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  摘 要:目的 探讨活化的AMP依赖的蛋白激酶(p-AMPK)能否成为预测肝硬化-肝癌恶性转化的分子

标志物。方法 收集重庆医科大学附属第二医院在Hassab手术中所取的肝硬化标本,制作组织芯片后采用免

疫组化法检测p-AMPK表达,采用Fine
 

and
 

Gray模型分析p-AMPK与肝硬化-肝癌恶性转化的关系,并利用

四川大学华西医院单独制作的包含131份肝硬化患者标本的组织芯片做进一步验证。结果 肝硬化患者Has-
sab术后1、3、5、10年,p-AMPK低表达组(94例)与p-AMPK高表达组(332例)肝癌发生率分别为3.1%、
9.6%、13.8%、30.6%和0.0%、0.3%、0.3%、8.0%。Fine

 

and
 

Gray模型分析显示,p-AMPK低表达组具有更

高的肝癌发生率(HR=6.25,95%CI:3.36~11.60,P<0.001)。多因素回归分析显示,p-AMPK低表达是肝

硬化-肝癌恶性转化的危险因素(HR=6.00,95%CI:3.24~11.10,P<0.001)。研究结果在四川大学华西医

院的独立队列中得到了进一步验证。结论 p-AMPK可作为预测肝硬化-肝癌恶性转化的潜在分子标志物。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

whether
 

phosphorylated
 

AMP-activated
 

protein
 

kinase
 

(p-AMPK)
 

can
 

predict
 

malignant
 

transformation
 

of
 

liver
 

cirrhosis.Methods A
 

total
 

of
 

426
 

liver
 

biopsy
 

specimens
 

from
 

the
 

Second
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Chongqing
 

Medical
 

University
 

during
 

Hassab
 

operation
 

were
 

collected.Tissue
 

microarray
 

was
 

fabricated
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

p-AMPK
 

was
 

detected
 

by
 

immunohistochemistry.Fine
 

and
 

Gray
 

model
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

predictive
 

value
 

of
 

p-AMPK
 

for
 

malignant
 

transformation
 

of
 

liver
 

cirrho-
sis.Tissue

 

microarray
 

including
 

131
 

specimens
 

from
 

patients
 

with
 

liver
 

cirrhosis
 

in
 

West
 

China
 

Hospital
 

of
 

Si-
chuan

 

University
 

was
 

used
 

to
 

further
 

verify
 

the
 

predictive
 

value
 

of
 

p-AMPK.Results Hepatocellular
 

carcino-
ma

 

(HCC)
 

occurrence
 

probability
 

for
 

patients
 

with
 

low
 

expression
 

of
  

p-AMPK
 

(94
 

cases)
 

and
 

high
 

expression
 

of
  

p-AMPK
 

(332
 

cases)
 

at
 

1,3,5,10
 

years
 

after
 

Hassab
 

procedure
 

were
 

3.1%,9.6%,13.8%,30.6%
 

and
 

0.0%,0.3%,0.3%,8%
 

respectively.The
 

results
 

of
 

Fine
 

and
 

Gray
 

model
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

low
 

ex-
pression

 

p-AMPK
 

group
 

had
 

a
 

higher
 

incidence
 

of
 

HCC
 

(HR=6.25,95%CI:3.36-11.60,P<0.001).Mult-
ivariate

 

regression
 

analysis
 

showed
 

that
 

low
 

expression
 

of
 

p-AMPK
 

was
 

an
 

independent
 

risk
 

factor
 

for
 

malig-
nant

 

transformation
 

of
 

liver
 

cirrhosis
 

(HR=6.00,95%CI:3.24-11.10,P<0.001).The
 

independent
 

cohort
 

of
 

West
 

China
 

Hospital
 

(Sichuan
 

University)
 

validated
 

the
 

results.Conclusion p-AMPK
 

could
 

be
 

a
 

potential
 

molecular
 

biomarker
 

to
 

predict
 

the
 

malignant
 

transformation
 

of
 

liver
 

cirrhosis.
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  肝硬化是肝细胞癌(简称肝癌)发生的高危因素。
在我国,80%以上的肝癌患者合并肝硬化[1]。因此,
寻找分子标志物预测肝硬化向肝癌的恶性转化,采用

不同的随访策略,是改善肝硬化预后的重要方法。研

究表明代谢异常是癌症发生的关键驱动因子[2],许多

糖酵解的节点分子,如 M2型丙酮酸激酶(PKM2)、低
氧诱导因子-1(HIF1α)及LncRNA

 

IDH1-AS1等,均
被证实在癌症的发生中发挥重要作用[3-4]。AMP依

赖的蛋白激酶(AMPK)是细胞能量状态的“传感器”。
已有研究显示 AMPK 低活化与肝 癌 预 后 不 良 有

关[5],AMPK的经典激活剂二甲双胍可抑制肝癌发

生[6],因此,AMPK的活化异常可能具有预测肝硬化-
肝癌恶性转化的作用。在本研究中,笔者检测肝硬化

组织标本中活化的AMPK(p-AMPK)的表达,分析其

与肝癌发生的关系。现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 收集1999年1月至2011年6月因

肝硬化门静脉高压症在重庆医科大学第二附属医院

行Hassab联合肝活检术的患者。排除无法获取详尽

的临床资料215例,组织标本不足以制作组织芯片

147例,未规律随访158例。最终制作完成的组织芯

片来自426例肝硬化患者(以下简称重医队列)。本

研究方案经由重庆医科大学附属第二医院伦理委员

会审批(批号:2016-102),所纳入患者均签署知情同

意书。

1.2 仪器与试剂 试剂:SP免疫组化试剂盒(北京

中杉金桥:SP9001),p-AMPK(Thr172)抗体
 

(CST:

8208)。

1.3 方法 随访时间间隔为3~6个月,随访常规项

目包括血常规、肝肾功能、甲胎蛋白(AFP)和腹部彩

超,如果有可疑肝癌病灶,则进一步行增强CT、MRI
或肝穿刺活检。笔者将 Hassab术后仍有每周大于1
次的饮酒定义为有饮酒史,将手术后发生过上消化道

出血定义为有上消化道出血史。2型糖尿病的诊断参

照国际通用 WHO(1999年)标准。随访终点为发现

肝癌或至2016年12月,中位随访时间87.0个月。
采用四川大学华西医院石毓君教授赠予的组织

芯片进一步验证本研究结果,该组织芯片包含1995-
2009年在华西医院取得的152份乙型肝炎后肝硬化

标本,最终纳入131份采用 Hassab手术患者的标本

作为验证队列(以下简称华西队列)。华西医院与重

庆医科大学附属第二医院的随访时间间隔及随访项

目相同,随访终点为发现肝癌或至2014年5月,中位

随访时间84.5个月。标本收集时已通过华西医院伦

理委员会审查。

1.4 免疫组化结果判读 (1)染色深度:0分为无染

色,1分为淡黄色,2分为黄或深黄色,3分为褐或棕褐

色;(2)阳性细胞数:0分为阳性细胞数≤5%,1分为

阳性细胞数>5%~25%,2分为阳性细胞数>25%~
50%,3分为阳性细胞数>50%~75%,4分为阳性细

胞数>75%;染色深度与阳性细胞数得分相加为总得

分,总得分0~1为阴性,2~3为弱阳性,4~8为中等

阳性,9~12 为 强 阳 性,将 阴 性 与 弱 阳 性 归 为 p-
AMPK低表达组;中等阳性与强阳性归为p-AMPK
高表达组。两位经验丰富的病理科医生采用双盲法

观察,若有争议,最终协商一致的结果为最终结果。
阳性对照为已知p-AMPK高表达的肝组织切片,阴
性对照为不加一抗的磷酸缓冲盐溶液。
1.5 统计学处理 采用SPSS

 

22.0和R3.4.0进行

统计分析。主要结局指标为 Hassab手术后肝癌发

生。计量资料若符合正态分布,采用x±s表示,若不

符合正态分布,采用 M(P25~P75)表示,计数资料采

用例数或百分率表示。计量资料比较采用Student's
 

t检验或 Mann-Whitney
 

U 检验,计数资料组间比较

采用χ2 检验或Fisher确切概率法检验。采用Fine
 

and
 

Gray模型分析模型比较肝硬化-肝癌恶性转化的

差异,采用“后退法”行多变量回归分析。以P<0.05
为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 肝硬化组织中p-AMPK的表达与基本临床资

料的关系 p-AMPK阳性染色定位于细胞质,见图1。
332例(77.9%)为p-AMPK高表达,94例(22.1%)为

p-AMPK低表达。p-AMPK低表达组有上消化道出

血史、Child-Pugh
 

B或C级及糖尿病的患者所占比例

均高于p-AMPK高表达组,差异有统计学意义(P<
0.05)。不同p-AMPK表达水平的患者年龄、性别、
病因、丙氨酸氨基转移酶(ALT)、天门冬氨酸氨基转

移酶(AST)、γ谷氨酰转移酶(GGT)、清蛋白(ALB)、
总胆红素(TBIL)、AFP、腹腔积液、饮酒史和肝性脑病

差异无统计学意义(P>0.05)。见表1。

图1  p-AMPK在肝硬化组织中表达的典型免疫组化图

2.2 p-AMPK的表达与肝硬化-肝癌恶性转化的相

关性分析 随访结束后,非肝癌致死61例(14.3%),
发生肝硬化-肝癌恶性转化41例(9.6%)。Hassab术
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后1、3、5、10年,p-AMPK低表达与p-AMPK高表达

患者肝癌发生率分别为3.1%、9.6%、13.8%、30.6%
和0.0%、0.3%、0.3%、8.0%。Fine

 

and
 

Gray模型

分析显示,p-AMPK低表达组具有更高的肝癌发生

率,见图2。单因素回归分析显示,p-AMPK低表达

是肝硬化-肝癌恶性转化的危险因素(HR=6.25,
95%CI:3.36~11.60,P<0.001)。多因素回归分析

显示,p-AMPK低表达是肝硬化-肝癌恶性转化的独

立危险因素(HR=6.00,95%CI:3.24~11.10,P<
0.001)。以Child-Pugh分级、糖尿病和饮酒史进行分

层研究,同样显示p-AMPK的表达水平与肝硬化-肝
癌恶性转化率呈负相关,见图3。

图2  重医队列p-AMPK的表达对肝癌发生的影响

  注:A、D为以糖尿病分层时肝癌发生情况;B、E为以饮酒史分层时肝癌发生情况;C、F为以Child-Pugh分级分层时肝癌发生情况。

图3  重医队列p-AMPK对肝癌发生的影响亚组分析

表1  不同p-AMPK表达水平患者临床资料的比较(重医队列)

p-AMPK低表达(n=94) p-AMPK高表达(n=332) t/Z/χ2 P

性别[男,n(%)] 69(73.4) 245(73.8) 0.006 0.939

年龄[岁,M(P25~P75)] 46.5(35.0~57.3) 45.0(36.0~56.0) -0.300 0.764

病因[n(%)] 8.368 0.066

 乙型肝炎病毒(HBV) 73(77.7) 292(88.0)

 丙型肝炎病毒(HCV) 3(3.2) 9(2.7)

 非酒精性脂肪性肝病(NAFLD) 7(7.4) 14(4.2)

 饮酒史 4(4.3) 9(2.7)

 不明确 7(7.4) 8(2.4)

Child-Pugh分级[n(%)] 7.460 0.024

 A 33(35.1) 142(42.8)

 B 48(51.1) 171(51.5)

 C 13(13.8) 19(5.7)
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续表1  不同p-AMPK表达水平患者临床资料的比较(重医队列)

p-AMPK低表达 p-AMPK高表达 t/Z/χ2 P

ALT[IU/L,M(P25~P75)] 44.0(28.8~66.3) 40.0(26.0~66.0) -0.737 0.461

AST[IU/L,M(P25~P75)] 53.5(39.8~77.5) 50.0(36.0~76.0) -0.758 0.448

GGT[IU/L,M(P25~P75)] 47.5(29.8~101.5) 48.0(27.0~89.0) -0.576 0.565

AFP[μg/L,M(P25~P75)] 7.8(3.4~38.5) 5.3(2.8~29.6) -1.166 0.243

TBIL[μmol/L,M(P25~P75)] 26.9(18.2~42.7) 25.7(18.0~35.8) -0.998 0.318

ALB(x±s,g/dL) 3.7±0.7 3.7±0.6 0.231 0.817

腹腔积液[n(%)] 22(23.4) 72(21.7) 0.126 0.723

肝性脑病[n(%)] 1(1.1) 3(0.9) - 1.000*

糖尿病[n(%)] 38(40.4) 98(29.5) 4.010 0.045

饮酒史[n(%)] 22(23.4) 76(22.9) 0.011 0.917

上消化道出血史[n(%)] 59(62.8) 113(34.0) 25.118 <0.001

  注:*为Fisher确切概率法检验;-表示无数据。

图4  华西队列p-AMPK的表达对肝癌发生的影响

2.3 华西队列检验p-AMPK与肝硬化-肝癌恶性转

化发生的相关性 华西队列中ALT水平低于重医队

列,差异有统计学意义(P<0.05);华西队列中肝硬化

的病因均为HBV感染,男性和Child-Pugh
 

B或C级

患者的比例低于重医队列,差异均有统计学意义(P<
0.05)。其余已知变量在两个队列之间差异无统计学

意义(P>0.05)。见表2。华西队列中,p-AMPK低

表达患者与重医队列相比,差异无统计学意义(P>
0.05)。p-AMPK低表达组ALT和AST水平高于p-
AMPK高表达组,差异均有统计学意义(P<0.05),
其余已知变量在两组之间差异无统计学意义(P>
0.05),见表3。Fine

 

and
 

Gray模型分析结果与重医

队列相似,p-AMPK低表达组具有更高的肝癌发生

率,见图4。单因素回归分析显示,p-AMPK低表达

是肝硬化-肝癌恶性转化的危险因素(HR=8.49,
95%CI:2.93~24.6,P<0.001)。多因素回归分析

显示,p-AMPK低表达是肝硬化-肝癌恶性转化的独

立危险因素(HR=13.40,95%CI:5.14~34.90,P<
0.001)。

表2  华西队列与重医队列患者基本信息比较

变量 重医队列(n=426) 华西队列(n=131) t/Z/χ2 P

性别[男,n(%)] 314(73.7) 82(62.6) 6.022 0.014

年龄[岁,M(P25~P75)] 45.0(36.0~53.0)
 

47.0(36.0~56.3) 1.218 0.223

病因[n(%)] 21.065 <0.001

 HBV 365(85.7) 131(100.0)

 HCV 12(2.8)

 NAFLD 21(4.9)

 饮酒史 13(3.1)

 不明确 15(3.5)

Child-Pugh分级[n(%)] 6.046 0.049

 A 175(41.1) 67(51.1)

 B 219(51.4) 60(45.8)

 C 32(7.5) 4(3.1)

ALT[IU/L,M(P25~P75)] 41.0(26.5~66.0)
 

32.5(22.8~64.3) -2.054 0.040

·2542· 检验医学与临床2020年9月第17卷第17期 Lab
 

Med
 

Clin,September
 

2020,Vol.17,No.17



续表2  华西队列与重医队列患者基本信息比较

变量 重医队列(n=426) 华西队列(n=131) t/z/χ2 P

AST[IU/L,M(P25~P75)] 51.0(36.0~76.0)
 

48.0(30.0~68.0)
 

-1.943 0.052

GCT[IU/L,M(P25~P75)] 48.0(28.0~94.0)
 

46.0(27.8~111.5)
 

0.223 0.823

AFP[μg/L,M(P25~P75)] 6.0(3.0~31.5)
 

6.1(3.1~36.4)
 

-0.010 0.992

TBIL[μmol/L,M(P25~P75)] 26.1(18.1~36.5)
 

23.8(16.9~32.6)
  

-1.823 0.068

ALB(x±s,g/dL) 3.7±0.7
 

3.7±0.6
 

-0.589 0.556

腹腔积液[n(%)] 94(22.1) 27(20.6) 0.125 0.724

肝性脑病[n(%)] 4(0.9) 1(0.8) - 1.000*

糖尿病[n(%)] 136(31.9) 39(29.8) 0.216 0.642

饮酒史[n(%)]
 

98(23.0) 25(19.1) 0.895 0.344

上消化道出血史[n(%)] 172(40.4) 48(36.6) 0.585 0.444

p-AMPK表达(低)[n(%)] 94(22.1) 27(20.6) 0.125 0.724

  注:*为Fisher确切概率法检验;-表示无数据。

表3  不同p-AMPK表达水平患者临床资料的比较(华西队列)

p-AMPK低表达(n=27) p-AMPK高表达(n=104) t/Z/χ2 P

性别[男,n(%)] 18(66.7) 64(61.5) 0.241 0.624
年龄[岁,M(P25~P75)] 48.0(39.0~60.0) 47.0(36.0~55.0) -0.885 0.376

Child-Pugh分级[n(%)] 0.148 0.929

 A 13(48.1) 54(51.9)

 B 13(48.1) 47(45.2)

 C 1(3.7) 3(2.9)

ALT[IU/L,M(P25~P75)] 61.0(30.0~85.0) 30.0(22.0~57.0) -2.920 0.003

AST[IU/L,M(P25~P75)] 65.0(46.0~85.0) 43.0(30.0~62.0) -2.447 0.014

GCT[IU/L,M(P25~P75)] 79.0(30.0~118.0) 41.0(25.0~98.0) -1.320 0.187

AFP[μg/L,M(P25~P75)] 11.0(3.6~39.5) 5.3(3.0~31.0) -1.021 0.307

TBIL[μmol/L,M(P25~P75)] 23.3(15.0~36.0) 23.9(17.1~32.3) -0.109 0.913

ALB(x±s,g/dL) 3.8±0.5 3.7±0.6 0.345 0.731

腹腔积液[n(%)] 6(22.2) 21(20.2) 0.054 0.816

肝性脑病[n(%)] 1(3.7) 0(0.0) - 0.206*

糖尿病[n(%)] 8(29.6) 31(29.8) 0.000 0.986

饮酒史[n(%)] 5(18.5) 20(19.2) 0.007 0.933

上消化道出血史[n(%)] 7(25.9) 41(39.4) 1.682 0.195

  注:*为Fisher确切概率法检验;-表示无数据。

3 讨  论

AMPK是细胞“能量调 节 器”,低 能 量 会 激 活

AMPK,增强产能代谢并抑制耗能代谢,从而维持细

胞能量稳态。研究发现AMPK与肿瘤的发生关系密

切[5-6]。敲除AMPK
 

α亚基抑制AMPK活化可促进

有氧糖酵解(Warburg
 

效应,癌细胞的主要代谢特

征),加速 Myc
 

诱导的淋巴瘤发生[7]。转化生长因子-
β激活激酶1(TAK

 

1)是AMPK的上游活化因子,敲
除TAK

 

1可抑制AMPK活化,导致小鼠自发肝纤维

化和肝癌[8]。二甲双胍是 AMPK的激活剂,长期服

用二甲双胍的肝硬化患者肝癌发生率明显降低[9]。
同时,AMPK 还 是 治 疗 纤 维 化 疾 病 的 重 要 靶 点,
AMPK激活后可抑制肝星状细胞和巨噬细胞增殖,减

轻硫 代 乙 酰 胺 (TAA)诱 导 的 小 鼠 肝 纤 维 化[10]。
ZHENG等[5]发现p-AMPK低表达是肝癌预后不良

的独立危险因素。有研究结果表明,p-AMPK发挥了

抑制肝纤维化和抑制肿瘤发生的双重作用。
虽然目前已发现大量与肝癌预后相关的分子标

志物,包括蛋白、lncRNA、miRNA等,但预测肝硬化

向肝癌恶性转化的分子标志物却鲜见报道,其主要原

因主要包括以下几点:(1)因肝癌发生率低,因此统计

学上需要大量的肝硬化组织标本;(2)肝癌的发生是

一个渐进的过程,临床上很难判断出肝癌发生的准确

时间节点;(3)肝硬化患者仅有一小部分接受手术治

疗,故肝硬化组织标本的获取非常困难。本研究共收

集了来自重庆医科大学附属第二医院和四川大学华
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西医院的共557份肝硬化组织标本,经过长时间的随

访获得了肝癌发生相关的临床数据,首次发现p-
AMPK具有预测肝硬化患者肝癌发生的作用,可作为

预测肝癌发生的潜在分子标志物。
本研究尚有以下不足之处:(1)HBV导致的肝硬

化分别占重医队列的85.7%、华西队列的100.0%,
且均为需要通过手术预防或治疗上消化道出血的患

者,即所有患者均为失代偿期肝硬化,研究的结果是

否可应用于其他病因所导致的肝硬化或者代偿期肝

硬化患者仍需进一步探讨;(2)因临床上很难判断出

肝癌发生的准确时间节点,笔者也无法获得肝癌发生

的准确时间节点,但本研究严格纳入每3~6个月规

律随访的患者进行分析,将肝癌发生的时间锁定在

3~6个月内,获得了一个相对准确的肝癌发生数据。
本研究结果显示,p-AMPK的表达与糖尿病、上

消化道出血和Child-Pugh
 

B或C级有关,Fine
 

and
 

Gray模型分析提示,p-AMPK的表达水平与肝硬化-
肝癌恶性转化呈负相关,多因素回归分析显示,p-
AMPK低表达是肝硬化-肝癌恶性转化的独立危险因

素。提示AMPK可能在肝硬化-肝癌恶性转化中扮

演关键角色,可作为预测肝硬化-肝癌恶性转化的潜在

分子标志物。
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