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PHH3和Ki67蛋白在胃癌中表达的临床病理意义
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摘 要:目的 研究磷酸化组蛋白 H3(phosphorylatedhistoneH3,PHH3)与增殖细胞核蛋白Ki67在胃癌中的表达及其

与患者预后的关系,寻找影响胃癌增殖和预后判断的标志物。方法 采用石蜡切片免疫组化EnVision染色法检测随访

资料完整的70例胃癌及对应癌旁组织中PHH3和Ki67蛋白的表达,分析PHH3和Ki67表达与患者临床病理特征的

关系及两者表达的相关性;采用单因素和多因素回归分析影响胃癌患者术后生存率的相关性因素。结果 胃癌组织的

PHH3和Ki67高表达率高于癌旁组织(P<0.001),PHH3和Ki67在低分化、浸润深度T3~T4和有淋巴结转移的患

者中表达高于中高分化、浸润深度T1~T2和无淋巴结转移的患者(P<0.05)。结论 PHH3表达上调可能参与了胃

癌的发生与发展,并与侵袭、转移等恶性进展有关。
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Theclinicopathologicalsignificanceoftheexpressionsof
proteinPHH3andKi67ingastriccancer
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  Abstract: Objective ThisstudyaimstoinvestigatetheexpressionofphosphorylatedhistoneH3(PHH3)

andproteinKi67oftheproliferatingnuclearingastriccancerandtheirrelationshipwiththeprognosisofpa-
tients,soastofindthemarkersthataffecttheproliferationandprognosisofgastriccancer. Methods Im-
munohistochemicalEnVisionstainingofparaffinsectionswasadoptedtodetectthetheexpressionsofPHH3
andKi67incorrespondingadjacenttissuesof70casesofgastriccancerwithcompletefollow-updata.This
studyanalyzedtherelationoftheexpressionsofPHH3andKi67withtheclinicopathologicalfeaturesofpa-
tients,aswellasthecorrelationbetweentheexpressionsofofPHH3andKi67.Univariateandmultivariatere-
gressionwereusedtoanalyzetherelevantfactorsaffectingthepostoperativesurvivalrateofpatientswithgas-
triccancer. Results ThehighexpressionratesofPHH3andKi67ingastriccancertissuesweresignificantly
higherthanthoseinparacancertissues(P<0.001).TheexpressionsofPHH3andKi67werehigherinpa-
tientswithlowdifferentiation,invasiondepthofT3~T4andlymphnodemetastasisthaninthosewithmedi-
umandhighdifferentiation,invasiondepthofT1~T2andnolymphnodemetastasis(P<0.05). Conclu-
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sion Theup-regulatedexpressionofPHH3maybeinvolvedintheoccurrenceanddevelopmentofgastric
cancer,andisrelatedtothemalignantprogressionofinvasionandmetastasis.
  Keywords: gastrictumor;phosphorylatedhistoneH3;proliferatingnuclearproteinKi67;infiltration

  胃癌(gastriccancer,GC)是由黏膜上皮和腺上皮

发生的恶性肿瘤,我国每年胃癌的发生率和死亡率均

位居第三,占全球患者总数的40%[1-2]。胃癌早期临

床症状不显著,常与胃炎等疾病难以鉴别,患者在确诊

时大多数已是中晚期[3],肿瘤侵袭转移、复发是患者死

亡的重要因素。文献报道[4],Ki67增殖指数已成为判

断多种肿瘤恶性程度及预后的重要依据,磷酸化组蛋

白H3(phosphorylatedhistoneH3,PHH3)可直接参

与细胞转化[5],是参与细胞癌变和细胞转化的组蛋白

标志物。本次研究运用免疫组化的方法检测PHH3
和Ki67蛋白在胃癌组织及癌旁组织的表达,分析两者

的表达与胃癌患者临床病理特征及预后的关系,旨在

为胃癌患者提供预后新的生物学指标。

1 材料与方法

1.1 材料 本研究选取2019年1月至2020年12月

在右江民族医学院附属医院住院并进行手术治疗的胃

癌患者标本70例及相对应的癌旁组织,其中男45例,
女25例,年龄29~79岁,平均(55.27±11.86)岁。患

者年龄≥60岁24例、<60岁46例,肿瘤直径≥5cm
35例、<5cm35例,高中分化组23例、低分化组47
例,浸润深度T3+T4为39例、T1+T2为31例,有淋

巴结转移47例、无淋巴结转移23例,有神经侵犯35
例、无神经侵犯35例。所有病例术前均未接受放化

疗、生物治疗及靶向治疗;患者均未合并其他恶性肿瘤

及严重内科基础疾病,研究内容经伦理委员会审查。

1.2 免疫组化检测 标本离体30min内切开,10%
甲醛液固定24h后取材、石蜡包埋,切片厚度4μm,
梯度酒精脱水,HE染色,免疫组织化学采用EnVision
法。免疫组化试剂即用型兔抗人PHH3多克隆抗体,
即用型鼠抗人Ki67单克隆抗体和显色试剂盒均购自

福州迈新生物技术有限公司,所有操作步骤均严格按

照说明书进行。以PBS代替一抗作为阴性对照。

1.3 结果判读 PHH3和 Ki67的阳性表达均定位

在细胞核。细胞核呈黄色、棕黄色为阳性细胞。由2
名病理医师双盲进行,取两者平均数。在40倍高倍镜

下计数10个视野中阳性细胞数占总细胞数的百分比,

PHH3阳性率<10%认为是低表达,≥10%认为是高

表达;Ki67阳性率<30%认为是低表达,≥30%认为

是高表达。

1.4 统计学方法 应用SPSS25.0统计分析软件对

实验数据进行统计分析,胃癌及癌旁组织中PHH3与

Ki67的表达及其与临床病理参数之间的关系均用χ2

检验;PHH3与Ki67表达相关性用Spearman相关分

析;单因素和多因素Cox回归分析影响胃癌患者术后

生存率的因素。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 PHH3和 Ki67在胃癌及癌旁组织中的表达 
PHH3在胃癌组织中的表达定位于细胞核,呈棕黄色

颗粒,低分化胃癌组织见图1A,中-高分化胃癌组织

见图1B,PHH3在癌组织中的高表达率为50.00%
(35/70),在癌旁组织中的高表达率为10.00%(7/

70);Ki67在癌组织中的表达定位于细胞核,呈棕黄、
棕褐色,低分化胃癌组织见图1C,中-高分化胃癌组

织见图1D,Ki67在癌组织中的高表达率为77.14%
(54/70),在癌旁组织中的高表达率为7.14%(5/70)。
胃癌组织中PHH3和Ki67的高表达率均高于癌旁组

织,差异具有统计学意义(P<0.001),见表1。

注:A.PHH3蛋白在低分化胃癌组织中表达;B.PHH3蛋白

在中-高分化胃癌组织中表达;C.Ki67蛋白在低分化胃癌

组织中表达;D.Ki67蛋白在中-高分化胃癌组织中表达。

图1 低分化胃癌及中-高分化胃癌中PHH3
与Ki67的表达情况(免疫组化,×200)

表1 胃癌及癌旁组织PHH3及Ki67的表达差异比较

组别 n PHH3高表达 Ki67高表达

胃癌组织 70 35(50.00) 54(77.14)
癌旁组织 70 7(10.00) 5(7.14)

χ2 26.667 70.337
P <0.001 <0.001

 注:表内计数资料数据用[n(%)]表示。

2.2 PHH3、Ki67表达与胃癌患者临床病理参数的

关系及两者之间的相关性 PHH3在胃癌组织中的

高表达与肿瘤的分化程度、浸润深度、淋巴结转移和神

经侵犯有关,差异具有统计学意义(P <0.05);Ki67
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在胃癌组织中的高表达与肿瘤的分化程度、浸润深度

和淋 巴 结 转 移 有 关,差 异 具 有 统 计 学 意 义(P <
0.05),见 表2。经 Spearmen等 级 相 关 分 析 显 示,

PHH3和 Ki67在胃癌组织中的表达呈正相关(r=
0.272,P=0.023),见表3。

表2 胃癌组织中PHH3及Ki67蛋白的表达与临床病理参数的关系

临床病

理参数
n

PHH3

高表达 χ2 P

Ki67

高表达 χ2 P

性别 0.062 0.803 0.583 0.445
 男 45 22(48.89) 36(80.00)

 女 25 13(52.00) 18(72.00)
年龄/岁 1.014 0.314 2.222 0.136
 ≥60 24 14(58.33) 21(87.50)

 <60 46 21(45.65) 33(71.74)
肿瘤大小/cm 0.514 0.473 1.296 0.255
 ≥5 35 19(54.29) 29(82.86)

 <5 35 16(45.71) 25(71.43)
分化程度 7.835 0.005 8.261 0.004
 中高分化 23 6(26.09) 13(56.52)

 低分化 47 29(61.70) 41(87.23)
浸润深度 4.690 0.030 5.031 0.025
 T3~T4 39 24(61.54) 34(87.18)

 T1~T2 31 11(35.48) 20(64.52)
淋巴结转移 5.245 0.022 5.145 0.023
 有 47 28(59.57) 40(85.11)

 无 23 7(30.43) 14(60.87)
脉管癌栓 3.660 0.056 2.491 0.114
 有 34 21(61.76) 29(85.29)

 无 36 14(38.89) 25(69.44)
神经侵犯 4.629 0.031 2.917 0.088
 有 35 22(62.86) 30(85.71)

 无 35 13(37.14) 24(68.57)

 注:表内计数资料数据用[n(%)]表示。

表3 PHH3及Ki67蛋白在胃癌中表达的相关性

Ki67表达
PHH3表达

高表达 低表达 合计
r P

高表达 31 23 54 0.272 0.023
低表达 4 12 16
合计 35 35 70

2.3 胃癌患者术后生存率单因素和多因素Cox回归

分析及PHH3、Ki67蛋白与患者预后关系 单因素

Cox回归分析发现患者术后总生存率与性别(HR =
4.767,P =0.041)、肿瘤大小(HR =3.162,P =
0.049)、浸润深度(HR =14.612,P =0.010)、淋巴

结转移(HR =9.249,P=0.032)、神经侵犯(HR =

3.747,P=0.025)之间差异具有统计学意义。多因素

Cox回归分析结果显示,患者术后生存率与性别(HR
=6.617,P=0.018)、浸润深度(HR =9.599,P =
0.039)之间差异具有统计学意义(见表4);Kaplane-
Meier生存分析显示,PHH3蛋白高表达者随访期间

平均生存时间为32.73个月,而低表达者随访期间平

均生存时间为33.84个月,高表达与低表达组间生存

率比较差异无统计学意义(P =0.724)(见图2A);

Kaplane-Meier生存分析显示,Ki67蛋白高表达者随

访期间平均生存时间为31.88个月,而低表达者随访

期间平均生存时间为37.94个月,Ki67蛋白高表达与

低表达组间生 存 率 比 较 差 异 无 统 计 学 意 义(P =
0.112)(见图2B)。
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表4 单因素和多因素回归分析影响胃癌患者术后生存率的相关性因子

因素
单因素分析

P HR 95%CI

多因素分析

P HR 95%CI

性别(男性vs.女性) 0.041 4.767 1.068~21.266 0.018 6.617 1.379~31.746
年龄(<60岁vs.≥60岁) 0.075 2.510 0.910~6.926
肿瘤大小(<5cmvs.≥5cm) 0.049 3.162 1.004~9.955 0.343 1.773 0.543~5.786
分化级别(低分化vs.高-中分化) 0.213 0.447 0.126~1.587
浸润深度(T1~T2vs.T3~T4) 0.010 14.612 1.917~111.353 0.039 9.599 1.125~81.908
淋巴结转移(N0vs.N1~N4) 0.032 9.249 1.211~70.265 0.201 3.993 0.487~33.354
脉管癌栓(NOvs.YES) 0.064 2.787 0.943~8.234
神经侵犯(NOvs.YES) 0.025 3.747 1.179~11.909 0.830 1.140 0.345~3.766
Ki67表达水平(<10%vs.≥10%) 0.149 4.458 0.586~33.906
PHH3表达水平(<30%vs.≥30%) 0.725 1.200 0.434~3.322

注:A.PHH3表达与患者术后生存率的关系(P=0.724);B.Ki67表达与患者术后生存率的关系(P=0.112)。

图2 PHH3及Ki67蛋白的表达与患者预后关系

3 讨论

组蛋白是由核心组蛋白(H2A、H2B、H3和 H4)
的八聚体构成核小体,主要存在于真核细胞核中,而

PHH3是核心组蛋白的其中之一。组蛋白特定氨基酸

残基的生化修饰如磷酸化、甲基化和乙酰化在细胞有

丝分裂周期中至关重要,并且参与细胞的恶性转化过

程,PHH3在细胞凋亡过程中不发生磷酸化,因此,

PHH3可以作为细胞分裂的特异性标记,在一定程度

上能反映细胞的增殖活性。据 DOROTAK等[5]报

道,组蛋白H3上丝氨酸10的磷酸化(H3S10ph)是组

蛋白翻译后修饰,可以参与增殖和转录激活,是重要的

表观遗传事件,这种表观遗传标记作为癌症发生和播

散 的 重 要 参 与 者。在 许 多 癌 症 类 型 中 观 察 到

H3S10ph的 增 加,并 且 其 丰 度 与 预 后 不 良 有 关,

H3S10ph的失调似乎对细胞增殖、转化过程有着重要

的影响,而催化H3S10磷酸化和去磷酸化的许多酶长

期以来被认为是癌症治疗的靶点。目前发现PHH3在

乳腺癌、神经内分泌肿瘤、脑膜瘤、黑色素瘤等高表达

并与肿瘤的高增殖指数相关[6-8]。KOSHINOA等[9]

研究影响结直肠癌细胞增殖实验中发现,上调PHH3
表达后可促进CRC细胞的增殖,下调PHH3和诱导

细胞凋亡则可抑制CRC细胞增殖。UCHIDAE等[10]

对19例松果体肿瘤,其中松果体瘤3例、中分化松果

体瘤10例、松果体母细胞瘤6例免疫组化检测 Ki67
和PHH3表达,结果三组中PHH3和Ki67指数存在

显著差异,提示PHH3可用于判断肿瘤细胞增殖状

态。肿瘤增殖能力是患者预后判断最可靠的指标之

一,Ki67和PHH3联合应用于子宫平滑肌肉瘤和子宫

平滑肌瘤鉴别以及脑膜瘤 WHO分级上具有良好应用

价值,高表达的PHH3预示着肿瘤的高级别或潜在恶

性的生物学特征[11-12]。本研究应用免疫组化染色方法

检测胃癌及癌旁黏膜中PHH3蛋白表达发现,PHH3
在癌旁组织极少表达,而在胃癌组织中表达明显高于

癌旁组织,随着癌组织分级的增高而增强,并与神经侵

犯、TNM分期、淋巴结转移明显相关,提示PHH3蛋

白异常高表达参与胃癌的发生和侵袭转移,这可能与

胃黏膜癌变过程中,STAT3通过异常激活应激激活蛋

白激酶1(MSK1),促使PHH3和STAT3自身磷酸化
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从而诱导胃癌的发生及演进[13]。

Ki67是一种细胞增殖核抗原,广泛表达于细胞周

期的所有阶段(G1、S、G2、有丝分裂),并且在静息期

(G0)中不存在[14],反映恶性肿瘤增殖活性以及侵袭、
转移潜能的预后标志[11]。任刚等[15]对接受高剂量少

分次胰腺癌患者放疗后的生存差异研究结果显示,

Ki67低表达或阴性的患者生存期明显长于阳性或高

表达组患者,Ki67是胰腺癌患者接受高剂量少分次放

疗生存时间的独立预后因素。目前,规范化的方法检

测肿瘤细胞的增殖指数,已作为乳腺癌、神经内分泌肿

瘤等的分级和治疗的决策、辅助化疗及预测预后的依

据[16]。细胞的异常增殖是恶性肿瘤侵袭转移的生物

学基础,在本研究中,胃癌组织中 Ki67蛋白高表达率

显著高于癌旁组织,并与肿瘤分化分级、浸润深度和淋

巴结转移等恶性进展因素有关,Ki67蛋白异常高表达

是胃癌患者预后不良的指标。

Spearmen等级相关分析发现,PHH3与 Ki67在

胃癌组织中表达呈正相关,提示PHH3可能参与驱动

胃癌细胞的增殖,这 可 能 与 PHH3基 因 具 有 调 节

EGF、TPA 等 因 子 并 诱 导 细 胞 的 癌 变 和 增 殖 有

关[17-18],生存分析未发现PHH3是胃癌患者的预后指

标,可能与本组观察例数过少和随访时间短有关,其在

胃癌中的作用仍需深入研究。

参考文献:
[1] 王居平,赵静,周青宏,等.下调肿瘤源性免疫球蛋白G表

达对胃癌细胞增殖的影响及其机制研究[J].右江民族医

学院学报,2021,43(1):1-5,16.
[2] 刘宗超,李哲轩,张阳,等.2020全球癌症统计报告解读

[J].肿瘤综合治疗电子杂志,2021(2):1-3,I0001.
[3] 李忠堂,张立平.非小细胞肺癌组织中PHH3和cyclinD1

的表达及临床意义[J].牡丹江医学院学报,2017,38(5):

9-13.
[4] TUY,JIANGP,ZHANGJN,etal.Thepositivethresh-

oldoftheimmunohistochemicalparameterKi67forpre-
dictingtherecurrenceofcervicalcancer[J].IntJGynaecol
Obstet,2022,158(2):330-337.

[5] DOROTAK,PRZEMYSLAWJ.Rebelledepigenome:his-
toneH3S10phosphorylationandH3S10kinasesincancer
biologyandtherapy[J].ClinEpigenetics,2020,12(1):

147.
[6] TRACHTJ,ZHANGK,PEKERD.Gradingandprog-

nosticationofneuroendocrinetumorsofthepancreas:a
comparisonstudyofKi67andPHH3[J].JHistochem
Cytochemi,2017,65(7):399-405.

[7] BOSCH DE,KILGORE M R,SCHMIDTR A,etal.

Comparisonofproliferationmarkerski67andphosphohi-
stone-H3(pHH3)inbreastductalcarcinomainsitu[J].
ApplImmunohistochem MolMorphol,2017,25(8):543-
547.

[8] TIMMES,SILLEM M,BRONSERTP,etal.Anti-phos-
phohistoneH3-positivemitosesarelinkedtopathological
responseinneoadjuvantlytreatedbreastcancer[J].Breast
Care(Basel),2017,12(4):244-250.

[9] KOSHINOA,NAGANOA,OTAA,etal.PBKenhances
cellularproliferationwithhistoneH3phosphorylationand
suppressesmigrationandinvasionwithCDH1stabiliza-
tionincolorectalcancer[J].FrontPharmacol,2021,12:

772926.
[10] UCHIDAE,SASAKIA,SHIRAHATAM,etal.Roleof

proliferativemarkerindexandKBTBD4mutationinthe

pathologicaldiagnosisofpinealparenchymaltumors[J].
BrainTumorPathol,2022,39(3):130-138.

[11] SAFFARH,OKHOVATH,ARBABSOLEYMANIS,

etal.TheutilityofphosphohistoneH3ininter-observer
variabilityofmitoticcountinmeningioma,isthereany
benefit? [J].AsianPacJCancerPrev,2021,22(7):

2049-2052.
[12] CAOCD,RICO-CASTILLOJ,DECOTIISD,etal.

DigitalquantificationofKi-67andPHH3intheclassifi-
cationofuterinesmoothmuscletumors[J].IntJGyne-
colPathol,2021,40(6):549-555.

[13] QIH Y,YANGZY,DAICJ,etal.STAT3activates
MSK1-mediatedhistoneH3phosphorylationtopromote
NFATsignalingingastriccarcinogenesis[J].Oncogene-
sis,2020,9(2):15.

[14] 韦俊宏,韦雨琪,黄与实,等.莱菔硫烷对AlCl3 诱导SH-
SY5Y细胞周期和细胞凋亡抑制作用研究[J].右江民族

医学院学报,2020,42(6):679-684.
[15] 任刚,郑吉春,张恒恒,等.胰腺癌组织中 Ki67、p53的表

达及其与高剂量少分次放疗生存时间的关系[J].现代肿

瘤医学,2022,30(17):3156-3159.
[16] ALLISONKH,HAMMONDMEH,DOWSETTM,et

al.Estrogenandprogesteronereceptortestinginbreast
cancer:ASCO/CAPguidelineupdate[J].JClinOncol,

2020,38(12):1346-1366.
[17] KIM H G,LEEK W,CHO Y Y,etal.Mitogen-and

stress-activatedkinase1-mediatedhistoneH3phospho-
rylationiscrucialforcelltransformation[J].Cancer
Res,2008,68(7):2538-2547.

[18] ZHOUYL,LIYD,ZHENGJY,etal.Detectingofgas-
triccancerbyBcl-2andKi67[J].IntJExpPathol,2015,

8(6):7287-7290.
收稿日期:2022-10-08;修回日期:2022-10-28

—801—

2023年             右江民族医学院学报              第1期


