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　　摘要：目的　 探讨肝癌相关的新基因 ＢＣ０４７４４０在肝细胞癌（ＨＣＣ）中的表达及其病理学意义。

方法　采用 逆 转 录 聚 合 酶 链 反 应 （ＲＴＰＣＲ）半 定 量 检 测 ３６例 ＨＣＣ及 其 相 应 的 癌 旁 肝 组 织 中

ＢＣ０４７４４０ｍＲＮＡ的表达，并将该基因在 ＨＣＣ中的表达分为过高表达组及较高表达组，分析其与肿瘤

病理变化的关系。结果　３６例 ＨＣＣ中 ＢＣ０４７４４０基因 ｍＲＮＡ的表达较癌旁肝组织高，其平均光密度比

值分别为 ０．２５９４±０．０９２８和 ０．０９４２±０．０４４３，差异有极显著性意义（Ｐ＜０．０１）；过高表达组与较高

表达组相比较，前者肝癌直径较大，门静脉受侵较严重，差异有显著性（Ｐ＜０．０５）。结论　ＢＣ０４７４４０

基因与 ＨＣＣ的发生、发展和侵袭转移有关。
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　　在肝癌相关基因的筛选中，通过抑制消减杂交
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（ＥＳＴ），进行序列分析后，发现它代表新基因或不

同剪接体的 ＥＳＴ［１－２］。进一步用 ＲＡＣＥ等方法获得

该新 基 因全 长 ｃＤＮＡ序 列，经 检索 基 因 库 （Ｇｅｎｅ

Ｂａｎｋ），发 现 其 与 １条 新 公 布 但 功 能 未 知 的 长

１４７６ｂｐ的基因序列（登录号 ＢＣ０４７４４０）同源［２］。

为进一步确定该基因与肝癌发生发展的关系，笔者

采用半定量逆转录 －聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）方法

检测肝细胞癌（ＨＣＣ）中 ＢＣ０４７４４０基因 ｍＲＮＡ的表
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达，并分析其与肝癌临床病理特征的关系，以探讨

ＢＣ０４７４４０基因在肝细胞癌发生发展和侵袭转移中

的作用。

１　材料和方法

１．１　材料来源

标本取自本院手术切除的 ３６例 ＨＣＣ组织和相

应的癌旁肝组织。其中男 ２９例，女 ７例；年龄 ３２～

７８（平均 ５３）岁，术前均未经化疗或栓塞治疗。所

有标本经病理组织学切片证实。肿瘤切除后立即

切取肝癌组织与距癌组织边缘 １．５ｃｍ以上的肝组

织，放入液氮中保存。切缘经病理证实未见癌细

胞。

１．２　实验方法

１．２．１　总 ＲＮＡ提取　采用 Ｐｒｏｍｅｇａ公司的 ＳＶ总

ＲＮＡ分离系统（ＳＶＴｏｔａｌＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ）。按操

作说明称取 ３０ｍｇＨＣＣ及癌旁肝组织提取总 ＲＮＡ；

用 ０．８％琼脂糖凝胶电泳分析并证实其完整性，紫

外分光光度仪测其 ＯＤ值和浓度。

１．２．２　ＲＴＰＣＲ　试剂盒购自 ＴａＫａＲａ公司，按说明

书操作。向灭 ＲＮＡ酶的 ＰＣＲ管中依次加入试剂盒

内 ＭｇＣｌ２ ２μＬ，１０×ＲＴ缓 冲 液 １μＬ，ｄＮＴＰ１μＬ，

ＲＮａｓｅ抑制剂 ０．２５μＬ，ＡＭＶ逆转录酶 ０．５μＬ，Ｏｌｉｇｏ

引物 ｐｒｉｍｅｒ０．５μＬ。根据 ＲＮＡ浓度计算所加 ＲＮＡ

体积，总 ＲＮＡ投入量 １μｇ，再调整不含 ＲＮＡ酶的水

（ＲＮａｓｅｆｒｅｅｄＨ２Ｏ）量，使反应终体积为 １０μＬ。逆转

录条件：５０℃，３０ｍｉｎ；９９℃，５ｍｉｎ；５℃，５ｍｉｎ。逆转

录产物置于 －２０℃保存，取 ５μＬ产物用于 ＰＣＲ反

应。

１．２．３　ＰＣＲ引物的设计　根据人 ＢＣ０４７４４０基因

及 βａｃｔｉｎ基因碱基序列，应用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软

件，于 基 因 不 同 外 显 子 上 设 计 上 下 游 引 物。

ＢＣ０４７４４０和 βａｃｔｉｎ扩增片段长度分别为 ３６７ｂｐ

和 ３００ｂｐ。引物序列为：ＢＣ０４７４４０上游引物为 ５′

ＣＣＣＴＴＣＣＣＴＧＧＧＴＧＡＣＴＧＣＴＣＴ ３′，下 游 引 物 为 ５′

ＣＣＧＣＣＧＡＴＴＣＣＴＣＡＧＣＣＡＴＡＡＡＣ３′；βａｃｔｉｎ上游引物

为 ５′ＣＡＴＣＴＣＴＴＧＣＴＣＧＡＡＧＴＣＣＡ３′，下游引物为 ５′

ＡＴＣＡＴＧＴＴＴＧＡＧＡＣＣＴＴＣＡＡＣＡ３′。所 有 引 物 由 上 海

生物工程技术有限公司合成。

１．２．４　ＰＣＲ操作步骤　ＢＣ０４７４４０与 βａｃｔｉｎ采取

两管法异管扩增。向消毒 ＰＣＲ管中逐项加入 ５×

ＲＴ缓冲液 １０μＬ，ＢＣ０４７４４０（或 βａｃｔｉｎ）上游引物

（２０ｐｍｏｌ／μＬ）１μＬ，下游引物（２０ｐｍｏｌ／μＬ）１μＬ，

ＴａｑＤＮＡ聚合酶 （ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ）０．２５μＬ，ｃＤＮＡ５μＬ，

ｄｄＨ２Ｏ３２．７５μＬ；总 体 积 ５０μＬ。将 ＰＣＲ 管 置 入

ＤＮＡ扩增仪中，按下述条件进行扩增。ＢＣ０４７４４０

基因的扩增条件为：９４℃预变性 ２ｍｉｎ；２６个循环：

９４℃，３０ｓ；６２℃，３０ｓ；７２℃，３０ｓ；最后于 ７２℃延

伸 １０ｍｉｎ。βａｃｔｉｎ扩增条件为 ９４℃预变性 ２ｍｉｎ；２６

个循环：９４℃，４５ｓ；５５℃，４５ｓ；７２℃，４５ｓ；最后于

７２℃延伸 １０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物置于 －２０℃保存。用含

０．５μｇ／ｍＬ溴化乙锭的 １．５％琼脂糖凝胶电泳对

ＰＣＲ产物进行鉴定。取 ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ４μＬ与 ＰＣＲ

产物同时进行电泳，通过 ＰＣＲ扩增片段条带位置与

ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ比较，判断扩增片段的大小。

１．２．５　半定量分析　ＢＣ０４７４４０基因 ｍＲＮＡ表达

丰 度 的 半 定 量，是 通 过 将 配 对 组 织 样 本 中

ＢＣ０４７４４０基因和细胞中恒定表达的 βａｃｔｉｎ基因

的 ＲＴＰＣＲ产物的比较而进行的。以此判断该基因

在不同组织中表达丰度的高低。通过 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ

软件测定不同条带的光密度值，基因的表达值以

（ＢＣ０４７４４０密度值／βａｃｔｉｎ密度值）×１００％表示。

为建立可比性，在 ＲＴＰＣＲ步骤及其产物电泳

过程中均采取以下措施：（１）肝癌组织及癌旁正常

肝组织提取的总 ＲＮＡ均经紫外分光光度仪测定其

纯度及含量。用于逆转录步骤中的标本 ＲＮＡ吸光

度 ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ值均在 １．７～２．０，各样本在行

ＲＴ时均取 １μｇ总 ＲＮＡ进行逆转录。（２）同时扩增

两对引物的目的条带，采取 ＢＣ０４７４４０与 βａｃｔｉｎ异

管扩增，理由：若在同一 ＰＣＲ反应体系中同时扩增

ＢＣ０４７４４０与 βａｃｔｉｎ，两对引物将会竞争模版，且极

易产生引物二聚体，出现非特异性扩增［７］；而且 β

ａｃｔｉｎ基 因 表 达 丰 度 较 高，ＰＣＲ 反 应 条 件 与

ＢＣ０４７４４０也不相同。（３）各反应管中各样本 ｃＤ

ＮＡ量完全相同（５μＬ），ＢＣ０４７４４０及 βａｃｔｉｎ的循

环次数均为 ２６，ＰＣＲ产物加不同泳道电泳作为外参

照。（４）电泳时每一泳道加各样本的 ＢＣ０４７４４０及

βａｃｔｉｎＰＣＲ产物的溶液量均相同。用凝胶成像系

统摄取各样本，在同一凝胶上的电泳图，通过成像

分析软件计算比较每一泳道中 ＢＣ０４７４４０及 βａｃ

３８５
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ｔｉｎＰＣＲ产物条带的光密度值，计算 ＢＣ０４７４４０与 β

ａｃｔｉｎ条带的光密度的相对比值，通过比较各样本的

ＢＣ０４７４４０相对值。最终得出 ＢＣ０４７４４０在肝癌组

织及癌旁肝组织中表达的相对含量。

１．３　统计学处理

ＨＣＣ与癌旁肝组织中 ＢＣ０４７４４０ｍＲＮＡ的表达

的 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析； ＨＣＣ 中

ＢＣ０４７４４０ｍＲＮＡ的表达与临床病理学指标之间的

关系 的 检 验 采 用 Ｆｉｓｈｅｒ确 切 概 率 法 检 验，应 用

ＳＰＳＳ１０．０统计软件进行分析。Ｐ ＜０．０５为有显著

性差异。

２　结　果

２．１　ＢＣ０４７４４０基因的表达情况

本结果显示 ＢＣ０４７４４０基因在 ＨＣＣ组织和癌旁

肝组 织 中 有 不 同 程 度 的 表 达，但 ＨＣＣ组 织 中

ＢＣ０４７４４０基因 ｍＲＮＡ的表达水平明显高于相应的

癌旁肝组织（附图）。３６例 ＨＣＣ组织中 ＢＣ０４７４４０

基因 ｍＲＮＡ表达量的平均光密度比值为 ０．２５９４±

０．０９２８，癌旁肝组织中 ＢＣ０４７４４０基因 ｍＲＮＡ表达

量的平均光密度比值为 ０．０９４２±０．０４４３，二者差

异有非常显著意义（Ｐ＜０．０１）。

附图　ＲＴＰＣＲ产物电泳条带 ＢＣ０４７４４０产物为 ３６７ｂｐ，内
参 照 βａｃｔｉｎ产 物 为 ３００ｂｐ。 从 右 至 左 依 次 为
ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ、肝癌（Ｔ）、肝癌内参照、癌旁肝组织
（Ｎ）、癌旁内参照；ＢＣ０４７４４０在肝癌中的表达明显
高于癌旁肝组织

２．２　ＢＣ０４７４４０基因表达与 ＨＣＣ临床病理学指

标的关系

以 ３６例 ＨＣＣ中 ＢＣ０４７４４０基因 ｍＲＮＡ表达量

的平均值与癌旁肝组织中 ＢＣ０４７４４０基因 ｍＲＮＡ表

达量的平均值的比值（Ｘｔ∶Ｘｎ＝２．１）为界，将 ＨＣＣ

分为过高表达组 ２０例和较高表达组 １６例。比较

两组在临床病理学指标之间是否存在差异。结果

发现：ＢＣ０４７４４０基因过高表达组肿瘤直径较大，肝

内转移、肿瘤包膜及门静脉侵犯较多，肝硬化程度

较重；其中肿瘤直径、门静脉侵犯上差异有显著意

义（Ｐ＜０．０５）；而两组在甲胎蛋白（ＡＦＰ）、乙型肝

炎表面抗原（ＨＢｓＡｇ）阳性及细胞分化程度等指标差

异不明显（附表）。

附表　肝细胞癌临床病理学指标与ＢＣ０４７４４０表达的关系

临床病理特征 过高表达组 较高表达组 Ｐ值

性别

　男

　女

１６

４

１３

３
１．０００

直径（ｃｍ）

　≥５

　＜５

１５

５

６

１０
０．０４１

ＨＢｓＡｇ

　阳性

　阴性

１４

６

１０

６
１．０００

ＡＦＰ（ｎｇ／ｍＬ）

　≥２０

　＜２０

１５

５

１１

５
０．７２２

分化程度

　低中

　高

１１

９

７

９
０．３１５

肝硬化程度

　轻

　重

１２

８

８

８
０．７３７

肿瘤包膜侵犯

　有

　无

１３

７

８

８
０．５００

肝内转移

　有

　无

８

１２

５

１１
０．７３１

门静脉侵犯

　有

　无

１２

８

３

１３
０．０１９

３　讨　论

肝癌的发生是多基因、多因素参与的不同基因

４８５
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在不同时期的表达及功能紊乱而引起的复杂过

程。目前发现的与肝癌发生、发展有密切关系的

基因还不多。寻找肝癌相关的新基因是近年来研

究的热点［３］。自 １９８４年顾健人等对原发性肝癌

及肝癌 ７４０２细胞株 ＤＮＡ转染 ＮＩＨ／３Ｔ３所得转化

细胞的研究证明存在人 Ｎｒａｓ基因序列以来，肝癌

相关基因的研究迅速发展，目前已经发现与人类

肝癌发生有关的基因有 Ｎｒａｓ，ｃｆｍｓ，ｐ５３，ｃｍｙｃ，

ＩＧＦＩＩ，ＩＧＦＩＩＲ，ｐ１６，ｐ２１，ＤＣＣ，ｎｍ２３，ＴＧＦα，Ｃ

ｅｔｓ２及 Ｒｂ等［４］，但仍有许多与肝癌发生发展有

关的基因尚待确定。国内外不少学者已展开了肝

癌新基因克隆与鉴定的研究，通过弄清它们的结

构和功能，从本质上阐明肝癌的发生机制，为肝癌

的基因诊断与基因治疗打下基础。

肿瘤是细胞中多种基因突变累积的结果，其中

原癌基因的活化在肿瘤的发生、发展过程中起重

要的促进作用。例如癌基因 ｃｅｒｂＢ２可引起细胞

恶性转化，在维持肿瘤细胞恶性表型上也起重要

作用，其表达可被 ＥＧＦ等肽类调节因子诱导。有

人［５］发 现 ｃｅｒｂＢ２／ｎｅｕ能 阻 止 细 胞 的 程 序 性 死

亡。原癌基因 ｃｊｕｎ对人卵巢癌细胞生长有促进

作用，系一有意义的治疗靶基因。原癌基因 ＭＤＭ２

编码 ｐ９０（ＭＤＭ２），能与 ｐ５３结合阻断其转录活

化区进而灭活并降解 ｐ５３蛋白。野生型 ＭＤＭ２基

因还有另一产物 ｐ７６（ＭＤＭ２），它不能与 ｐ５３结

合，ｐ９０与 ｐ７６共存的比率能调节组织对 ＤＮＡ损

伤的应激作用［６］。本研究运用半定量 ＲＴＰＣＲ技

术，在肝癌和癌旁肝组织检测新基因 ＢＣ０４７４４０

的表达。结果表明该基因在肝癌组织和癌旁肝组

织中均表达，但癌组织中的表达水平明显高于相

应的癌旁肝组织 （Ｐ ＜０．０１）。ＨＣＣ中过高表达

组同较高表达组相比，涉及到肿瘤侵袭、转移方面

的特征如门静脉侵犯等方面均有显著差异，还与

肿瘤大小有关。本研究提示 ＢＣ０４７４４０基因是与

肝癌生长、侵袭、转移能力增强的一个密切有关基

因。因此推测，ＢＣ０４７４４０基因可能是与 ＨＣＣ的

产生有关的癌基因之一。恶性肿瘤发生侵袭和转

移包括基质降解［７］、细胞迁移和血管生成［８］等一

系列步骤，ＢＣ０４７４４０基因也可能在肝癌发生侵

袭、转移的某些步骤中起作用。该基因是否能作

为肝癌的早期诊断及判断肝癌转移潜能的一个新

的指标，或者是否可将其作为肝癌治疗的一个新

的靶点？存疑的问题都有待加大样本作深入研究

方能定论。
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