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摘要：目的　观察肝癌组织中维生素Ｋ缺乏或拮抗剂Ⅱ诱导的蛋白质（ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙｖｉｔａｍｉｎＫａｂｓｅｎｃｅｏｒａｎ
ｔａｇｏｎｉｓｔⅡ，ＰＩＶＫＡⅡ）表达情况及维生素 Ｋ２（ｖｉｔａｍｉｎＫ２，ＶｉｔＫ２）对肝癌细胞中 ＰＩＶＫＡⅡ的影响，探讨 ＰＩＶＫＡⅡ
与肝癌的关系及可能机制。方法　选择浙江省肿瘤医院、浙江省中山医院２０１２年１月—２０１５年１２月１００对手
术切除的原发性肝癌组织及癌旁组织标本，采用ＡＢＣ免疫组织化学法测定组织中ＰＩＶＫＡⅡ的阳性表达情况，采
用化学发光免疫分析法测定标本中ＰＩＶＫＡⅡ水平；将ＨｅｐＧ２细胞和浓度为２０μＭ的ＶｉｔＫ２共同培养，酶联免疫
吸附（ＥＬＩＳＡ）法测定ＶｉｔＫ２对ＨｅｐＧ２肝癌细胞ＰＩＶＫＡⅡ表达的影响，ＭＴＴ法测定 ＶｉｔＫ２对 ＨｅｐＧ２肝癌细胞生
长的影响，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法测定 ＶｉｔＫ２对 ＨｅｐＧ２肝癌细胞侵袭能力的影响。结果　肝癌组织中 ＰＩＶＫＡⅡ阳性率
（７４．０％）高于癌旁组织中 ＰＩＶＫＡⅡ阳性表达率（２５．０％，Ｐ＜０．０５）；肝癌组织中 ＰＩＶＫＡⅡ水平（３７８６．２３±
１４３．２４）ｍＡＵ／ｇ高于癌旁组织中ＰＩＶＫＡⅡ水平（１６７．３４±２１．５４）ｍＡＵ／ｇ，Ｐ＜０．０５。对照组肝癌细胞ＰＩＶＫＡⅡ水
平为（３．４３±０．０４）ｎｇ／（ｍｌ·１０６细胞），ＶｉｔＫ２组肝癌细胞 ＰＩＶＫＡⅡ水平为（２．５７±０．０２）ｎｇ／（ｍｌ·１０

６细胞），

ＶｉｔＫ２组肝癌细胞ＰＩＶＫＡⅡ水平明显低于对照组（Ｐ＜０．０５）。ＶｉｔＫ２与 ＨｅｐＧ２肝癌细胞共同培养，第１天、第
２天、第３天、第４天、第５天、第６天时 ＶｉｔＫ２对 ＨｅｐＧ２细胞的抑制率分别为９．２％、１６．５％、２６．７％、３４．８％、
４１．２％、４６．７％。ＶｉｔＫ２与 ＨｅｐＧ２肝癌细胞培养２４ｈ后，ＶｉｔＫ２对 ＨｅｐＧ２肝癌细胞侵袭的抑制率为 ３７．２％。
结论　肝癌组织中ＰＩＶＫＡⅡ呈高表达，ＶｉｔＫ２能够降低肝癌细胞中ＰＩＶＫＡⅡ水平、抑制肝癌细胞生长、降低肝癌
细胞侵袭能力。
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　　原发性肝癌包括胆管细胞癌、肝细胞癌和混合型
肝癌３种主要类型，临床上以肝细胞癌为主。肝细胞
癌恶性程度高，其发病和病毒性肝炎演变成肝硬化关

基金项目：浙江省医药卫生科技计划项目（２０１４ＫＹＢ０４３）
通信作者：徐笑红，Ｅｍａｉｌ：ｚｊｈｚｘｘｈ＠１６３．ｃｏｍ

系密切。肝脏内弥漫性小病灶，或单结节病灶周围伴

随卫星灶为主是肝细胞癌的主要病理学特点，因此肝

细胞癌容易形成肝内外转移。ＰＩＶＫＡⅡ又称为脱γ
羧基凝血酶原，是肝细胞癌特异性产生的凝血酶原，失

去了正常凝血酶原的功能，和肝细胞癌发生发展、浸润
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转移等关系比较密切，近年来受到广泛重视［１３］。ＰＩＶ
ＫＡⅡ为肝细胞癌在维生素Ｋ缺乏或者摄取障碍时产
生，和维生素Ｋ的关系密切。ＰＩＶＫＡⅡ作为肝细胞癌
新的标记物，应用与肝细胞癌的诊断中。但关于肝细

胞癌ＰＩＶＫＡⅡ的研究主要集中在血清方面［４６］。本文

对肝细胞癌患者肝癌组织中 ＰＩＶＫＡⅡ进行研究，并探
讨维生素Ｋ２对肝癌细胞ＰＩＶＫＡⅡ的影响。

１　资料与方法
１．１　临床资料　选择浙江省肿瘤医院、浙江省中山医
院２０１２年 １月—２０１５年 １２月原发性肝癌患者 １００
例，取１００对手术切除的原发性肝癌组织及癌旁组织
标本进行研究。１００例患者均经病理证实为原发性肝
癌，年龄４９～８１岁，年龄（６６．４７±１１．２４）岁；男性７１
例，女性２９例；伴肝硬化５６例；Ⅰ期肝癌１５例，Ⅱ期
肝癌４８例，Ⅲ期肝癌３７例。１００例患者签署知情同意
书，研究经医院伦理委员会审批。ＨｅｐＧ２肝癌细胞株
购自ＡｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ公司。实验材料
主要包括：ＰＩＶＫＡⅡ单克隆抗体（美国 Ｓｉｇｍａ公司）、
ＤＡＢＨＣＬ显色剂和 ＡＢＣ试剂（东京 Ｎｉｃｈｉｒｅｉ公司）、
ＲＰＭＩ１６４０（美国 Ｓｉｇｍａ公司）、ＣＣＫ８试剂盒（美国
Ｓｉｇｍａ公司）、维生素Ｋ２（美国Ｓｉｇｍａ公司）等。
１．２　实验方法
１．２．１　肝癌组织中ＰＩＶＫＡⅡ表达的测定　取肝癌组
织和癌旁组织，采用ＡＢＣ免疫组织化学法测定组织中
ＰＩＶＫＡⅡ的表达情况，一抗为 ＰＩＶＫＡⅡ单克隆抗体，
并设立对照组，对照组以 ＰＢＳ液代替一抗，免疫组织
化学染色阳性物质位于细胞质中，取８个高倍视野观
察标本中 ＰＩＶＫＡⅡ阳性细胞率，标本中 ＰＩＶＫＡⅡ阳
性细胞率≥１５％为ＰＩＶＫＡⅡ阳性病例，ＰＩＶＫＡⅡ阳性
细胞率＜１５％为ＰＩＶＫＡⅡ阴性病例；采用电化学发光
免疫分析法测定标本中ＰＩＶＫＡⅡ水平：将肝癌组织和
癌旁组织标本洗涤后匀浆，离心机中离心取上清液，按

照电化学发光免疫分析法试剂盒说明进行 ＰＩＶＫＡⅡ
水平测定。

１．２．２　ＨｅｐＧ２肝癌细胞培养　将 ＨｅｐＧ２肝癌细胞
接种到 ＲＰＭＩ１６４０培养基中培养，取对数生长细胞进
行后续实验。

１．２．３　ＥＬＩＳＡ法测定 ＶｉｔＫ２对 ＨｅｐＧ２肝癌细胞 ＰＩＶ
ＫＡⅡ表达的影响　取对数生长的 ＨｅｐＧ２细胞接种
到６孔板中，加入浓度为２０μＭ的 ＶｉｔＫ２，并设立空白
对照组，培养４８ｈ后取细胞上清液，采用 ＥＬＩＳＡ法测
定上清液中ＰＩＶＫＡⅡ水平。
１．２．４　ＭＴＴ法测定ＶｉｔＫ２对ＨｅｐＧ２肝癌细胞生长的
影响　取对数生长的 ＨｅｐＧ２细胞接种到９６孔板中，
培养２４ｈ后加入浓度为２０μＭ的 ＶｉｔＫ２，设立７个复
孔，并设置空白对照组，培养２４ｈ后加入 ＭＴＴ过夜培

养，酶标仪上测定波长 ５７０ｎｍ的吸光值，计算 ＶｉｔＫ２
对ＨｅｐＧ２肝癌细胞生长的抑制率，抑制率 ＝（对照组
吸光值－ＶｉｔＫ２组吸光值）／对照组吸光值×１００％。
１．２．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法测定 ＶｉｔＫ２对 ＨｅｐＧ２肝癌细胞侵
袭能力的影响　将对数生长的 ＨｅｐＧ２细胞加入浓度
为２０μＭ的 ＶｉｔＫ２培养２４ｈ后加入到 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室
中，下室中加入 ＲＰＭＩ１６４０培养基，设为 ＶｉｔＫ２组，对
照组为未加ＶｉｔＫ２的ＨｅｐＧ２细胞，培养２４ｈ后将侵入
微孔膜下层的细胞进行 ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ染色，显微镜下观
察穿过微孔的细胞数。计算 ＨｅｐＧ２肝癌细胞侵袭抑
制率。

１．３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２０．０统计学软件进行
分析，计量资料比较采用 ｔ检验，率的比较采用 χ２检
验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果
２．１　肝癌组织中ＰＩＶＫＡⅡ的表达情况　肝癌组织中
ＰＩＶＫＡⅡ阳性率为７４．０％（７４／１００），癌旁组织中ＰＩＶ
ＫＡⅡ阳性表达率为 ２５．０％（２５／１００），肝癌组织中
ＰＩＶＫＡⅡ阳性率高于癌旁组织（χ２ ＝４８．０２５，Ｐ＜
０．０５）；肝癌组织中 ＰＩＶＫＡⅡ水平为（３７８６．２３±
１４３．２４）ｍＡＵ／ｇ，癌 旁 组 织 中 ＰＩＶＫＡⅡ 水 平 为
（１６７．３４±２１．５４）ｍＡＵ／ｇ，肝癌组织中 ＰＩＶＫＡⅡ水平
明显高于癌旁组织（ｔ＝１２１．２４３，Ｐ＜０．０５）。
２．２　ＶｉｔＫ２对 ＨｅｐＧ２肝癌细胞 ＰＩＶＫＡⅡ表达的
影响　对照组肝癌细胞 ＰＩＶＫＡⅡ水平为（３．４３±
０．０４）ｎｇ／（ｍｌ·１０６细胞），ＶｉｔＫ２组肝癌细胞 ＰＩＶＫＡ
Ⅱ水平为（２．５７±０．０２）ｎｇ／（ｍｌ·１０６细胞），ＶｉｔＫ２组
肝癌细胞ＰＩＶＫＡⅡ水平明显低于对照组（ｔ＝５６．７７０，
Ｐ＜０．０５）。
２．３　ＶｉｔＫ２对ＨｅｐＧ２肝癌细胞生长的影响　ＶｉｔＫ２与
ＨｅｐＧ２肝癌细胞共同培养，第１天、第２天、第３天、
第４天、第５天、第６天时ＶｉｔＫ２对ＨｅｐＧ２细胞的抑制
率分别为 ９．２％、１６．５％、２６．７％、３４．８％、４１．２％、
４６．７％（见图１），随着时间的延长，ＶｉｔＫ２对ＨｅｐＧ２细
胞的抑制作用不断增强。
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图１　ＶｉｔＫ２对ＨｅｐＧ２肝癌细胞生长的抑制率

２．４　ＶｉｔＫ２对 ＨｅｐＧ２肝癌细胞侵袭能力的影响　
ＶｉｔＫ２与 ＨｅｐＧ２肝癌细胞培养 ２４ｈ后，ＶｉｔＫ２ 对
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ＨｅｐＧ２肝癌细胞侵袭的抑制率为３７．２％，见图２。

　　注：图２Ａ为对照组细胞，图２Ｂ为ＶｉｔＫ２组细胞。

图２　２组ＨｅｐＧ２肝癌细胞侵袭能力

３　讨　论
　　在依赖ＶｉｔＫ的γ谷氨酰羧化酶的参与下，正常凝
血酶原将结构中的多个谷氨酸残基羧化，生成 γ羧基
谷氨酸，成为正常的具有活性的凝血酶原。当 ＶｉｔＫ不
足时，谷氨酸区的一个或多个谷氨酸残基不能被羧化

为γ羧基谷氨酸，γ羧基谷氨酸羧基能够和钙结合，γ
羧基谷氨酸羧基的缺失使ＰＩＶＫＡⅡ无法与钙结合，从
而失去正常凝血酶原功能。大量研究对肝癌患者

ＰＩＶＫＡⅡ的研究［７９］证实血清ＰＩＶＫＡⅡ可以作为肝癌
新的血清标志物。钟志敏等［１０］研究发现血清 ＰＩＶＫＡ
Ⅱ对原发性肝癌具有比较高的诊断价值；朱宇等［１１］研

究发现血清ＰＩＶＫＡⅡ对肝癌的诊断效能较 ＡＦＰ的诊
断效能好，可作为肝癌筛查的血清标志物。本研究对

肝癌组织中 ＰＩＶＫＡⅡ表达进行研究，结果发现：肝癌
组织中 ＰＩＶＫＡⅡ阳性率为７４．０％、ＰＩＶＫＡⅡ水平为
（３７８６．２３±１４３．２４）ｍＡＵ／ｇ，癌旁组织中 ＰＩＶＫＡⅡ阳
性表达率为２５．０％、ＰＩＶＫＡⅡ水平为（１６７．３４±２１．５４）
ｍＡＵ／ｇ，肝癌组织中 ＰＩＶＫＡⅡ阳性率和 ＰＩＶＫＡⅡ水
平均高于癌旁组织，表明ＰＩＶＫＡⅡ也是肝癌的组织病
理标志物。

ＰＩＶＫＡⅡ的产生机制可能为：肝癌细胞对ＶｉｔＫ的
摄取异常，引起肝癌局部组织 ＶｉｔＫ缺乏，导致 ＰＩＶＫＡ
Ⅱ的产生；肝癌组织中凝血酶原前体表达增加，导致
ＰＩＶＫＡⅡ水平的升高；肝癌组织中 γ谷氨酸羧化酶活
性下降；肝癌细胞中ＶｉｔＫ利用下降。ＰＩＶＫＡⅡ的产生
和ＶｉｔＫ的缺乏和利用障碍有关，ＶｉｔＫ在γ谷氨酰羧化
酶活性表达中具有重要意义。有研究发现 ＶｉｔＫ药物
对肝癌患者的治疗有一定帮助［１２１５］。本文对肝癌细胞

和ＶｉｔＫ共同培养，观察 ＶｉｔＫ对肝癌细胞 ＰＩＶＫＡⅡ的
影响及对肝癌细胞生长和侵袭能力的影响，结果发现：

ＶｉｔＫ２组肝癌细胞 ＰＩＶＫＡⅡ水平明显低于对照组，
ＶｉｔＫ２与ＨｅｐＧ２肝癌细胞共同培养，第１天、第２天、
第３天、第４天、第５天、第６天时 ＶｉｔＫ２对 ＨｅｐＧ２细
胞的抑制率分别为 ９．２％、１６．５％、２６．７％、３４．８％、
４１．２％、４６．７％，ＶｉｔＫ２与 ＨｅｐＧ２肝癌细胞培养 ２４ｈ

后，ＶｉｔＫ２对ＨｅｐＧ２肝癌细胞侵袭的抑制率为３７．２％，
表明ＶｉｔＫ２能够降低肝癌细胞中 ＰＩＶＫＡⅡ水平，抑制
肝癌细胞生长和侵袭能力。由此可见 ＶｉｔＫ２对肝癌的
抑制作用可能和ＶｉｔＫ２能够降低肝癌细胞中ＰＩＶＫＡⅡ
水平有关，其机制可能为 ＶｉｔＫ２调节 γ谷氨酰羧化酶
活性；ＶｉｔＫ２促进正常凝血酶原的生成，降低 ＰＩＶＫＡⅡ
生成；ＶｉｔＫ２减少ＰＩＶＫＡⅡ与肝细胞表面受体结合，从
而抑制肝癌细胞的生长和侵袭能力。
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［Ｊ］．临床和实验医学杂志，２０１４，１３（７）：５１３５１６．

［１２］　ＺｈｏｎｇＪＨ，ＭｏＸＳ，ＸｉａｎｇＢＤ，ｅｔａｌ．Ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅｕｓｅｏｆｔｈｅｃｈｅｍｏ
ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅｖｉｔａｍｉｎＫ２ａｎａｌｏｇｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏ
ｍａ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１３，８（３）：ｅ５８０８２．

［１３］　ＨａＴＹ，ＨｗａｎｇＳ，ＨｏｎｇＨＮ，ｅｔａｌ．Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｒａｆｅｎｉｂａｎｄ
ｖｉｔａｍｉｎＫｏｎｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓ［Ｊ］．ＡｎｔｉｃａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１５，３５（４）：１９８５１９９５．

［１４］　ＺｈａｎｇＹＳ，ＣｈｕＪＨ，ＣｕｉＳＸ，ｅｔａｌ．Ｄｅｓγｃａｒｂｏｘｙｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎ（ＤＣＰ）
ａｓａｐｏｔｅｎｔｉａｌａｕｔｏｌｏｇｏｕｓｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｆｏｒｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｈｅｐａｔｏ
ｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌＢｉｏｃｈｅｍ，２０１４，３４（３）：９０３
９１５．

［１５］　ＳｏｎｇＰ，ＧａｏＪ，ＩｎａｇａｋｉＹ，ｅｔａｌ．Ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ：ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
ｆｏｒａｎｄｅａｒｌｙｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｉｎＪａｐａｎａｎｄｃｈｉ
ｎａ［Ｊ］．ＬｉｖｅｒＣａｎｃｅｒ，２０１３，２（１）：３１３９．

　　　（本文编辑：赵瑞） 收稿日期：２０１６１２０２

·０４８· 中华全科医学　２０１７年５月第１５卷第５期　ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＧｅｎｅｒａｌＰｒａｃｔｉｃｅ，Ｍａｙ２０１７，Ｖｏｌ１５，Ｎｏ５


