
 第 25 卷 第 7 期
  2016 年 7 月

中国普通外科杂志 
Chinese Journal of General Surgery

Vol.25　No.7
Jul. 　2016

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://pw.amegroups.com1017

细胞分裂周期蛋白 6 在肝细胞癌中的表达及其临床意义

吕波 1，2，李明杰 1，郑小林 1，蔡常春 1

（1. 华中科技大学同济医学院附属武汉市中心医院  肝胆胰外科，湖北 武汉 430014；2. 上海交通大学医学院附属瑞金医院  

普通外科，上海 200025）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要 目的：探讨细胞分裂周期蛋白 6（CDC6）在肝细胞癌（HCC）中的表达及其临床意义。

方法：分别用 qRT-PCR、Western blot 和免疫组化法检测 85 例手术切除的 HCC 及对应癌旁组织标本

中 CDC6 mRNA 及蛋白的表达，分析 CDC6 的表达与 HCC 患者临床病理因素及预后关系。

结果：HCC 组织中 CDC6 的 mRNA 与蛋白表达水平均高于对应癌旁组织，qRT-PCR 结果定量分析显

示差异有统计学意义（P<0.05）；CDC6 表达与肿瘤大小、临床分期、分化程度及卫星结节有关（均

P<0.05）；CDC6 高表达的患者无瘤生存时间和总生存时间均低于 CDC6 低表达患者（均 P<0.05）；

单因素与多因素分析显示，CDC6 是影响 HCC 患者无瘤生存率（HR=1.089，95% CI=0.986~1.186，

P=0.033）及总生存率（HR=2.441，95% CI=1.128~3.652，P=0.012）的独立危险因子。

结论：CDC6 在 HCC 组织中高表达并与恶性临床病理特征及不良预后密切相关，CDC6 可能参与 HCC

发生及进展，并可作为判断肿瘤复发及预后评价的重要指标。
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Abstract Objective: To investigate the expression of cell division cycle 6 (CDC6) in hepatocellular carcinoma (HCC) and 

its clinical significance.  

Methods: The mRNA and protein expressions of CDC6 in 85 surgical specimens of HCC tissue and matched 

adjacent tissue were determined by qRT-PCR, Western blot analysis and immunohistochemical staining, 

respectively. The relations of CDC6 expression with clinicopathologic characteristics and prognosis of HCC 

patients were analyzed.  

Results: Both mRNA and protein expression levels of CDC6 were increased in HCC tissue compared with 

adjacent tissue, and quantitative analysis of qRT-PCR results showed that the difference had statistical significance 

(P<0.05). The CDC6 expression was significantly related to tumor size, clinical stage, degree of differentiation and 
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肝 癌 是 常 见 恶 性 肿 瘤 之 一 ， 其 中 肝 细 胞 癌

（hepatoce l lu lar  carc inoma，HCC）占所有原发

性 肝 癌 数 量 的 9 0 % [ 1 - 2 ]。 每 年 大 约 有 6 0 万 人 死 于

HCC，使其成为世界范围内第三大致死性肿瘤[3]。

目 前 ， 导 致 H C C 的 具 体 分 子 机 制 仍 不 清 楚 ， 研

究 H C C 发 生 发 展 机 制 及 其 探 索 新 的 诊 断 及 预 后

评 价 指 标 对 指 导 患 者 的 治 疗 和 改 善 生 存 状 况 具

有重要意义。细胞分裂周期蛋白6（cel l  d iv i s i on  

cycle 6，CDC6）是一个细胞周期中启动DNA复制

的 重 要 调 控 因 子 ， 通 过 招 募 复 制 起 始 识 别 复 合 物

（prereplication complexes，pre-RCs）参与调节细

胞分裂 [4]。近年来有报道揭示，CDC6在人类多种

恶性肿瘤中发挥重要作用，如脑肿瘤[5]，肺癌[6-7]， 

膀胱癌 [8]，卵巢癌 [9]和前列腺癌 [10]。提示CDC6参

与肿瘤的发生发展，但CDC6在HCC中的表达情况

及其临床意义尚未见报道。本研究检测了CDC6在

HCC及对应癌旁组织中的表达情况，分析CDC6表

达水平与HCC临床病理因素间的关系及其对HCC

患者预后的影响。以期为HC C 的发生机制及预后

评估提供新的研究思路。

1　材料与方法

1.1  临床资料

收集2007年1月—2012年12月期间于上海瑞

金医院及武汉市中心医院手术切除的HC C 及对应

癌旁组织病理标本85例。入选标准：⑴ 病理证实

为 H C C ； ⑵  随 访 资 料 齐 全 ； ⑶  临 床 病 理 资 料 齐

全。剔除标准：⑴ 随访资料不全者；⑵ 临床病理

资 料 不 全 者 。 所 用 病 例 随 访 至 2 0 1 5 年 6 月 ， 肝 癌

组 织 及 对 应 癌 旁 组 织 标 本 手 术 切 除 后 迅 速 进 行 多

点取材，分别置于液氮或4%多聚甲醛固定并石蜡

包埋保存备用。85例样本采用qRT -PCR方法分别

分析HCC组织与癌旁组织中CDC6 mRNA表达，行

Western blot和免疫组化检测CDC6蛋白表达。

1.2  主要试剂

T R I z o l 总 R N A 提 取 试 剂 ， c D N A 反 转 录 试 剂

盒 ， q R T - P C R 试 剂 盒 S Y B R  p r i m e  s c r i p t 均 购 自

Takara公司；CDC6及β-actin qPCR引物由深圳华

大基因生物科技有限公司合成；鼠抗人CDC6单克

隆 抗 体 及 辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记 兔 抗 小 鼠 二 抗 均 购

自美国Abcam公司；免疫组化试剂盒购于上海泽迈

生物技术有限公司。

1.3  qRT-PCR

取 适 量 液 氮 冻 存 的 组 织 标 本 于 研 钵 中 研 磨 后

加 入 1  m L  T R I z o l 提 取 试 剂 提 取 癌 及 癌 旁 组 织 总

RNA，按cDNA反转录说明书分别将1 µg总mRNA

反转成cDNA。引物序列：CDC6上游引物5' -GGG 

AAT CAG AGG CTC AGA AG -3 '，下游引物5' -
CAC TGG ATG TTT GCA GGA GA-3'；β-actin上

游引物5'-TCA TAC TCC TGC TTG CTG AT-3'，下

游引物5'-GGG ACC TGA CTG ACT ACC TC-3'，

按qRT -PCR说明书要求配制反应体系进行PCR扩

增 反 应 。 以 β - a c t i n 基 因 为 内 参 ， 采 用 2 - △ △ C t法

计 算 C D C 6  m R N A 在 H C C 及 癌 旁 组 织 中 的 相 对 表 

达量。

1.4  Western blot

取 冻 存 组 织 样 本 经 液 氮 研 磨 后 提 取 总 蛋 白 并

测 定 蛋 白 浓 度 ， 取 相 同 质 量 的 蛋 白 样 品 进 行 聚 丙

烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 （ S D S - P A G E ） 后 转 印 至 P V D F

膜，用5%脱脂奶粉封闭2 h，4 ℃过夜孵育CDC6

（1:500）一抗，0.5% TBST洗膜三次，室温孵育

辣根过氧化物酶标记的二抗（1:1 000）1 h，0.5% 

TBST洗膜3次后用ECL化学发光法检测。

satellite lesions (all P<0.05). Both tumor-free survival rate and overall survival rate in patients with high CDC6 

expression were significantly lower than those in patients with low CDC6 expression (both P<0.05), and both 

univariate and multivariate analyses showed that CDC6 was an independently risk factor for tumor-free survival 

rate (HR=1.089, 95% CI=0.986–1.186, P=0.033) and overall survival rate (HR=2.441, 95% CI=1.128–3.652, 

P=0.012) in HCC patients. 

Conclusion: CDC6 is highly expressed in HCC tissue, and is closely related to malignant clinicopathologic 

features and poor prognosis. CDC6 may contribute to the occurrence and development of HCC, and may be used 

as an index for estimating tumor recurrence and outcomes.
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1.5  免疫组化

取石蜡组织标本制作成4 μm厚度组织切片，

免 疫 组 化 具 体 步 骤 按 试 剂 盒 说 明 书 进 行 ， 主 要 步

骤 包 括 如 下 ： 石 蜡 切 片 经 脱 蜡 、 水 化 、 抗 原 修

复 、 过 氧 化 物 酶 阻 断 及 动 物 血 清 封 闭 后 ， 加 入

CDC6（1:500）抗体4 ℃孵育过夜。PBS洗涤后加

入生物素标记的二抗室温孵育1 h，PBS洗涤后经

DAB 显色液显色 ，光镜下观察显色为棕色时停止

显 色 ， 苏 木 素 复 染 ， 中 性 树 胶 封 片 。 每 张 切 片 于

光学显微镜下观察并采集图像。

1.6  统计学处理

实验数据采用SPSS 13.0统计软件进行分析。

数据以均数±标准差（x±s）表示，组间比较采用

独立 t检验；计数资料采用χ2检验；Kaplan-Meier

生存分析患者生存曲线，预后分析采用Cox回归模

型，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  qRT-PCR 及 Western blot 检 测 HCC 组 织

中 CDC6 的表达

qRT -PCR检测85例HCC组织及对应癌旁组织

中CDC6 mRNA的表达结果发现，肝细胞癌组织中

CDC6 mRNA表达量明显高于癌旁组织中CDC6的

表达水平（P<0.05）（图1A）。Western blot检测

CDC6蛋白表达水平也发现，HCC组织中CDC6蛋

白表达量均高于对应癌旁组织（图1B），以上结

果表明，CDC6在HCC中高表达。

2.2  免疫组化检测 HCC 组织中 CDC6 的表达

HCC组织中CDC6染色强度明显高于对应癌旁

正常肝组织。正常肝组织中CDC6主要分布于在细

胞 质 ， 极 少 数 可 在 细 胞 核 内 观 察 到 有 表 达 ， 而 在

HCC组织中可观察到CDC6在胞浆与胞核强阳性表

达（图2）。

图 1　CDC6 mRNA 与蛋白表达检测　　A：qRT-PCR 结果；B：Western blot 结果
Figure 1　Measurement of mRNA and protein expressions of CDC6　　A: Results of qRT-PCR; B: Results of Western blot analysis
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图 2　免疫组化检测 CDC6 表达（×200）　　A：癌旁组织；B：HCC 组织

Figure 2　Immunohistochemical staining for CDC6 expression (×200)　　A: Tumor adjacent tissue; B: HCC tissue 
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2.3  CDC6 的表达水平与 HCC 患者临床病理因

素的关系

通过计算HCC组织标本中的CDC6表达量的平

均值，高于平均值的为CDC6高表达组（47例），

低于平均值的为CDC6低表达组（38例），统计分

析 其 与 患 者 临 床 病 理 参 数 及 预 后 间 的 关 系 。 单 因

素分析结果显示，HCC组织中CDC6基因表达水平

与 患 者 肿 瘤 大 小 、 临 床 分 期 、 分 化 程 度 及 卫 星 结

节等明显有关（均P<0 .05），而与患者性别、年

龄、AFP、HbsAg、肝硬化程度及肿瘤胞膜完整性

无关（均P>0.05）（表1）。

2.4  CDC6 表达水平与 HCC 预后的关系

高 表 达 C D C 6 患 者 的 无 瘤 生 存 时 间 和 总 生 存

时间明显低于CDC6低表达组患者，低表达CDC6

的 患 者 获 得 更 长 的 无 瘤 生 存 期 和 更 长 的 生 存 时

间 （ 均P<0 . 0 5 ） （ 图 3 ） 。 影 响 肝 细 胞 肝 癌 患 者

术 后 预 后 的 单 因 素 分 析 结 果 如 表 2 所 示 。 C o x 多

因 素 风 险 回 归 模 型 分 析 发 现 ，  C D C 6 的 表 达 可

以 作 为 判 断 H C C 患 者 无 瘤 生 存 率 （HR=1 . 0 8 9 ，

95% CI=0 .986~1.186，P=0 .033）以及总生存率

（HR=2.441，95% CI=1.128~3.652，P=0.012）

的独立危险因子（表3）。

表 1　CDC6 表达与 HCC 患者临床病理参数间关系 [n（%）]
Table 1　Relations of CDC6 expression with clinicopathologic factors of HCC patients [n (%)]

因素
CDC6 低表达

（n=38）

CDC6 高表达

（n=47）
P 因素

CDC6 低表达

（n=38）

CDC6 高表达

（n=47）
P

性别 临床分期
　男 15（39.47） 26（55.31）

0.535
　I 期 28（73.68） 15（31.91）

0.037
　女 23（60.53） 21（44.69） 　II/III 期 10（26.32） 32（68.09）
年龄（岁） 分化程度
　≤ 50 16（42.10） 20（42.55）

0.966
　高分化 25（65.78） 14（29.78）

0.023
　＞ 50 22（57.90） 27（57.45） 　中低分化 13（34.22） 33（70.22）
血清 AFP（μg/L） 肿瘤大小（cm）
　≤ 25 15（39.47） 24（51.06）

0.286
　≤ 5 18（47.36） 12（25.53）

0.036
　＞ 25 23（60.53） 23(48.94) 　＞ 5 20（52.64） 35（74.47）
肝硬化 肿瘤胞膜
　无或轻度 13(34.21) 17（36.17）

0.850
　完整 17（44.73） 14（29.78）

0.154
　中度或重度 25(65.79） 30（63.83） 　不完整 21（55.27） 33（70.22）
HbsAg 卫星结节
　阴性 8（21.05） 16（34.04）

0.185
　有 10（26.31） 34（72.34）

<0.01
　阳性 30（78.95） 31（65.96) 　无 28（73.69） 13（27.66）
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图 3　不同 CDC6 表达量 HCC 患者无瘤生存率及总生存率比较
Figure 3　Comparison of tumor-free survival rate and overall survival rate between HCC patients with diff erent CDC6 expression levels
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3　讨　论

CDC6基因属于AAA+家族成员，在真核生物

中高度保守，具有ATP酶活性，最初是在酿酒酵母

突变筛选中被发现，温度敏感的CDC6突变酿酒酵

母能阻止细胞G1-S的转换[11]。人的CDC6基因定位

于17q21.3染色体，其表达受到S期转录因子E2F家

族调控，在起始DNA复制中发挥重要作用 [12-13 ]。

已 有 的 研 究 [ 5 - 7 ,  1 0 ]发 现 C D C 6 在 人 恶 性 肿 瘤 广 泛 异

常 表 达 ， 如 胶 质 瘤 、 肺 癌 、 卵 巢 癌 和 前 列 腺 癌 。

在胶质瘤中CDC6显著高表达，并可以作为判断脑

肿瘤生长的重要指标[5]。Allera-Moreau等[7]在肺癌

中发现，CDC6高表达于肺癌组织中，并与肺癌患

者 的 无 瘤 生 存 期 和 总 生 存 期 均 显 著 相 关 性 ， 可 以

作 为 判 断 患 者 预 后 的 重 要 指 标 。 本 研 究 首 次 报 道

了CDC6蛋白在HCC中的表达及其临床意义。本研

究发现，与正常癌旁组织相比，HCC组织中CDC6

显 著 升 高 ， 这 与 在 其 它 肿 瘤 中 的 发 现 一 致 。 发 现

C D C 6 的 表 达 与 H C C 的 恶 性 病 理 特 征 如 患 者 肿 瘤

大 小 、 临 床 分 期 、 分 化 程 度 及 卫 星 结 节 、 肿 瘤 包

膜均显著相关，并且高表达CDC6的患者其无瘤生

存 时 间 和 总 生 存 时 间 均 显 著 缩 短 ， 以 上 结 果 提 示

CDC6在HCC的发生发展中具有重要作用，其表达

水平可以作为判断患者复发及预后的重要指标。

本 研 究 发 现 ， C D C 6 在 H C C 中 高 表 达 ， 并 与

恶 性 病 理 参 数 相 关 ， 表 明 C D C 6 在 H C C 发 生 过 程

中 起 着 重 要 作 用 。 C D C 6 在 细 胞 周 期 中 能 够 促 进

细 胞 由 G 1期 进 入 S 期 ， 促 进 细 胞 增 殖 。 本 研 究 结

果 示 ： 高 表 达 C D C 6 与 肿 瘤 大 小 显 著 相 关 ， 提 示

CDC6可能促进HCC细胞增殖。目前CDC6在肿瘤中

的高表达的具体机制已有相关研究，有研究 [14-16 ] 

报道指出E2F，GATA1及PTEN可调控CDC6启动

子 活 性 及 C D C 6 蛋 白 的 表 达 。 C D K 的 活 性 能 够 通

过将CDC6结合到C1b2从而影响CDC6的转录、降

解及入核过程[17]。已有文献[18]报道关于CDC6影响

癌 细 胞 增 殖 的 文 献 ， 如 在 人 神 经 细 胞 瘤 细 胞 中 敲

表 2　影响 HCC 患者预后的单因素分析
Table 2　Univariate analysis of prognostic factors for HCC patients

因素
无瘤生存 总生存

因素
无瘤生存 总生存

中位生存期

（月）
P

中位生存期

（月）
P

中位生存期

（月）
P

中位生存期

（月）
P

性别 分化程度
　男 20.9

0.86
32.8

0.760
　高 26.8

0.016
34.2

0.024
　女 21.8 33.6 　中低 10.6 12.1
年龄（岁） 肿瘤大小（cm）
　≤ 50 22.8

0.64
31.8

0.550
　≤ 5 24.6

0.168
32.5

0.231
　＞ 50 21.9 30.6 　＞ 5 22.4 31.6
血清 AFP（μg/L） 肿瘤胞膜
　≤ 25 21.6

0.68
32.1

0.960
　完整 20.6

0.096
33.5

0.126
　＞ 25 18.3 26.7 　不完整 19.9 32.4
肝硬化 卫星结节
　无 21.8

0.046
36.4

0.043
　有 11.6

0.039
16.3

0.046
　有 17.3 22.9 　无 26.3 38.9
HbsAg CDC6 表达
　阴性 22.8

0.067
33.6

0.290
　低表达 50.8

0.011
59.4

0.020
　阳性 19.6 30.9 　高表达 19.7 25.2
临床分期
　I 期 24.6

0.019
35.1

0.026
　II/III 期 11.3 12.6

表 3　影响 HCC 患者预后的多因素分析
Table 3　Multivariate analysis of prognostic factors for HCC patients

因素
无瘤生存率 总生存率

HR（95% CI） P HR（95% CI） P
临床分期（I vs. II/III） 1.023（0.998~1.112） 0.031 2.13（0.978~3.132） 0.095
分化程度（高 vs. 中低） 1.143（1.027~1.281） 0.021 3.071（0.981~4.189） 0.038
CDC6 表达（高 vs. 低） 1.089（0.986~1.186） 0.033 2.441（1.128~3.652） 0.012
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低CDC6的表达能够导致重要抑癌基因p53的表达

从 而 影 响 细 胞 增 殖 。 敲 低 C D C 6 的 表 达 能 够 抑 制

T c a 8 1 1 3 舌 鳞 状 细 胞 癌 细 胞 的 增 殖 [ 1 9 ]。 G o n z a l e z 

等[20]通过过表达CDC6发现能够直接抑制重要抑癌

基 因 I N K 4 / A R F 的 表 达 影 响 癌 细 胞 的 致 瘤 性 。 在

本研究中有趣的发现是，CDC6在正常的组织标本

中 弱 表 达 于 细 胞 浆 ， 极 少 数 存 在 于 细 胞 核 ， 而 在

H C C 组 织 标 本 中 发 现 ， C D C 6 不 仅 高 表 达 于 细 胞

浆，而且存在入核现象。CDC6在HCC中的具体功

能及其机制有待进一步研究。

综 上 所 述 ， C D C 6 在 H C C 组 织 中 呈 高 表 达 状

态，高表达CDC6与HCC恶性临床病理特征及不良预

后密切相关。CDC6的表达可以作为判断HCC患者术

后复发和不良预后的重要指标，其在HCC的发生发

展过程的作用及具体机制有待进一步深入研究。
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