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摘要 目的 探讨膜铁转运蛋白( FPN) 在肝细胞癌中的表

达及其意义。方法 采用 ELISA 法分别检测 41 例健康对照

组、48 例慢性肝病组和 80 例肝癌组血清中的 FPN 表达，分

析肝癌组 FPN 表达程度与肝癌患者 Child-pugh 分级，巴塞罗

那( BCLC) 肝癌分期等指标的相关性; 收集 46 例肝组织切

片，通过普鲁士蓝铁染色和免疫组化检测肝良性病变组织和

肝癌组肝组织铁沉积及 FPN 表达。结果 血清中健康对照

组与慢性肝病组 FPN 表达差异无统计学意义( P ＞ 0. 05) ，而

肝癌组 FPN 表达明显高于健康对照组( P ＜ 0. 001) 和慢性肝

病组( P ＜ 0. 05 ) ，且 FPN 表达程度与肝癌的 Child-pugh 分

级，BCLC 肝癌分期及转移呈正相关( P ＜ 0. 05) ，与肿瘤大小

( P ＞ 0. 05) ，结节数目( P ＞ 0. 05) 不相关; 组织中，肝癌患者

体内出现蓝色铁颗粒沉积现象且肝癌组 FPN 的表达明显高

于肝良性病变组( P ＜ 0. 05 ) 。结论 FPN 在肝细胞癌患者

体内中高表达，表明 FPN 可能在肝细胞癌的发生发展中起

到重要作用，可作为肝细胞癌免疫治疗的一个新的靶点。
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肝癌是全球病死率最高的恶性肿瘤之一，是全

球癌症相关死亡的第二大原因［1］，特别是在发展中

国家。在我国每年有近 38 万人死于肝癌，面对如此

严峻的形势，肝癌的治疗备受关注。铁是人体必不

可少的微量元素之一，在人体中参与腺嘌呤核苷三

磷酸 ( adenosine triphosphate，ATP) 的合成，氧的运

输及 DNA 合成等多种代谢过程，而膜铁转运蛋白

( ferroportin，FPN) 作为唯一已知的铁离子输出蛋白，

在体内广泛分布，是参与机体铁代谢的重要调节因

子。已有研究［2 － 3］表明，铁代谢紊乱引起的过量铁

离子与肿瘤的发生，转移及预后有关。该研究拟通

过分析 FPN 在肝细胞癌中表达及与患者的分期和

预后的关系，阐明 FPN 可能在肝细胞癌的发生发展

起到的作用，为肝细胞癌的免疫治疗提供新的思路。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 收集 2017 年 3 月 ～ 2019 年 3 月安

徽医科大学第二附属医院检验科血清 169 例。肝癌

组 80 例，慢性肝病组 48 例，健康对照组血清 41 例。
肝癌组男 58 例，女 22 例，年龄在 28 ～ 86 ( 52. 61 ±
13. 61) 岁; 慢性肝病组男 38 例，女 10 例，年龄在 27
～ 75( 47. 40 ± 11. 17) 岁; 健康对照组男 25 例，女 16

例，年龄在 16 ～ 80( 48. 98 ± 14. 30) 岁。收集 2017 年

3 月 ～ 2018 年 8 月安徽医科大学第四附属医院病理

科石蜡包埋的肝组织 46 例、肝癌组织 32 例、正常肝

良性病变肝组织 14 例。肝癌组织男 28 例，女 4 例，

年龄在 39 ～ 70 ( 56. 87 ± 13. 39) 岁。肝良性病变肝

组织男 6 例，女 8 例，年龄在 55 ～ 69( 62. 71 ± 5. 99)

岁。所有受检人员性别、年龄等一般资料比较，差异

均无统计学意义，且均未服用华法林抗凝剂、维生素

K 及维生素 K 拮抗剂等药物。
1． 2 纳入标准和排除标准 纳入标准: ① 所有肝

癌患者均符合《原发性肝癌诊疗规范( 2017 版) 》诊

断标准; ② 所有慢乙肝患者均符合《慢性乙型肝炎

防治指南( 2015 年版) 》诊断标准; ③ 血清标本的选

择均为受检者入院后第 1 次检测。排除标准: ① 排

除其他恶性肿瘤; ② 排除其他肝脏病史如肝移植病

史，转移性肝癌等。
1． 3 主要仪器与试剂 FPN 抗体购自美国 Abcam
公司; 普鲁士蓝铁染色试剂盒购自福州迈新生物技术

开发有限公司; 免疫组化试剂购自安徽欣乐生物技术

有限公司; 人膜铁转运蛋白 ELISA 试剂盒购自武汉伊

莱瑞特生物技术公司。奥林巴斯 CＲ23 显微镜观察

免疫组化结果，Ｒoche601 电化学发光仪检测甲胎蛋白

( alpha-fetoprotein，AFP ) ，KHB-ST-360 酶 标 仪 读 取

FPN 吸光度值，Siemens2000 全自动生化仪检测丙氨

酸氨基转移酶( alanine aminotransferase，ALT) 、天门

冬氨酸氨基转移酶( aspartate aminotransferase，AST) 、
总胆红素( total bilirubin，TBIL) 水平，Mindray6800 血
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常规分析仪检测血红蛋白( hemoglobin，Hb) 水平。
1． 4 方法

1． 4． 1 普鲁士蓝铁染色检测肝癌组织铁沉积 肝

组织石蜡切片经二甲苯脱蜡两次，用不同浓度梯度

的乙醇( 100%、95%、90%、85% ) 水化。Perls stain
染液染色 15 ～ 30 min，蒸馏水充分冲洗 5 ～ 10 min
后，伊红染液复染 15 ～ 30 s，蒸馏水冲洗 3 ～ 5 s。最

后乙醇( 90%、95%、100% ) 脱水，二甲苯透明，中性

树脂封片。普鲁士蓝铁染色结果判断: 无蓝色铁颗

粒沉积为阴性，有蓝色铁颗粒沉积为阳性。
1． 4． 2 免疫组化检测 FPN 在肝组织中的表达 将

石蜡组织切片在二甲苯中脱蜡，并根据标准方案在

降序乙醇系列中再水合。在 0. 01 mol /L 柠檬酸盐

缓冲液中在 100 ℃ 下进行热诱导的抗原修复 20
min。酶消化的抗原修复在 0. 1% 胰蛋白酶中于 37
℃进行 25 min。然后用血清封闭切片 30 min，然后

与兔抗 SLC40A1 抗体在 37 ℃ 温育 1 ～ 2 h。洗涤

后，将切片与辣根过氧化物酶 － 山羊抗兔抗体在 37
℃温育 30 min。用 DAB 缓冲底物中的 3，3-二氨基

联苯胺( DAB) 溶液显色过氧化物酶反应。用 DAB
显示切片并用苏木精复染，安装在中性胶中并使用

明视野显微镜分析。使用鼻咽癌病理切片作为阴性

对照，并用 PBS 代替一抗。为了评估 IHC 结果，使

用 Image-J 软件对免疫组化结果进行分析判读。
1． 4． 3 ELISA 检测 FPN 在肝癌患者和正常健康对

照者血清中的表达 将标准品工作液与待测样品依

次加入酶标板孔中每孔 100 μl，覆膜，37 ℃ 孵育 90
min; 弃去液体不用洗涤，每孔直接加入生物素化抗

体工作液 100 μl，覆膜，37 ℃孵育 60 min; 甩尽孔内

液体，每孔加入洗涤液 350μl，浸泡 1 ～ 2 min 后拍

干，重复洗涤 3 次; 加入酶结合物工作液 100 μl，覆

膜，37 ℃孵育 30 min，同上洗涤 5 次; 每孔加入底物

溶液 90 μl，覆膜，37 ℃避光孵育 15 min 后加入终止

液 50 μl，终止反应，立即使用酶标仪在波长 450 nm

波长测量各孔 OD 值。
1． 5 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 统计软件进行

分析，其中正态数据采用均数和标准差表示，偏态数

据采用中位数和四分位数间距表示，正态分布数据

比较采用 t 检验，偏态分布数据采用秩和检验，检验

水准 α = 0. 05，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 肝癌患者肝组织中肝铁沉积 普鲁士蓝铁染

色结果显示，肝癌组织中铁沉积明显高于肝良性病

变组织( 图 1) ，肝癌组织出现明显的蓝色铁沉积，而

肝良性病变组织中无蓝色铁颗粒，以上结果提示肝

癌患者较对照组织中出现铁代谢紊乱，并发生肝铁

沉积现象。

图 1 HCC 和肝良性病变组织普鲁士蓝铁染色 × 200

A: 肝良性病变组织; B: 肝癌组织

2． 2 FPN 在血清中的表达水平 健康对照组、慢

性肝病 组 和 肝 癌 组 生 化 指 标 水 平 比 较 中 显 发 现

ALT、AST、TBIL、Hb、FPN 三组均有差异( 表 1 ) ，且

肝癌组患者血清中 FPN 表达水平明显高于健康对

照组和慢性肝病组( 图 2) 。再对肝癌患者进行临床

特征分析，发现患者的 Child-pugh 肝功能分级( P ＜
0. 05) ，BCLC 肝癌分期( P ＜ 0. 05) ，转移( P ＜ 0. 05)

与 FPN 表达水平差异有统计学意义，与结节数目、
肿瘤的大小( P ＞ 0. 05) 差异无统计学意义( 表 2) 。
2． 3 FPN 在肝组织中的表达 免疫结果显示，肝

良性病变组织中细胞膜和细胞质中无明显的棕黄色

表 1 健康对照组、慢性肝病组和肝癌组生化指标水平比较［M( P25，P75) ］

项目 健康对照组( n = 41) 慢性肝病组( n = 48) 肝癌组( n = 80) χ2 /Z 值 P 值

ALT( U /L) 23． 00( 18． 00，28． 50) 46． 00( 31． 00，77． 00) # 42． 50( 24． 25，81． 75) # 32． 46 ＜ 0． 05

AST( U /L) 30． 00( 24． 00，34． 00) 33． 00( 26． 00，42． 00) 56． 50( 31． 00，137． 00) #* 27． 67 ＜ 0． 05

TBIL( umol /L) 10． 80( 6． 80，15． 25) 15． 40( 11． 20，20． 10) # 19． 30( 14． 18，30． 33) #* 32． 52 ＜ 0． 05

Hb( g /L) 142． 00( 133． 50，156． 50) 144． 00( 133． 00，152． 00) 137． 00( 107． 00，142． 00) #* 24． 64 ＜ 0． 05

AFP( ng /ml) － 2． 40( 1． 85，4． 18) 22． 08( 2． 44，549． 80) * － 4． 23 ＜ 0． 05

HBV-DNA( IU /ml) － 1 520( 500，1 520) 500( 500，49 400) － 0． 96 0． 34

FPN( ng /ml) 0． 55( 0． 26，0． 99) 0． 76( 0． 39，1． 29) 1． 01( 0． 70，2． 04) #* 14． 00 ＜ 0． 05

与健康对照组比较: #P ＜ 0. 05; 与慢性肝病组比较: * P ＜ 0. 05

·377·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2020 May; 55( 5)



图 2 血清中 FPN 表达

与健康对照组比较: #P ＜ 0. 05; 与慢性肝病组比较: * P ＜ 0. 05

表 2 FPN 与肝癌患者临床特征的相关性［M( P25，P75) ］

n FPN( ng /ml) χ2 /Z 值 P 值
Child-Pugh 分级

A 47 1． 78( 0． 71，2． 15) 10． 72 ＜ 0． 05
B 20 0． 70( 0． 36，1． 02)

C 13 0． 35( 0． 16，0． 35)

BCLC 分期
0 + A 14 1． 14( 0． 74，1． 14) 16． 32 ＜ 0． 05
B 40 1． 92( 0． 93，4． 03)

C + D 26 0． 99( 0． 99，1． 70)

肿瘤大小( cm)

＜ 5 56 0． 77( 0． 74，2． 23) － 0． 03 0． 92
5 24 0． 85( 0． 36，1． 74)

结节数目

无 + 单发 30 1． 25( 0． 74，2． 23) － 1． 74 0． 09
多发 50 0． 85( 0． 36，1． 74)

转移

有 55 1． 41( 0． 41，3． 42) － 2． 76 ＜ 0． 05
无 25 0． 79( 0． 43，1． 51)

染色，而肝癌组织细胞膜和细胞质中有明显的棕黑

色染色( 图 3 ) ，肝癌患者肝组织中 FPN% Area 中

FPN( 9. 718 ± 8. 005) 明显高于肝良性病变患者肝组

织中 FPN% Area ( 2. 669 ± 2. 231) ，差异有统计学意

义( t = 2. 361，P ＜ 0. 05) 。

图 3 肝组织免疫组化染色

A: 肝良性病变组织; B: 肝癌组织; 1: × 200; 2: × 400

3 讨论

我国是肝癌大国，每年新发病例和死亡病例都

占到全球的 50% 以上。据统计，我国的肝癌患者，

以巴塞罗那分期 B 和 C 期为主，占到所有肝癌患者

的 80% 以上，C 期在我国肝癌患者中占到 50% 以

上，大多数肝癌患者发现时即为晚期，而早期肝癌的

诊出 率 不 足 30%，晚 期 肝 癌 的 五 年 生 存 率 不 足

20%，而及时进行规范治疗后，早期肝癌的 5 年生存

率已超过 70%［4］。因此，寻找有效的靶基因对肝癌

的早期诊断早期治疗是尤为重要的。
人 FPN 基因位于 2 号染色体上，其 mＲNA 编码

的 FPN 有 571 个氨基酸，分子量约62 000，在体内广

泛分布，在脾脏、肝脏、十二指肠、心脏等细胞中均有

表达。肝脏中，FPN 主要表达在枯否细胞的细胞质，

肝细胞的窦周边缘［5］。FPN 是机体铁代谢的重要

调节因子，将细胞内游离铁转运至胞外，其变化会使

肿瘤细胞更具侵袭性。因此，FPN 异常引起的铁代

谢失衡通常会引起肿瘤侵袭和转移。Geng et al［6］

提出，敲低 FPN 可加速诱导神经母细胞瘤发生铁死

亡。Shan et al［7］发现，抑制 FPN 表达可刺激三阴性

乳腺癌细胞的增殖、EMT 和迁移。Wang et al［8］发

现 FPN 与肝癌预后有一定的相关性。薛冬 等［9］发

现 FPN 在前列腺癌细胞株和患者癌组织中均低表

达，可能与其参与铁调节相关，由此可见，FPN 可能

在肿瘤的发生发展中起到重要作用。
本研究首先通过普鲁士蓝铁染色发现肝癌患者

肝组织中已出现铁沉积，表明肝癌患者体内已出现

铁紊乱现象，再通过免疫组化与 ELISA 分析出肝细

胞癌患者体内肝组织和血清中 FPN 的表达均高于

对照组( P ＜ 0. 05 ) ，进一步分析患者的临床特征也

得出 FPN 的表达程度与患者的 Child-pugh 肝功能

分级，BCLC 肝癌分期，转移呈正相关。这与 Wang
et al［8］研究得出的肝癌患者组织中 FPN 低表达相矛

盾，一方面可能由于肝脏发生铁过载现象，机体反馈

性的上调铁调素的分泌水平，而 FPN 是已知的哺乳

动物唯一的铁输出蛋白，需铁调素结合，发挥作用，

减少铁的吸收，细胞内释放铁离子至血液减少，改善

体内的铁过载现象; 另一方面，FPN 在肝脏的亚细胞

定位主要集中在枯否细胞胞质中，肿瘤细胞侵犯肝

脏细胞时致使枯否细胞发挥吞噬和清除功能，FPN
从胞质释放进入血清［10 － 11］，导致 FPN 在肝癌患者

体内高表达。
综上所述，我们认为 FPN 在肝细胞癌的发生发
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展中起到重要作用，可作为肝细胞癌免疫治疗的一

个新的靶点。其机制可能是 FPN 作为铁输出的重

要调节因子，其 mＲNA 可被高水平的细胞内铁促

进［11］，在肝细胞发生肿瘤时，细胞内铁含量增高，铁

依赖的 FPN 表达增加，会将细胞内铁转移到细胞

外，延缓细胞内铁超载，因此细胞内铁浓度升高会引

发 FPN 补偿性的负反馈调节，有利于肝细胞内铁含

量的稳定，从而保护组织免受铁超载的伤害［5］，而

铁超载会使细胞内活性氧增加，可致肿瘤细胞发生

铁死亡，然而铁死亡［12］作为一种新型的细胞死亡方

式在肝细胞癌中起着重要作用［13 － 14］，FPN 升高使得

肝癌细胞逃避铁死亡。但是 FPN 参与肝癌细胞铁

死亡的分子机制仍有待于研究。
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The expression and significance of FPN in hepatocellular carcinoma
Wang Shanshan，Wang Jing，Zhang Hao，et al

( Dept of Clinical Laboratory，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601)

Abstract Objective To investigate the expression and significance of ferroportin ( FPN) in hepatocellular carci-
noma． Methods The expression of FPN in serum of 41 healthy controls，48 chronic liver disease patients and 80
hepatocellular carcinoma patients was detected by ELISA，and the correlation between the degree of FPN in hepato-
cellular carcinoma group and Child-pugh classification，Barcelona ( BCLC) staging of hepatocellular carcinoma was
analyzed． 46 cases of liver tissue were collected，and the iron deposition and FPN expression of liver tissue were
detected by Prussian blue iron staining and immunohistochemistry． Ｒesults In serum，there was no significant
difference between healthy control group and chronic liver disease group ( P ＞ 0. 05) ，but the expression of FPN in
hepatocellular carcinoma group was significantly higher than that in healthy control group ( P ＜ 0. 001) and chronic
liver disease group ( P ＜ 0. 05) ． The degree of FPN was positively correlated with the grade of Child-pugh，staging
of BCLC ( P ＜ 0. 05) and metastasis，but not with tumor size ( P ＞ 0. 05) and number of nodules ( P ＞ 0. 05) ． The
deposition of blue iron particles was found in patients with hepatocellular carcinoma，and the expression of FPN in
liver cancer tissue group was significantly higher than that in benign liver disease tissue group ( P ＜ 0. 05) ． Con-
clusion FPN is highly expressed in patients with hepatocellular carcinoma，indicating that FPN may play an im-
portant role in the occurrence and development of hepatocellular carcinoma，and it can be used as a new target for
immunotherapy of hepatocellular carcinoma．
Key words hepatocellular carcinoma; ferroportin; ferroptosis
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