＳ 冲洗 １５ ｍｉｎ；破膜液破膜 １０ ｍｉｎ，
ＰＢＳ 冲洗 １５ ｍｉｎ；用 １％ 牛血清白蛋白封闭 ２ ｈ；组
织芯片与第一抗体在 ４ ℃环境下孵育过夜；室温下

依次加入反应增强液 ２０ ｍｉｎ、辣根酶标记抗兔 ＩｇＧ
聚合物 ３０ ｍｉｎ，以 ＤＡＢ 为显色剂，苏木精 ５ ｓ 复染，
最后用将切片放入 ５０％ 乙醇 ３ ｍｉｎ，７０％ 乙醇 ３
ｍｉｎ，９０％乙醇 ３ ｍｉｎ，无水乙醇 ６ ｍｉｎ，二甲苯与无水

乙醇 ３ ｍｉｎ，二甲苯Ⅰ６ ｍｉｎ，二甲苯Ⅱ６ ｍｉｎ 脱水，中
性树脂封片。 操作严格按照实验步骤完成，做好质

控工作。 染色判断标准为：ｅＩＦ２Ｂ１ 主要在细胞质和

细胞膜上显色，以浅黄到棕黄色定为阳性。 以无染

色、浅黄色、深黄色、黄褐色分别计为 ０、１、２、３ 分。
通过用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行半定量分析计算阳性细胞

比例，阳性率 ＜ ５％ 计为 ０ 分，５％ ～ ２５％ 计为 １ 分，
＞ ２５％ ～５０％计为 ２ 分， ＞ ５０％ ～７５％计为 ３ 分， ＞
７５％计为 ４ 分，两项分值相加为最终评分，总分 ０ ～
７ 分，以≤３ 分为低表达，以 ＞ ３ 分为高表达。
１． ２． ３ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 　 ＨｅｐＧ２ 和 ＨｅｐＧ２. ２. １５
细胞分别培养 ４８ ｈ 后，吸去培养液，ＰＢＳ 洗 ３ 遍。
加入已经配制好的蛋白裂解液 １００ μｌ 冰上孵育 ２５
ｍｉｎ；用无菌细胞刮刮下细胞裂解液于无菌的 １. ５ ｍｌ
离心管，４ ℃、１３ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎ，吸取上清

液。 采用 ＢＣＡ 蛋白浓度检测法对其进行定量，随后

用上样缓冲液和纯水配成等体积等浓度，１０ ｍｉｎ 煮

沸使其变性后离心，放置冰上冷却。 使用 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 分离总蛋白，并电转移到 ＰＶＤＦ 膜上。 转膜

后，在室温下用 ５％ ＢＳＡ ＴＢＳＴ 溶液中封闭 ２ ｈ 后，
在 ４ ℃下与一抗孵育过夜。 第 ２ 天，用山羊抗小鼠

二抗或山羊抗兔二抗孵育 １ ｈ，洗膜后用显影仪检测

目的蛋白。
１． ３　 统计学处理　 使用 Ｒ ４. ０. ５ 及 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ
８. ０. ２ 软件对实验数据进行统计分析。 患者的临床

特征与目标基因的表达水平通过非参数检验分析，
组织芯片中各目标基因的表达水平的相关性通过程

序包 ＰｅｒｆｏｒｍａｎｃｅＡｎａｌｙｔｉｃｓ 进行分析。 绘制 Ｋａｐｌａｎ⁃
Ｍｅｉｅｒ 生存曲线，并通过 Ｃｏｘ 回归分析计算各影响因

素的 ＨＲ 值，通过 Ｎｏｍｏｇｒａｍ 评估各影响因素与 ＨＣＣ
患者预后的相关性。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意

义。
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２　 结果

２． １　 ｅＩＦ２Ｂ１ 在 ＨＣＣ 肝脏组织中的表达及临床特

征相关性　 通过对纳入的 ＨＣＣ 患者的肝脏肿瘤组

织中的 ｅＩＦ２Ｂ１ 的表达进行半定量分析， 统 计

ｅＩＦ２Ｂ１ 在 ＨＣＣ 患者中的表达情况。 结果显示，肝
脏肿瘤组织中 ｅＩＦ２Ｂ１ 的表达与 ＨＣＣ 患者的肿瘤数

目有显著统计学相关性 （Ｐ ＜ ０. ０５），而与性别、年
龄、肿瘤最大径、分期等无显著统计学相关性 （Ｐ ＞
０. ０５）。 见表 １。
２． ２　 免疫组化及Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ｅＩＦ２Ｂ１ 的表

达及与 ＨＣＣ 患者的整体术后生存时间的相关性　
通过 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ 生存曲线进行生存分析可得出结

论，ｅＩＦ２Ｂ１ 在 ＨＢＶ 相关的肝癌中的表达与 ＨＣＣ 患

者总体生存率无明显统计学意义 （图 １Ａ， Ｐ ＞
０. ０５），但在 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 阳性患者中，ｅＩＦ２Ｂ１ 的表达

与 ＨＣＣ 患者总体临床预后呈现显著相关性（图 １Ｂ，
Ｐ ＜ ０. ０５）， ｅＩＦ２Ｂ１ 高表达组总体生存率要低于

ｅＩＦ２Ｂ１ 低表达组；通过 ＩＨＣ 染色检测及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
法检测 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 阳性的 ＨＣＣ 肿瘤组织和癌旁肝

组织中 ｅＩＦ２Ｂ１ 的表达进一步证实了该结果（图 １Ｃ、
Ｄ）。

图 １　 ｅＩＦ２Ｂ１ 的表达与 ＨＣＣ 患者的整体术后生存时间的相关性

Ａ：ｅＩＦ２Ｂ１ 在 ＨＣＣ 中的表达与总体生存率的关系；Ｂ：在 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 阳性患者中，ｅＩＦ２Ｂ１ 在 ＨＣＣ 中的表达与总体生存率的关系；Ｃ：ｅＩＦ２Ｂ１、
ｅＩＦ２α 及 Ｐ⁃ｅＩＦ２α 在 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 阳性患者的肝癌细胞及癌旁细胞的免疫组织化学染色结果 × ４００；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ｅＩＦ２Ｂ１ 在 ＨｅｐＧ２ 和

ＨｅｐＧ２. ２. １５ 细胞中的表达以及量化分析，与 ＨｅｐＧ２ 细胞比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１
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表 １　 ｅＩＦ２Ｂ１ 在不同临床特征分组中 ＨＣＣ 肝脏组织表达分析

项目
ｅＩＦ２Ｂ１ 高表达

（ｎ ＝７１）
ｅＩＦ２Ｂ１ 低表达

（ｎ ＝２０）
Ｚ ／ χ２ 值 Ｐ 值

性别 ０． ０００ １． ０００
　 男 ６５ １８
　 女 ６ ２
年龄（岁，�ｘ ± ｓ） ５２． ３０ ± １１． ０９ ４８． ６５ ± １０． ９５ － ０． ８３５ ０． ４０４
随访时间（月，�ｘ ± ｓ） ７０ ± ２９． ４５ １９ ± ２５． ２６ － ０． ５０６ ０． ６１３
饮酒史 ０． ３８８ ０． ５３３
　 有 １９ ４
　 无 ４５ １４
乙肝家族史 ０． ０００ １． ０００
　 有 ５ ２
　 无 ５８ １６
肝癌家族史 ０． ０００ １． ０００
　 有 ８ ２
　 无 ５５ １６
ＨＢＶ⁃ＤＮＡ ２． ８５１ ０． ０９１
　 阳 ５４ １２
　 阴 １０ ７
抗病毒治疗 ０． ０００ １． ０００
　 是 ９ ２
　 否 ５２ １５
ＨＢｅＡｇ ０． ８６３ ０． ３５３
　 阳 ６４ １５
　 阴 ７ ４
合并肝硬化 ０． ８７４ ０． ３５０
　 是 ４５ １１
　 否 １７ ７
肿瘤最大径（ｃｍ） ０． ２３５ ０． ６２８
　 ＞ ５ ３５ １１
　 ≤５ ２９ ７
肿瘤数目 － ０． ０４１
　 ＞ ３ ０ ２
　 ≤３ ６５ １５
微血管侵犯 ０． ０００ １． ０００
　 是 １１ ３
　 否 ２４ ６
包膜完整 ０． ０００ １． ０００
　 是 ４３ １０
　 否 ７ １
肿瘤 ＴＮＭ 分期 ０． ０４３ ０． ８３６
　 Ⅰ ～Ⅱ ４６ １４
　 Ⅲ ～Ⅳ １５ ４

　 　 本研究纳入的患者入院时间主要是 ２０００—２０１４ 年，由于当时条件及技术

原因，部分指标的数据纳入不全

２． ３　 ｅＩＦ２Ｂ１ 与 ｅＩＦ２α、Ｐ⁃ｅＩＦ２α及临床特征之间的

相关性分析　 相关性分析提示 ｅＩＦ２Ｂ１ 在 ＨＢＶ 相关

的 ＨＣＣ 细胞中的表达与 Ｐ⁃ｅＩＦ２α 的表达及肿瘤的

数目、大小之间呈负相关（图 ２Ａ、Ｂ）。 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法检测 ＨｅｐＧ２. ２. １５ 细胞中 ｅＩＦ２Ｂ１ 以及相关蛋

白的 表 达， 结 果 发 现， 与 ＨｅｐＧ２ 细 胞 系 比 较，

ＨｅｐＧ２. ２. １５ 细胞系中的 ｅＩＦ２Ｂ１ 表达水平显著增

高，且 ｅＩＦ２Ｂ１ 的调控基因，如 ｅＩＦ２α 以及其磷酸化

水平也在两种不同的细胞系中体现出表达差异（图
２Ｃ），进一步说明并验证了 ｅＩＦ２Ｂ１ 在 ＨＣＣ 中的表达

与 ＨＢＶ 感染有关。
２． ４　 ｅＩＦ２Ｂ１ 在 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 阳性的 ＨＣＣ 肝脏组织

中表达的多因素 Ｃｏｘ 回归分析及 Ｎｏｍｏｇｒａｍ 模型

　 以 Ｃｏｘ 比例风险模型为基础，对 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 阳性

患者的临床数据进行多因素 Ｃｏｘ 回归分析，并利用

Ｎｏｍｏｇｒａｍ 算法进行评分，对各个危险因素的风险比

例分别给予评分，以各患者最终得分综合来预测 ３
年生存率和 ５ 年生存率，例如，得分为 １５０ 分的患者

３ 年生存率、５ 年生存率分别约为０. ９２、０. ７５。可以看

到 ｅＩＦ２Ｂ１ 的评分相对较高，提示 ｅＩＦ２Ｂ１ 对于 ＨＣＣ
患者预后生存时间有着显著的相关性。 见图 ３。

３　 讨论

　 　 本研究发现，ｅＩＦ２Ｂ１ 在 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 阳性的 ＨＣＣ
患者肿瘤组织中的表达与 ＨＣＣ 患者的临床预后具

有显著相关性，提示 ｅＩＦ２Ｂ１ 在 ＨＣＣ 的发生发展过

程中具有一定的生物学作用。 国内的 ＨＣＣ 病例主

要是由 ＨＢＶ 感染所致，ＨＢＶ 感染通过以下 ３ 种机

制促进肿瘤的发展：① ＨＢＶ ＤＮＡ 整合到宿主基因

中诱导插入突变；② 由于 ＨＢＶ ＤＮＡ 与宿主基因组

的整合和病毒蛋白质的活性，导致宿主基因组的不

稳定性；③ ＨＢＶ 蛋白（ＨＢｘ、ＨＢｃ 和 ｐｒｅＳ）影响患者

细胞功能、激活致癌通路，与其他危险因素相关的肿

瘤比较，ＨＢＶ 相关的肿瘤具有更高的染色体改变

率［５］。 在本研究中， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验结果提示

ｅＩＦ２Ｂ１、ｅＩＦ２α 以及其磷酸化水平在 ＨｅｐＧ２． ２. １５ 及

ＨｅｐＧ２ 细胞系中的表达具有明显差异性，这也表明

ＨＢＶ 感染会影响基因在肝癌细胞中的表达。
ＨＣＣ 作为一种高增殖性肿瘤［６］，在肿瘤细胞发

生发展过程中涉及到多种基因的突变，蛋白质的翻

译在病变过程中起到重要的作用。 翻译的起始阶段

是其中重要的限速环节，涉及到多种起始因子

（ｅＩＦｓ），其中 ｅＩＦ２ 是一种 α、β 和 γ 亚基组成的 ＧＴＰ
酶（ＧＴＰａｓｅ），可被 ｅＩＦ２Ｂ 激活［７］。 ｅＩＦ２Ｂ 是一个异

源十聚体复合体，由 α 到 ε ５ 个亚基组成，分别由 ５
个不同的基因 ｅＩＦ２Ｂ１ ～ ｅＩＦ２Ｂ５ 编码，位于不同的染

色体上［８］。 当发生病毒感染或在其他不同胁迫条

件下，通过激活 ＧＣＮ２、ＰＥＲＫ、ＰＫＲ 和 ＨＲＩ 这四种激

酶，使 ｅＩＦ２α 亚基的 Ｓｅｒ５１ 发生磷酸化，磷酸化的

ｅＩＦ２ 更强地结合并抑制 ｅＩＦ２Ｂ，阻止非磷酸化的
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图 ２　 ｅＩＦ２Ｂ１ 与 ｅＩＦ２α、Ｐ⁃ｅＩＦ２α及临床特征之间的相关性分析

Ａ：ｅＩＦ２Ｂ１ 与 ｅＩＦ２α、Ｐ⁃ｅＩＦ２α 之间的相关性分析；Ｂ：ｅＩＦ２Ｂ１ 与临床特征之间的相关性；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ｅＩＦ２Ｂ１ 与 ｅＩＦ２α、Ｐ⁃ｅＩＦ２α 在

ＨｅｐＧ２ 及 ＨｅｐＧ２. ２. １５ 细胞中的表达，与 ＨｅｐＧ２ 细胞比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

ｅＩＦ２ 的循环［９］， 从而导致蛋白质合成的抑制。
ｅＩＦ２α 的磷酸化激活可影响肿瘤细胞的生长和抗肿

瘤治疗的疗效，在很多恶性肿瘤中 ｅＩＦ２α 的表达增

强，且肿瘤细胞的增殖与 ｅＩＦ２α 的持续高表达有明

显的相关性［７，１０］。 在本研究中，ｅＩＦ２α 在 ＨＣＣ 肿瘤

组织中呈高表达状态，且与 ｅＩＦ２Ｂ１ 的表达呈正相

关，这也侧面验证了该结论。 ｅＩＦ２Ｂ 是 ｅＩＦ２ 特有的

鸟嘌呤核苷酸交换因子，通过将释放的 ｅＩＦ２⁃ＧＤＰ 循

环到活跃的 ｅＩＦ２⁃ＧＴＰ，并招募 Ｍｅｔ⁃ｔＲＮＡ 形成新的

ｅＩＦ２⁃ＧＴＰ·Ｍｅｔ⁃ｔＲＮＡ 三元复合物，这也是翻译起始

阶段持续成功的关键，ｅＩＦ２Ｂ 比 ｅＩＦ２α 少 ３ ～ ５ 倍，
凸显了调节 ｅＩＦ２Ｂ 活性的重要性［１１］。 目前对于

ｅＩＦ２Ｂ 的研究主要在白质消融性白质脑病，也被称

为“中枢神经系统髓鞘减少的儿童共济失调”，在
ｅＩＦ２Ｂ１ ～ ５ 基因中，任何一个基因突变均可导致白

质消融性白质脑病。 在编码 ｅＩＦ２Ｂ 的 ５ 个基因中，
目前对 ｅＩＦ２Ｂ５ 研究较多，Ｈｏｕ ｅｔ ａｌ［１２］通过分析癌症

基因组图谱中 ｅＩＦ２Ｂ５ 在卵巢癌患者中的表达来评

估预后意义，结果显示 ｅＩＦ２Ｂ５ 低表达是卵巢癌患者

预后不良的独立危险因素。 此外，研究表明 ｅＩＦ２Ｂ５
在肺癌和乳腺癌中高表达［１３ － １４］，同时也是大肠癌病

情进展的生物标志物［１５］。 ｅＩＦ２Ｂα 表达水平不足会

降低 ｅＩＦ２Ｂ 的活性，但关于 ｅＩＦ２Ｂ１ 在 ＨＣＣ 中的研

究，目前还缺少足够的研究数据。 在本研究中，通过

·３０８·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ｍａｙ；５８（５）



图 ３　 多因素 Ｃｏｘ 回归分析及列阵图模型

Ａ：ｅＩＦ２Ｂ１ 在 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 阳性的 ＨＣＣ 肝脏组织中表达的 Ｃｏｘ 比例风险模型；Ｂ：基于 Ｃｏｘ 比例风险模型绘制的列阵图（Ｎｏｍｏｇｒａｍ）

对 ｅＩＦ２Ｂ１ 与 ｅＩＦ２α、Ｐ⁃ｅＩＦ２α 之间相关性的分析，表
明 ｅＩＦ２Ｂ１ 与 Ｐ⁃ｅＩＦ２α 之间呈负相关，ｅＩＦ２Ｂ１ 在 ＨＣＣ
肝脏组织中的表达强于癌旁组织，且通过生存分析

也提示在 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 阳性患者中，低表达组相较于

高表达组有更好的生存率，提示 ｅＩＦ２Ｂ１ 在 ＨＢＶ 相

关的 ＨＣＣ 发生发展过程中起到了一定的生物学作

用。 同时，本研究尚存在一些局限性，样本量的不足

给本研究带来一定的影响，同时也导致诸多推测无

法进一步实验验证。 后续课题组将收集更多的标本

数据，通过进一步的体内与体外实验，更全面、更深

入地研究 ｅＩＦ２Ｂ１ 在 ＨＢＶ 相关的 ＨＣＣ 中的作用。
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