
ance of patients． Ｒesults The level of IL-26 in HBV-ACLF patients was significantly higher than that in non-aclf
patients． The expression of IL-26 was positively correlated with creatinine( CＲEA) and activated partial thrombo-
plastin time( APTT) ． Multivariate logistic analysis showed that total bilirubin( TBIL) and IL-26 were independent
risk factors． The prognostic model AUC( 0. 933) established by IL-26 combined with MELD was more sensitive and
accurate than single index． Serum IL-26 ＞ 1 019. 68 pg /ml had reliable prognostic accuracy in predicting 90-day
mortality in patients with HBV-ACLF． Conclusion The level of IL-26 significantly increased in patients with HBV-
ACLF，which has important clinical significance and application value in monitoring the condition and prognosis of
patients with HBV-ACLF．
Key words acute-on-chronic liver failure; IL-26; hepatitis B; prognosis
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CYFIP1 表达与肝细胞性肝癌发生发展的相关性研究
顾 炯，崔 笑，侯 辉，喻宗繁，张 彬，熊奇如

摘要 目的 研究细胞质 FMＲ1 相关蛋白 1 ( CYFIP1) 在肝

细胞性肝癌( HCC) 组织中的表达及与 HCC 发生发展的相关

性。方法 利用组织微阵列分析检测 80 例原发性肝细胞性

肝癌的肿瘤组织与癌旁正常肝组织中 CYFIP1 的表达水平，

并分析其与临床特征的相关性; 运用 Annexin V-FITC /PI 双

染标记法检测 HepG2 细胞沉默 CYFIP1 后的凋亡水平; 运用

Western blot 法检测 CYFIP1 的蛋白表达变化。结果 组织

芯片染色结果提示肿瘤组织中 CYFIP1 表达量降低 ( P =
0. 031) ，且与 HCC 患者的肿瘤分化程度、肿瘤直径及生存期

存在相关性。采用 shＲNA 沉默 CYFIP1 后，HepG2 细胞的细

胞增殖水平上升 ( P = 0. 019 ) ，且细胞凋亡水平下降 ( P =
0. 021) 。结论 CYFIP1 是 HCC 的抑癌基因，可能成为患者

临床预后的监测指标。

关键词 肝细胞性肝癌; CYFIP1; 基因沉默
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与其他常见肿瘤相比，肝细胞性肝癌 ( hepato-
carcinoma，HCC) 恶性程度较高、易复发，而且治疗方

式有限，患者预后较差，生存期较短［1］。细胞信号

通路如 PI3K-AKT-mTOＲ、JAK-STAT、Wnt /β-catenin
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等［2］已被证实在 HCC 的发生发展中具有重要作用，

肿瘤分子靶向治疗也成为近年来的研究热点。针对

HCC 的分子靶向药物如索拉非尼、乐伐替尼等在临

床治疗中得到了越来越多的应用，但是分子靶向治

疗的效果不尽如人意，部分药物治疗后期耐药率较

高［3］。因此，需要对 HCC 发病的分子机制进行进一

步研究，帮助发现更有效的靶向药物或治疗方法。
细胞内 mＲNA 翻译通常有 2 种途径: Cap-依赖

型和非 Cap-依赖型。Cap-依赖型 mＲNA 翻译异常

与很多 肿 瘤 的 发 生 发 展 有 关［4］。在 Cap-依 赖 型

mＲNA 翻译进程中，起始阶段的调控作用尤其重要，

主要参与的调控因子有: 真核起始因子复合物 4F
( eukaryotic initiation factor 4F，EIF4F) 以及 CYFIP1-
EIF4E-FMＲ1 复合物［5 － 6］。其中细胞质 FMＲ1 相关

蛋白 1 ( cytoplasmic FMＲ1-interacting protein 1，CY-
FIP1) 被证实是一些肿瘤如鼻咽癌、乳腺癌等的潜在

抑制因子［4，7］，但是 CYFIP1 在 HCC 发病中的作用

目前尚不清楚。故该研究主要探讨 CYFIP1 的表达

与 HCC 临床特征之间的相关性。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 组织标本与病例资料 组织标本取自安徽

医科大学第二附属医院的标本库，并制作成组织芯

片。共纳入 4 张组织芯片，包括 80 例 HCC 患者的

肿瘤组织以及对应的癌旁正常组织。80 例患者均
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经病理检查证实为 HCC，且在采集组织时，均未进

行除手术以外的任何抗肿瘤治疗，如肝静脉插管化

疗栓塞和灌注 ( transcatheter arterial chemoemboliza-
tion，TACE) 等; 同时收集纳入患者的临床资料以及

随访数据。随访截止日期为 2019 年 4 月 1 日。本

研究符合安徽医科大学第二附属医院伦理审查委员

会批准。
1． 1． 2 试剂与仪器 超灵敏两步免疫组织化学套

盒 PV-9001 ( 北京中杉金桥) ; Ｒabbit anti-CYFIP1 多

克隆抗体( ab156016，美国 Abcam) ; 凋亡试剂盒 An-
nexin V: FITC Apoptosis Detection Kit I ( 556547，美

国 BD) 等。Western blot 显影仪 ( Tanon Fine-doX6，

上海) ; 精密恒温二氧化碳细胞培养箱( Thermo Fish-
er，美国) ; 酶标仪( KHB ST-360，美国) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 免疫组化 组织芯片厚度 4 μm，封蜡室温

保存。按以下步骤行免疫组化染色: 切片置于 70 ℃
温箱中烤片 1 h，于二甲苯中脱蜡 2 × 3 min，接着分

别用无水乙醇、95% 乙醇、70% 乙醇、50% 乙醇进行

梯度脱水处理; 抗原修复采用高压煮沸方式 ( 枸橼

酸钠缓冲液，3 min) ; 用 3% H2O2 进行内源性过氧

化物酶阻断后，1% BSA 封闭 1 h; 4 ℃ 冰箱中孵育

一抗 ( 1 ∶ 100 ) 过 夜; 第 2 天 常 温 孵 育 二 抗

( 1 ∶ 1 000) 1 h 后，进行 DAB 染色，显微镜下观察结

果。免疫组化的结果由 2 位医师分别进行分级( 1:

最弱; 4: 最强) 。
1． 2． 2 细 胞 培 养 含 10% 血 清 和 1% 双 抗 的

DMEM 培 养 基 用 于 HepG2 细 胞。培 养 条 件 为

37 ℃、5% CO2。每 3 d 更换培养基 1 次。
1． 2． 3 Western blot 检测蛋白表达水平 6 孔板中

的细胞经处理，并提取蛋白。蛋白浓度采用 BCA 试

剂盒测定。电泳凝胶为 10% ～ 12% SDS 聚丙烯酰

胺凝胶。浓缩胶电泳条件为: 80 V、30 min ; 分离胶

电泳条件为: 120 V、60 min; 转膜条件为: 200 mA 恒

定电流下 1 h。5% BSA 室温封闭 1 h; 4 ℃ 过夜孵

育一抗( 1 ∶ 1 000) ; 室温孵育二抗( 1 ∶ 10 000) 1 h。
1． 2． 4 流式检测细胞凋亡 6 孔板中的细胞，离心

后用 1 × 缓冲液重悬并计数，将浓度稀释为 1 × 106

个 /ml。充分震荡后，取 100 μl 细胞悬液加入流式

管中，再用 5 μl ANNEXIN V 和 5 μl PI 进行细胞标

记，室温下避光孵育 15 min，1 h 内用流式细胞仪进

行凋亡检测。

1． 3 统计学处理 统计学分析采用 SPSS 17. 0 软

件。分类变量的数据分析采用 χ2 检验; 临床指标与

蛋白表达程度的相关性研究采用多因素方差分析;

Log-rank test 及 Gehan-Breslow-Wilcoxon test 用于生

存曲线的差异性检验，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学

意义。

2 结果

2． 1 CYFIP1 在肿瘤组织中的表达 纳入的 80 例

HCC 患者人口学特征和临床基本情况见表 1。组织

芯片免疫组织化学染色情况见图 1。与癌旁组织比

较，42 例患者的肿瘤组织中存在 CYFIP1 低表达，20
例患者组织中存在 CYFIP1 的高表达，另 18 例患者

肿瘤组织中 CYFIP1 的表达未见差异。其中在42例

低表达的患者中，肿瘤组织 CYFIP1 的表达量较癌

旁正常组织中表达降低，差异有统计学意义 ( P =
0. 031) 。

图 1 CYFIP1 组织芯片免疫组化表达情况 × 100

2． 2 CYFIP1 在肿瘤组织中的表达与肿瘤组织分

化、肿瘤直径及患者生存期的关系 多因素分析的

结果提示，CYFIP1 的表达与患者的肿瘤分级、肿瘤

直径 2 项临床指标呈负相关且差异有统计学意义

( P = 0. 012、P = 0. 014 ) ; 但是与性别、年龄、血 清

AFP、HBV-DNA、Child 分级等指标的关联无统计学

意义( P ＞ 0. 05 ) 。见表 1。生存分析显示 CYFIP1
低表达的患者生存期较差，差异有统计学意义( P =
0. 018) 。见图 2A。
2． 3 沉默 CYFIP1 对 HepG2 细胞增殖的影响 在
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表 1 CYFIP1 表达情况与 HCC 患者临床特征的相关性分析

临床特征 n
低表达组

( n = 42)

高表达组

( n = 20)
χ2 /F 值 P 值

性别 0． 021 0． 512
男 58 31 13
女 22 11 7

年龄( 岁) 44． 414 0． 617
＜ 52 42 23 11
≥52 38 19 9

AFP( μg /L) 2． 371 0． 728
阳性( ＞ 20) 45 22 12
阴性( ＜ 20) 35 20 8

HBV-DNA 0． 028 0． 926
阳性 49 25 9
阴性 31 17 11

Child-Pugh 分级 0． 042 0． 461
A 71 38 17
B 9 4 3

分化 11． 332 0． 012
低分化 30 12 5
中分化 38 22 11
高分化 12 8 4

肿瘤直径( cm) 14． 662 0． 014
≤5 36 12 12
＞ 5 44 30 8

人肝癌细胞系 HepG2 中采用 siＲNA 沉默 CYFIP1
后，Western blot 验证 siＲNA 沉默有效。与阴性对照

组( negative control，NC) 比较，siＲNA 沉默 CYFIP1
后，MTT 结 果 提 示 其 细 胞 增 殖 速 度 提 高 ( P =
0. 019) 。见图 2B。流式细胞凋亡检测结果提示，沉

默 CYFIP1 后 细 胞 中 晚 期 凋 亡 比 例 降 低 ( P =
0. 021) 。见图 2C。

3 讨论

HCC 是中国常见的恶性肿瘤之一，由于 HCC
的治疗难度较大，术后复发率较高，因此针对 HCC
的分子生物学机制研究一直是该领域的热点。CY-
FIP1 作为新发现的肿瘤抑制基因，在乳腺癌、肺癌、
结肠癌、膀胱癌等肿瘤中具有一定的肿瘤抑制作

用［6 － 7，8］，并且与肿瘤的转移有关［9］，但是 CYFIP1
在肝癌中的作用目前相关报道有限，因此本研究首

次探讨了 CYFIP1 的表达与 HCC 临床特征的相关

性。
本研究结果表明，CYFIP1 是 HCC 的一个抑癌

基因，其在 HCC 患者组织中的表达低于癌旁正常组

织。更重要的是，CYFIP1 的表达与 HCC 患者的肿

瘤生存期、肿瘤大小以及肿瘤分化程度具有相关性。
这 些结果提示，CYFIP1的表达可能与HCC的发生

图 2 CYFIP1 表达对 HCC 的发生发展的影响

A: CYFIP1 表达与 HCC 患者的生存分析; B: 沉默 CYFIP1 对

HepG2 细胞增殖的影响; C: 沉默 CYFIP1 的表达对 HepG2 细胞凋亡

的影响

发展具有重要关联，是潜在的治疗靶点或临床监测

指标。同时，进一步的细胞实验结果证实，HCC 细

胞敲低 CYFIP1 后，其细胞凋亡水平下降，增殖能力

提升，这些结果进一步证实了 CYFIP1 是 HCC 的潜

在抑癌基因。
CYFIP1 作为 Scar /WAVE 复合物的重要组成部

分，调节细胞骨架蛋白的形成。Scar /WAVE 复合物

通过 其 VCA 结 构 域 来 接 受 上 游 信 号 蛋 白 的 调

控［10］。也有研究［7，10］表明，下调肿瘤细胞中的 CY-
FIP1 可以引起 WASF3 的稳定失调，从而诱导细胞

侵袭能力的增加。CYFIP1 还可能与脆性 X 智力低

下相关蛋白结合，进一步调节 mTOＲ 功能相关的生

物学功能，如细胞增殖和凋亡等［11］。除此之外，CY-
FIP1 也可与 EIF4E 结合，进一步抑制 EFI4E: EIF4G
复合物的形成，从而抑制 CAP 依赖型的 mＲNA 翻

译，并且 MNK 也调节着 CYFIP1 /FMＲP 复合物［12］。
本研究首次发现 CYFIP1 在 HCC 中的表达程度及其

与 HCC 患者预后的相关性，提示 CYFIP1 可能是

HCC 的潜在预后指标，具有潜在的临床应用价值。
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Correlation between the expression of CYFIP1 and the
occurrence and development of hepatocellular carcinoma

Gu Jiong，Cui Xiao，Hou Hui，et al
( Dept of General Surgery，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601)

Abstract Objective To study the expression of CYFIP1 gene in HCC tissue and its biological mechanism in the
development of hepatocarcinoma ( HCC) ． Methods The expression of CYFIP1 in 80 pairs HCC tissues was evalu-
ated by staining of tissue microarray slides ( TMA) ，and its clinical relevance was evaluated． The apoptosis assay
was conducted with Annexin V-FITC /PI staining． The expression of CYFIP1 in HepG2 cells was performed with
Western blot． Ｒesults The expression of CYFIP1 in HCC tissues was lower than that in adjacent normal liver tis-
sues ( P = 0. 031 ) ，which was clinically relevant with tumor grades，tumor size and prognosis of HCC patients．
Knock down of CYFIP1 by shＲNA in HepG2 cells increased the proliferation ( P = 0. 019) and decreased the apop-
tosis ( P = 0. 021) of HepG2 cells． Conclusion CYFIP1 is a suppressor gene in HCC，which may be a potential
prognostic marker in HCC．
Key words hepatocarcinoma; CYFIP1; gene silencing
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