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乙型肝炎病毒及黄曲霉毒素暴露的肝细胞癌中

β犮犪狋犲狀犻狀、犘犜犈犖 的ｍＲＮＡ表达
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　　摘　要：目的　研究β犮犪狋犲狀犻狀、犘犜犈犖 基因在乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）及黄曲霉毒素Ｂ１（ＡＦＢ１）暴露下肝细胞癌（ＨＣＣ）中 ｍＲ

ＮＡ表达，探讨在双暴露情况下β犮犪狋犲狀犻狀、犘犜犈犖 与 ＨＣＣ发生、发展的关系。方法　根据ＨＢＶ与ＡＦＢ１的暴露情况，将１０８例肝

细胞癌手术切除研究对象分为４组，Ａ组：ＨＢＶ（＋）／ＡＦＢ１（＋）４８例；Ｂ组：ＨＢＶ（＋）／ＡＦＢ１（－）２７例；Ｃ组：ＨＢＶ（－）／ＡＦＢ１

（＋）１９例；Ｄ组：ＨＢＶ（－）／ＡＦＢ１（－）１４例。同时收集正常肝组织者２０例，分别来自肝外伤、肝血管瘤、肝移植供体等手术切除

标本作为正常对照组。采用逆转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）法检测β犮犪狋犲狀犻狀基因与犘犜犈犖 基因的 ｍＲＮＡ表达情况，分别对各组的表达

情况进行比较。结果　ＲＴＰＣＲ显示，β犮犪狋犲狀犻狀基因ｍＲＮＡ的半定量平均灰度值Ａ组（１．１３±０．１４）、Ｃ组（１．１６±０．１８）分别与

Ｄ组（１．０１±０．１３）相比，差异有统计学意义（犘＜０．０５），此外，Ａ、Ｂ（１．０６±０．１８）、Ｃ、Ｄ组与正常对照组比较，差异均有统计学意义

（犘＜０．００１）。犘犜犈犖 基因ｍＲＮＡ的半定量平均灰度值Ａ组（０．５４±０．１３）、Ｂ组（０．５９±０．１６）分别与Ｃ组（０．９７±０．１６）及Ｄ组

（０．９２±０．１３）相比，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。此外，Ａ、Ｂ、Ｄ组与正常对照组相比，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　β

犮犪狋犲狀犻狀基因的高表达率可能与ＡＦＢ１高暴露有关，犘犜犈犖 基因的失活与 ＨＢＶ高感染率有关。
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　　犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆβ犮犪狋犲狀犻狀ａｎｄ犘犜犈犖ｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｅｘｐｏｓｅｄｔｏｈｅｐａ

ｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ（ＨＢＶ）ａｎｄａｆｌａｔｏｘｉｎＢ１（ＡＦＢ１）．犕犲狋犺狅犱狊　１０８ＨＣＣｓｃａｍｅｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｉｓｔｒｉｃｔｓｏｆＧｕａｎｇｘｉｐｒｏｖｉｎｃｅｗｅｒｅｌａｂｅｌｅｄａｓ

ｆｏｕｒｃａｔｅｇｏｒｉｅｓｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｉｒｂｉｏｍａｒｋｅｒｓｏｆＨＢＶａｎｄＡＦＢ１ｅｘｐｏｓｕｒｅ．ＧｒｏｕｐＡ：ＨＢＶ（＋）／ＡＦＢ１（＋），４８ｃａｓｅｓ，ｇｒｏｕｐＢ：ＨＢＶ

（＋）／ＡＦＢ１（－），２７ｃａｓｅｓ，ｇｒｏｕｐＣ：ＨＢＶ（－）／ＡＦＢ１（＋），１９ｃａｓｅｓ，ｇｒｏｕｐＤ：ＨＢＶ（－）／ＡＦＢ１（－），１４ｃａｓｅｓ．Ａｎｄｎｏｒｍａｌｈｅｐａｔｉｃ

ｔｉｓｓｕｅｆｒｏｍ２０ｃａｓｅｓｏｆｈｅｐａｔｉｃｈｅｍａｎｇｉｏｍａ，ｌｉｖｅｒｒｅｓｅｃｔｉｏｎａｎｄｌｉｖｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔｄｏｎｏｒｗｅｒｅｃｈｏｓｅｎａｓｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ａｎｄｔｈｅ

ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆβ犮犪狋犲狀犻狀ａｎｄ犘犜犈犖ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲ．犚犲狊狌犾狋狊　Ｔｈｅｍｅａｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆβ犮犪狋犲狀犻狀ｇｅｎｅｍＲＮＡ
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ｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅ（０．５４±０．１３），（０．５９±０．１６），（０．９７±０．１６），（０．９２±０．１３）ａｎｄ（１．１０±０．１６）ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐＡａｎｄＤ，ＣａｎｄＤ．ＡｎｄｔｈｅｒｅｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐＡａｎｄＣ（犘＝０．００２），ＡａｎｄＤ（犘

＝０．０３２），ＢａｎｄＣ（犘＜０．００１）ａｎｄＢａｎｄＤ（犘＝０．０１１）．ＡｎｄｔｈｅｒｅｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｓｕｂｇｒｏｕｐＡ，ＢａｎｄＤａｎｄ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ａｌｌ犘＜０．０５）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ｔｈｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎβ犮犪狋犲狀犻狀ｏｆＨＣＣｃａｓｅｓｍａｙｂｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏＡＦＢ１

ｗｈｉｌｅｔｈｅｌｏｓｓｏｆｇｅｎｅ犘犜犈犖 ｍａｙｒｅｌａｔｅｔｏｔｈｅｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏＨＢＶ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ；ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢ；ａｆｌａｔｏｘｉｎＢ１；β犮犪狋犲狀犻狀；犘犜犈犖；ｍＲＮＡ

　　肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是全世界最常

见的恶性肿瘤之一［１］，其发病率在中国呈逐年上升趋势，２００７

年卫生部统计肝癌死因位于恶性肿瘤死因的第二位，并且乙型

肝炎病毒（ＨＢＶ）的高感染率和黄曲霉毒素Ｂ１（ＡＦＢ１）的高暴

露是原发性肝癌高发的主要因素之一［２３］。有研究表明［４］，β

犮犪狋犲狀犻狀基因突变与肝癌发生有关，而 ＨＢＶ与ＡＦＢ１的高暴露

均能够导致β犮犪狋犲狀犻狀基因的突变并同时影响β犮犪狋犲狀犻狀蛋白的

磷酸化。９．５％肝癌患者抑癌基因第１０号染色体缺失与

１８６１重庆医学２０１４年５月第４３卷第１４期
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士，主要从事肝癌抗原分子生物学研究。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：（０７７１）５３０１２５３，Ｅｍａｉｌ：Ｌｉ＿ｌｅｑｕｎ＠２６３．ｎｅｔ。



犘犜犈犖基因存在第４、５和８外显子的突变
［５］。肝癌的发生是

一个多基因和多步骤的过程，肝癌发生、发展过程中 ＨＢＶ与

ＡＦＢ１可能共同作用促使β犮犪狋犲狀犻狀基因和犘犜犈犖 基因发生改

变，为探索 ＨＢＶ和 ＡＦＢ１不同暴露情况下β犮犪狋犲狀犻狀 基因和

犘犜犈犖 基因ｍＲＮＡ表达与 ＨＣＣ的关系，本研究运用逆转录

ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）法从基因水平检测β犮犪狋犲狀犻狀和犘犜犈犖 基因表

达情况，为 ＨＢＶ及ＡＦＢ１高暴露的地区开展 ＨＣＣ的预防和

早期诊疗研究提供新的理论依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　１０８例 ＨＣＣ组织标本收集于广西医科大学

附属第一附属医院肝胆外科和广西医科大学附属肿瘤医院的

标本库，标本时间为２００８年５月至２０１０年７月，同时设正常

对照组２０例，取自正常肝组织标本，主要为肝血管瘤、肝外伤、

肝移植供体标本。手术标本的病例包括男９５例，女１３例；年

龄２８～７８岁，平均４８．６岁；肝癌直径为２．０～１６．５ｃｍ，平均

６．８ｃｍ。ＨＢＶ暴露阳性标准为血清中 ＨＢｓＡｇ（＋），ＡＦＢ１暴

露标准为癌组织中 ＡＦＢ１ＤＮＡ加合物免疫组织化学阳性
［６］。

根据上述检测结果以及研究目的，１０８例 ＨＣＣ患者根据 ＨＢＶ

与ＡＦＢ１的暴露情况，分为４组，Ａ组：ＨＢＶ（＋）／ＡＦＢ１（＋）４８

例；Ｂ组：ＨＢＶ（＋）／ＡＦＢ１（－）２７例；Ｃ组：ＨＢＶ（－）／ＡＦＢ１

（＋）１９例；Ｄ组：ＨＢＶ（－）／ＡＦＢ１（－）１４例。所有患者术前均

未接受放化疗处理，术后病理诊断均证实为 ＨＣＣ，所有选取的

病例均履行告知义务并签署知情同意书。

１．２　方法

１．２．１　ＡＦＢ１ＤＮＡ加合物检测方法　免疫组织化学染色：参

照Ｓａｎｔｅｌｌａ等
［７］的染色步骤。需同时设立阳性和阴性对照（对

照组的大鼠肝组织均由美国哥伦比亚大学ＲｅｇｉｎａＭ．Ｓａｎｔｅｌｌａ

教授惠赠）。阳性对照取１年雄性ＳＤ大鼠行腹腔注射 ＡＦＢ１

１．０ｍｇ／ｋｇ和２．５ｍｇ／ｋｇ剂量，２ｈ后处死取大鼠肝组织，未行

腹腔注射ＡＦＢ１的大鼠肝组织作为阴性对照。经免疫组织化

学染色后在显微镜下观察，阳性定义标准为切片背景清晰同时

肝细胞核结构完整，在细胞核内出现紫黑色点状颗粒。阴性定

义标准为在肝细胞核内无紫黑色点状颗粒。

１．２．２　ＲＴＰＣＲ法检测β犮犪狋犲狀犻狀与犘犜犈犖 基因的表达

１．２．２．１　癌组织总ＲＮＡ的提取、ＲＮＡ逆转录成ｃＤＮＡ　以

Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取总ＲＮＡ，紫外分光光度计测犗犇值，计算ＲＮＡ

含量和纯度。用Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司的ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤ

ＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓ试剂盒进行ＲＮＡ逆转录。

１．２．２．２　ＰＣＲ引物的设计与合成　由上海生工生物工程技

术服务有限公司合成。根据 Ｇｅｎｅｂａｎｋ中公布的人β犮犪狋犲狀犻狀

基因、犘犜犈犖 和犌犃犘犇犎 基因的 ｍＲＮＡ 序列，使用 Ｐｒｉｍｅｒ

Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０引物设计软件进行设计，并使用ＢＬＡＳＴ验证为基

因的特异性引物（各基因的正义引物和反义引物序列均跨至少

一个内含子）。

１．２．２．３　ＰＣＲ反应条件　将各试剂按顺序加入到ＰＣＲ反应

管中并混合后分装，每管的总反应体系为２５μＬ。所用试剂为

北京天根公司２×ＴａｐＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ，包括：２×ＭａｓｔｅｒＭｉｘ

１２．５μＬ，上下游引物各１．０μＬ，ＤＮＡ模板１０～１００ｎｇ，灭菌双

蒸水补至２５μＬ。反应条件：β犮犪狋犲狀犻狀 基因：９５ ℃预变性５

ｍｉｎ；变性９５℃３０ｓ，退火５４℃４０ｓ，延伸７２℃４０ｓ，３５个循

环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。犘犜犈犖 基因：９５℃预变性５ｍｉｎ；变性

９５℃３０ｓ，退火５７℃４０ｓ，延伸７２℃４０ｓ，３５个循环；７２℃

延伸１０ｍｉｎ。犌犃犘犇犎 基因反应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ；变

性９５℃３０ｓ，退火５５℃４０ｓ，延伸７２℃４０ｓ，３５个循环；

７２℃延伸１０ｍｉｎ。以上反应均终止于４℃。

１．２．２．４　ＰＣＲ产物分析　将ＰＣＲ产物电泳后的凝胶置于分

析仪观察，同时拍下图片进行分析。图片结果采用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ

Ｏｎｅ软件分析基因的灰度值，平均灰度值减去背景灰度值之差

为统计分析数值，β犮犪狋犲狀犻狀基因与犘犜犈犖 基因的统计值为其

灰度值与犌犃犘犇犎 灰度值之比。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计学处理。计

量资料的各组间均数比较，符合正态分布采用方差分析或成组

设计两样本狋检验，不符合正态分布的资料采用秩和检验，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　β犮犪狋犲狀犻狀基因 ｍＲＮＡ的表达情况　ＲＴＰＣＲ结果显示，

β犮犪狋犲狀犻狀基因ｍＲＮＡ的平均半定量灰度值 Ａ组、Ｃ组分别与

Ｄ组相比，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。此外，４个亚组与正

常对照组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０１），见表１、图１。

表１　　各组β犮犪狋犲狀犻狀ｍＲＮＡ半定量灰度值比较（狓±狊）

组别 狀 灰度值

Ａ组 ４８ １．１３±０．１４

Ｂ组 ２７ １．０６±０．１２

Ｃ组 １９ １．１６±０．１８

Ｄ组 １４ １．０１±０．１３ａｃ

正常对照组 ２０ ０．８５±０．１３ａｂｃｄ

　　ａ：犘＜０．０５，与Ａ组比较；ｂ：犘＜０．０５，与Ｂ组比较；ｃ：犘＜０．０５，与

Ｃ组比较；ｄ：犘＜０．０５，与Ｄ组比较。

图１　　各组β犮犪狋犲狀犻狀ｍＲＮＡ半定量灰度值

２．２　犘犜犈犖 基因ｍＲＮＡ的表达情况　ＲＴＰＣＲ的结果显示，

犘犜犈犖 基因ｍＲＮＡ的平均半定量灰度值 Ａ组与Ｃ组及Ｂ组

与Ｄ组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。此外，Ａ、Ｂ、Ｄ组

与正常对照组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表２、

图２。

表２　　各组犘犜犈犖 ｍＲＮＡ半定量灰度值比较（狓±狊）

组别 狀 灰度值

Ａ组 ４８ ０．５４±０．１３

Ｂ组 ２７ ０．５９±０．１６

Ｃ组 １９ ０．９７±０．１６ａｂ

Ｄ组 １４ ０．９２±０．１３ａｂ

正常对照组 ２０ １．１０±０．１６ａｂｃ

　　ａ：犘＜０．０５，与Ａ组比较；ｂ：犘＜０．０５，与Ｂ组比较；ｃ：犘＜０．０５，与

Ｄ组比较。
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图２　　各组犘犜犈犖 ｍＲＮＡ半定量灰度值

３　讨　　论

本研究结果提示，β犮犪狋犲狀犻狀基因的高表达率可能与 ＡＦＢ１

高暴露有关。ＡＦＴ是寄生曲霉、黄曲霉等真菌的代谢产物，根

据其细微结构的不同可分为Ｂ１、Ｂ２、Ｇ１、Ｇ２、Ｍ１、Ｍ２等多种化

合物，化学结构类似，在环境中广泛存在，尤其在高温潮湿地区

的霉变食品中［８］。研究发现，ＡＦＢ１的毒性最强且对肝的致癌

性最大［９］。ＡＦＢ１致癌的可能机制是ＤＮＡ损伤引起抑癌基因

狆５３和癌基因狉犪狊突变，ＤＮＡ损伤后ＤＮＡ上出现碱基突变或

碱基空缺，使狆５３的ＤＮＡ复制及转录过程受阻
［１０］。

本研究发现ＡＦＢ１高暴露组的β犮犪狋犲狀犻狀基因表达率显著

高于其他各组，Ｃ组的表达趋势高于Ｂ组，作为单独因素存在

时，ＡＦＢ１的效应要高于 ＨＢＶ，而β犮犪狋犲狀犻狀 表达在 Ａ组中最

高，则提示当两种因素同时存在时，对β犮犪狋犲狀犻狀表达可能具有

协同效应。Ｔｉｅｎ等
［１１］的研究发现癌细胞高及中分化的 ＨＣＣ

中β犮犪狋犲狀犻狀显著增高，与本研究结果一致。Ｗｎｔ／β犮犪狋犲狀犻狀信

号通路与肿瘤形成有关，通过转录翻译后修饰激活靶基因启动

肝癌再生程序［１２１３］。β犮犪狋犲狀犻狀基因的高表达率可能是β犮犪狋犲

狀犻狀在细胞膜的积聚影响细胞间的黏附，进而影响 ＨＣＣ的发

生、发展。

在本研究中，在 ＨＢＶ高感染组中，犘犜犈犖 基因的 ｍＲＮＡ

表达半定量灰度值低于其他各组，提示犘犜犈犖 基因失活与

ＨＢＶ高感染率有关。犘犜犈犖 是继狆５３及犚犫之后发现的重要

抑癌基因，在多种恶性肿瘤中存在此基因表达降低［１４１５］，

犘犜犈犖 在细胞内的主要作用机制是影响细胞内蛋白质磷酸化

水平，通过其脂质磷酸酶和蛋白磷酸酶发挥作用，犘犜犈犖 低表

达促使肿瘤发生、发展。本研究中运用 ＲＴＰＣＲ技术检测

犘犜犈犖 ｍＲＮＡ表达的半定量灰度值在 Ａ组与Ｂ组中要显著

低于Ｃ组与Ｄ组。而前两组的共同点均为 ＨＢＶ感染阳性。

由此本研究推断 ＨＢＶ的感染是导致犘犜犈犖 基因失活的因素

之一，ＨＢＶ的影响途径可能是通过引起犘犜犈犖 的缺失来降低

犘犜犈犖 基因的表达。ＨＢＶ／ＡＦＢ１双暴露的 ＨＣＣ中，犘犜犈犖

的表达水平明显下降，推断与 ＨＢＶ和 ＡＦＢ１具有协同作用有

关，而犘犜犈犖 基因的表达下调则可能主要与 ＨＢＶ感染有关，

ＡＦＢ１对犘犜犈犖 基因的表达下调可能有辅助协同作用。
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