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Гепатоцеллюлярная карцинома (ГЦК), развивающаяся на фоне хронической инфекции вируса ге-
патита B (HBV), ‒ широко распространенное в мире злокачественное заболевание печени, имею-
щее неблагоприятный прогноз. Для успешного лечения ГЦК необходима точная диагностика. Це-
лью исследования была оценка взаимосвязи между уровнями экспрессии определенных молеку-
лярных маркеров и диагнозом ГЦК в образцах ткани больных из Ирана. Проанализированы уровни
экспрессии генов и белков p53 и Ki-67 в тканях печени 121 пациента с ГЦК и/или HBV, а также 30
здоровых доноров. Для этого использованы методы количественной ПЦР в реальном времени и им-
муногистохимии. Выявлены повышенные уровни экспрессии как p53, так и Ki-67 у пациентов с
ГЦК на фоне хронической HBV-инфекции по сравнению с пациентами только с HBV, что указыва-
ет на наличие связи между уровнями экспрессии p53 и Ki-67 и диагнозом ГЦК. Показано, что как
прогностический маркер для диагностики ГЦК уровень экспрессии р53 ‒ более достоверный и чув-
ствительный параметр, чем Ki-67 (чувствительность и специфичность составили для p53 77.3 и
76.4% и для Ki-67 51.0 и 97.9%). Диагностическая панель с двумя позитивными маркерами имела бо-
лее высокую специфичность и сопоставимую чувствительность с панелями, оценивающими экс-
прессию только из этих маркеров (чувствительность и специфичность соответствовали 94.8 и 97.9%
для двух положительных маркеров и 96.5 и 86.4% для одного положительного маркера). В целом,
комбинированный анализ экспрессии p53 и Ki-67 позволяет повысить специфичность и чувстви-
тельность диагностики HBV-ассоциированной ГЦК до приемлемого уровня.

Ключевые слова: p53, Ki-67, гепатоцеллюлярная карцинома, иммуногистохимия, ПЦР в реальном
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ВВЕДЕНИЕ
Гепатоцеллюлярная карцинома (ГЦК) широ-

ко распространена в мире и является злокаче-
ственным новообразованием печени с неблаго-
приятным прогнозом [1]. Это онкологическое за-
болевание обычно диагностируют поздно ‒ когда
ответ пациента на лечение и шансы на выжива-
ние низкие.

Хронические заболевания печени считаются
основными причинами развития ГЦК и одной из
важнейших причин смерти от рака [1]. Хрониче-
ские вирусные инфекции, такие как вирус гепа-

тита B (HBV) и C (HCV), могут провоцировать
развитие ГЦК через многоступенчатые механиз-
мы канцерогенеза. ДНК HBV может интегриро-
ваться в геном хозяина и вызывать хромосомные
перестройки и мутации [2]. Также при ГЦК вос-
палительные клетки вызывают окислительный
стресс и хроническое повреждение печени, что
приводит к образованию опухолей и канцероге-
незу в гепатоцитах [3‒5]. HBV-инфекция имеет
две формы: острую и хроническую [6]. Хрониче-
ская форма может привести к развитию тяжелых
заболеваний, таких как цирроз печени и ГЦК [7].

1 Статья представлена авторами на английском языке.
Сокращения: HBV (hepatitis B virus) ‒ вирус гепатита В; HCV (hepatitis C virus) ‒ вирус гепатита С; ГЦК ‒ гепатоцеллюляр-
ная карцинома.
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По меньшей мере 200 млн. человек в мире страда-
ет хронической HBV-инфекцией и почти две тре-
ти из них проживает в Азии. Двадцать пять про-
центов этих пациентов обычно умирает от HBV-
ассоциированного онкологического заболевания
[8, 9].

На процесс канцерогенеза сильно влияет про-
лиферация клеток [10]. Экспрессия гена TP53,
кодирующего белок р53, как онкосупрессора ге-
патоканцерогенеза достаточно хорошо изучена
[11]. Белок р53 контролирует репарацию ДНК,
пролиферацию клеток и апоптоз [12], а его мута-
ции могут приводить к образованию и прогрес-
сии опухоли [13]. Действительно, p53 дикого типа
(wt) ‒ онкосупрессор, тогда как у мутированной
формы доминируют онкогенные свойства. Белок
wt-p53 характеризуется низким уровнем экспрес-
сии и имеет короткий период полужизни, что за-
трудняет его детекцию иммуногистохимически-
ми методами в нормальных условиях [14]. Ряд
стрессовых факторов может повышать продук-
цию и стабильность wt-p53 или синтез мутантной
формы p53 с более длительным периодом полу-
жизни. В этих условиях облегчается детекция
белка методом иммуноокрашивания [15]. Мута-
ции в гене TP53 обнаружены в тканях ГЦК чело-
века [16]. Частота выявления этих мутаций корре-
лирует с определенными факторами, такими как
географические, а также гистологическим клас-
сом и размером опухоли [16]. В тоже время повы-
шенная продукция белка р53 у пациентов с ГЦК
не всегда связана с наличием мутаций [17]. Одна-
ко рак, связанный с дефицитом р53, чрезвычайно
агрессивен и летален и, к сожалению, не поддает-
ся химиотерапии [18].

Белок Ki-67 представляет собой ядерный ан-
тиген и молекулярный маркер пролиферации ра-
ковых клеток. Этот белок детектируют на всех фа-
зах клеточного цикла [19]. Его экспрессию (ген
MKI67) исследуют при изучении пролиферации
злокачественных опухолевых клеток и использу-
ют как прогностический маркер при раке проста-
ты, молочной железы, легкого [20] и колорек-
тальной аденокарциноме [10, 11]. Однако уровень
экспрессии Ki-67 не имеет прогностического зна-
чения при раке шейки матки [20] и раке поджелу-
дочной железы [21]. Обнаружено, что экспрессия
Ki-67 при ГЦК и раннем рецидиве заболевания
коррелирует со скоростью роста опухоли [22, 23].
Следовательно, он может быть ценным маркером
при изучении регенерации печени, процессов
канцерогенеза и естественного течения ГЦК.

Целью исследования была оценка взаимосвя-
зи между паттернами экспрессии молекулярных
маркеров p53 и Ki-67 и наличием HBV-ассоции-
рованной гепатоцеллюлярной карциномы.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Пациенты. Свежие биоптаты печени были по-

лучены от 121 пациента из Ирана, в том числе
40 пациентов только с хронической HBV-инфек-
цией, 41 пациент с ГЦК на ранних стадиях в от-
сутствие HBV-инфекции (единичная опухоль <5 см
без сосудистой инвазии), 40 пациентов с ГЦК на
фоне HBV-инфекции и 30 здоровых волонтеров с
нормальным уровнем АЛТ и отсутствием в ана-
мнезе ГЦК, HBV- и HCV-инфекции. Образцы
ткани печени были собраны в двух больницах
Ирана (Namazi Hospital и Shaheed Labbafinezhad
Hospital) в период с сентября 2015 г. по май 2016 г.
Каждый образец делили на две части. Одну часть
образца замораживали при ‒80°C для проведения
молекулярно-генетического исследования, а дру-
гую хранили в растворе формалина для проведе-
ния иммуногистохимического анализа. Гистоло-
гический диагноз ГЦК был поставлен в соответ-
ствии с международными критериями [24]. У всех
пациентов с HBV был выявлен HBsAg. Исследо-
вание проведено в Захеданском университете ме-
дицинских наук (Zahedan University of Medical
Sciences; ZAUMS) после получения информиро-
ванного согласия от всех участников. Комитет по
этике ZAUMS одобрил исследование (№ 7262).

Количественная ОТ-ПЦР. Выделение РНК
проводили по методике, описанной нами ранее
[25]. Экстрагированную РНК замораживали при
‒80°C для дальнейшего молекулярного анализа.
После количественной и качественной оценки
препарат выделенной РНК использовали для
синтеза кДНК с помощью набора для двухэтап-
ной ОТ-ПЦР (“Vivantis Technologies”, Малай-
зия), как описано ранее [25]. В табл. 1 приведены
последовательности праймеров, использованных
для оценки уровней экспрессии генов-мишеней
(TP53 и MKI67) и контрольного гена (GAPDH).
Метод  [26] использовали для определения
относительного количества копий и подсчета
экспрессии гена по сравнению с контролем. Каж-
дую реакцию проводили в двух технических по-
вторах, и для каждого образца рассчитывали зна-
чение ∆∆CT.

Иммуногистохимическое исследование. Депа-
рафинизированные срезы гидратировали в серии
градиентных растворов этанола. Раствор H2O2 ис-
пользовали для дезактивации эндогенной перок-
сидазы. Для демаскировки антигена использова-
ли автоклавирование и обработку Na-цитратным
буфером (10 мM) при 120°C в течение 20 мин. Им-
муноокрашивание проводили моноклональными
антителами к p53 и Ki-67 (NCL-L-p53-DO7 и
NCL-L-Ki-67-MM1; “Leica Biosystems”, США),
как описано ранее [25, 27]. Образцы рака толстой
кишки и ткань аппендикса использовали в каче-
стве положительного контроля экспрессии p53 и
Ki-67 соответственно. Предметные стекла были

− TC2
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закодированы. Рассчитывали интенсивность
окрашивания, процент положительных клеток и
затем уровни экспрессии биомаркеров. Двумя экс-
пертами-гистологами на основе интенсивности
окрашивания и процента положительных клеток
на слайдах были получены индексы биомаркеров
(biomarker labeling indices). При этом на каждом
срезе случайным образом выбирали 10 полей (в
среднем 500 гепатоцитов). Картина окрашивания
для p53 и Ki-67 свидетельствовала о ядерной лока-
лизации белков. В серию срезов всегда включали
внешние положительные контроли. Положитель-
ные клетки подсчитывали в последовательных по-
лях с большим увеличением (×400) и результаты
выражали как среднее число положительных кле-
ток на площадь поверхности. Плотность окраши-
вания оценивали следующим образом: отсутствие
окрашивания или менее 5% окрашенных клеток,
слабое окрашивание (менее 5‒25%), умеренное
(25‒75%) и сильное (более 75%) [28]. Интенсив-
ность окрашивания оценивали от 0 до 3 (0 ‒ отсут-
ствие, 1 ‒ слабое, 2 ‒ умеренное и 3 ‒ сильное).

Статистический анализ. В исследовании ис-
пользовали программный пакет SPSS 20. Расчеты
выполняли с помощью непараметрических мето-
дов Манна‒Уитни, точного теста Фишера, одно-
факторного дисперсионного анализа, апостериор-
ных критериев Бонферрони и критерия χ2 с учетом
P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследуемая группа состояла из 30 здоровых
индивидов (контрольная группа, C) и 121 пациен-
та (только инфекция HBV – 40, только ГЦК – 41,
ГЦК на фоне HBV – 40). Демографические и кли-
нические данные 4 групп представлены в табл. 2.
Значительные различия между четырьмя группа-
ми по возрасту и полу отсутствовали (P > 0.05).

С целью определить взаимосвязь между био-
маркерами p53 и Ki-67 и ГЦК мы изучили их экс-
прессию в четырех группах пациентов. Между
группами наблюдались значительные различия
(рис. 1 и 2). У пациентов с HBV, ГЦК и ГЦК на
фоне HBV (HBV+ГЦК) выявлены более высокие
уровни относительной экспрессии гена TP53 по
сравнению с контрольной группой (4.50 ± 1.24,
6.10 ± 1.34, 11.00 ± 1.42, 1.00 ± 1.22 соответственно;
P < 0.001). В частности, пациенты с ГЦК на фоне
HBV имели повышенные уровни экспрессии
TP53 по сравнению с пациентами с хронической
инфекцией HBV (P < 0.001). Более того, у пациен-
тов с HBV, ГЦК и ГЦК на фоне HBV зарегистриро-
ваны повышенные относительные уровни экс-
прессии гена MKI67 по сравнению с контрольной
группой (1.26 ± 0.34, 1.42 ± 0.63, 1.87 ± 0.94, 1.00 ±
± 0.32 соответственно; P < 0.001). Кроме того, у
пациентов с ГЦК на фоне HBV выявлены более
высокие уровни экспрессии гена MKI67 чем у па-
циентов, инфицированных HBV (P < 0.001).

Результаты иммуногистохимического иссле-
дования экспрессии биомаркеров в четырех груп-
пах приведены в табл. 3. В этом исследовании по-
ложительными считали образцы, где была выявле-
на ядерная локализация р53 и Ki-67. У пациентов с
HBV+ГЦК экспрессия p53 и Ki-67 была значитель-
но выше, чем у пациентов, инфицированных HBV,
или больных ГЦК другой этиологии.

На рисунках 3а‒3г и 4а‒4г показаны результа-
ты иммуногистохимического исследования. У па-
циентов с HBV+ГЦК экспрессия биомаркеров
(как p53, так и Ki-67) была значительно выше,
чем у пациентов, инфицированных HBV, или
больных ГЦК, образовавшейся в отсутствие ви-
русной инфекции.

Результаты по специфичности и чувствитель-
ности обнаружения ГЦК с использованием ком-
бинации двух положительных биомаркеров при-
ведены в табл. 4. Когда хотя бы один маркер был по-

Таблица 1. Олигонуклеотиды, использованные в работе

а Обозначения: F ‒ прямой праймер, R ‒ обратный праймер, P ‒ зонд.

Ген Последовательностьа, 5' → 3' Размер ампликона, п.о.

MKI67

F: TGAACCTGCGGAAGAGCTGAA

102R: GAGCGCAGGGATATTCCCTTA

P: GACATGAAAACCAACAAAGAGGAAC

TP53

F: TGTAACAGTTCCTGCATGGGC

121R: GACAGGCACAAACACGCACC

P: CGGAGGCCCATCCTCACCATC

GAPDH (внутренний контроль)

F:  CATGAGAAGTATGACAACAGCC

70R: GGGGTGCTAAGCAGTTGGTG

P: CATCAGCAATGCCTCCTGCACC
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ложительным, независимо от того, какой именно,
чувствительность, специфичность, а также поло-
жительное и отрицательное прогностические зна-
чения составляли 96.5, 86.4, 90.0 и 94.5% соот-
ветственно. Когда оба маркера были положи-

тельными, эти показателя соответствовали 94.8,
97.9, 96.3 и 56.9%. Таким образом, специфич-
ность и положительное прогностическое значе-
ние этой комбинации были заметно выше. Это
значит, что комбинация из двух маркеров способ-

Таблица 2. Демографические и клинические данные

aЗдесь и далее: N (%) ‒ число человек в группе (процент от общего числа в группе). bP ‒ p-value; F ‒ число степеней свободы.
c1SD относится к Первому международному стандарту ВОЗ.

Параметры C, N (%)a HBV, N (%) ГЦК, N (%) HBV+ГЦК,
N (%) P/Fb

Возраст (лет)

Средний возраст 33.00 ± 6.22 53.85 ± 9.58 55.44 ± 10.31 57.13 ± 9.82 0.161/1.740

Диапазон возрастов 37‒61 31‒71 30‒72 37‒72

(медиана) (51.50) (58) (56) (59)

Пол

М 24 (80.0) 28 (70.0) 32 (78.0) 29 (72.5) 0.738/0.413

Ж 6 (20.0) 12 (30.0) 9 (22.0) 11 (27.5)

Гепатоцеллюлярная карцинома

Высоко- или умереннодиффе-
ренцированная

‒ ‒ 37 (90.2) 35 (87.5)

Низкодифференцированная 4 (9.8) 5 (12.5)

Гистологическая степень 
злокачественности ГЦК:

Ранняя ‒ ‒ 39 (95.1) 38 (95.0)

G1 1 (2.4) 2(5.0)

G2‒G3 1 (2.4) 0

Билирубин (мкМ) 15.43 ± 5.65 18.76 ± 6.75 28.45 ± 12.24 33.10 ± 11.77

АЛТ (U/л) 26.23 ± 10.90 45.76 ± 32.03 88.25 ± 95.32 117.76 ± 102.54

α-Фетопротеин (нг/мл) 2.12 ± 1.14 3.12 ± 2.79 421.21 ± 104.33 534.54 ± 420.76

Уровень ДНК HBV в сыворотке 
(cреднее, lg(IU/мл) (1SD)c

‒ 7.6 ± 0.8 ‒ 7.8 ± 0.1

HBsAg-позитивные ‒ 40 (100.0) ‒ 40 (100.0)

HBeAg-позитивные ‒ 12 (30.0) ‒ 15 (37.5)

Таблица 3. Результаты иммуногистохимического окрашивания срезов ткани печени пациентов антителами к
биомаркерам

aP < 0.001 по сравнению с контрольной группой C и группами HBV и ГЦК. Коррекция Бонферрони. PBC < 0.001.

Группа Число 
образцов

p53-положительные клетки
(среднее ± SEM) Pa Ki-67-положительные клетки

(среднее ± SEM) Pa

C 30 1.43 ± 0.62

<0.001

9.26 ± 2.06

<0.001
HBV 40 3.75 ± 1.23 10.85 ± 1.90
ГЦК 41 5.07 ± 1.48 12.21 ± 1.86
HBV + ГЦК 40 8.20 ± 2.54a 16.02 ± 1.87a
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ствует более точной диагностике ГЦК на ранней
стадии по сравнению с панелью для анализа толь-
ко одного маркера.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Хронические заболевания печени, в особенно-

сти хронический гепатит и цирроз, считаются ос-
новными причинами развития ГЦК. По этой при-

чине прогрессирование этих заболеваний необхо-
димо предотвращать до возникновения ГЦК, что
до сих пор остается проблемой глобального мас-
штаба. Учитывая, что существует взаимосвязь меж-
ду инфекцией вирусами гепатита и ГЦК, исследо-
вания хронических заболеваний печени имеют пер-
востепенное значение. Наиболее эффективный
способ снизить заболеваемость раком ‒ это ранняя
диагностика. Гистологические изменения, вызван-

Рис. 1. Относительная экспрессия мРНК р53. Между
группами наблюдались существенные различия. У па-
циентов с ГЦК на фоне HBV-инфекции (HBV+ГЦК)
уровень экспрессии TP53 повышен по сравнению с
HBV-инфицированными пациентами и контрольной
группой (С). Уровень экспрессии TP53 в контрольной
группе принят за единицу. #P < 0.001 по сравнению с
контрольной группой; *P < 0.001 по сравнению с груп-
пой HBV.
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Таблица 4. Чувствительность, специфичность, а также положительные и отрицательные прогностические зна-
чения, полученные при использовании для диагностики ГЦК панелей с одним или двумя биомаркерамиа

аОбозначения: PPV ‒ положительное прогностическое значение; NPV ‒ отрицательное прогностическое значение; LR+/‒ ‒
отношение правдоподобия для положительного/отрицательного результата.

Панель Чувствитель-
ность, %

Специ-
фичность, % PPV, % NPV, % LR+ LR‒

Один маркер:

p53 77.3 76.4 82.5 75.8 4.21 0.30

Ki-67 51.0 97.9 98.4 63.7 47.2 0.70

Два маркера:

Как минимум один положительный маркер 96.5 86.4 90.0 94.5 6.8 0.04

Оба маркера положительные 94.8 97.9 96.3 56.9 31.20 0.71

Рис. 2. Относительная экспрессия мРНК Ki-67. Меж-
ду группами наблюдались значительные различия. У
пациентов с HBV+ГЦК повышен уровень экспрес-
сии MKI67 по сравнению с HBV-инфицированными
пациентами и контрольной группой (C). Уровень
экспрессии MKI67 в контрольной группе принят за
единицу. #P < 0.001 по сравнению с контрольной
группой; *P < 0.001 по сравнению с группой HBV.
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ные развитием ГЦК, различаются у разных пациен-
тов, что создает значительные сложности при диа-
гностике. Следовательно, необходимы точные ме-
тоды выявления ГЦК на ранней стадии.

В проведенном нами исследовании показано,
что у пациентов с HBV+ГЦК повышена экспрес-
сия p53 и Ki-67 по сравнению с пациентами, ин-
фицированными HBV. Следовательно, эти биомар-
керы могут быть использованы для выявления
HBV-ассоциированной ГЦК на ранних стадиях.
Данные по экспрессии генов TP53 и MKI67, по-ви-
димому, могут указывать на риск развития рака у
людей, инфицированных HBV, так как уровни
экспрессии этих генов коррелируют со стадиями
процесса канцерогенеза и значительно повыше-
ны у пациентов с HBV+ГЦК. Следует отметить,
что Ki-67 как маркер оказался более специфич-
ным и менее чувствительным, чем р53. В тоже
время одновременное тестирование на оба био-
маркера позволяет повысить специфичность и
чувствительность диагностики ГЦК до приемле-
мых уровней. Важно отметить, что использование
комбинации p53 и Ki-67 вместо одного из этих
биомаркеров позволит повысит точность диагно-
стики ГЦК и тем самым оптимизировать схему
терапии.

В этом исследовании, проанализировав экс-
прессию двух онкомаркеров: p53 и Ki-67, ‒ мы
оценили риск развития ГЦК у пациентов, инфи-
цированных HBV. Ранее показано, что более чем
в половине известных случаев рака белок р53 де-

тектируется в следовых количествах [29]. Генетиче-
ские мутации, а также структурные или функцио-
нальные изменения белка p53 считаются основны-
ми причинами рака печени [30]. Заболеваемость
ГЦК варьирует в разных географических регионах
от 10 до 60%. В опухолях высокой степени злокаче-
ственности выявляют повышенный уровень p53
[31]. Иммуногистохимия ‒ один из лучших спо-
собов определения уровня p53 при ГЦК, что, ве-
роятно, связано с присутствием мутантного белка
p53 [32].

Выявленные в данной работе уровни экспрес-
сии p53 в группах HBV+ГЦК и ГЦК, в целом, со-
гласуются с данными других авторов [33]. В об-
разцах от пациентов из группы HBV+ГЦК заре-
гистрированы более высокие уровни экспрессии
p53, чем в группах HBV и ГЦК. Обнаружена ста-
тистически значимая разница между пациентами
с HBV-ассоциированной ГЦК на ранних стадиях
и больными хронической HBV-инфекцией. На
основании этих данных можно сделать вывод, что
p53 может быть использован для идентификации
HBV-инфицированных пациентов с предраспо-
ложенностью к развитию ГЦК. Эти результаты
согласуются с данными Chen Ban и др. [34], полу-
ченными в Китае, Waleed и др. [28] и Zekri и др.
[35], полученными в Египте, и Koskinas и др. [36],
полученными в Греции. Однако наши результаты
отличаются от данных исследования Boix-Ferroro
и соав. [37], выполненного на населении Испа-
нии, где в HBV-ассоциированных гепатокарци-

Рис. 3. Экспрессия p53 в тканях печени пациентов из групп C (а), HBV (б), ГЦК (в), HBV+ГЦК (г) (окрашивание им-
мунопероксидазой, увеличение ×400). Локализация р53 в ядрах гепатоцитов показана стрелками.
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номах были выявлены пониженные уровни экс-
прессии р53. Расхождения в результатах могут
быть обусловлены различными факторами, в том
числе различной чувствительностью используе-
мых в иммуногистохимическом анализе моно-
клональных антител; маскированием распозна-
ваемых антителами эпитопов p53, различными
пороговыми значениями при проведении коли-
чественной ПЦР, мутациями и однонуклеотид-
ными полиморфизмами в TP53, а также исполь-
зованием различных канцерогенов [31, 38]. Лю-
бой из этих факторов может быть причиной
несовпадения результатов при оценке экспрес-
сии p53 разными группами исследователей.

Нами показано, что у пациентов с HBV+ГЦК
и только с ГЦК повышены уровни экспрессии ге-
на и белка Ki-67 по сравнению с HBV-инфициро-
ванными пациентами без ГЦК, а также здоровы-
ми волонтерами из контрольной группы. Ранее
сообщалось, что экспрессия Ki-67 значительно
повышена в метастазах в печени, и был сделан
вывод, что этот белок может быть использован
для изучения естественного течения онкологиче-
ского заболевания на поздних стадиях [39]. Нами
обнаружено, что экспрессия Ki-67 постепенно
увеличивается с прогрессированием заболевания
печени до ГЦК. Выявлена статистически значи-
мая разница в экспрессии Ki-67 между образцами
от больных гепатитом B и HBV-ассоциированной
ГЦК. Более того, в образцах, взятых от пациентов
из обеих групп с ГЦК (HBV+ГЦК и ГЦК), детек-
тировали повышенный уровень Ki-67 по сравне-

нию с образцами от больных из группы HBV. На
основании этих результатов можно сделать вы-
вод, что Ki-67 следует рассматривать как возмож-
ный биомаркер для выявления естественного те-
чения ГЦК у пациентов с хронической HBV-ин-
фекцией.

Нами показано, что экспрессия p53 и Ki-67
выше в образцах больных HBV+ГЦК по сравне-
нию с больными ГЦК без HBV-инфекции в ана-
мнезе. Ранее сообщалось, что использование ком-
бинаций различных биомаркеров позволяет повы-
сить точность диагностики [40]. Это подтверждено
нами на примере двух биомаркеров: p53 и Ki-67.
Нами показано, что экспрессия p53 и Ki-67 выше в
образцах больных HBV+ГЦК по сравнению с боль-
ными ГЦК без HBV-инфекции в анамнезе. Их од-
новременное определение позволило повысить
специфичность и чувствительность выявления
ГЦК и довести точность диагностики ГЦК до
приемлемого уровня. В том случае, когда экс-
прессия обоих маркеров по данным иммуноги-
стохимического исследования была положитель-
ной (++), чувствительность и специфичность со-
ставляли 94.8 и 97.9% соответственно. Следует
заметить, что на панели с одним положительным
маркером (+) показатели чувствительности были
лучше (96.5%), а специфичности – хуже. Это ука-
зывает на то, что наличие как минимум двух по-
ложительных маркеров может повысить надеж-
ность диагностики ГЦК. Кроме того, правильная
комбинация маркеров (p53 и Ki-67) на панели с
двумя (++) и одним (+ –) положительным марке-

Рис. 4. Экспрессия Ki-67 в тканях печени пациентов из групп C (а), HBV (б), ГЦК (в), HBV+ГЦК (г) (окрашивание
иммунопероксидазой, увеличение ×400). Локализация Ki-67 в ядрах гепатоцитов показана стрелками.
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ром, по-видимому, позволит улучшить как спе-
цифичность, так и чувствительность диагности-
ки ГЦК по сравнению с тестированием на один
маркер.

Учитывая, что образцы, использованные в
этом исследовании, взяты у больных на ранних
стадиях онкологического процесса, можно наде-
яться, что панель пригодна для диагностики труд-
ноизлечимых и дифференцированных пораже-
ний у пациентов, инфицированных HBV.

Применимость результатов исследования мо-
жет быть ограничена из-за размера выборки. Ис-
пользование выборки бóльшего размера в когорт-
ном исследовании, проведенном несколькими
научными центрами, позволит уточнить роль p53
и Ki-67 в канцерогенезе.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На основании полученных результатов можно

говорить о наличии корреляции между экспрес-
сией p53 и Ki-67 и развитием HBV-ассоциирован-
ной ГЦК. Эти два биомаркера могут быть исполь-
зованы для выявления ГЦК на ранних стадиях, в
особенности у HBV-инфицированных индиви-
дов. Одновременное применение этих биомарке-
ров позволит сделать правильный выбор схемы
терапии для лечения злокачественных новообра-
зований печени на разных стадиях. Из-за высо-
кой распространенности гепатитов и ГЦК в раз-
личных популяциях необходимы дополнительные
исследования для оценки эффективности предло-
женной модели на других этнических группах.
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EXPRESSION PATTERNS OF p53 AND Ki-67 IN HBV-RELATED 
HEPATOCELLULAR CARCINOMA: A QUANTITATIVE REAL-TIME PCR

AND IMMUNOHISTOCHEMICAL STUDY
Z. Heidari1, 2, B. Moudi1, 2, *, and H. Mahmoudzadeh-Sagheb1, 2

1Infectious Diseases and Tropical Medicine Research Center, Resistant Tuberculosis Institute,
Zahedan University of Medical Sciences, Zahedan, 9816743111 Iran

2Department of Histology, School of Medicine, Zahedan University of Medical Sciences,
Zahedan, 9816743463 Iran

*e-mail: bita.moudi@yahoo.com

The HBV-related hepatocellular carcinoma (HCC) is an important liver malignancy worldwide and carries a
poor prognosis. In this regard, an accurate diagnosis is necessary to enable successful treatment. The aim of
the current study was to assess the relationship between the expression of certain molecular markers and HCC
diagnosis in Iran. Immunohistochemistry and quantitative RT-PCR techniques were used to evaluate the ex-
pression patterns of p53 and Ki-67 in liver tissues from 121 HCC and/or HBV-infected patients and 30
healthy volunteers. Patients with HBV+HCC demonstrated increased expression of both p53 and Ki-67
compared to patients with HBV only, highlighting correlation between the p53 and Ki-67 expression levels
and HCC diagnosis. The prognostic value of p53 for the diagnosis of HCC was more reliable. The p53
demonstrated higher sensitivity compared to the Ki-67 (sensitivity and specificity, 77.3 and 76.4% for the p53,
and 51.0 and 97.9% for the Ki-67, respectively). A panel containing two positive markers had higher specificity
and comparable sensitivity to a panel with one positive marker regardless of which one (sensitivity and specificity,
94.8 and 97.9%, for two positive markers and 96.5% and 86.4% for one positive marker, respectively). Taken
together the combined analysis of p53 and Ki-67 expression provides a mean to increase the specificity and
sensitivity of HBV-related HCC diagnosis to an acceptable level.

Keywords: p53, Ki-67, hepatocellular carcinoma, immunohistochemistry, quantitative real-time PCR
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