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摘要 目的 研究真核细胞翻译起始复合物 4F( EIF4F) 与
肝细胞肝癌( HCC) 患者临床预后的相关性。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 94
位具有随访信息的 HCC 组织标本，并收集临床资料。将其
配对的组织标本制作为组织芯片，进行免疫组化染色。使用
Image J分析组织芯片染色的吸光度值，通过 Ｒ4. 0. 5 软件对
实验数据和随访数据进行非参数检验分析、绘制 KM生存曲
线、Cox回归分析、Nomogram 统计分析。结果 4EBP1 的磷
酸化在 HCC 肿瘤组织中更多的是处于激活状态 ( P ＜
0. 001) ，4EBP1 磷酸化的激活与 HCC 患者的临床预后相关
( P = 0. 038) 。结论 肿瘤组织中的 4EBP1 的磷酸化的激活
预示着 HCC患者更短的总体生存时间。
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译; Nomogram模型
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原发性肝癌是消化系统常见的恶性肿瘤之一，

居全球恶性肿瘤病死率的第二位，而其中以肝细胞

肝癌( hepatocellular carcinoma，HCC ) 最为常见［1］。
目前，手术切除是 HCC 最有效的治疗手段，射频消
融、动脉栓塞化疗、放疗及索拉非尼等靶向药物治疗
也均可改善患者预后［2］，但是 HCC患者的预后仍难
以令人满意。因此，寻找有效的起到预后监测作用
的分子标志物有着重要意义。
真核细胞翻译起始复合物 4F ( eukaryotic cell

translation initiation complex 4F，EIF4F) 调控基因包
含了 4EBP1、EIF4E、EIF4G 等［3 － 4］。细胞生长过程
依赖于一个复杂的大分子合成协调程序，该程序可

以适应环境的约束。在真核生物中，哺乳动物雷帕
霉素靶点( mammalian target of rapamycin，mTOＲ) 信

号通路是这一过程的主要调控因子，部分通过控制

EIF4F起始复合物来调节真核细胞 mＲNA 的翻译。
本课题组前期研究显示，在 HCC 细胞系中突变
4EBP1 的 T37 /46 磷酸化位点，HCC 细胞的增殖被
显著抑制，并推测其可能与 HCC患者的临床预后相
关。该研究评估 EIF4F 复合物与 HCC 患者预后临
床之间的相关性，以期预测 HCC患者预后生存期。

1 材料与方法

1． 1 主要材料 胎牛血清购自美国 Gibco 公司; 一
抗 4EBP1、Phop ( T37 /46 ) -4EBP1、EIF4E，Phop
( Ser209) -EIF4E、EIF4G购自美国 CST公司; 山羊抗
兔或抗鼠二抗购自北京中杉金桥公司。
1． 2 方法
1． 2． 1 临床数据的收集与分析 从标本库中筛选
出符合纳入条件的 HCC 患者组织，筛选时间为
2000—2014 年，制作组织芯片 ( tissue microarray，
TMA) 。其纳入标准为: ①病理明确诊断的 HCC 患
者;②首次行手术治疗的患者。排除标准为:①肿瘤
复发患者;②术前有使用化疗及靶向药物的患者;③
同时发生了其他部位癌变的肿瘤患者; ④临床病理
资料不完整的肿瘤患者。TMA 组织芯片记录了患
者入院以来的肝功能指标、术后病理报道的肿瘤的
大小及卫星灶、出院之后的 3 年生存率和 5 年生存
率及生存状态等。该研究已通过安徽医科大学附属
医院伦理委员会审查( 编号: 20200863) 。
1． 2． 2 苏木精 －伊红( hematoxylin-eosin staining，
HE) 染色 依次将石蜡切片放入二甲苯Ⅰ 10 min、
二甲苯Ⅱ 10 min、二甲苯Ⅲ 10 min、无水乙醇Ⅰ 5
min、无水乙醇Ⅱ 5 min、90%乙醇 5 min、80%乙醇 5
min、70%乙醇 5 min、50%乙醇 5 min 梯度脱蜡。将
石蜡切片放入苏木精染液 0. 5 ～ 1 min，自来水漂洗，
1%盐酸乙醇分化数秒，自来水漂洗，然后 1%氨水
水溶液返蓝 1 min，流动水冲洗数秒，放入伊红染液
中染色数秒，流动水漂洗。石蜡切片依次放入 75%
乙醇 2 min，85%乙醇 2 min，无水乙醇Ⅰ 5 min，无水
乙醇Ⅱ 5 min，二甲苯 5 min 透明，将切片从二甲苯
中取出，中性树脂封片。
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1． 2． 3 免疫组织化学染色( immunohistochemistry，
IHC) 将组织芯片在 60 ℃烘箱中烤片、脱蜡，然后
依次将烤好的切片放入二甲苯Ⅰ 6 min，二甲苯Ⅱ 6
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; 将芯片放入装有枸橼酸钠缓冲液的
染色槽内，放入高压锅内，装水，盖上盖子，待上汽上

到最大时开始计时 20 min，关火放气，取出染色槽，
流动水冲洗 10 min; 将组织芯片浸入 30%过氧化氢
与甲醇 1 ∶ 9 体积混合的混合液中 10 min，以过氧化
氢酶封闭，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，苏木精复染 5 s，
最后将切片放入 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Ⅰ 6 min、二甲苯Ⅱ 6 min 脱水，中性
树脂封片。使用 Image J软件分析吸光度值。
1． 2． 4 随访 通过与患者或者患者亲属的联系来
保持对术后出院患者病情的追踪，可以有效记录术

后患者的恢复情况及生存状况。对本标本库中共
743 位 iHCC患者的临床数据进行随访，具有随访信
息的为 94 位。对于术后出院患者最长的随访时间
为 14 年，中位随访时间为 48 个月。
1． 3 统计学处理 使用 SPSS 25 软件对患者的临
床特征与目标基因的表达水平进行非参数检验

( Kruskal-Wallis，K-W ) 分析。使用 Ｒ4. 0. 5 软件对
临床数据和吸光度值进行统计分析，组织芯片中各

目标基因的表达水平的相关性通过程序包 Perfor-
manceAnalytics进行分析。绘制 KM ( 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。以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意
义。

2 结果

2． 1 纳入患者的临床特征 在 94 例 HCC 患者的
肝癌临床信息中，将 Phop ( T37 /46 ) -4EBP1 与患者
的临床特征进行统计分析，方差齐性检验提示数据

不符合正态分布，因此行非参数检验。因 2012 年之
前未行病理学微血管侵犯检测，因此相关数据未纳

入本研究统计分析。见表 1。
2． 2 EIF4F复合物的调控基因免疫组化染色及其

吸光度值 在 94 例 HCC患者的免疫组化染色结果
中，EIF4F复合物的调控基因在肿瘤组织中的表达
高于其在癌旁组织中的表达( P ＜ 0. 05 ) ; 4EBP1、
Phop( T37 /46 ) -4EBP1、EIF4E、Phop ( Ser209 ) -EIF4
E、EIF4G的柱状图提示肿瘤组织中的吸光度值高
于其癌旁组织中的( P ＜ 0. 001 或 P ＜ 0. 000 1 ) 。见
图 1。
2． 3 EIF4F复合物调控基因的蛋白表达量之间的
相关性分析 在 94 例 HCC 患者的肝癌组织中，对
EIF4E、EIF4G、Phop( T37 /46) -4EBP1 的蛋白表达量
进行表达的相关性分析，EIF4E 与 EIF4G 的表达量
显著相关，相关系数为 0. 51; Phop ( T37 /46 ) -4EBP1
与 EIF4E、EIF4G的相关系数分别为 0. 22、0. 13。见
图 2。
2． 4 Phop( T37 /46) -4EBP1 与患者生存率的相关
性 在 94 例 HCC 患者的肝癌组织中，Phop ( T37 /
46) -4EBP1 表达的生存曲线，Phop( T37 /46 ) -4EBP1
高表达组较非高表达组的患者预后生存时间短，差

异有统计学意义( P = 0. 038) 。见图 3。
2． 5 Phop ( T37 /46 ) -4EBP1 的表达与 HCC 患者
临床特征的关系 将 94 例 HCC患者的指标纳入多
因素回归分析，分析 Phop( T37 /46 ) -4EBP1、EIF4E、
EIF4G是否过表达，肿瘤数目、肿瘤大小、肿瘤的分
化程度、患者的甲胎蛋白( alpha-fetoprotein，AFP) 水
平高低对患者预后生存期的影响，在此基础上做出

Cox风险比例模型，在以上各种因素与 HCC 患者预
后生存期之间的关系中，肿瘤数目与患者预后之间

的相关性最显著( P = 0. 035) 。见图 4。
2． 6 列阵图模型预测 HCC 患者预后生存时间情
况 以 Cox风险比例模型为基础，对各个危险因素
的风险比例分别给予评分，以各患者最终得分总和

来预测 3 年生存率和 5 年生存率，可以看到 Phop
( T37 /46 ) -4EBP1 与 EIF4E 的评分是相对较高的，
提示其对于 HCC 患者预后生存时间有着更大的意
义。见图 5。

3 讨论

4EBP1 的磷酸化状态与 HCC 患者的术后总体
生存时间负相关，HCC组织中的 4EBP1 磷酸化水平
增高，与患者预后生存时间显著负相关( 图 3 ) 。
EIF4E与 EIF4G 的表达是线性相关的; Phop ( T37 /
46) -4EBP1 与患者预后 3 年存活率、5 年存活率、肿
瘤直径大小、AFP值呈线性相关，可以作为临床重要
的评估或参考指标。
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表 1 4EBP1( T37 /46) 的激活状态与 HCC患者临床特征关系分析( �x ± s)

项目 Phop( T37 /46) -4EBP1 未激活( n = 29) Phop( T37 /46) -4EBP1 激活( n = 65) Z /χ2 值 P值
性别［n( %) ］ 0． 070 0． 930
男 27( 87． 10) 57( 87． 70)
女 4( 12． 90) 8( 12． 30)
年龄( 岁) 47． 71 ± 9． 78 51． 96 ± 11． 90 － 1． 360 0． 170
随访时间( 月) 53． 22 ± 35． 94 52． 33 ± 35． 28 － 0． 320 0． 740
甲胎蛋白( μg /L) 198． 62 ± 596． 39 4 121． 04 ± 16 998． 01 － 0． 470 0． 630
血小板( × 109 个 /L) 162． 58 ± 60． 98 149． 79 ± 76． 07 － 1． 030 0． 290
中性粒细胞( % ) 19． 53 ± 27． 41 15． 56 ± 22． 96 － 0． 960 0． 330
淋巴细胞( % ) 6． 66 ± 9． 95 11． 75 ± 33． 58 － 0． 020 0． 970
国际标准化比值 1． 10 ± 0． 15 1． 10 ± 0． 20 0 1． 000
酒精性肝病［n( %) ］ 5． 101 0． 024
无 13( 54． 17) 45( 78． 95)
有 11( 45． 83) 12( 21． 05)
乙肝家族史［n( %) ］ 0． 522 0． 470
无 23( 95． 83) 52( 91． 22)
有 1( 4． 17) 5( 8． 78)
肝癌家族史［n( %) ］ 0． 001 0． 978
无 21( 87． 50) 50( 87． 72)
有 3( 12． 50) 7( 12． 28)
乙肝表面抗原［n( %) ］ 0． 462 0． 496
无 2( 7． 69) 8( 12． 70)
有 24( 92． 31) 55( 87． 30)
乙肝病毒脱氧核糖核酸［n( %) ］ 0． 025 0． 875
无 9( 42． 86) 22( 44． 90)
有 12( 57． 14) 27( 55． 10)
抗乙肝病毒抗体［n( %) ］ 0． 852 0． 356
无 19( 79． 17) 48( 87． 27)
有 5( 20． 83) 7( 12． 73)
卫星病灶［n( %) ］ 0． 430 0． 512
无 20( 83． 33) 43( 76． 79)
有 4( 16． 67) 13( 23． 21)
肝硬化［n( %) ］ 0． 762 0． 383
否 10( 41． 67) 17( 31． 48)
是 14( 58． 33) 37( 68． 52)
肿瘤数目( 个) 1． 26 ± 0． 68 1． 18 ± 0． 51 － 0． 350 0． 720
肿瘤大小( cm) 6． 87 ± 4． 20 7． 41 ± 4． 01 － 0． 650 0． 510
包膜是否完整［n( %) ］ 0． 603 0． 437
否 3( 15． 79) 4( 9． 10)
是 16( 84． 21) 40( 90． 90)
肿瘤分期［n( %) ］ 1． 668 0． 797
Ⅰ 1( 4． 55) 6( 12． 77)
Ⅱ 4( 18． 18) 5( 10． 64)
Ⅲ 12( 54． 54) 26( 55． 32)
Ⅳ 4( 18． 18) 8( 17． 02)
Ⅴ 1( 4． 55) 2( 4． 25)
微血管侵犯［n( %) ］ 1． 467 0． 226
否 6( 54． 55) 23( 74． 19)
是 5( 45． 45) 8( 25． 81)

3 年生存率［n( %) ］ 1． 100 0． 300
生存 10( 37． 03) 16( 26． 22)
死亡 17( 62． 93) 45( 73． 78)

5 年生存率［n( %) ］ 0． 190 0． 660
生存 4( 14． 81) 7( 11． 48)
死亡 23( 85． 19) 54( 88． 52)
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图 1 肝癌组织及癌旁组织中 EIF4F复合物调控基因的表达及吸光度值分析 IHC × 400

T: 肝癌组织; N: 癌旁组织; 与癌旁组织比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001，＊＊＊＊P ＜ 0. 000 1

图 2 EIF4F复合物调控基因的蛋白表达量之间的相关性分析

Phop( T37 /46) -4EBP1 是 4EBP1 的分子功能失
活形式。4EBP1 是 mTOＲ 信号通路的下游中介，
mTOＲ是一种高度保守的丝氨酸 /苏氨酸蛋白激
酶［5］，通过磷酸化 4EBP1 和 S6K促进细胞生长和增
殖，从而控制蛋白质的翻译过程。在相关性分析中

可以看到，EIF4F 复合物中的 EIF4E 和 EIF4G 之间
是线性增加的，而 Phop ( T37 /46 ) -4EBP1 与其之间
并没有直接的相关性; 单独将 Phop( T37 /46) -4EBP1
与患者预后 3 年存活率、5 年存活率、肿瘤直径大
小、AFP等值做 Cox风险比例模型回归分析时，得出
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图 3 HCC患者的生存曲线分析

图 4 HCC患者的多因素回归分析

图 5 HCC纳入患者临床数据回归分析的列阵图模型

他们之间具有正相关的关系; 列阵图模型分析，由患

者年龄、3 年生存率、5 年生存率、肿瘤直径大小、
AFP、EIF4F 复合物等值共同评分，预测预后，Phop
( T37 /46) -4EBP1 和 EIF4E对于患者预后的评分所
占权重较高，提示其对于 HCC患者预后生存时间的
影响可能较大。
有证据表明，mTOＲ 下游 4EBP1、EIF4E 水平上

的蛋白合成被破坏可以促进肿瘤的形成［6 － 7］，Phop

( T37 /46) -4EBP1 引导增殖致癌信号，是一个高度
相关的恶性潜能分子标记［8］。生长因子受体和细
胞信号通路在人类癌症的发生中起着重要的作用，

膜生长因子受体的激活通过至少两种主要的生物化

学途径，PI3K-AKT-mTOＲ 和 ＲAS-MAPK 途径驱动
细胞增殖信号［9］。PI3K-AKT 通路通过激活 mTOＲ
激酶并随后磷酸化其底物 4EBP1 和 S6K 来调控翻
译。MAPK通路，参与细胞增殖、存活、凋亡和代谢，
也有助于 4EBP1 的磷酸化［10 － 11］。PI3K-AKT-mTOＲ
和 ＲAS-MAPK通路都介导了 4EBP1 的磷酸化，导致
了 Cap依赖的 mＲNA 翻译起始复合物的形成 Phop
( T37 /46) -4EBP1 抑制 4EBP1 的活性并伴随 Cap 依
赖翻译的激活，可促进细胞增殖，并与肿瘤的发生发

展有关［12 － 13］。Phop ( T37 /46 ) -4EBP1 是 4EBP1 的
灭活形式，作为肿瘤启动子，将上游的致癌信号汇聚

并驱动下游的增殖信号，启动细胞周期蛋白 D1( Cy-
clin-D1) 、C-MYC或血管内皮生长因子( VEGF) 等致
癌蛋白的合成。Phop( T37 /46) -4EBP1 在乳腺癌、卵
巢癌、子宫内膜癌中已被证实与预后密切相关［14］，
也有报道［15］指出 Phop ( T37 /46 ) -4EBP1 与许多恶
性肿瘤( 包括肾细胞癌、黑色素瘤、星形细胞瘤、食
道鳞状细胞癌) 的侵袭性病理分级与患者的不良预

后相关，这对于恶性肿瘤的发生和发展至关重要，

Phop( T37 /46) -4EBP1 在这些肿瘤中的表达都提示
了 Phop( T37 /46) -4EBP1 在肿瘤的预后中起到了至
关重要的作用。
该研究也有一定的局限性。标本库中的患者失

访率较高，最终纳入分析的 HCC患者临床数据存在
部分缺失。部分指标的数据非正态分布，采用非参
数检验。对于 EIF4F 在 HCC 发生发展过程中的分
子生物学机制，本课题组仍在进一步研究。
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The prognostic value of eukaryotic cell translation
initiation complex 4F in HCC patients

Qian Ｒenzhe，Zhou Dachen，Lu Ziheng，He Liang，Pan Shubo，Zhang Bin
( Dept of General Surgery，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601)

Abstract Objective To study the correlation between eukaryotic translation initiation complex 4f ( EIF4F) and
clinical prognosis of patients with hepatocellular carcinoma ( HCC) ． Methods By following up the clinical data of
743 HCC patients in the specimen bank，94 HCC tissue specimens with complete follow-up information were select-
ed，and the clinical data were collected． The paired tissue specimens were made into tissue chip for immunohisto-
chemical staining． Image J was used to analyze the optical density value of tissue chip staining，and Ｒ4. 0. 5 soft-
ware was used to conduct nonparametric test analysis，draw KM curve，Cox regression analysis，and Nomogram sta-
tistical analysis on experimental data and follow-up data． Ｒesults Phosphorylation of 4EBP1 was significantly acti-
vated in HCC tissues ( P ＜ 0. 001) ，and the activation Phosphorylation of 4EBP1 was associated with the clinical
prognosis of HCC patients，P = 0. 038． Conclusion The activation of 4EBP1 phosphorylation in tumor tissue pre-
dicts shorter overall survival time in HCC patients．
Key words EIF4F; hepatocellular carcinoma; prognosis of disease; protein translation; Nomogram model
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