
doi 10.3969/j.issn.1673-4254.2017.08.10 J South Med Univ, 2017, 37(8): 1060-1065

原发性肝细胞肝癌（PHC）是世界高发的恶性肿瘤 之一，其发病率呈逐年上升趋势，且早期诊断率及五年

生存率极低［1-2］。影像技术如超声、CT及磁共振的快速

发展为PHC的早期诊断提供了可能。肿瘤标志物的出

现，如甲胎蛋白（AFP）、AFP异质体-L3和高尔基体蛋白

73也使得PHC的诊断率较前大大提高［3-4］。AFP是目前

广泛用于PHC筛查及诊断的肿瘤标志物，但因血清
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摘要：目的 探讨血清检测磷酯酰肌醇蛋白聚糖-3（GPC3）对原发性肝细胞癌（PHC）诊断及疗效评估的临床意义。方法 采用双

抗夹心ELISA法，对60例PHC，60例转移性肝癌，50例肝硬化，50例慢性病毒性肝炎，20例肝囊肿，20例脂肪肝，20例肝血管瘤，

20例药物性肝炎及40例健康人血清中GPC3进行定量检测。同时采用化学发光法检测PHC患者血清中甲胎蛋白水平，并对治

疗前后PHC患者血清中GPC3及甲胎蛋白水平进行比较分析。结果 PHC组血清GPC3水平显著高于其他肝病组及健康对照

组，差异有统计学意义（P<0.05）。转移性肝癌、肝硬化及病毒性肝炎组血清GPC3水平显著高于其他良性肝病组和健康对照组，

差异有统计学意义（P<0.05）。PHC组血清GPC3水平与甲胎蛋白水平及肝功能状况无关。GPC3与甲胎蛋白诊断PHC的阳性

率分别为65%和56.7%，两者联合检测可将PHC的诊断率提高至85%。在23例治疗有效的PHC患者中，15例患者血清中GPC3

水平较治疗前呈现稳定的下降趋势，而仅有10例患者血清中甲胎蛋白呈现与疗效相似的下降趋势。结论 GPC3与甲胎蛋白联

合检测有望提高PHC的早期诊断率，同时血清GPC3的不同阈值或可在PHC及其他各类肝脏疾病的鉴别诊断过程中发挥作

用。GPC3具有较甲胎蛋白更优的特异性及灵敏度，或可成为判断PHC治疗疗效的一种特异性血清学标志。
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Abstract: Objective To explore the clinical value of detecting serum glypican-3 in the diagnosis and therapeutic effect
evaluation of primary hepatocellular carcinoma (PHC). Methods Using sandwich ELISA, we detected serum glypican-3 levels
in 60 patients with PHC, 60 with metastatic liver cancer, 50 with liver cirrhosis, 50 with chronic viral hepatitis, 20 with hepatic
cyst, 20 with fatty liver, 20 with hepatic hemangioma and 20 with drug-induced hepatitis as well as in 40 healthy subjects
(control). We also analyzed the changes in serum levels of glypican-3 and alpha fetoprotein (AFP) in PHC patients after
treatment. Results PHC patients had significantly higher serum levels of glypican-3 than patients with other liver diseases and
the control subjects (P<0.05). The levels of serum glypican-3 were significantly higher in patients with metastatic liver cancer,
liver cirrhosis and viral hepatitis than in those with other benign liver diseases and the control subjects (P<0.05). Glypican-3
level was not associated with AFP level or liver function in PHC patients, in whom the positivity rates for glypican-3 and AFP
were 65% and 56.7%, respectively. The detection rate of PHC increased to 85% by a combined detection of AFP and glypican-3.
In the 23 PHC patients who responded positively to treatments, serum glypican-3 level showed a steady decline compared
with that in 15 patients before treatment, while serum AFP level showed a similar decrease only in 10 patients. Conclusion
Combined detection of glypican-3 and AFP is expected to improve the early diagnosis rate of PHC. The different thresholds of
serum glypican-3 may play a role in the differential diagnosis of PHC and other various liver diseases. Glypican-3 may serve
as a better marker than AFP with a high specificity and sensitivity for evaluating the therapeutic effect in PHC patients.
Keywords: primary hepatocellular carcinoma; tumor markers; glypican-3; alpha fetoprotein
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AFP水平易受到肝炎及其他肝病的影响［5］，10%~20%

早期PHC患者血清AFP为正常水平，导致AFP在PHC

筛查方面，以及对于肝脏内一些异常增生的小结节及其

他良性肝细胞损害的诊断具有一定的局限性［6-7］。因此

寻找敏感性及特异性更高的肿瘤标志物一直是研究的

热点。

磷酯酰肌醇蛋白聚糖3（GPC3）是近年来发现的一

种新的最有希望成为PHC特异性肿瘤标志物的蛋白。

国内外多数研究认为GPC3在诊断PHC的敏感性及特

异性方面可能更有优势［8-9］，但该结论仍受到一些研究者

的质疑［10-11］。一项荟萃分析显示PHC患者血清GPC3水

平显著高于健康人群，但尚无法确定GPC3在鉴别诊断

PHC和肝硬化中的临床价值［12］。对于血清中GPC3的

表达水平在PHC鉴别诊断方面的价值，目前研究很少，

证据很不充分。本研究通过检测各种肝病患者血清中

GPC3水平，旨在进一步探讨GPC3对诊断和鉴别诊断

PHC，以及在预后评估方面的临床价值，为GPC3在临

床上的广泛应用提供理论依据。

1 资料和方法

1.1 一般资料

选择2006年9月~2014年3月间我院消化科及肿

瘤科收治的不同肝脏疾病患者共 300例作为研究对

象。其中PHC60例，转移性肝癌60例，肝硬化50例，慢

性病毒性肝炎50例，肝囊肿20例，脂肪肝20例，肝血管

瘤20例，药物性肝炎20例。男性共187例，女性共113

例，年龄范围26~80岁，平均50.2±11.7岁。另收集40例

健康体检者作为研究对照，其中男性22例，女性18例，

年龄范围27~77岁，平均51.5±12.4岁。PHC诊断根据

2011年原发性肝癌诊疗规范［13］。PHC的分期分级根据

UICC TNM标准。PHC患者的纳入标准：（1）以病理学

诊断初次确诊的PHC患者；（2）随访时间超过1年；（3）

第1次采血前未行治疗，包括姑息治疗；（4）临床资料完

整。排除标准：（1）缺少病理学诊断；（2）病危或合并其

他肿瘤；（3）资料不全等影响疗效判断者。慢性病毒性

肝炎的诊断根据2000年病毒性肝炎防治方案［14］。其他

肝病均结合B超、CT及检验结果以确诊。

1.2 方法

1.2.1 血清标本的采集和保存 抽取患者及健康体检者

清晨空腹全血3 mL，血清分离后于-80 ℃保存，分批次

集中检测血清中GPC3和AFP水平。

1.2.2 血清GPC3蛋白浓度测定 取酶标板，设空白孔，

将试剂盒中的GPC3标准品倍比稀释至5个浓度依次加

入各孔；同时用稀释液将样本血清按照1∶200稀释后加

入孔中，100 µL/孔37 ℃温育30 min。弃去液体后，用

洗涤液先过洗1遍，后洗涤5次，每次洗涤轻微振摇酶标

板30 s后弃去洗液。每孔加入100 µL酶联检测抗体

37 ℃温育30 min。弃去板内液体，相同方法洗涤5次。

加入每孔依次加入50 µL底物A及B，显色。避光显色

3 min，加入50 µL终止液终止后用酶标仪检测各孔于

波长450 nm的光密度值（A）。制定标准曲线，计算样本

中GPC3的浓度。

1.2.3 血清AFP浓度检测 采用化学发光法定量检测血

清AFP水平，按卫生部《原发性肝癌诊疗规范》（2011年

版），AFP≥200 ng/mL判定为阳性［13］。

1.2.4 肝脏生化及凝血指标测定 谷草转氨酶（AST）、

谷丙转氨酶（ALT）、总胆红素（TBIL）、白蛋白（ALB）均

采用全自动生化分析仪测定；血浆凝血酶原时间（PT）采

用比浊法测定。

1.3 统计学分析

采用SPSS 19.0软件进行统计学分析。呈正态分

布的计量资料以均数±标准差表示。非正态分布计数资

料的以中位数表示。计量资料两组间均数比较采用t检
验，多组间均数比较采用单因素方差分析。计数资料比

较采用χ2检验。P<0.05具有统计学差异。

2 结果

2.1 各种肝脏疾病患者血清中GPC3蛋白浓度的差异

利用检测试剂盒中的GPC3标准品，倍比稀释后测

得的吸光度值建立标准曲线（图 1）以判断样本中的

GPC3浓度。结果判定值GPC3蛋白>5 ng/mL为阳

性，并将此浓度确定为 1∶200 倍稀释后血清样本中

GPC3阳性值下线。各组GPC3检测结果（表1）如下：

PHC（39/60，65%）；转移性肝癌（7/60，11.7%）；肝硬化

（3/50，6%）；慢性病毒性肝炎（4/50，8%）；肝囊肿（1/20，

5%）；脂肪肝、肝血管瘤、药物性肝炎及健康对照组血清中

GPC3均为阴性。GPC3在各组间的差异具有统计学意义

（P=0.00），其中PHC患者血清中GPC3蛋白水平明显高

于其他各种肝脏疾病及健康人血清中的GPC3蛋白水平，

差异有统计学意义（P<0.05）。统计数据显示转移性肝

癌、肝硬化及慢性病毒性肝炎患者血清中GPC3水平与其

它良性肝病及健康对照组相比，差异显著（P<0.05，表1）。

2.2 PHC患者血清中GPC3升高与AFP无关

ELISA结果显示（表2），60例PHC患者中AFP及

GPC3两种指标检测的阳性率分别为39/60（65%）；34/

60（56.7%）。而两种指标联合检测可使诊断率显著提高

至51/60（85%）。另外GPC3（+），AFP（-）的PHC患者中

有5例分期为 Ib期，因此GPC3作为一种新型的肿瘤标

志物联合多种检测指标不仅使PHC的诊断率显著提

高，并有望提高PHC的早期诊断率。

2.3 血清中GPC3浓度与肝细胞受损情况及肝功状态无关

用AST和ALT来做为评价肝细胞受损情况的指
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标；用TBIL、ALB、PT及有无腹水来评价肝脏功能情

况。将60份PHC血清标本分为GPC3（+）组及GPC3（-）

组，通过各种评价指标比较两组在肝细胞受损情况及肝

功能状态方面的差异。卡方检验的结果显示（表3），6种

评价指标在两组间均无显著差异（P>0.05）。表明PHC

患者血清中GPC3蛋白浓度与肝细胞损伤情况及肝功

能状态无关，肝炎活动以及多种良性肝脏疾病造成的肝

细胞损伤不会影响血清中GPC3蛋白浓度。进一步说

明了GPC3蛋白在患者血清中浓度的变化直接与PHC

相关。

2.4 治疗前后PHC患者血清中GPC3及AFP的动态变化

60例确诊为PHC患者中，有47例接受了规范治

疗，包括手术、肝动脉栓塞化疗术、射频消融术、靶向治

疗和/或光子刀治疗后，随后对治疗后的患者进行连续

表1 各种肝脏疾病患者及健康人血清中GPC3水平
Tab.1 Serum levels of GPC3 in patients with different liver diseases and healthy controls

Disease

PHC

Metastatic liver cancer

Liver cirrhosis

Chronic viral hepatitis

Hepatic cyst

Adiposis hepatica

Hepatic hemangioma

Drug-induced hepatitis

Healthy control

n

60

60

50

50

20

20

20

20

40

Gender

Male

42

35

36

31

13

12

10

10

22

Female

18

25

14

19

7

8

10

0

18

Virus-positive donor

HBV

42

5

32

40

4

0

0

0

0

HCV

3

0

4

10

0

0

0

0

0

GPC3 (ng/mL)

21.67±19.36*

5.15±4.45Δ

4.27±3.36Δ

3.96±3.60Δ

2.55±1.22

2.54±1.22

2.55±1.15

1.92±1.10

1.68±0.94

GPC3 positive rate

39/60 (65%)

7/60 (11.7%)

3/50 (6%)

4/50 (8%)

1/20 (5%)

0/20 (0%)

0/20 (0%)

0/20 (0%)

0/40 (0%)

Compared with the other groups, *P<0.05; Compared with the other groups, ΔP<0.05.

追踪的影像学评价及临床分析。其中23例患者，肿瘤

的大小减小及数目明显减少且患者的一般状况及肝功

能状况改善，判断临床治疗有效。我们对这些患者治疗

前后血清样本中GPC3和AFP的浓度进行跟踪检测。

23例PHC患者治疗后血清检测结果显示，15例患者在

治疗前后血清中GPC3蛋白浓度呈现稳定的下降趋势，

而AFP仅在10例患者中呈现明显的下降趋势。表明血

清中AFP变化在治疗有效的PHC患者中变化尚不稳

定。与AFP相比，GPC3作为PHC肿瘤标志物具有更高

的敏感性，提示GPC3不仅可用于PHC的早期诊断，可

能还可做为一种判断疗效及预后的敏感性指标。

3 讨论

GPC3是一种细胞膜糖蛋白，相对分子质量约为

60 000，属硫酸肝素蛋白多糖家族。目前共发现6名该

表2 PHC患者血清中 GPC3 和AFP及二项联合检测的阳性率
比较
Tab.2 Comparison of positivity rates of serum GPC3 and AFP
and binomial test in PHC patients

Protein

GPC3

AFP

GPC3+AFP

Positive number

39

34

51

Negative number

21

26

9

Positive rate

65%

56.7%

85%

A 4
50

nm

图1 ELISA检测血清中GPC3蛋白
Fig.1 Quantification of GPC3 protein in the sera using
ELISA. Standard curve to quantify the GPC3 protein
was derived based on the absorbance data of serially
diluted GPC3 standard sample.

0.6 0.8 1.1 1.3 1.5 1.8 2.0

1.17

0.99

0.82

0.64

0.46

0.28

0.11

r2=0.98810916

Y=-0.39614556+0.7876357X

Logarithm of serum GPC3 concentration
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家族成员，包括GPC1-5和GPC6［15-16］。GPC3在妊娠期

主要由胎肝合成，出生后除少数组织有较少表达外，其

余正常组织均无明显表达［17］。其与PHC、肝母细胞瘤、

大肠癌、子宫内膜癌、黑素瘤、肺鳞癌、卵巢透明细胞癌

等多种肿瘤的发生发展关系密切［18-19］。GPC3通过与各

种配体和受体（包括细胞粘附分子，基质成分，生长因

子，酶及其抑制剂）的相互作用参与多种细胞生理和病

理过程，同时也可能参与抑制和调节大多数中胚层组织

和器官的生长，具体机制目前尚不清楚［20］。有研究者报

道GPC3可能通过调节Wnt信号通路在PHC中发挥作

用［21］。细胞表面的GPC3还可作为肝素结合生长因子

的存储位点，通过ERK和/或AKT信号通路影响肝癌细

胞的侵袭性生长［22］。近期的一项研究显示PHC中过表

达的GPC3可通过活化ERK促进上皮间质转化［23］。表

明GPC3是PHC发生发展过程中的关键因素之一。因

此本研究对GPC3在PHC诊断中的临床应用价值进行

了探讨。

GPC3的氨基端（N端）可做为一种可溶性GPC3片

段被分泌至细胞外，其在血清中的特异性较高［24］。通过

ELISA方法检测PHC及其他肝脏疾病中可溶性GPC3

的水平为PHC的血清学诊断开辟了新的途径［8, 25-26］。仍

有一些研究者并不同意上述观点［10, 27-28］。Yasuda等［27］的

研究并没有发现 PHC 患者及慢性肝病患者血清中

GPC3的表达差异，慢性肝病患者血清中的GPC3似乎

更高，但他们发现GPC3在PHC患者组织中高表达，表

明GPC3是由PHC组织产生的，同时提出这种不同的结

果可能是由于检测方式和过程不同所致。为证实

GPC3是否具有更优的特异性及灵敏度，可在PHC的诊

断及鉴别诊断中发挥作用。我们利用商品化的检测试

剂盒，对PHC、转移性肝癌、肝硬化、慢性病毒性肝炎、肝

囊肿、脂肪肝、肝血管瘤、药物性肝炎及健康人进行了较

大范围的诊断性检测。在本实验室建立的标准体系中，

GPC3在5~80 ng/mL的浓度范围呈现较好的线性趋势，

GPC3在PHC、转移性肝癌、肝硬化、慢性病毒性肝炎患

者中的阳性率分别为：65%、11.7%、6%及8%；20例肝囊

肿患者中有1例表现为血清GPC3水平升高，脂肪肝、肝

血管瘤、药物性肝炎及健康对照组血清中GPC3均为阴

性。PHC血清中GPC3蛋白水平显著高于其他肝脏疾

病及健康患者。该结果与国内外文献报道相似［10, 29］。

此外有报道称肿瘤组织中GPC3表达有助于鉴别PHC

及胆管细胞癌和转移性腺癌［30］。值得注意的是我们的

研究中也发现GPC3水平在PHC及转移性肝癌组中具

有显著差异，而转移性肝癌、肝硬化及慢性病毒性肝炎

患者血清GPC3水平明显高于良性肝脏疾病及健康对

照。提示血清GPC3的不同阈值或可在PHC及其他各

类肝脏疾病的鉴别诊断过程中发挥作用。

做为影像学诊断的补充，AFP是目前临床上最常

用和最有价值的血清学诊断指标。虽AFP诊断HCC具

有较高的特异性但其灵敏度约40%~65%［8］。据文献统

计仅依赖 AFP 来诊断 PHC，漏诊率约 40%。因此在

PHC的筛查中有必要采用两种特异性肿瘤标志物联合

检测的方式以提高疾病诊断率降低漏诊率［31］。本项研

究在验证PHC患者血清GPC3水平与其他各类肝病患者

中具有显著差异的基础上，对比分析了GPC3及AFP两

种肿瘤标志物在PHC患者血清中的检出情况。60例PHC

患者，GPC3及AFP诊断的阳性率分别为 65%和56.7%。

其中GPC3（+）患者中有11例患者血清中AFP（-）；AFP

（+）患者中有7例患者血清中GPC3（-），表明PHC患者

血清中GPC3水平与AFP无关。GPC3和AFP两项指标

联合检测可使PHC诊断阳性率显著提高至85%，与相关

文献报道相似［32］。虽从总体而言，GPC3在PHC中的增

幅并不如AFP显著，但两种检测指标在诊断上有很大的

互补作用。两种血清肿瘤标记物联合检测有助于提高

PHC 的诊断价值。另外让人兴奋的是我们的研究中发

现GPC3（+）、AFP（-）PHC患者中有5例为Ib期肿瘤，结

合之前研究者发现GPC3在伴有门脉癌栓或肝外转移

表3 PHC患者血清GPC3水平与肝细胞及肝功状态无关
Tab.3 Correlation of serum GPC3 levels with hepatocyte injury and liver function in 60 patients with PHC

Variables

AST

ALT

TBIL

ALB

PT

Ascites

GPC3 (+) N=39

28/39 (71.8%)

27/39 (69.2%)

26/39 (66.7%)

19/39 (48.7%)

4/39 (10.3%)

9/39 (23.1%)

GPC3 (-) N=21

14/21 (66.7%)

12/21 (57.1%)

10/21 (47.6%)

11/21 (52.4%)

3/21 (14.3%)

4/21 (19.0%)

χ2

0.171

0.877

2.063

0.073

0.215

0.131

P

0.771

0.402

0.176

1.000

0.687

1.000

Aspartate transaminase (AST); Alanine aminotransferase (ALT); Total bilirubin(TBIL); Albumin(ALB); Prothrombin time(PT).
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的早期小肝癌患者中显著升高［33-34］，提示GPC3可能在

PHC的早期诊断方面可能具有一定的临床价值，而

GPC3联合其他血清学指标检测有望进一步提高PHC

的早期诊断率。Nguyen等［35］的研究结果发现GPC3在

低分化的PHC患者中敏感性更高，与Arg-1联合检测几

乎可检出所有的低分化 PHC。另外，本文还证实了

GPC3在血清中浓度的升高与肝细胞的受损情况及肝

功能状况无关。说明病毒性肝炎活动状态或其他良性

肝脏疾病造成的肝细胞损伤并不会引起血清GPC3升

高。而血清GPC3在转移性肝脏恶性肿瘤中未出现线

束升高，进一步表明血清GPC3具有较好的特异性，其

表达水平的变化可能直接与PHC相关。

基于上述研究基础，我们通过对23例临床治疗有

效的PHC患者的追踪随访，治疗前后分别检测GPC3及

AFP的动态变化。血清中GPC3蛋白水平呈现了比

AFP更稳定的下降趋势，表明GPC3具有较AFP更高的

灵敏度，有希望成为预后评估的指标。Ofuji等［36］也报

道了血清GPC3水平可预测 I期PHC术后的复发风险。

综上，我们认为GPC3作为一种新型的肿瘤胚胎抗原，

在PHC的诊断及鉴别诊断中显示出了一定的优势，具

备成为肿瘤诊断标志物的可能；同时 GPC3有助于对

PHC患者进行较好的疗效判断及预后分析，具有很好的

临床应用价值。目前GPC3过表达可作为肿瘤标志物

和预后评估已在肿瘤的临床诊治中初显其应用价值，抗

GPC3抗体已进入肝癌治疗的临床实验阶段［37］。因此，

深入地研究GPC3在多种恶性肿瘤中的功能及致瘤机

制必将推动肿瘤的诊断及以GPC3为靶点的抗体、疫苗

研究的不断深入，肿瘤免疫治疗将成为继肿瘤手术、放

疗和化疗之后又一有效治疗方法。
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