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表达水平及诊断肝癌的应用价值&方法
!
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检测外科切除的肝癌'

癌旁肝组织'肝血管瘤及肝局灶性结节性增生标本中
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表达水平!并比较肝癌与癌旁肝组织!甲胎蛋白"
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%阴性

与阳性的肝细胞性肝癌!肝良'恶性肿瘤之间
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表达水平的差异&结果
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在肝癌及癌旁肝组织中

均有表达!但在肝癌中的表达水平明显高于癌旁肝组织$在不同
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水平的肝细胞性肝癌中
.̀ -U>!8<RF

均高表达!差异无

统计学意义$在肝血管瘤及肝局灶性结节性增生中
.̀ -U>!8<RF

也有表达!但表达水平明显低于肝癌&结论
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在不同
F+?

水

平的肝细胞性肝癌中
.̀ -U>!8<RF

均高表达!而在癌旁肝组织及肝良性肿瘤中表达较低!
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可作为诊断肝癌的

一个重要标志物&
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因家族中的一员#主要参与蛋白质翻译后功能的修饰#在转录*

WRF

修复*核质物质转运及染色体分离等方面发挥重要作

用'
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)现已发现#

.̀ -U>!

的修饰调节了许多与癌症发生*发

展及转移有关的蛋白的功能#如
P

E#

*增殖细胞核抗原*雌激素

受体*端粒酶等'
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#提示
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基因与癌症发生*发展密切

相关)作者前期研究发现#
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基因在肝癌细胞株
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以及临床肝癌标本中均明显高表

达#而癌旁肝组织中
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基因表达较低'
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)本实验通过

检测临床肝癌*肝血管瘤及肝局灶性结节性增生标本中
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表达水平#以进一步评价
.̀ -U>!

基因诊断肝

癌的应用价值)
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材料与方法
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标本来源
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肝癌*癌旁肝组织*肝血管瘤及肝局灶性结节

性增生标本均来自本院外科
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年
!!

月至
"&&D

年
!"

月行

肝切除患者#均经术后病理检查确诊)共检测
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例#其中男
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例#女
%

例)肝细胞性肝癌术前甲胎蛋白$
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$本院正常值上限&
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例#肝细胞性肝癌术前
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例%肝内胆管细胞癌
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例#肝血管瘤
C

例#肝局灶性结

节性增生
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例)

=$>

!

仪器设备
!

?/<

热循环仪$

*I6IF8

P

+

?/<.

M

03I8

A'&&

&及
*I6I*I62G0-43HL

$

0

M

6

7

I6I

&全自动凝胶成像分析系

统)

=$?

!

主要试剂
!

<RF

提取试剂
=52d@N

$

_6;235@

7

I6

&*

<=>?/<

试剂*

UN2

7

@

$

:=

#

?5@8I

7

4

&*

->89(<=EYJGOOI5

$

?5@8I

7

4

&*

:R=?

$

*I6I54

M

,2@3IHL

&*

<640I

抑制剂$

?5@8I

7

4

&*

->89(

逆

转录酶$

?5@8I

7

4

&*

-403I5-2S

$

"Y=4

Q

?/<

#

=246

7

I6

&*

WRF

N4::I5

$

=246

7

I6

&等)

=$@

!

?/<

引物
!

从
L33

P

!""

KKK$6HJ2$6N8$62L$

7

@;

的
*I6>

,46]

中获得人
.̀ -U>!

*

'

>4H326

基因序列#应用
?528I5?5282>

I5E$&

软件设计引物#由
*I6I54

M

,2@3IHL

公司合成$表
!

&)

=$A

!

<=>?/<

检测
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采用
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提取

肝癌及癌旁肝组织总
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#合成
HWRF
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扩增每个标

本中
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基因的表达#以
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预变性
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#然后
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*

#E0
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#E0#&

个循环#
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延迟延伸
C826
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>4H326?/<

通

过
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预变性
E826

#然后
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*

#E0
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*
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个循环#
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溴化乙锭&#在紫外线灯下观察结果#通

过
*I6I*I62G0-43HL

全自动凝胶成像分析系统测条带灰度

值)各标本
.̀ -U>!8<RF

表达量为
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密度值与各

自
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>4H326

灰度值的比值)
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统计学方法
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数据以
Ng9

表示#应用
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统计软

件进行数据处理#两样本比较采用
5

检验进行统计分析#以
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为差异有统计学意义)

表
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反应引物
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在肝癌中明显高表达#而在癌旁肝组织

中表达较低$图
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例肝癌标本中
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#而癌旁肝组织中
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#两组
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表达水平差异有统计学意义$
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!肝细胞性肝癌%
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!癌旁肝组织)
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肝细胞性肝癌及癌旁肝组织中
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表达水平
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!肝细胞性肝癌%

"

!相应的癌旁肝组织)

图
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肝细胞性肝癌及癌旁肝组织中
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表达水平
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!胆管细胞性肝癌%
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!癌旁肝组织)

图
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肝胆管细胞性肝癌及癌旁肝组织中
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表达水平
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肝细胞性肝癌标本中
.̀ -U>!8<>

RF

表达水平与
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肝细胞性肝癌标本中
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在肝血管瘤及肝局灶性结节性增生标本中
.̀ -U>!
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表达水平很低$图
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表达量为
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#与肝癌标本比较#差异有统计学意义$
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标记%
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!肝血管瘤%

"

!肝局灶性结节性增生%

#

!血管瘤旁肝

组织%

%

!局灶性结节性增生旁肝组织)

图
%

!!

肝血管瘤'肝局灶性结节性增生及病灶旁肝组织中

.̀ -U>!8<RF

表达水平
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是泛素样蛋白家族中的一员#与泛素不同#

.̀ -U

与底物蛋白结合后不引起蛋白降解#而是调节蛋白功能'
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)越

来越多的蛋白被发现存在
.̀ -U

的修饰#这些蛋白的功能离

不开
.̀ -U

的调节作用)

.̀ -U

家族蛋白在进化中高度保

守#在 脊 椎 动 物 中
.̀ -U

家 族 蛋 白 包 括
.̀ -U>!

$
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广泛参与人类癌症相关蛋白功能的调节#促进癌症的

发生*发展'
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)因此
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与癌症发生*发展关系密切#是

癌症发生*发展的一个重要的调节因子)

肝癌是常见恶性肝肿瘤之一#由于起病隐匿*进展迅速#治

疗效果较差)现今诊断肝癌的手段除临床表现及体征外#影像

学技术特别是
/=

*

-<_

的进步在肝癌诊断中发挥不可或缺的

重要作用)

F+?

是部分肝细胞性肝癌分泌的蛋白质#是诊断

肝细胞性肝癌的一个重要的参考指标)我国颁布的肝细胞性

肝癌的临床诊断标准中#

F+?

具有重要的确诊价值)
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加上有肝癌特征的影像学检查#即可确诊为肝癌)

F+?

是我国诊断肝癌的重要参考指标#但不同的肝癌患者其

血清
F+?

水平明显不同#有些肝细胞性肝癌患者外周血
F+?

在正常值范围#因此寻找一种广泛存在于肝癌中能够协助诊断

肝癌的标志物具有重要意义)

有研究发现#在
8<RF

及蛋白水平
.̀ -U>!

基因在肝癌

标本中均明显高表达#而癌旁肝组织中
.̀ -U>!

基因表达较

低'

D

(

)通过
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方法#抑制肝癌细胞株
.--/>CC"!

中
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的表达#可明显抑制
.--/>CC"!

的生长'
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#提示
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-U>!

与肝癌发展关系密切)本研究采用
<=>?/<

方法#检测

肝癌*癌旁肝组织及肝良性肿瘤中
.̀ -U>!8<RF

表达水平#

并与临床常用的肝细胞性肝癌标志物
F+?

对比研究
.̀ -U>!

8<RF

诊断肝癌的应用价值)结果显示#在肝癌标本中
.̀ >

-U>!8<RF

表达水平明显高于癌旁肝组织#也明显高于肝血

管瘤及肝局灶性结节性增生标本)尽管在不同肝细胞性肝癌

患者血清中存在
F+?

量的差异#但在不同肝细胞性肝癌标本

中
.̀ -U>!8<RF

均明显高表达#不同
F+?

水平患者肝细胞

性肝癌标本中
.̀ -U>!8<RF

表达水平无明显差异#因此鉴

于在所有肝癌标本中均有
.̀ -U>!8<RF

高表达#

.̀ -U>!

8<RF

可成为诊断肝癌的一个有价值的指标)
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# 的条带$

R.

&#与
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连环蛋白相对分子质量极为

接近)而在未做免疫沉淀的全细胞裂解液$

_6

P

G3

&中#

'

>

连环蛋

白抗体同样检测到了此条带#提示该条带很可能代表一种可与

?[W#

及
'

>

连环蛋白免疫复合物结合的非特异蛋白$图
#
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讨
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作者前期研究证实#

?[W#

不仅调控前列腺癌细胞的增殖

和存活'

%

(

#还促进非小细胞癌
FE%A

的迁移和侵袭$尚未发

表&)

G?F<

与
G?F

前体结合后可激活
G?F

的活性#激活纤维

蛋白溶酶#降解细胞外基质#激活一系列基质金属蛋白酶#从而

促进包括前列腺癌在内的多种肿瘤的迁移和侵袭'

E>'

(

)本研究

表明#单纯过表达
?[W#

即可上调
T)["A#

中
G?F<

的转录

水平#而以
?-F

激活
?[W#

活性后
G?F<

的转录水平更是明

显上调#提示
?[W#

很可能通过上调
G?F<

的表达介导细胞的

迁移和侵袭)

?[W#

通过什么途径上调
G?F<

的表达呢+ 前期有研究

提示#

'

>

连环蛋白
>=/+%

信号通路可通过
F?!

间接上调结肠

癌细胞和组织中
G?F<

的表达'

C

(

#而近期有文献报道#

?[W!

可磷酸化
'

>

连环蛋白并使之从细胞核转位到细胞膜并与
)>

/4:LI526

结合#从而促进肿瘤细胞的黏附#抑制其侵袭'

!&>!!

(

)

鉴于
?[W!

与
?[W#

的同源性和可能存在的功能拮抗#本研究

假设
?[W#

可磷酸化
'

>

连环蛋白并使之转位到细胞核#从而间

接激活
G?F<

的转录)与之相符#

?-F

刺激
T)["A#

细胞可

诱导
?[W#

与
'

>

连环蛋白直接结合#为进一步验证上述假设提

供了有效证据)

在随后的研究中#作者拟采用激光共聚焦显微镜探求在不

同细胞系$

T)["A#

及前列腺癌细胞系&中及不同条件下

?[W#

与
'

>

连环蛋白之间可能存在的共定位关系#并以亚细胞

组分分离$

0GJHINNGN45O54H32@6432@6

&研究
?[W#

及
'

>

连环蛋白

应对各种刺激时在细胞质*细胞膜和细胞核之间的穿梭情况 #

以进一步证实
?[W#

与
'

>

连环蛋白之间的相互作用#并定位其

相互作用的区域)同时作者还将在不同的前列腺癌细胞系中

以报告基因
=@

P

ON40L

验证
?[W#

的表达和活性是否调控

=/+%

的转录活性)
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#

I34N$)>H4:LI526

P

L@0

P

L@5

M

N4>

32@6J

MP

5@3I26]2640IW!

"

P

5@3I26]2640I/

,

8G

-

20400@H2>

43I: K23L4N3I5I:HINNGN454

77

5I

7

432@646: 8@32N23

M

26

P

5@0343IH46HI5

'

^

(

$/46HI5<I0

#

"&&E

#

'E

!

%D#$

$收稿日期!

"&!&>&'>"A

&

$上接第
"&AA

页&

!!

;202@6

'

^

(

$-@N/INN,2@N

#

"&&'

#

"'

$

!"

&!

%%DA$

'

"

(

-45326.

#

R20L28G6IF

#

-INN@5 <̂

#

I34N$.̀ -U

M

N432@6

5I

7

GN43I0]42643I>5IHI

P

3@5>8I:243I:0

M

64

P

32H3546082002@6

'

^

(

$R43G5I

#

"&&C

#

%%C

$

C!%"

&!

#"!$

'

#

(

,G0HL8466=

#

+GHL0.a

#

9II/*

#

I34N$.̀ -U>!8@:2O2>

H432@6@O-:8"

P

5I;I6302300INO>GJ2

Q

G2326432@646:26>

H5I40I0-:8"4J2N23

M

3@GJ2

Q

G232643I

P

E#

'

^

(

$/INN

#

"&&&

#

!&!

$

C

&!

CE#$

'

%

(

/453I5.

#

,20HL@OU

#

WI

B

I46F

#

I34N$/>3I58264N8@:2O2H4>

32@605I

7

GN43I-W-":200@H2432@646:6GHNI45IS

P

@53@O

P

E#

'

^

(

$R43/INN,2@N

#

"&&C

#

A

$

%

&!

%"D$

'

E

(

?O46:I5,

#

-@N:@;46*9

#

.4HLI5-

#

I34N$.̀ -U>8@:2>

O2I:?/RF5IH5G230.50"3@

P

5I;I635IH@8J26432@6:G526

7

.

P

L40I

'

^

(

$R43G5I

#

"&&E

#

%#'

$

C&%A

&!

%"D$

'

'

(

[4548@Gd20-(

#

[@60346326@

P

@GN@0?F

#

,4:54+F

#

I34N$

.̀ -U46:I035@

7

I65IHI

P

3@5026J5I403H46HI5

'

^

(

$,5I403

/46HI5<I0=5I43

#

"&&D

#

!&C

$

"

&!

!AE$

'

C

(

cLI84NHI,

#

<22026

7

)-

#

,4G8466?

#

I34N$<@NI@O.̀ >

-U263LI:

M

6482H0@O3IN@8I5I84263I646HI26O2002@6

M

I403

'

^

(

$?5@HR43NFH4:.H2 .̀F

#

"&&C

#

!&%

$

#

&!

DA#$

'

D

( 郭武华#袁丽华#肖志华#等
$.̀ -U>!

基因在肝癌中的表

达及意义'

^

(

$

重庆医学#

"&&A

#

#D

$

"%

&!

"#&D$

'

A

(
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