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［摘要］目的 探讨 DLK1基因在肝癌和相关慢性肝病组织中的表达情况，寻找新的肝癌标志物．方法 采

用免疫组化 S-P法检测正常肝组织（Normal）、中度慢性乙型肝炎（CHB）、肝硬化（LC）、癌周肝硬化（PC）和

肝细胞癌（HCC）共 95例标本中 AFP和 DLK1的表达；应用原位杂交方法检测癌周肝硬化、肝细胞癌组织共 45

例标本中 DLK1 mRNA和 AFP mRNA的表达．结果 AFP蛋白和 DLK1蛋白在正常肝组、慢性肝炎组和肝硬化组

均不表达，在癌周肝硬化组阳性表达率为 27.9%和 23.3%，在肝癌组为 46.7%和 51.1%，肝癌组 AFP蛋白阴性病

例中仍有 22.73％的 DLK1蛋白阳性表达．肝癌组与癌周肝硬化组比较，差异有统计学意义（ ＜0.05），癌周肝硬

化组 AFP蛋白表达与 DLK1蛋白表达之间具有相关性．AFP mRNA和 DLK1 mRNA阳性表达率在癌周肝硬化组为

23.3%和 41.9%，在肝癌组为 40%和 31.1%．DLK1 mRNA阳性表达率在癌周肝硬化组和肝癌组差异无统计学意义

（ ＞0.05）．结论 AFP联合检测 DLK1蛋白可提高肝癌的检出率，DLK1蛋白可作为肝癌诊断候选标志物；癌周

肝硬不同于不伴癌的肝硬化而具有癌前病变性质．
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［Abstract］Objective To study the expression of DLK1 in HCC and correlated chronic liver diseases，and to

search for a new marker of HCC. Methods AFP and DLK1 were detected on their protein levels by SP method of

immunohistochemistry（IHC） in total 95 samples of normal liver tissues， chronic hepatitis B（CHB）， liver

cirrohsis（LC），paracancerous cirrohsis（PC） and HCC. DLK1 messenger RNA（mRNA） and AFP messenger

RNA（mRNA） was detected by in situ hybridization（ISH） in total 45 samples of paracancerous cirrhosis and

hepatocellular carcinoma．Results The expression of AFP and DLK1 protein was negative in normal liver，

chronic hepatitis and liver cirrhosis．The positive rates of AFP protein and DLK1 protein were 27.9% and 23.3% in

paracancerous cirrhosis，and 46.7% and 51.1% in HCC respectively．There were significant differences between

paracancerous cirrhosis and HCC（ ＜0.05）．The positive rate of DLK1 protein was 22.73% in AFP negative

HCC．The positive rates of AFP mRNA and DLK1 mRNA were 23.3% and 41.9% in paracancerous cirrhosis，and

40% and 31.1% in HCC respectively. There were significant difference between paracancerous cirrhosis and HCC

（ ＜0.05）．There was a significant correlation between the expression of DLK1 protein and AFP protein in
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paracancerous cirrhosis， in addition， there was a significant correlation between the expression of DLK1mRNA

and AFPmRNA in paracancerous cirrhosis and HCC．Conclusions Combination of AFP and DLK1 protein may

improve the detection rate of HCC，and DLK1 protein may be a new marker in diagnosis of HCC．In addition，the

paracancerous cirrhosis may be a sequential lesion of precancerous cirrhosis around HCC.

［Key words］ DLK1；HCC/liver neoplasm；In situ hybridization；Immunohistochemistry

肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）是

世界范围内最常见的恶性肿瘤之一，发病率呈逐

渐上升趋势[1]，发病隐匿，早期诊断困难，AFP检

测仅 50%左右为阳性，预后差．因此，寻找和研

究肝癌特异性强、敏感性高的标志物尤为重要．

DLK1 基因 （Delta drosophila homolog-like 1 或

Delta-like 1 homolog）属于印迹基因，在肝癌组织

中表达明显上调，对肝癌的形成起重要作用[2]，在

胚胎肝组织中高表达而在成体肝组织不表达[3]，分
离得到的 DLK1（+）肝细胞比 DLK1（-）肝细胞

具有更高的增殖能力[4]，有可能成为新的肝癌标志

物．

1 材料与方法

1.1 标本

收集 2000年 1月至 2009年 12月存档蜡块共

95例（包括新鲜组织 4例），其中正常肝组织 10

例 （Normal 组），中度慢性乙型肝炎组织 20 例
（CHB组），肝硬化组织 20例（LC组），癌周肝硬

化组织 43例（PC组）；肝细胞癌 45例（HCC组，

每例与癌周肝硬化组基本相对应，为同一来源患

者标本）．以上标本均经 2名病理学专家确认．

1.2 免疫组化染色

采用 SP法．即用型兔抗人 AFP多克隆抗体购

自福州迈新生物技术有限公司，浓缩型兔抗人

DLK1多克隆抗体购自武汉中美科技有限公司，按

试剂盒说明进行操作．每次染色均用已知阳性切

片做阳性对照，用 PBS代替一抗做阴性对照．

1.3 原位分子杂交

地高辛标记的人 DLK1、AFP寡核苷酸探针购

自武汉博士德生物试剂公司．按试剂盒说明进行

操作，杂交在湿盒内进行，42℃，8 h．用公司提

供的阳性对照片作阳性对照，PBS代替杂交液做阴

性对照．

1.4 结果判定

免疫组化和原位分子杂交均以细胞浆内出现

棕黄色颗粒为阳性细胞，得分由阳性细胞的比例

和显色强度两方面决定．阳性细胞比例为盲观测

计数 200 个细胞中阳性细胞的比例，记分标准：

＜5％记分为 0，5％～25％记分为 1，26％～50％

记分为 2，51％～75％记分为 3，>75％记分为 4．

着色强度：不着色记分为 0，淡黄色为 1，棕黄色

为 2，棕褐色为 3，然后根据两者乘积的积分进行

统计学处理．依据评分判断染色结果：评分 0～1

为（-），2～4为（+），5～7为（++），≥8为（+++）[5].

1.5 统计学处理

应用 SPSS统计软件包，结果判定采用χ2检

验、秩和检验、计数资料的相关分析．

2 结果

AFP蛋白在正常肝组、慢性肝炎组和肝硬化

组不表达，阳性率在癌周肝硬化组为 27.9%和肝癌

组为 46.7% （见图 1），差异有统计学意义 （ ＜

0.05）；AFP mRNA阳性表达率在癌周肝硬化组为

23.3%和肝癌组 40%（见图 2），差异有统计学意义

（＜0.05）．DLK1蛋白在正常肝组、慢性肝炎组和

肝硬化组不表达，阳性率在癌周肝硬化组 23.3%和
肝癌组为 51.1% （见图 3），差异有统计学意义

（ ＜0.05），在肝癌组 AFP蛋白表达阴性病例组织

中仍有 22.73％的 DLK1 蛋白阳性表达．DLK1

mRNA阳性表达率在癌周肝硬化组为 41.9%和肝癌

组 31.1% （见图 4），差异无统计学意义 （ ＞

0.05），见表 1．癌周肝硬化组 DLK1 蛋白表达与

AFP蛋白表达之间具有相关性（ ＝0.045）；肝癌

组 DLK1 mRNA 表达与 AFP mRNA 表达具有相关

性（ ＝0.038）；癌周肝硬化组中 DLK1 mRNA表

达与 AFP mRNA表达具有相关性（ ＝0.039）．

3 讨论

AFP作为筛查和诊断肝癌的标志物已广泛应

用于临床，其特异性和敏感性不尽相同，国内报

道 AFP对肝癌的诊断符合率约为 56.1%，国外学

者报道诊断符合率约为 21%[6]，AFP诊断肝癌有一

定的局限性．AFP是分子量约 69 kD的糖蛋白，主

要由胎儿肝细胞粗面内质网上的核糖体合成．本

实验结果显示 AFP及 AFP mRNA在正常肝组织组、

慢性肝炎组和肝硬化组不表达，癌周肝硬化组和



肝癌组均有表达，肝癌组 AFP 阳性表达率为

46.7%，与文献报道基本一致．癌周肝硬化不同于

不伴癌的肝硬化[7]，已具备胚胎肝细胞或 HCC的某

些特征，可先于 HCC 的发生而表达 AFP mRNA[8]，

这些细胞形态上虽无异型性，但功能上已返祖而处

于胚胎状态．表达 AFP mRNA和 AFP蛋白的癌周

肝硬化细胞可能是一类具有癌前期生物活性的细

胞，其出现可能与逃避机体免疫监视有一定关联．

DLK1 定位于人染色体 14q32，全长 1 557

bp．DLK1基因有 4个内含子，5个外显子，在人、

小鼠、绵羊都存在保守性．DLK1基因编码的 DLK1

蛋白是一种跨膜蛋白，包含细胞内信号肽区，中间

跨膜区及细胞外区．DLK1可发生糖基化，在其 N

端形成大小不等的糖链，从而形成分子量在 45～

60 kD 之间的 DLK1 蛋白 [9]．2006 年 10 月 Luo JH

等[10]研究肝癌基因表达时首次发现 DLK1在肝细胞

癌组织中表达而癌旁肝组织以及正常肝组织中无表

达．Huang J等[2]免疫组化检测 88例肝癌组织中有

50 例 DLK1 阳性表达，另外 82 例肝癌组织经

RT-PCR检测，有 60例 DLK1表达上调．
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图 1 肝癌和癌周肝硬化组织 AFP 蛋白胞浆表达 （SP×

200）

Fig. 1 The expression of AFP protein in HCC and

paratumor cirrohsis

图 2 肝癌组织 AFP mRNA胞浆（ISH×400）

Fig. 2 The expression of AFP mRNA in HCC

（ISH×400）

图 3 肝癌组织 DLK1蛋白胞浆表达（SP×400）

Fig. 3 The expression of DLK1 protein in HCC

（SP×400）

图 4 癌周肝硬化组织 DLK1 mRNA（ISH×100）

Fig. 4 The expression of DLK1 mRNA in paratumor

cirrohsis（ISH×100）

表 1 肝癌和慢性肝病组织中 AFP和 DLK1表达情况

Tab. 1 The expression of AFP and DLK1 in HCC and correlated chronic liver diseases

与肝细胞癌组比较，* ＜0.05.

分 组
AFP DLK1 AFP mRNA DLK1 mRNA

n n n n （%）

正常 0/10 （0） 0/10 （0） - - - -

慢乙肝 0/20 （0） 0/20 （0） - - - -

肝硬化 0/20 （0） 0/20 （0） - - - -

癌周肝硬化 12/43 （27.9）* 10/43 （23.3）* 10/43 （23.3）* 18/43 （41.9）

肝细胞癌 21/45 （46.7） 23/45 ( 51.5) 18/45 （40） 14/45 14/45

（%） （%） （%）



本实验中肝癌组 DLK1蛋白阳性表达率与文献

相符合，而且在 AFP 阴性的肝癌组织中仍有

22.73％的 DLK1蛋白阳性表达，故 AFP联合 DLK1

蛋白检测可提高肝癌的检出率，DLK1蛋白可作为

肝癌诊断候选标志物．AFP和 DLK1在肝硬化组不

表达而在癌周肝硬化组中有阳性表达，说明癌周肝

硬化不同于不伴癌的肝硬化，更具有癌前病变性

质.
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质的干扰，故选择 205 nm作为检测波长．
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