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摘要 目的 探究原发性肝癌患者癌组织中 M2 型丙酮酸

激酶( PKM2 ) 、环 氧 合 酶 2 ( COX2 ) 及 凋 亡 蛋 白 抑 制 因 子

( IAPs) 的表达及其与放疗敏感性的关系。方法 选取接受

三维适形放疗的原发性肝癌患者 105 例，经肝脏穿刺活检采

集肝癌组织，采用免疫组化法检测肝癌组织中 PKM2、COX2
及 IAPs 家族［X 关联凋亡抑制因子( XIAP) 、细胞内凋亡抑

制蛋白 1( cIAP-1) ］蛋白的表达，比较不同放疗效果和敏感

性患者癌组织中 PKM2、COX2、XIAP 及 cIAP-1 蛋白表达的

差异，并分析上述蛋白表达与患者预后的关系。结果 105
例患者肝癌组织中 PKM2、COX2、XIAP 及 cIAP-1 蛋白表达

阳性率分别为 81. 90%、74. 28%、85. 71% 及 82. 86% ; COX2、
XIAP 蛋白阳性表达者治疗有效率与阴性者比较，差异有统

计学意义( P ＜ 0. 05) ; 放疗敏感患者临床分期、分化程度、肿
瘤直径、肝癌组织中 PKM2、COX2、XIAP 及 cIAP-1 蛋白表达

情况与放疗不敏感者比较，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ;

高临床分期、低分化程度、COX2、XIAP 阳性表达是患者放疗

不敏感的独立危险因素( P ＜ 0. 05 ) ; XIAP 阳性表达者复发

率和转移率与阴性表达者比较，差异有统计学意义 ( P ＜
0. 05) 。结论 原发性肝癌患者癌组织中 PKM2、COX2、XI-
AP 及 cIAP-1 阳性率高，其中 COX2、XIAP 蛋白表达与患者

放疗效果、敏感性密切相关，XIAP 蛋白表达还与患者复发转

移有关。
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肝癌是最为常见的恶性肿瘤，可分为原发性和

继发性两类，其中原发性肝癌起源于肝脏的上皮或

间叶组织。我国是原发性肝癌的高发地区，其死亡

率仅次于胃癌、肺癌，是危害性强的恶性肿瘤。目

前，原发性肝癌的具体发病机制尚不完全明了，可能

与慢性肝炎感染、肝硬化、酒精、黄曲霉素、遗传等因

素有关。三维适形放疗是临床原发性肝癌常用的治

疗手段之一，但并不是所有患者都对其敏感。因此，

探索相关生物学标志物监测放疗敏感度，将有助于

患者放疗方案的制定与疗效的预测。肿瘤细胞凋亡

受多种基因、信使调控，多项研究表明，M2 型丙酮酸

激酶( M2-pyruvate kinase，PKM2) ［1］、环氧合酶 2( cy-
clooxygenase 2，COX2 ) ［2］及凋亡蛋白抑制因子( in-
hibitor of apoptosis protein，IAPs) ［3］可能参与抑制肿

瘤细胞凋亡，产生放疗抵抗，最终导致放疗失败。但

上述蛋白表达与原发性肝癌的患者放疗敏感性关系

的报道较少，故本研究将检测原发性肝癌患者肝癌

组织 中 PKM2、COX2、X 关 联 凋 亡 抑 制 因 子 ( X-
linked inhibitor of apoptosis protein，XIAP) 及细胞内

凋亡抑制蛋白 1( cellular inhibitor of apoptosis protein
1，cIAP-1) 蛋白的表达，具体分析其与放疗敏感性的

关系，以探讨监测放疗敏感度的潜在标志物。

1 材料与方法

1． 1 一般资料 收集 2015 年 1 月至 2018 年 6 月

确诊为原发性肝癌患者 105 例，其中男 62 例，女 43
例，年龄 45 ～ 73 ( 57. 23 ± 9. 52 ) 岁; 病理学类型: 肝

细胞癌 90 例，胆管细胞癌 4 例，混合型肝细胞 － 胆

管细胞癌 11 例; 临床分期:Ⅰ期 9 例，Ⅱ期 29 例，Ⅲ
期 48 例，Ⅳ期 19 例; 分化程度: 低分化 28 例，中分

化 40 例，高分化 37 例; 肿瘤直径≥5 cm 者 91 例，＜
5 cm 者 14 例; 合并乙型病毒性肝炎 85 例。本次研

究已通过医院伦理委员会批准。
1． 2 纳入标准与排除标准 纳入标准: 患者经肝脏

穿刺活检病理检查确诊为原发性肝癌; 具有三维适

形放疗指征; 初治病例; 临床资料完整。
排除标准: 复发性或转移性肝癌; 合并有其他恶

性肿瘤; 伴有心、肝、肾等重要脏器功能障碍; 合并全

身免疫性疾病; 精神异常、神志不清者; 存在认知障

碍者; 治疗依从性差。
1． 3 方法
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1． 3． 1 免疫组化法检测肝癌组织中 PKM2、COX2、
XIAP 及 cIAP-1 蛋白表达 取活检组织样本，行常

规石蜡包埋制片，脱蜡水化后滴加双氧水，封闭内源

性过氧化物酶，水洗后滴加山羊血清室温下封闭 10
min，分别加入 PKM2 ( 1 ∶ 500 ) 、COX2 ( 1 ∶ 1 000 ) 、
XIAP( 1 ∶ 1 000) 及 cIAP-1 ( 1 ∶ 500 ) 蛋白一抗工作

液，4 ℃下孵育过夜; 次日经磷酸盐缓冲液冲洗，在

加 入 适 量 生 物 素 标 记 的 蛋 白 二 抗 工 作 液

( 1 ∶ 4 000) ，37 ℃ 下孵育 30 min; 经磷酸盐缓冲液

冲洗，加入二氨基联苯胺( DAB) 显色 3 ～ 15 min，充

分冲洗后加入苏木精复染，最后脱水、透明、封片。
1． 3． 2 染色结果判读标准［4］ 根据染色强度和阳

性细胞数，综合判断癌组织中 PKM2、COX2、XIAP
及 cIAP-1 蛋白的表达情况，其中 PKM2 阳性表达定

位于细胞质，COX2、cIAP-1 阳性表达定位于细胞质，

XIAP 阳性表达定位于细胞质和细胞核，阳性信号呈

黄色和棕黄色。染色强度评分: 无色为 0 分，浅黄色

为 1 分，棕黄色为 2 分，棕褐色为 3 分; 阳性细胞比

例评分: 阳性细胞 ＜ 5% 为 0 分，5% ～ 25% 为 1 分，

26% ～50%为 2 分，51% ～ 75% 为 3 分，＞ 75% 为 4
分，总分为染色强度和阳性细胞比例评分的乘积，其

中 0 分为 － ，1 ～ 4 分为 + ，5 ～ 8 分为，9 ～ 12 分为

，－ 为阴性表达，+ ～为阳性表达。由 2 名资深

病理科医师分开评估，共同商议出最终结果。
1． 3． 3 放疗方案 行 CT 扫描定位，采用三维适形

放疗技术，应用瓦里安加速器 6MV-X 射线照射，总

照射剂量为 60 Gy，2 Gy /次，1 次 /d，每周照射 5 次。
1． 4 疗效评估 参照实体瘤疗效判定标准［5］，将

患者划分为完全缓解、部分缓解、稳定及进展，其中

治疗有效率 = ( 完全缓解 + 部分缓解 + 稳定) /总例

数 × 100%，完全缓解和部分缓解为放疗敏感组，稳

定和进展者为放疗不敏感组，比较不同放疗效果和

敏感性患者癌组织中 PKM2、COX2、XIAP 及 cIAP-1
蛋白表达的差异。
1． 5 随访 随访至 2020 年 6 月 30 日，通过门诊复

查形式，随访频率为 3 个月 /次，记录患者复发率、转
移率和生存率。
1． 6 统计学处理 数据应用 SPSS 17. 0 软件进行

统计学分析，服从正态分布的计量资料以均数 ± 标

准差( 珋x ± s) 表示，采用 t 检验进行比较; 计数资料以

例数( n) 或率( % ) 表示，采用 χ2 检验进行比较; 选

取单因素分析有统计学意义的因素，采用强迫引入

法，纳入 Logistic 回归模型，进行多因素分析，以 P ＜
0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 肝癌组织中 PKM2、COX2、XIAP 及 cIAP-1
蛋白的表达 本组 105 例患者肝癌组织中 PKM2 蛋

白阳性 86 例，阴性 19 例，阳性率为 81. 90% ; COX2
蛋白阳性 78 例，阴性 27 例，阳性率为 74. 28% ; XI-
AP 蛋白阳性 90 例，阴性 15 例，阳性率为 85. 71% ;

cIAP-1 阳 性 表 达 87 例，阴 性 18 例，阳 性 率 为

82. 86%。免疫组化检测结果见图 1。

图 1 肝癌组织中 PKM2、COX2、XIAP

及 cIAP-1 蛋白的表达 × 400

A: 女性，60 岁，PKM2 阴性表达( － ) ; B: 男性，76 岁，PKM2 阳性

表达( 3 + ) ; C: 男性，59 岁，Ⅲ期，COX-2 蛋白阴性( － ) ; D: 男性，70

岁，IV 期，COX-2 蛋白阳( 3 + ) ; E: 男性，71 岁，Ⅱ期，XIAP 蛋白阳性

( 1 + ) ; F: 女性，55 岁，Ⅲ期，XIAP 蛋白阳性( 3 + ) ; G: 女性，46 岁，Ⅳ

期，cIAP 蛋白阳性( 1 + ) ; H: 男性，66 岁，Ⅳ期，cIAP 蛋白阳性( 3 + )

2． 2 PKM2、COX2、XIAP 及 cIAP-1 蛋白表达与

放疗治疗效果的关系 COX2、XIAP 蛋白阳性表达

者治疗有效率与阴性者比较，差异有统计学意义( P
＜0. 05) ，但不同 PKM2、cIAP-1 蛋白表达者治疗有

效率的比较差异无统计学意义( P ＞ 0. 05) ，见表 1。
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表 1 不同放疗效果患者 PKM2、COX2、XIAP

及 cIAP-1 蛋白表达的比较

蛋白表达
治疗效果( n)

完全缓解 部分缓解 稳定 进展

有效率

［n( %) ］
χ2 值 P 值

PKM2
阳性 15 26 24 21 65( 75． 58) 3． 448 0． 063
阴性 6 8 4 1 18( 94． 74)

COX2
阳性 11 25 22 20 58( 74． 36) 4． 026 0． 045
阴性 10 9 6 2 25( 92． 59)

XIAP
阳性 16 27 25 22 68( 75． 56) 4． 639 0． 031
阴性 5 7 3 0 15( 100． 00)

cIAP-1
阳性 14 27 25 21 66( 75． 86) 3． 109 0． 078
阴性 7 7 3 1 17( 94． 44)

2． 3 PKM2、COX2、XIAP 及 cIAP-1 蛋白表达与

放疗敏感性的关系 放疗敏感患者临床分期、分化

程度、肿瘤直径、肝癌组织中 PKM2、COX2、XIAP 及

cIAP-1 蛋白表达情况与放疗不敏感者比较，差异有

统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ; 但两组患者年龄、性别、病

理学类型及是否合并乙型病毒性肝炎情况的比较，

差异无统计学意义( P ＞ 0. 05) ，见表 2。
2． 4 患者放疗不敏感的多因素分析 以患者是否

放疗敏感( 敏感 = 0，不敏感 = 1 ) 为因变量，上述有

统计学意义的因素作为自变量，临床分期( Ⅰ期 =
1，Ⅱ期 = 2，Ⅲ期 = 3，Ⅳ期 = 4 ) 、分化程度( 高分化

= 1，中分化 = 2，低分化 = 3 ) 、肿瘤直径( ＜ 5 cm =
1，≥5 cm = 2 ) 、肝癌组织中 PKM2、COX2、XIAP 及

cIAP-1 蛋白表达( 阴性表达 = 1，阳性表达 = 2) 分别

赋分后纳入 Logistic 回归模型，结果显示高临床分

期、低分化程度、COX2、XIAP 阳性表达是患者放疗

不敏感的独立危险因素( P ＜ 0. 05) ，见表 3。
2． 5 PKM2、COX2、XIAP 及 cIAP-1 蛋白表达与

患者预后的关系 截止至随访日期，105 例患者中

22 例复发，27 例转移，88 例存活; XIAP 阳性表达者

复发率和转移率与阴性表达者比较，差异有统计学

意义( P ＜ 0. 05 ) ; 但不同 PKM2、COX2、cIAP-1 蛋白

表达者复发率、转移率、死亡率及不同 XIAP 表达患

者的死亡率比较，差异无统计学意义( P ＞ 0. 05) ，见

表 4。

3 讨论

原发性肝癌的临床治疗中，常对病灶处使用局

部放射疗法，以快速杀灭局部癌细胞及邻近侵染细

胞，但是实际治疗过程中，不同的患者对放射治疗表

现出不同的敏感性，除了病理特征的影响外，还与患

者自身个体化差异有关。因此，在原发性肝癌的治

疗中，有效监测患者的放疗敏感性对于患者的个性

化治疗尤为重要。

表 2 患者放疗不敏感的单因素分析( n)

因素
放疗敏感组

( n = 55)

放疗不敏感组

( n = 50)
χ2 值 P 值

年龄( 岁)

＜ 60 33 23 2． 063 0． 151
≥60 22 27

性别

男 34 28 0． 367 0． 545
女 21 22

病理学类型

肝细胞癌 47 43

胆管细胞癌 3 1 1． 033 0． 597

混合型肝细胞 － 胆管细胞癌 5 6

临床分期

Ⅰ期 9 0

Ⅱ期 26 3 41． 940 ＜ 0． 001
Ⅲ期 18 30

Ⅳ期 2 17

分化程度

高分化 26 11

中分化 22 18 13． 273 0． 001

低分化 7 21

肿瘤直径( cm)

＜ 5 11 3 4． 442 0． 035
≥5 44 47

合并乙型病毒性肝炎

有 42 43 1． 577 0． 209
无 13 7

PKM2 表达

阳性 41 45 4． 221 0． 040
阴性 14 5

COX2 表达

阳性 36 42 4． 716 0． 030
阴性 19 8

XIAP 表达

阳性 43 47 5． 352 0． 021
阴性 12 3

cIAP-1 表达

阳性 41 46 5． 618 0． 018
阴性 14 4

表 3 患者放疗不敏感的多因素分析

因素 β SE Wald χ2 OＲ 95% CI P
临床分期 0． 528 0． 215 6． 031 1． 696 1． 112 ～ 2． 584 0． 014
分化程度 0． 637 0． 310 4． 222 1． 891 1． 030 ～ 3． 472 0． 040
COX2 阳性表达 0． 462 0． 159 8． 443 1． 587 1． 162 ～ 2． 168 0． 004
XIAP 阳性表达 0． 496 0． 234 4． 493 1． 642 1． 038 ～ 2． 598 0． 035
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表 4 PKM2、COX2、XIAP 及 cIAP-1 蛋白表达与患者预后的关系

蛋白表达
复发( n = 22)

n χ2 值 P 值

转移( n = 27)

n χ2 值 P 值

生存( n = 88)

n χ2 值 P 值

PKM2
阳性 18 0． 373 0． 541 20 1． 504 0． 220 70 2． 041 0． 153
阴性 4 7 18

COX2
阳性 19 2． 125 0． 145 22 0． 985 0． 321 65 0． 051 0． 822
阴性 3 5 23

XIAP
阳性 22 4． 639 0． 031 27 6． 058 0． 014 73 3． 381 0． 066
阴性 0 0 15

cIAP-1
阳性 17 0． 611 0． 434 23 0． 139 0． 710 71 1． 811 0． 178
阴性 5 4 17

PKM2 是人体有氧糖酵解中的关键限速酶，其

高水平代表糖酵解途径可为肿瘤细胞生长和增殖提

供更多的能量和物质，这为肿瘤细胞的恶性增殖创

造了有利条件。Liu et al［6］研究显示，PKM2 甲基化

激活有氧糖酵解后，将促进肿瘤的发生。Long et
al［7］研究发现，PKM2 在肺癌组织中高表达，并对患

者预后有一定的预测能力。COX2 是催化花生四烯

酸转化为前列腺素的重要限速酶，正常生理状态下，

COX2 处于较低水平，当细胞接受某些细胞因子、内
毒素、癌基因等刺激时，会大量产生 COX2，介导多

种蛋白酶、炎性介质等引起炎症反应，参与多种疾病

的发生。另外，COX2 还可通过前列腺素途径促进

肿瘤的增殖，并抑制其凋亡。近年来研究［8 － 9］证实，

COX2 在多种肿瘤组织中呈高表达，如肺癌、胃癌

等，并与患者病理特征、预后有关。IAPs 可抑制多

种刺激触发的凋亡，包括 XIAP、cIAP-1、cIAP-2 等 8
个成员，其特殊的杆状病毒 IAP 重复区序列，可有效

抑制细胞凋亡蛋白酶半胱天冬酶( caspase) 。汪灵

等［10］研究指出，XIAP、cIAP-1 和 caspase-3 在乳腺癌

组织中高表达，XIAP 和 caspase-3 可作为潜在的预

后评估指标。本研究结果显示，肝癌组织中 PKM2、
COX2、XIAP 及 cIAP-1 蛋 白 表 达 阳 性 率 分 别 为

81. 90%、74. 28%、85. 71% 及 82. 86%，与 既 往 研

究［11 － 12］结果基本相符。
细胞凋亡不仅与肿瘤的发生发展有关，还与治

疗敏感性密切相关。马欢 等［13］回顾性分析 80 例

肝癌患者临床资料，发现 PKM2 在肝癌组织中阳性

率高，且与放疗敏感性密切相关。Cheki et al［14］研

究显示，COX2 在诱导肿瘤细胞对放疗抵抗中有重

要作用，可能是放疗防护和放疗增敏的潜在靶点。
细胞实验也表明，XIAP、cIAP-1 表达与肿瘤细胞放

疗敏感性有关［15］。本研究中，COX2、XIAP 蛋白阳

性 表 达 者 治 疗 有 效 率 明 显 低 于 阴 性 者，PKM2、
COX2、XIAP 及 cIAP-1 蛋白阳性表达者放疗敏感率

也低于阴性者，表明肝癌组织中 PKM2、COX2、XIAP
及 cIAP-1 阳性表达可能放疗效果不佳。探究原发

性肝癌患者放疗不敏感的影响因素发现，高临床分

期、低分化程度、COX2、XIAP 阳性表达均是患者放

疗不敏感的独立危险因素，可能是 COX2 高表达影

响前列腺素代谢，加快细胞分裂，促进新生血管的形

成，有利于肿瘤细胞的生长; 而 XIAP 是最具有潜在

抑制活性的 IAPs 成员，可直接抑制凋亡蛋白酶活

性，抑制肿瘤细胞的凋亡，因此，COX2、XIAP 阳性表

达患者放疗不敏感的风险也越高。另外，随访结果

显示，肝癌组织中 XIAP 表达还与患者复发、转移有

关。故放疗前 COX2、XIAP 表达的评估对于原发性

肝癌患者有重要的临床意义。同时，对于 COX2、XI-
AP 阳性表达者，可在放疗前应用 COX2、XIAP 抑制

剂，这可能是增加放疗敏感性和改善患者预后的新

思路。
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Expression of PKM2，COX2 and IAPs in cancer tissues of patients with
primary liver cancer and its relationship with radiotherapy sensitivity
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［1Dept of Oncology，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230000;
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( Feidong County People's Hospital) ，Hefei 231600］

Abstract Objective To explore the expression of M2 pyruvate kinase ( PKM2) ，cyclooxygenase 2 ( COX2) and
inhibitor of apoptosis protein ( IAPs) in cancer tissues of patients with primary liver cancer ( PLC) and its relation-
ship with radiotherapy sensitivity． Methods A total of 105 PLC patients who underwent three-dimensional confor-
mal radiation therapy( CＲT) were enrolled． Liver cancer tissues were collected by liver needle biopsy． The expres-
sion of PKM2，COX2 and IAPs protein families［X-linked inhibitor of apoptosis protein ( XIAP) ，cellular inhibitor
of apoptosis protein 1 ( cIAP-1) ］in liver cancer tissues was detected by immunohistochemistry． The differences in
expression of PKM2，COX2，XIAP and cIAP-1 in cancer tissues among patients with different radiotherapy effects
and sensitivity were compared． The relationship between the expression of above-mentioned proteins and prognosis
was analyzed． Ｒesults The positive expression rates of PKM2，COX2，XIAP and cIAP-1 in liver cancer tissues of
the 105 patients were 81. 90%，74. 28%，85. 71% and 82. 86%，respectively． There were significant differences
in response rate of treatment between patients with positive expression of COX2 and XIAP and those with negative
expression ( P ＜ 0. 05) ． There were significant differences in clinical staging，differentiation degree，tumor diame-
ter，expression of PKM2，COX2，XIAP and cIAP-1 in liver cancer tissues between patients with radiotherapy sensi-
tivity and those without radiotherapy sensitivity ( P ＜ 0. 05) ． High clinical staging，poor differentiation，positive ex-
pression of COX2 and XIAP were independent risk factors of radiotherapy insensitivity ( P ＜ 0. 05) ． There were sig-
nificant differences in recurrence rate and metastasis rate between patients with positive expression of XIAP and
those with negative expression ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion The positive rates of PKM2，COX2，XIAP and cIAP-1
are high in liver cancer tissues of PLC patients． The expression of COX2 and XIAP is closely related to radiotherapy
effect and sensitivity，and the expression of XIAP is also related to recurrence and metastasis．
Key words primary liver cancer; M2 pyruvate kinase; cyclooxygenase 2; inhibitor of apoptosis protein; radio-
therapy sensitivity; prognosis
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