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ＨＢＶ相关肝细胞癌的基因差异表达
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　　摘要：目的　探讨癌基因、抑癌基因在 ＨＢＶ相关 ＨＣＣ中的表达。方法　提取 ２２例 ＨＢＶ相关
ＨＣＣ患者肝癌及癌旁组织的 ｍＲＮＡ，逆转录合成含有 ３３ｐｄＡＴＰ标记的 ｃＤＮＡ探针，与含有 ３１７０个基
因或表达序列标签（ＥＳＴ）的 ｃＤＮＡ微阵列进行杂交，图像分析，基因数据库搜索，ＲＴＰＣＲ验证。结果
　 肝癌组织与癌旁组织间共有 １３６９个差异表达基因或表达序列标签（ＥＳＴ），其中有 １２１个基因或
ＥＳＴ表达差异 ＞２倍。肝癌组织与癌旁组织比较，１２１个基因或 ＥＳＴ中表达上调的有 ８８个，表达下
调的有 ３３个。ＴＭ４ＳＦ１基 因 在 肝 癌 组 织 中 阳 性 表 达 率 为 ８６．４％，在 癌 旁 组 织 中 无 表 达 （Ｐ ＜
０．００１）；ＳＴ１４基因在癌旁组织中阳性表达率为 ７２．８％，在癌组织中无表达（Ｐ ＜０．０１）。结论　
ＴＭ４ＳＦ１基因的表达上调和 ＳＴ１４基因的表达下调参与了肝癌的发生。
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　　肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）的发生
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　　作者简介：黄宇琨（１９７４－），女，湖南长沙人，中南大学湘雅医院博

士研究生，主要从事ＨＢＶ相关疾病方面的研究。

　　通讯作者：范学工　电话：０７３１－４３２７０９２（Ｏ）；Ｅｍａｉｌ：ｘｇｆａｎ＠ｈｏｔ

ｍａｉｌ．ｃｏｍ。

是由于细胞增殖与分化出现异常，表现为细胞的过

度增殖与分化减低，从而出现未分化细胞的恶性生

长现象，除了癌基因的致癌作用外，抑瘤基因的突

变也在肿瘤的发生发展中起作用。ｃＤＮＡ微阵列技

术是近年发展起来的一种新技术。ｃＤＮＡ微阵列克

服了传统方法对基因表达水平检测敏感度不够高
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（如 ＲＮＡ印迹）和需要大规模测序（如基因表达序

列分析）的局限性，并高敏感地定性、定量检测基

因表达水平，以及同时研究同一组织或不同组织中

成千上万个基因的表达，是一种高通量、快速有效

的基因表达分析方法［１］。本研究通过提取肝癌组

织的 ｍＲＮＡ与 ｃＤＮＡ微阵列进行杂交，并用 ＲＴＰＣＲ

验证差异表达的基因，旨在进一步探讨乙型肝炎病

毒（ＨＢＶ）相关 ＨＣＣ癌变的机理，从而为研究肝癌

的癌变机制提供线索。

１　材料和方法

１．１　标本来源

选取湘雅医院 ２００２年 ３月 ～２００２年 １０月收

治的 ２２例乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）相关 ＨＣＣ手术患

者的肝癌组织及癌旁组织标本。男 １８例，女 ４例；

年龄 ２１～７２（平均 ５１）岁；ＴＮＭ分期 Ｉ，ＩＩ期 １４例，

ＩＩＩ期 ８例。合并慢性乙型肝炎 ６例，肝硬化 １６例；

肿瘤直径≥５ｃｍ者 １７例，肿瘤直径 ＜５ｃｍ者 ５例；

肿瘤位于肝右叶 ７例，位于肝左叶 １５例。手术切

除后立即取出组织（肝癌组织取材时避开中心坏死

区，癌旁组织取材于癌周 ３ｃｍ处），液氮冻存备用，

所有癌组织均经病理检查证实诊断，癌旁组织亦证

实无癌细胞存在。

１．２　主要试剂

ＴＲＩｚｏｌ（美国 Ｇｉｂｃｏ公司产品），ｃＤＮＡ微阵列膜

（由上海开瑞公司制备），同位素 ３３ｐｄＡＴＰ（北京

亚辉公司产品），ｍＲＮＡ分离试剂盒（购自美国 Ｑｉａ

ｇｅｎ公司），ＲＴ试剂及标记试剂盒 （均购自美国

Ｐｒｏｍｅｇａ公司），ＰＣＲ标记物购自北京鼎国生物工程

公司。

１．２　方法

１．２．１　总 ＲＮＡ提取及 ｍＲＮＡ分离　按说明书用

ＴＲＩｚｏｌ提取总 ＲＮＡ，用于 ｃＤＮＡ微阵列的总 ＲＮＡ按

ＱＩＡＧＥＮ公司的 ｍＲＮＡｍｉｄｉＫｉｔ操作程序进一步分离

ｍＲＮＡ。

１．２．２　ｍＲＮＡ的逆转录及探针标记　将 ８μＬｍＲ

ＮＡ（１μｇ）转移到 ０．５ｍＬ离心管中，加入随机引物

３μＬ，添加 ９μＬ无 ＲＮａｓｅ水，７０℃水浴 ３ｍｉｎ，然后冰

上骤冷；依次加入 ５×缓冲液 １０μＬ，ＲＮａｓｅ抑制剂

１μＬ，ｄＮＴＰ（Ａ－）１μＬ，ｄＡＴＰ（１．０ｍｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，

ＭＭＬＶ酶 ２μＬ，３３ＰｄＡＴＰ１５μＬ后混匀，将离心管

放置于 ３７℃水浴 ０．５ｈ，４２℃水浴 １．５ｈ；取出后，

加入 １．５μＬ１０Ｎ的氢氧化钠；９５℃水浴 ５～７ｍｉｎ，

取出后冰上冷却 ３ｍｉｎ，离心数秒，再依次加入０．９

μＬ冰醋酸和 １０μＬ３Ｍ醋酸钠，混匀后加入 １５０μＬ

无水乙 醇，彻 底 混 匀 后 加 入 ２μＬ糖 原，混 匀 后

１５０００ｒ／ｍｉｎ，离心 １０ｍｉｎ，小心吸取上清至另一离

心管中，测定沉淀管与上清管的 ｃｐｍ值，向沉淀中

加入 ４０μＬ无 ＲＮａｓｅ水溶解，获得 ｃＤＮＡ探针。

１．２．３　微阵列膜杂交、洗膜、显影　将 ｃＤＮＡ微阵

列膜浸泡于 ６×ＳＳＣ溶液 ２ｍｉｎ后放入杂交管中，每

管加入 ４０ｍＬ预杂交液及变性的 １００ｇ／ｍＬ鱼精

ＤＮＡ６００μＬ，６８℃预杂交 ３ｈ以上。弃去预杂交液，

每管加入杂交液 ６ｍＬ和已经变性过的鱼精 ＤＮＡ

（１００μｇ／ｍＬ）８０μＬ，加 入 ４０μＬ已 变 性 的 探 针，

６８℃杂交 ２４ｈ。杂交后的微阵列膜置于 ５００ｍＬ洗

液 １（２×ＳＳＣ，０．５％ＳＤＳ）３７℃ 水浴摇床中振荡

５ｍｉｎ，转移至 ５００ｍＬ洗液 ２（２×ＳＳＣ，０．１％ＳＤＳ）

中，３７℃水浴摇床振荡 １５ｍｉｎ，转移至 ５００ｍＬ洗液

３（０．１×ＳＳＣ，０．５％ＳＤＳ）中，３７℃水浴摇床振荡

６０ｍｉｎ，换 ５００ｍＬ洗 液 ３，６２℃ 水 浴 摇 床 振 荡

６０ｍｉｎ，去离子水漂洗 ２次，磷屏压膜显影。

１．２．４　信号扫描和分析　用 ＦＬＡ－３０００Ａ扫描仪

（ＦｕｊｉＰｈｏｔｏＦｉｌｍ公司产品）扫描磷屏，进行感光强

度分析，分析软件为 ＡｒｒａｙＧａｕｇｅｓｏｆｔｗａｒｅ（ＦｕｊｉＰｈｏｔｏ

Ｆｉｌｍ公司产品）。膜的信号分析标准：２张膜上的

背景亮度值均设为 ０，如出现下列情况，表示克隆

代表的基因在这 ２种样品中有明显的表达差异：

（１）同一张膜上任意 ２个对照基因的亮度值差异

在 ２倍以上；（２）同一张膜上代表同一克隆的 ２个

点亮度差异在 ２倍之内；（３）一张膜上同一克隆的

两点亮度分别是另一张膜上对应点亮度的 ２倍以

上。

１．２．５　ＲＴＰＣＲ验证差异表达的基因　通过查询

基因库和人类数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ和 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｈｇｃ．ｓｈ．ｃｎ）筛选的差异表达基

因，选取差异表达的基因进行 ＲＴＰＣＲ验证。按照

前面所述的方法抽提 ＨｅｐＧ２细胞株、正常肝组织、

肝癌组织及相应的癌旁组织 ＲＮＡ，逆转录为 ｃＤ

ＮＡ。ＲＴ方法如下：ｍＲＮＡ０．２μｇ，ＯｌｉｇｏＤＴ１μＬ，加

去离子水补足至 １２μＬ，６５℃温育 ５ｍｉｎ，加入 ５×ＲＴ

缓冲液 ４μＬ；ｄＮＴＰ（１０ｍＭ）１μＬ；ＭＭＬＶ逆转录酶

１μＬ，离心 ５ｓ，３７℃ ６０ｍｉｎ；９５℃温育 ５ｍｉｎ灭活反

转录酶，稍加离心，即行 ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应体系：
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２５ｍＭ ＭｇＣｌ２ ２μＬ；１０×ＰＣＲ 缓 冲 液 ５μＬ；１０ｍＭ

ｄＮＴＰ１μＬ；上下游引物 １０ｐｍｏＬ／μＬ共 ２μＬ；内参照

引物 ２μＬｃＤＮＡ模板 ２μＬ；ｄｄＨ２Ｏ１０．５μＬ；Ｔａｑ酶

０．５μＬ；轻质石蜡油 ２５μＬ；总体积为 ５０μＬ。反应

程序为 ９４℃ ５ｍｉｎ，９４℃ ４５ｓ，５５℃ ４５ｓ，７２℃ １ｍｉｎ

为 ３０个循环，然后 ７２℃ １０ｍｉｎ，取出后 ４℃ ５ｍｉｎ

后电泳。ＴＭ４ＳＦ１引物序列是：上游 ５′ＴＣＴＴＣＡＴＴ

ＧＧＧＣＴＧＧＡＡＣＡＧ３′，下 游 ５′ＧＡＧＧＧＴＧＧＴＴＴＧＴＴＴＣ

ＣＴＣＡ３′；ＳＴ１４基 因 引 物 序 列 是：上 游 ５′ＴＧＴＧ

ＧＡＧＣＴＧＡＴＧＣＧＣＴＴＣＡ－３′，下 游 ５′－ＣＴＧＧＣＴＧＡＧ

ＧＡＡＧＡＣＴＧＡＧＧ－３′；ＧＡＰＤＨ（内 参 照）是 ５′ＴＴＧ

ＣＡＡＧＴＴＧＣＴＧ ＴＴＣＣＴＣＡ３′，５′ ＧＡＴＣＴＣＧＣＴＣＣＴＧ

ＧＡＡＧＡＴＧ３′。ＴＭ４ＳＦ１基 因 产 物 片 段 为 ７６１ｂｐ，

ＳＴ１４基因产物片段为 ４４１ｂｐ；内参照扩增片段为

６７５ｂｐ。

２　结　果

２．１　肝癌和癌旁组织的基因图谱及差异表达的

基因

肝癌组织与癌旁组织间共有 １３６９个差异表达

基因或表达序列标签（ＥＳＴ），其中有 １２１个基因或

ＥＳＴ表达差异 ＞２倍。肝癌组织与癌旁组织比较，

１２１个基因或 ＥＳＴ中表达上调的有 ８８个，表达下

调的有 ３３个［２］（表 １）。
表 １　部分肝癌和癌旁组织中差异表达的基因

基因分类 基因库登记号 基因名称 比率

细胞周期调控基因

　上调 Ｘ６６３６３ ＰＣＴＡＩＲＥ蛋白激酶１（ＰＣＴＡＩＲＥｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ１） ３．７７５０８４６９９８

ＡＩ６３２５４５ ＥＳＴｓ ３．１５０１８２３８１２

ＮＭ＿０１５６４６ Ｒａｓ相关蛋白１ｂ（ｒａｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｂ） ７．７８８１２６４４３７

　下调 ＢＥ７３４０８４ ＥＳＴｓ ０．３９１２１８０５２１４５

ＡＦ０６７８５５ 复染色体 （Ｇｅｍｉｎｉｎ） ０．２９９４０１７０３

癌基因 Ｍ９０６５７ 跨膜４超家族成员１（Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ４ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ１） ９．６７４２４３０１８

Ｍ１４３２８ ａ烯醇化酶（ａｌｐｈａｅｎｏｌａｓｅ） ３．３７５４４５４５７

ＮＭ＿００６２６７ ＲＡＮ结合蛋白２（ＲＡＮｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ２） ３．８１９２２１４３２

抑癌基因 ＢＣ００５８２６ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃｉｔｙ１４ ０．１４３４３６３６３７

ＡＩ３４６５０７ ＥＳＴｓ ０．２１０８３５２７５８１

ＡＦ１２９７５６ Ｇ６Ｂ蛋白（Ｇ６Ｂｐｒｏｔｅｉｎ） ０．３９２８２９５７７

　　　　注：比率为各基因在肝癌组织与癌旁组织的表达水平的比值

２．２　ＲＴＰＣＲ检测基因的结果

ＴＭ４ＳＦ１基因在 ８６．４％（１９／２２）的肝癌组织中

表达，在所有的癌旁组织均无表达（Ｐ ＜０．００１）

（图 １）；ＳＴ１４基因在 ７２．８％ （１６／２２）的癌旁组织

有表达，所有的癌组织均无表达（Ｐ ＜０．０１）（图

２）。

　　Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；１：阳性对照（ＨｅｐＧ２细胞株）；２，３：肝癌组

织；４：癌旁组织；５：阴性对照（正常肝组织）

图 １　ＲＴＰＣＲ检测 ＴＭ４ＳＦ１基因在肝癌组织及癌旁组织的
表达

　　Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；１：阴性对照 （ＨｅｐＧ２细胞株）；２：肝癌组

织；３：癌旁组织；４：阳性对照（正常肝组织）

图 ２　ＲＴＰＣＲ检测 ＳＴ１４基因在肝癌组织及癌旁组织的表
达
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３　讨　论

跨膜 ４超家族成员 １（ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ４ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ

ｍｅｍｂｅｒ，ＴＭ４ＳＦ１）属于跨膜 ４超家族，其成员有特

殊的 ４次跨越细胞膜结构，并能与 ＨＬＡ抗原以及整

合素相连，从而能促细胞生长、传导信息，可能与病

毒的黏附与进入肝细胞有关［３］。ＴＭ４ＳＦ１又名肿瘤

相关抗原 Ｌ６（ｔｕｍｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｎｔｉｇｅｎＬ６）为胞浆膜

蛋 白，易 于 被 相 应 的 抗 体 识 别。研 究［４，５］表 明

ＴＭ４ＳＦ１在肺癌、乳腺癌、结肠癌、卵巢癌等多种恶

性肿瘤中高表达，且已有 ＴＭ４ＳＦ１单克隆抗体能够

有效抑 制 乳 腺 癌 细 胞 生 长 的 临 床 报 道［５］，提 示

ＴＭ４ＳＦ１可能是一个肿瘤免疫治疗的靶点［６］。虽然

ＴＭ４ＳＦ１在肿瘤发生发展过程中的确切生物学功能

仍然 不 清 楚，但 在 肺 癌 患 者 中 的 研 究［７］表 明，

ＴＭ４ＳＦ１表达的升高与术后肿瘤早期扩散和患者生

存率降低呈正相关，提示 ＴＭ４ＳＦ１可能与肿瘤的侵

袭和转移有关。本研究发现 ＴＭ４ＳＦ１在 ８６．４％的

肝癌 组 织 表 达，而 在 癌 旁 组 织 中 无 表 达，提 示

ＴＭ４ＳＦ１在 ＨＢＶ相关 ＨＣＣ中也可能是一个肿瘤标

志物，有关该基因的功能和其在 ＨＣＣ中的临床意

义，笔者正在进一步研究中。

Ｚｈａｎｇ等［８］通过荧光原位杂交技术发现 ＳＴ１４

（ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃｉｔｙ１４）位于人染色体１１ｑ２４

～ｑ２５，此区域在大肠癌、乳腺癌和卵巢癌均存在杂

合子丢失的现象，提示 ＳＴ１４的缺失可能参与了上

述肿瘤的发生。Ｌｉｎ等［９］发现 ＳＴ１４位于乳腺癌细

胞表面，能 够 编 码 胰 蛋 白 酶 样 －丝 氨 酸 蛋 白 酶

（ｔｒｙｐｓｉｎｌｉｋｅｓｅｒｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｓ）。Ｏｂｅｒｓｔ等［１０］通过分析

正常乳腺细胞和乳腺癌细胞株，发现 ＳＴ１４的表达

可以作为区分正常细胞和乳腺癌细胞的标志物。

Ｔａｋｅｕｃｈｉ等［１１］证实，ＳＴ１４在正常的细胞，如肝、前

列腺、肾等表 达，笔 者 发 现 ＳＴ１４基 因 在 ７２．８％

（１６／２２）的 ＨＢＶ相关 ＨＣＣ的癌旁组织有表达，所

有的癌组织无表达，提示 ＳＴ１４作为一种抑癌基因

的下调参与了肿瘤的发生机制。笔者推测 ＳＴ１４表

达下调时，由于缺少了 ＳＴ１４的抑制突变的功能，肝

细胞突变增加，最终促进 ＨＣＣ发生。
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