




柏杨，等：HMGB1和NF-κB在肝内胆管结石相关胆管癌中的表达及意义第 7 期 985

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://pw.amegroups.com

3分。且记录镜下阳性细胞数所占的百分比：无阳

性细胞者0分，阳性细胞≤10% 者1分，阳性细胞

数在11%~50%者2分，在51%~75%者4分。再根

据上述两者所得评分相乘结果划分等级：0~2分为

“-”， ≤3分即为“+”，其中3~5分为“+”，

5~8分为“++”，9~12分则为“+++”。

1.4  统计学处理

采用SPSS 17.0软件进行统计分析，计数资料

分析采用四格χ 2检验，不同组别间差异分析采用

χ2检验及P值，HMGB1与NF-κB表达的相关性采

用Spear man等级相关分析法，利用Kaplan-Meier

法检测累积生存率并绘制生存率曲线，Log-rank比

较生存率差异。检验标准α=0.05。

2　结　果

2.1  免疫组化检测结果分析

光 学 显 微 镜 先 可 见 胆 管 细 胞 H M G B 1 阳 性

者 染 色 呈 棕 色 或 褐 色 ， 且 主 要 定 位 于 细 胞 核

（ 图 1 ） 。 半 定 量 分 析 显 示 ， 各 组 间 H M G B 1 表

达 率 差 异 有 统 计 学 意 义 （ P < 0 . 0 5 ） ； 肿 瘤 组 与

炎 症 组 比 较 （ χ 2 = 5 . 5 0 1 ） 、 肿 瘤 组 与 正 常 组

比 较 （ χ 2 = 1 5 . 5 2 2 ） 、 炎 症 组 与 正 常 对 照 组 比

较 （ χ 2 = 3 . 9 3 4 ） ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ 均

P <0 .05）；HMGB1的表达强弱关系为：肿瘤组>

炎症组>正常组（表1）。  

光 学 显 微 镜 下 可 见 胆 管 细 胞 N F - κ B 阳 性 者

染 色 均 呈 棕 色 或 褐 色 颗 粒 或 均 质 ， 且 主 要 定 位

于 细 胞 质 和 （ 或 ） 细 胞 质 （ 图 2 ） 。 半 定 量 分 析

显 示 ， 各 组 间 N F - κ B 表 达 率 差 异 有 统 计 学 意 义

（P<0.05）；肿瘤组与炎症组比较（χ2=5.33）、

肿瘤与正常对照组比较（χ 2=18.36）、炎症组与

正 常 组 比 较 （ χ 2= 5 . 1 4 ） ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义

（均P<0.05）；NF -κB的表达强弱关系为：肿瘤

组>炎症组>正常组（表1）。  

A B C

图 1　免疫组化检测各组 HMGB1 的表达（×200）　　A：肿瘤组；B：炎症组；C：正常组
Figure 1　Immunohistological staining for HMGB1 expression in each group (×200)　　A: Tumor group; B: Inflammatory group; C: Normal 

group

A B C

图 2　免疫组化检测各组 NF-κB 的表达（×200）　　A：肿瘤组；B：炎症组；C：正常组
Figure 2　Immunohistological staining for NF-κB expression in each group (×200)　　A: Tumor group; B: Inflammatory group; C: Normal 

group
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表 1　各组 HMGB1 与 NF-κB 表达的比较 [n（%）]
Table 1　Comparison of the expressions of HMGB1 and NF-κB 

among groups [n (%)]

组别 n HMGB1表达 NF-κB表达
阳性 阴性 阳性 阴性

肿瘤组 40 27（67.5） 13（32.5） 30（75.0） 10（25.0）
炎症组 40 17（42.5） 23（57.5） 20（50.0） 20（50.0）
正常组 30 6（20.0） 24（80.0） 7（23.3） 23（76.7）

    

2.2 胆管癌组织中HMGB1与NF-κB表达的相关

性分析

相 关 性 分 析 显 示 ， 肝 内 胆 管 结 石 相 关 胆 管

癌 组 织 标 本 中 H M G B 1 与 N F - κ B 的 表 达 呈 正 相 关

（χ2=13.713，r=0.586，P<0.05）（表2）。   

2.3  肝内胆管结石相关胆管癌组织标本中HMGB1

与NF-κB的表达与临床病理特征的关系

H M G B 1 和 N F - κ B 在 肝 内 胆 管 结 石 相 关 胆

管 癌 组 织 中 的 表 达 均 与 患 者 的 年 龄 、 性 别 无 关

（均 P >0 .05）。肿瘤标本分化程度越低，恶性程

度 越 高 ， 细 胞 核 H M G B 1 表 达 强 度 越 高 ， 分 化 越

高 ， 其 表 达 强 度 越 低 ， 且 胞 核 异 常 增 大 ， 大 小 不

等 ， H M G B 1 的 表 达 与 肿 瘤 细 胞 的 分 化 程 度 、 浸

润深度和淋巴转移有关（均 P <0 .05）。而相对于 

N F - κ B ， 肿 瘤 标 本 分 化 程 度 越 低 ， 恶 性 程 度 越

高，细胞质（膜）内NF -κB表达程度越高，细胞

体 积 增 大 ， 轮 廓 不 规 则 ， 但 N F - κ B 的 表 达 与 肿

瘤 细 胞 分 化 程 度 、 浸 润 深 度 及 淋 巴 转 移 无 关 （ 均

P>0.05）（表3）。    

表 2　胆管癌组织中 HMGB1 与 NF-κB 表达的相关性分析
Table 2　Correlation analysis between HMGB1 and NF-κB 

expressions in cholangiocarcinoma tissue

HMGB1
NF-κB

总计 r P
阳性 阴性 阳性率（%）

（+） 25 2 92.6 27
0.586 <0.05

（-） 5 8 38.5 13
合计 30 10 40

2.4  肝内胆管结石相关胆管癌患者生存分析

采 用 电 话 、 信 件 方 式 随 访 肝 内 胆 管 结 石 相 关

胆管癌即肿瘤组患者的生存情况。肿瘤组患者的平

均生存时间为24个月，中位生存时间为18个月。 

术后的1、3、5年生存率分别为：55%、27.5%、

5%。

生存分析显示，HMGB1阳性表达者的生存率

要明显低于阴性表达者（χ2=12.164，P<0.01），

而NF -κB阳性表达者的生存率与阴性表达者无统

计学差异（χ 2=3 .032， P =0 .082）。根据免疫组

化 实 验 结 果 ， 将 患 者 按 两 种 因 子 的 表 达 情 况 分 为

4 组 ： H M G B 1 与 N F - κ B 均 呈 阳 性 组 、 H M G B 1 与

表 3　HMGB1 与 NF-κB 表达与肝内胆管结石相关胆管癌临床病理因素的关系 [n（%）]
Table 3　Relations of HMGB1 and NF-κB expressions with the clinicopathologic factors of hepatolithiasis-associated intrahepatoic 

cholangiocarcinoma [n (%)]

项目 n HMGB1
χ2 P NF-κB

χ2 P
阳性 阴性 阳性 阴性

性别

　男 24 17（70.8） 7（29.2）
0.304 0.581

17（70.8） 7（29.2）
0.556 0.456

　女 16 10（62.5） 6（37.5） 13（81.3） 3（18.7）

年龄（岁）

　≤50 9 7（77.8） 2（22.2）
0.559 0.455

7（77.8） 2（22.2）
0.048 0.827

　>50 31 20（64.5） 11（35.5） 23（74.2） 8（25.8）

分化程度

　高 15 7（46.7） 8（53.3）

6.18 0.045

11（73.3） 4（26.7）

0.048 0.976　中 13 9（69.2） 4（30.8） 10（76.9） 3（23.1）

　低 12 11（91.7） 1（8.3） 9（75.0） 3（25.0）

浸润深度

　黏膜内 25 14（56.0） 11（44.0）
4.019 0.045

18（72.0） 7（28.0）
0.32 0.572

　黏膜外 15 13（86.7） 2（13.3） 12（75.0） 3（25.0）

淋巴结转移

　（+） 15 14（93.3） 1（6.7）
7.301 0.007

12（75.0） 3（25.0）
0.032 0.572

　（-） 25 13（52.0） 12（48.0） 18（72.0） 7（28.0）
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NF -κB均呈阴性组、HMGB1阳性与NF -κB阴性

组 、 H M G B 1 阴 性 与 N F - κ B 阳 性 组 ， 生 存 分 析 显

示，HMGB1与NF-κB均呈阳性组患者生存率明显

低于HMGB1 与 N F -κB 均呈阴性组（χ 2=5 .512，

P = 0 . 0 1 9 ） ， 与 H M G B 1 阳 性 与 N F - κ B 阴 性 组 无

统计学差异（χ 2=1 .759， P =0 .185），但明显低

于 H M G B 1 阴 性 与 N F - κ B 阳 性 组 （ χ 2= 9 . 9 3 3 ，

P =0.002）（图3）。

3　讨　论

肝 内 胆 管 癌 是 一 种 极 度 恶 性 的 消 化 系 统 肿

瘤，目前对于其发病机制仍尚无定论[4]。但其与肝

胆管结石有着密切的联系，在我国，约1/3的胆管

癌患者合并胆管结石，而胆管结石亦有约10%概率

发生胆管癌 [5]。Nesaretnam等 [6]指出：慢性炎症的

反 复 刺 激 对 肿 瘤 的 发 生 发 展 有 着 至 关 重 要 的 推 进

作 用 。 而 肝 内 胆 管 结 石 正 是 如 此 ， 长 期 的 肝 内 胆

管 结 石 因 但 管 内 结 石 反 复 刺 激 胆 管 壁 、 胆 泥 淤 积

以 及 细 菌 感 染 等 ， 反 复 的 引 起 胆 管 上 皮 损 伤 及 增

生 修 复 ， 导 致 胆 管 上 皮 的 不 典 型 增 生 ， 是 肝 内 胆

管癌发生重要诱因[7-8]。

NF -κB是细胞内重要的转录因子，静息状态

下 以 同 源 或 异 源 二 聚 体 的 形 式 与 抑 制 蛋 白 结 合 存

在于细胞质中[9]，当细胞受到外源性刺激，如细菌

感染等，抑制蛋白与NF-κB剥离，NF-κB进入细

胞核，发挥其调控作用。研究 [10]表明，NF -κB是

连 接 持 续 炎 症 与 肿 瘤 重 要 中 介 因 子 。 肝 内 胆 管 结

石 胆 管 内 长 期 的 炎 症 环 境 促 使 胆 管 细 胞 及 炎 症 细

胞 释 放 出 大 量 的 炎 症 因 子 ， 如 ： I L - 6 、 C O X - 2 、

VEGF等，这些因子在胆管上皮细胞癌变过程中有

重要的作用 [11]，其形成的局部微环境促进NF -κB

的释放，而NF -κB的过表达亦可激活上述因子的

合成[9]，如此便形成恶性循环，致使胆管上皮细胞

由持续炎症向癌变发展。有研究 [12]指出：NF -κB

在 肝 内 胆 管 结 石 相 关 胆 管 癌 组 织 中 呈 过 表 达 。 本

研 究 的 实 验 结 果 进 一 步 证 实 该 结 论 ， N F - κ B 在

图 3　不同 HMGB1 与 NF-κB 表达状态患者生存率比较　　A：HMGB1 阳性与阴性表达患者比较；B：NF-κB 阳性与阴性表

达患者比较；C：HMGB1 与 NF-κB 均阳性与均阴性患者比较；D：HMGB1、NF-κB 均阳性与 HMGB1 阳性、NF-κB

阴性患者比较；E：HMGB1、NF-κB 均阳性与 HMGB1 阴性 NF-κB 阳性患者比较
Figure 3　Comparison of the survival rate among patients with different HMGB1 and NF-κB expression statuses　　A: Comparison 

between patients with positive and negative HMGB1 expression; B: Comparison between patients with positive and negative NF-κB 
expression; C: Comparison between patients with both positive HMGB1 and NF-κB expression and both negative HMGB1 and with 
NF-κB expression  D: Comparison between patients with both positive HMGB1 and NF-κB expression and with positive HMGB1 
but negative NF-κB expression; E: Comparison between patients with both positive HMGB1 and NF-κB expression and with negative 
HMGB1 but positive NF-κB expression
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胆 管 癌 组 织 中 呈 过 表 达 ， 在 肿 瘤 组 中 的 表 达 水 平

要 高 于 胆 管 结 石 炎 症 组 以 及 正 常 组 ， 且 炎 症 组 中

表 达 高 于 正 常 组 ， 三 者 呈 逐 渐 减 弱 趋 势 ， 结 果 表

明，NF -κB的在肝内胆管癌的演变过程中起重要

作用。

近年来研究发现HMGB1作为一种重要的晚期

炎 症 因 子 ， 参 与 细 胞 增 殖 分 化 以 及 细 胞 凋 亡 ， 可

通过不同的炎症信号通路影响并调控NF -κB的表

达，参与肿瘤的发生发展[13-14]。

H M G B 1 是 由 人 类 1 3 q 1 2 染 色 体 编 码 的 一

种 蛋 白 质 ， 存 在 于 静 止 细 胞 的 细 胞 核 内 ， 属 于

H M G 蛋 白 家 族 中 的 一 员 ， 可 能 参 与 肿 瘤 的 侵 袭

与 转 移 [ 1 5 ] 。 当 细 胞 收 到 外 源 性 微 生 物 如 革 兰 阴

性 杆 菌 、 内 源 性 的 炎 症 因 子 如 T N F 、 I L 等 刺 激

时 ， 便 由 胞 内 释 放 至 胞 外 ， 但 H M G B 1 不 可 以 单

独 发 挥 其 炎 症 因 子 的 作 用 ， 它 需 要 与 靶 细 胞 的

表 面 结 合 受 体 结 合 ， 以 发 挥 后 续 作 用 [ 1 6 ] 。 现 如

今 已 经 明 确 的 H M G B 1 结 合 受 体 有 ： 晚 期 糖 基 化

终产物受体（r e c e p t o r  f o r  a d v a n c e d  g l y c a t i o n  

e n d - p r o d u c t s ,  R A G E ） 。 R A G E 是 最 早 发 现 的

H M G B 1 受 体 ， 其 在 正 常 组 织 中 的 表 达 水 平 较

低 ， 当 持 续 炎 症 刺 激 引 起 H M G B 1 释 放 时 会 引

起 R A G E 表 达 呈 上 升 趋 势 [ 1 7 ] 。 H M G B 1 与 其 受 体

RAGE结合后，促进其趋化作用，激活P38、c-Jun

氨基末端激酶、丝裂原蛋白酶（MAPK）等，进而

继续激活NF -κB [18-19 ]，构成HMGB1 -RAGE -NF -
κB通路。NF-κB在激活后亦正反馈于RAGE基因

启动子，使RAGE呈过表达趋势，继续并扩大炎症

反应，促进持续炎症向细胞癌变发展[20]。

本 研 究 通 过 免 疫 组 化 实 验 研 究 ， 从 蛋 白 水 平

检测HMGB1与NF-κB在不同胆管组织中存在不同

程度的过表达，表明HMGB1与NF-κB在肝内胆管

结 石 相 关 胆 管 癌 的 发 生 发 展 过 程 中 起 着 非 常 重 要

的意义。肿瘤组组织中HMGB1与NF-κB两种因子

的 表 达 呈 正 相 关 ， 表 明 两 者 在 肝 内 胆 管 结 石 相 关

胆管癌中的表达具有协同作用，此亦与Yeh[19]的相

关研究相符。说明HMGB1/NF -κB通路在肝内胆

管 结 石 相 关 胆 管 癌 中 的 重 要 作 用 ， 同 时 为 肝 内 胆

管癌的早期诊断及预防提供新的思路。

通 过 两 种 炎 症 因 子 与 患 者 临 床 病 理 因 素 联 系

的分析可得出这样的理论：HMGB1的表达与肿瘤

的 分 化 程 度 、 肿 瘤 浸 润 深 度 、 淋 巴 结 转 移 有 关 ，

与患者性别、年龄无关，而NF -κB的表达与上述

因 素 均 无 关 ， 两 者 与 肿 瘤 的 浸 润 、 淋 巴 转 移 上 存

在 不 同 的 相 关 性 ， 这 可 能 是 因 两 者 与 肿 瘤 的 发 展

过 程 可 能 存 在 另 外 的 途 径 ， 还 需 要 做 进 一 步 的 探

索研究。HMGB1阳性患者的累积生存率比HMGB1

阴性患者要低，NF -κB阳性表达者的生存率与阴

性 表 达 者 的 累 积 生 存 率 无 显 著 差 异 ， 而 且 ， 肿 瘤

组 中 H M G B 1 与 N F - κ B 表 达 均 呈 阳 性 的 患 者 ， 其

生存率明显低于均呈阴性及NF -κB单独阳性的患

者，由此可知HMGB1阳性的患者因其恶性程度较

高、易侵犯周围组织，预后较差，NF -κB的表达

并 不 参 与 肿 瘤 的 分 化 及 淋 巴 转 移 ， 与 患 者 预 后 关

系并不显著。

综合上述，HMGB1/NF -κB通路在肝内胆管

结 石 发 展 为 肝 内 胆 管 癌 中 的 重 要 作 用 ， 若 能 明 确

其 活 化 转 导 机 制 ， 阻 断 通 路 中 炎 症 因 子 的 活 化 与

表 达 ， 减 轻 胆 管 上 皮 的 损 伤 ， 则 可 减 缓 甚 至 阻 断

肝 内 胆 管 结 石 相 关 胆 管 癌 发 展 的 过 程 ， 为 肝 内 胆

管 结 石 相 关 胆 管 癌 的 诊 断 与 预 防 提 供 有 价 值 的 研

究方向。
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本刊对来稿中统计学处理的有关要求

1. 统计研究设计：应交代统计研究设计的名称和主要做法。如调查设计 ( 分为前瞻性、回顾性或横断面调查研究 )；实验

设计 ( 应交代具体的设计类型，如自身配对设计、成组设计、交叉设计、正交设计等 )；临床试验设计 ( 应交代属于第几期临

床试验，采用了何种盲法措施等 )。主要做法应围绕 4 个基本原则 ( 随机、对照、重复、均衡 ) 概要说明，尤其要交代如何控

制重要非试验因素的干扰和影响。

2. 资料的表达与描述：用 x-   ± s 表达近似服从正态分布的定量资料，用 M(QR) 表达呈偏态分布的定量资料；用统计表时，

要合理安排纵横标目，并将数据的含义表达清楚；用统计图时，所用统计图的类型应与资料性质相匹配，并使数轴上刻度值

的标法符合数学原则；用相对数时，分母不宜小于 20，要注意区分百分率与百分比。

3. 统计分析方法的选择：对于定量资料，应根据所采用的设计类型、资料所具备的条件和分析目的，选用合适的统计分

析方法，不应盲目套用 t 检验和单因素方差分析；对于定性资料，应根据所采用的设计类型、定性变量的性质和频数所具备条

件以分析目的，选用合适的统计分析方法，不应盲目套用 χ2 检验。对于回归分析，应结合专业知识和散布图，选用合适的回

归类型，不应盲目套用简单直线回归分析，对具有重复实验数据的回归分析资料，不应简单化处理；对于多因素、多指标资

料，要在一元分析的基础上，尽可能运用多元统计分析方法，以便对因素之间的交互作用和多指标之间的内在联系进行全面、

合理的解释和评价。

4. 统计结果的解释和表达：当 P<0.05( 或 P<0.01) 时，应说明对比组之间的差异有统计学意义，而不应说对比组之间具有

显著性 ( 或非常显著性 ) 的差别；应写明所用统计分析方法的具体名称 ( 如：成组设计资料的 t 检验、两因素析因设计资料的

方差分析、多个均数之间两两比较的 q 检验等 )，统计量的具体值 ( 如 t=3.45, χ2=4.68, F=6.79 等 ) 应可能给出具体的 P 值 ( 如

P=0.0238)；当涉及到总体参数 ( 如总体均数、总体率等 ) 时，在给出显著性检验结果的同时，再给出 95% 置信区间。
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