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Abstract
AIM: To investigate the expression and loca-
lization of metallothionein (MT) and their 
association with clinicopathological characteristics 
in hepatocellular carcinoma (HCC). 

METHODS: Four hundred histological speci-
mens of HCC with corresponding non-cancer-
ous liver tissues were immunohistochemically 
stained for MT (E9), P53 and Ki-67 by EnVision 
Plus staining using tissue microarrays. 

RESULTS: Down-regulated expression of MT 
protein was detected in HCC, compared with 
non-cancerous liver tissues. The frequency of 
MT positivity was significantly lower in cases 
positive for hepatitis B surface antigen than in 
those that were negative (P = 0.042). The positive 
rate of MT expression was higher in tumors ≤ 

2 cm than > 2 cm in diameter (P = 0.007). There 
was a tendency for MT expression to decrease 
with the progression of histological grade (P = 
0.004). Nuclear expression of MT was closely 
correlated with poorly differentiated HCC. No 
statistical correlation was found between P53, 
Ki-67 and MT expressions. 

CONCLUSION: Down-regulated expression of 
MT in HCC may play a role in hepatocarcino-
genesis and be a marker of hepatocellular differ-
entiation. Hepatitis B virus infection may be cor-
related with down-regulated expression of MT. 
The mainly nuclear MT immunostaining may 
reflect aggressive behavior in poorly differenti-
ated HCC. 
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摘要
目的: 研究MT在肝细胞癌(HCC)中的表达和
定位及其与临床病理特征.  

方法: 对400例外科切除的HCC及相应非癌肝
组织标本构建组织芯片, 用EnVision Plus法进
行MT, P53和Ki-67免疫组织化学染色. 

结果: 与相应的非癌肝组织相比, HCC组织
MT的表达显著下调, HBsAg阳性患者MT阳
性率显著低于阴性者(P  = 0.042), 肿瘤直径≤

2 cm的MT阳性率显著高于肿瘤直径>2 cm者
(P = 0.007). 随着组织学分级进程, MT表达呈
降低趋势(P  = 0.004), MT核内表达与低分化
HCC密切相关. MT与P53及Ki-67的表达无统
计学相关性. 

结论: HCC中MT表达下调在肝癌的发生过程
中有一定作用, 可能是肝细胞分化的一个标志
物, HBsAg与MT表达下调有关, 以核染色为主
的MT表达可能反映了低分化HCC的一种侵
袭性行为.

®

■背景资料
金属硫蛋白(MT)
是一组富含半胱
氨酸的低分子量
胞内蛋白质, 在人
体多种肿瘤如乳
腺、肺、肾、鼻
咽、卵巢、唾液
腺、睾丸、甲状
腺及膀胱癌等表
达增加, 但在肝细
胞癌 (HCC)、前
列腺癌和大肠癌
等表达下调.
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0  引言

金属硫蛋白(Metallothionein, MT)是一组富含半

胱氨酸的低分子量胞内蛋白质, 其编码的基因

家族位于16q13, 由10个功能亚型(MT-1A、MT-
1B、MT-1E、MT-1F、MT-1G、MT-1H、MT-
1X、MT-2A、MT-3、MT-4)和7个非功能亚型

(MT-1C、MT-1D、MT-1I、MT-1J、MT-1K、

MT-1L、MT-2B)组成. 一系列的证据表明MT参
与许多病理过程, 包括金属离子稳态和解毒、

保护氧化损伤、细胞增殖和凋亡、药物和放

射治疗耐受和致癌的某些过程[1-2]. 多项研究显

示MT表达与人类多种肿瘤发生和发展的不同

阶段密切相关, 在人体多种肿瘤如乳腺、肺、

肾、鼻咽、卵巢、唾液腺、睾丸、甲状腺及

膀胱癌等表达增加, 但在某些肿瘤如肝细胞癌

(HCC), 前列腺癌和大肠癌表达下调[1-2]. 由于以

往对HCC中MT表达研究的病例较少, 因此其在

HCC中意义仍不明了[3-5]. 王葵 et al [6]对HCC的
cDNA微阵列基因表达谱研究显示, 与相应的非

癌肝组织相比, HCC组织中MT-2A表达显著下

调. 为了评价在HCC中MT作为肿瘤标记物的潜

在价值, 我们用组织芯片技术, 对肝癌组织和非

癌肝组织中MT表达和定位进行了研究.

1  材料和方法

1.1 材料 400例肝癌切除标本来自第二军医大

学东方肝胆外科医院, 所有患者术前未接受任

何治疗. 男286例, 女114例, 年龄27-78(中位数

为50.7)岁, 305例患者血清HBsAg阳性, 261例患

者血清甲胎蛋白(AFP)>20 μg/L, 肿瘤平均直径

6.8(1.0-17.5) cm, 57例为直径≤2 cm的单结节肿

瘤, 343例肝癌>2 cm. 组织病理诊断根据2000年
WHO肝及肝内胆管肿瘤病理学分类, 高分化95
例、中分化236例、低分化69例. 321例肿瘤无

包膜或包膜不完整, 274例有肝内转移(门静脉浸

润和/或肝内扩散), 275例伴有肝硬化, 89例慢性

肝炎和36例正常肝组织.
1.2 方法 
1.2.1 组织芯片制备: 首先在苏木精-伊红(HE)染

色切片上进行定位. 选取癌及癌旁组织位点, 应
用Instrumedics公司生产的组织芯片制作仪, 取样

针直径2 mm, 共制作10个组织芯片蜡块, 以4 μm
厚度连续切片, 敷贴于10 g/L多聚赖氨酸处理的

载玻片上, 各取1张进行HE染色供形态学观察.
1 . 2 . 2  免疫组化染色 :  免疫组化采用D a k o 
EnVision Plus法, 鼠抗人MT mAb(E9克隆系, 与
MT-1及MT-2反应, Dako, 1∶100)、鼠抗人P53 
mAb(DO-7, Dako, 1∶50)、鼠抗人Ki-67核抗原

mAb(MIB-1, Dako, 1∶500)均购于基因公司. 抗
原修复用0.02 mol/L(pH8.0)乙二铵四乙酸钠液

微波处理10 min, 共2次, 用已知的阳性切片作阳

性对照, PBS液代替一抗作阴性对照. 染色切片

由两名事先未了解患者临床资料的病理医师按

以往介绍的方法独立评估[3]. MT阳性细胞包括

胞质、胞核或胞质和胞核三种表达模式, 无染

色为阴性, <10%为低表达, ≥10%为高表达. P53
和Ki-67阳性细胞仅胞核出现棕黄色颗粒, Ki-67
标记指数为阳性细胞百分数, P53染色超过10%
视为阳性. 

统计学处理 所有统计学处理采用SPSS11.0
软件. MT表达与HCC临床病理特征关系分析采

用χ2检验, MT与Ki-67和P53的相关性分析采用

Spearman检验, P <0.05视为差异有显著性.

2  结果

2.1 肝细胞癌MT表达与临床病理特征的关系 所
有阴性对照切片均无MT阳性着色, 表明本实验

所用小鼠抗人MT mAb(E9)的特异性. 图1A显示

一个肿瘤及相应的非癌肝组织MT表达组织芯

片. 在正常肝、肝炎和肝硬化组织的肝细胞中

MT呈一致强阳性表达(图1B), 肝硬化组织中透

明细胞的胞质和胞核呈弱阳性(图1C), 周围结缔

组织、血管和胆管无MT阳性着色.
与相应的非癌肝组织相比, HCC中MT表达

显著下调. HCC组织MT呈异质性表达, 弥漫阳

性57例(14.3%)、灶性阳性203例(50.8%)和阴性

140例(35%). 高、中分化HCC中MT表达以胞质

染色为主, 而胞核呈弱阳性或阴性(图1D-E). 低
分化HCC中MT染色以胞核为主, 而胞质呈弱阳

性或阴性(图1F). 低分化HCC胞核MT染色的频

率显著高于高、中分化者(16/36 vs  59/224, P  = 
0.026). 

肝细胞癌MT、P53和Ki-67表达与临床病理

特征的相关性HBsAg阳性患者MT阳性率显著

低于阴性者(P  = 0.042), 肿瘤直径≤2 cm的MT阳

■相关报道
cDNA微阵列基因
表达谱研究显示
HCC组织中MT-
1X和MT-2A表达
显著下调
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性率显著高于肿瘤直径>2 cm者(P  = 0.007), MT
阳性率与组织学分级进程显著相关 (P = 0.004), 
MT表达与患者年龄、血清甲胎蛋白浓度、肝

硬化、包膜及肝内转移无显著差异(表1).
2.2 MT表达与P53的关系 肝细胞癌P53表达的阳

性率为43%(172/400), 肿瘤直径≤2 cm的P53阳
性率显著低于肿瘤直径>2 cm者(P = 0.030), P53
阳性率与组织学分级进程显著相关(P = 0.002), 
肝内转移者P53阳性率明显高于无明显肝内转

移者 (P  = 0.046), P53和MT染色之间无统计学相

关性.

2.3 MT表达与Ki-67的关系 肝细胞癌高Ki-67
标记指数(≥50%)为57.8%(231/400), 高Ki-67
标记指数与H C C的组织学分化进程显著相关 
(P<0.001), Ki-67和MT染色之间无统计学相关性.

3  讨论

研究表明, M T可参与细胞增殖、发育、肿瘤

发生和细胞周期调节. 在正常肝组织中M T含
量丰富, 是肝脏参与金属解毒功能的物质基础. 
MT是细胞内一种重要的自由基清除剂, 在灭活

体内自由基等过氧化物方面起重要作用, 因其

■创新盘点
H C C 组 织 M T 的
表达显著下调与
肿瘤大小和组织
学分级进程密切
相关, HBsAg可能
与MT表达下调有
关, 以核染色为主
的MT表达可能反
映了低分化HCC
的一种侵袭性行
为. 

表  1  肝细胞癌金属硫蛋白、P53和Ki67表达与临床病理学的关系

     
参数	                             n

	                      金属硫蛋白	                            P53	                                        Ki67

                                                         －	     +(低, 高)            P          －(<10%)  +(≥10%)        P          <50%      ≥50%           P

性别										        

    男	                      286	   97         189(156, 33)    0.472	       164         122	    0.826      127         159         0.167

    女	                      114	   43           71(47, 24)                         64	         50	                     42	   72	

年龄										        

    ≤中位数	      184	   62         122(94, 28)      0.614        103           81       0.703        80         104         0.646

    >中位数	      216	   78         138(109, 29)	        125	         91		      89        127	

血清AFP水平(μg/L)											         

    <20                           137	   56           81(61, 20)      0.075          72           65       0.195        62          75          0.380

    ≥20	                      263        84        179(142, 37)                     156	       107		    107	 156	

血清HBsAg										        

    阳性	                      305     115         190(171, 19)    0.042	       179	       126	    0.222	   130        175          0.787

    阴性	                        95	   25          70(32, 38)		          49	         46		     39	   56	

肿瘤直径										        

    ≤2 cm 	        57	   11           46(30, 16)      0.007	         40	         17	    0.030	     22	   35          0.546

    >2 cm	                      343	 129         214(173, 41)	        188	       155		    147	 196	

组织学分级										        

    高分化	                       95	   22	  73(41, 32)      0.004         68            27       0.002         56         39        <0.001

    中分化	                     236	   85	 151(134, 17)                   129	       107		      93	 143	

    低分化	                       69	   33	  36(28, 8)		          31	         38		      20	   49	

肝硬化										        

    无	                      125	   44	  81(59, 22)      0.955	         70           55	    0.785	     55	   70          0.633

    有	                      275	   96         179(144, 35)	        158	       117		    114	 161	

肿瘤包膜										        

    完整	                        79	   21	  58(38, 20)      0.08	          49	         30	    0.338	     36	   43          0.505

    无或不完整	      321	 119         202(165, 37)	        180	       141		    133	 188

肝内转移										        

    未发现	                     126	   35	  91(65, 26)      0.125	         81	         45	    0.046	     57	   69          0.412

    发现	                      274	 105         169(138, 31)                     147	       127		    112	 162	

P53										        

    +	                      172	   53        119(91, 28)       0.127	           -	           -	                     79	   93          0.196

    -	                      228	   87         141(112, 29)	            -	           -		      90	 138	

Ki67										        

    ≤50%	                     169	   58         111(88, 23)      0.807          90	         79	    0.196	       -	    -	

    >50%	                      231	   82         149(115, 34)                     138	         93		        -	    -	

合计	                      400	 140         260(203, 57)	        228	       172		    169	 231	
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分子上含有丰富的巯基(SH), 起重要的细胞保

护功能. 而哺乳动物细胞内基因突变最重要的

原因是内源性氧化损伤, M T表达的下降将导

致细胞内氧化物的堆积, 从而引起某些原癌基

因的激活或抑癌基因的失活而引发肝细胞癌 
变[1-2]. 本研究结果显示, 与相应的非癌肝组织相

比, HCC中MT表达显著下调, 且与HBsAg、肿

瘤大小和肿瘤分化明显相关. 这一结果表明, MT
表达下降可能在致癌过程中发挥作用, 并可能

是一个相对早期事件和肝细胞分化的标记.
我们的研究结果显示, HBV感染与MT表达

下调相关, 其机制尚不清楚. 有文献报道MT能
与HBV的多种抗原成分结合, 在致肝细胞损伤

过程中可能起重要作用[7]. 因此我们推测, HBV
感染后与肝脏内MT结合, 导致肝细胞内MT表
达和功能降低, 最终导致HCC的发生, 但确切的

机制需要进一步研究.
MT是一种胞质蛋白. 最近的研究表明, 他

存在于正常和恶性肿瘤细胞的胞质和胞核内, 
且核内表达似乎与对顺铂的耐药有关[8-9]. 我们

的结果显示, 在高、中分化HCC中MT阳性细

胞位于胞质和胞核, 而低分化HCC则以胞核为

主, 提示其可能与其侵袭性行为有关, 但是否与

HCC对化疗效果差和预后不良有关, 尚需进一

步加以研究. 此外, 研究显示乳腺和鼻咽癌MT
表达与细胞增殖活性相关[10-11]. 我们的研究结果

显示高Ki-67指数与肿瘤分级进程显著相关, 但
与MT表达无明显相关性.

肝细胞癌中MT下调的机制尚不清楚, 可能

与MT启动子甲基化或其他基因如P53的突变有

关[12-13]. 体外研究显示, P53和雌激素受体影响上

皮性肿瘤细胞MT的表达和诱导, 提示MT与P53

■应用要点
H C C 中 M T 表 达
下调在肝癌的发
生过程中可以起
一定作用, 可能是
HCC一个潜在的
诊断、预后及化
疗标记.

A B

C D

FE

图  1  肝细胞癌及其癌周组织金属硫蛋白表达情况. A: 金属硫蛋白表达组织芯片; B: 肿瘤周肝组织弥漫阳性; C: 肝硬化组

织透明变性, 肝细胞胞质和胞核呈弱阳性; D: 高分化肝细胞癌弥漫阳性; E: 中分化肝细胞癌局灶阳性; F: 低分化肝细胞癌阳

性细胞主要位于核内.
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之间的功能关系[14]. MT和P53阳性的食管鳞状

细胞癌对化疗的反应较差, 提示联合MT和P53
检测可能有助于寻找治疗中晚期食管鳞状细胞

癌术前化疗药物[15]. 我们的研究结果也证实P53
表达与较大肿瘤和组织学分级进程密切相关, 
支持P53基因突变是HCC一个相对晚期事件, 但
MT与P53表达之间无相关性. 因此, MT的生物

学功能以及表达下调作为H C C一个潜在的诊

断、预后及化疗标记仍需进一步加以研究.
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