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　　提　要　目的: 分析肝细胞癌多种抑癌基因失活的机理。方法: 应用 PCR、 South ern杂交技术对

pYN Z22、 p53和 Rb抑癌基因失活及其机理进行了研究。结果: 41. 7% ( 5 /12)的肝癌存在 pYN Z22. 1位点基因

的高甲基化 , 35% ( 7 /20)存在杂合缺失 ,过度高甲基化病例都伴有杂合缺失 ; 50%的肝癌存在 p53基因突变 ,

突变病例多伴另一等位基因缺失 ;约 25%的肝癌存在 Rb基因缺失 ,一例肝透明细胞癌存在 Rb基因 CpG岛

的高甲基化 ,未发现重排现象。结论:肝细胞癌存在多种抑癌基因的异常 ;抑癌基因失活的机理是多种的 ,多

种机理共同参与基因的完全失活。
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　　肿瘤分子遗传学研究表明:肿瘤的发生和演进为

多种遗传学事件积累的结果 ,其中抑癌基因的失活是

肿瘤发生发展的重要遗传学事件 [1, 2 ]。肝细胞癌是全球

最常见的恶性肿瘤之一 ,其发病机理尚不清楚。限制性

片段长度多态性分析表明: 人类肝癌存在多个染色体

位点的较高频率杂合缺失 ,提示肝癌的发生和发展过

程需要多个抑癌基因失活的参与
[2 ]
。本实验运用分子

生物学实验技术对肝细胞癌多个抑癌基因失活机理进

行了研究。

1　材料与方法

1. 1　标本收集及临床资料
　　 28例肝细胞癌均系我院肝胆外科住院病人 ,平均年龄 48

岁 ,男 24例 ,女 4例。瘤体直径小于或等于 5 cm的小肝癌 4例 ,大

于 5 cm但不伴肝内、外转移的中期肝癌 11例 ,伴肝内、外转移的

晚期肝癌 13例。将手术切下或术中活检的癌组织和远离癌灶的

肝组织以及因良性肝病手术的正常肝组织于液氮中速冻 , -

70℃保存。

1. 2　主要实验材料
　　 9600型 PCR热循环仪 ( PE公司 ) ;高压电泳仪、测序板及

干胶器均为 Bio-Rad公司产品 ;限制性内切酶 HpaⅡ 、 M spⅠ 、

HindⅢ 、 SacⅠ 、 SacⅡ 和 No tⅠ 以及随机引物标记试剂盒为

Promega公司产品。双链 PCR测序盒为 USB公司产品; [α-32P ] -

dCT P、 35 S-dATP和尼龙膜为 N EN公司产品。

1. 3　实验方法
1. 3. 1　高分子量 DN A提取　　采用蛋白酶 k消化 ,酚 /氯仿

抽提 ,乙醇沉淀的方法。

1. 3. 2　探针制备　　本实验所用目的基因片段 pYN Z22. 1、

Rb cDNA和 Rb5′端 DN A片段均来自北京市肿瘤防治研究

所。采用随机引物法标记目的基因片段 ,操作按说明书进行。本

实验探针的比放射活性大于 1× 109 min- 1 DNA。

1. 3. 3　 Southern杂交　　取 10μg DN A,相应内切酶酶切 ( 10

～ 20 u /μg DN A) , 0. 8%琼脂糖凝胶电泳 , (若检查基因缺失和

重排 ,癌组织和同一病例远离癌灶的肝组织样品在相邻的泳道

中电泳 ) ,凝胶经脱嘌呤、变性和中和处理后 ,于 10× SSC缓冲

液中转印 ,膜 在 80℃中烘烤 2 h;在含 50%甲酰胺的预杂交液

中 42℃预杂交 12～ 24 h ,加入探针继续杂交 16～ 24 h。2× SSC、

0. 1% SDS室温下洗膜 20 min× 2, 0. 2× SSC, 0. 1% SDS 60℃

洗膜 30 min, - 70℃曝光 3～ 12 d。

1. 3. 4　 PCR扩增　　反应总体积 10μl,模板 100 ng , dNN TP

200 μmo l /L , M g2+ 1. 5 mmo l /L , 10×缓冲液 1μl,引物 0. 25

μmo l / L (引物序列见附表 ) , T aq酶 0. 3 min。首次 94℃变性 4

min30 s,进入循环: 94℃变性 15 s,退火 11 s(温度见表 ) , 72℃

延伸 15 s。循环结束后 , 72℃延伸 10 min。

1. 3. 4. 1　V NTR技术检测 pYNZ22. 1基因位点杂合缺失: 参

照 Horn[3]的方法进行。癌和同一病例远离癌灶的肝组织样本

在相邻泳道中电泳。

1. 3. 4. 2　 RFLP技术检测 p53基因外显子 4和 Rb基因内含子 1

杂合缺失 [1]: 具体方法参照文献进行。癌和同一病例远离癌灶

的肝组织样品在相邻泳道中电泳。

1. 3. 4. 3　 SSCP银染技术检测 p53基因结构异常 [4]: 取 PCR产

物 1μl与 4μl 5×变性载样缓冲液 (含 95%甲酰胺 )混匀 , 95℃变

性 5 min, 12%聚丙烯酰胺凝胶 (含 5%甘油 , 0. 5× TBE, Acr 

Bis: 29 1) , 10℃恒流 ( 10m A)电泳 5～ 6 h,凝胶分别经 10%乙

醇固定 , 1% HNO3浸泡 , 0. 02mol AgNO3 (含 0. 1%甲醛 )染色 ,

预冷的 0. 28 mol /L Na2 CO3 (含 0. 05%甲醛 )显色 , 10%乙酸终

止反应。

1. 3. 4. 4　 PCR双链测序检测 p53基因第 7外显子突变: 用 4%

聚丙烯酰胺凝胶纯化 PCR双链 DN A模板。测序反应按美国

USB PCR双链直接测序盒操作说明进行。反应产物于 6%聚丙

烯酰胺凝胶 (含 7mo l尿素 ) , 35 W恒功率电泳 ,胶经 15%甲醇

和 5%乙酸混合液固定 20 min,干胶 40 min, - 70℃曝光 1～ 3 d。
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表 1　 PCR-SSCP和 PCR-RFLP检测所需引物

Tab 1　 Primcr sets used in PCR-SSCP or PCR-RFLP assays

Primer
set

Priming
Rcgion

Amplicon
Sizw ( bp)

Ann. Tem p
Polymo rphism

type
　　　　　 Primer s equcnces

1 p53 exon 4 176 60℃ Bs tuⅠ RFLP 5′-C AATGGATGAT TCGAT GC TG-3′

5′-AGAAT GC AAGA AGCGCAGAC-3′

2 p53 exon 5 244 60℃ —— 5′-CGT CT AGAC TGTC TC TT TCC TC TTCC-3′

5′-CGGTGGACT CTCC AGCC CCAGCT GC-3′

3 p53 exon 6 166 56℃ —— 5′-CGT CT AGAA TTC CTC AC TGAT TGC TC-3′

5′-CGGTC GAC TGT TGCAAAGCAGA-3′

4 p53 exon 7 165 60℃ —— 5′-CGT CT AGAGGCCT GTGT TGTC TCC-3′

5′-CGGTC GACGGT GGCAAGTGGCTOC-3′

5 p53 exon 8 195 56℃ —— 5′-CGT CT AGAC TC TT TT CCT ATCC TGAG-3′

5′-CGGTC GACC T TCT TGTC CTGC TT G-3′

6 pYNZ 22. 1 170～ 800 55℃ VN TR 5′-C AC AG TCT T TAT TC TTC AGC G-3′

5′-CGAAGAGTC AAGT GC AC AGG-3′

7 Rb in torn 1 180 62℃ Bam HI RFLP 5′-C AGGACGACGGCCC GG-3′

5′-C TGAGAC GC TCCGOCGT-3′

1. 4　 DN A甲基化分析原理
　　根据甲基化敏感的内切酶不能识别含有被甲基修饰了的

CpG序列的原理来测定 DNA甲基化水平 ,即当 Cp G被甲基化

时 ,不能酶切 ,产生较大的片段 ,相反则产生较小的片段 [5]。 Rb

基因 5′端和 pYN Z 22. 1基因位点 CpG岛的甲基化检测分别根

据 Sakai[5 ]和 M akos[6 ]建立的内切酶图谱进行。

2　结果

2. 1　肝细胞癌 Rb基因异常
2. 1. 1　 Rb基因 5′端 CpG岛的甲基化状态　　 6例正常肝组织

和 14例肝癌组织显示 3. 8 kb和 1. 6 kb两条带 ,表明 Rb基因 5′

端 SacⅡ酶切位点未被甲基修饰。但 1例肝透明细胞癌产生 5. 7

kb的高甲基化带 ,而同一病例远离癌灶的肝组织呈正常肝组

织的低甲基化模式 ,见图 1A。

图 1　 Southern杂交检查肝细胞癌 DNA甲基化状态

A: 示 T1 Rb基因甲基化异常　 B:示肝 pYNZ22. 1基因不同程度的高甲基化

N: 正常肝组织　 T: 肝癌组织　 kb: 千碱基对

Fig 1　 Analysis of DNA methylation by Southern blot in HCC

A: abno rmal methy la tion o f RB gene

B: hype rmethy lation of pYNZ22. 1 gene

N: no rmo l　 T: tumo r　 kb: kilobase

2. 1. 2　 Rb基因杂合缺失　　 Rb基因内含子 1杂合率为 50%

( 12 /24例 ) ,杂合缺失率为 25% ( 3 /12例 )。HindⅢ 酶切 , Rb基因

cDN A探针 South ern杂交发现 10例肝癌中 2例肝癌分别在 4.

5kb和 9. 8kb、 7. 5kb处缺失 ,未发现 Rb基因重排现象 ,见图 2。

伴 Rb基因缺失的肝癌均属晚期。

2. 2　肝细胞癌 pYNZ 22. 1基因异常

2. 2. 1　 pYN Z 22. 1基因杂合缺失　　杂合率为 80% ( 20 /25

例 ) ,其中杂合缺失率为 35% ( 7 /20例 ) ,伴杂合缺失的肝癌有 2

例属中期 , 5例为晚期 ,见图 3。
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图 2　肝细胞癌 Rb基因异常

A:示 Rb基因内含子Ⅰ 杂合缺失　 B:示 Rb基因缺失　 N:正常肝组织　 T:肝癌组织　 M:分子量标准为 puc 19 / HaeⅢ
Fig 2　 Analysis of abnormal Rb gene in HCC

A: LOH o f Rb gene at intmonⅠ 　 B: deletion of Rb gene　 N: normal

T: tumor　 M: standard mo lecula r w t. puc19 / HaeⅢ .

图 3　 PCR-VNTR检测 pYNZ22. 1基因杂合缺失

Fig 3　 Andysis of LOH of pYNZ22. 1 by PCR-VNTR

in HCC arrow LOH

2. 2. 2　 pYNZ 22. 1基因 CpG岛甲基化状态: 5例正常肝组织产

生 4. 5 kb带 ,提示 No tⅠ 酶切位点均未甲基化。但在 12例肝癌

组织中 5例产生 6. 0～ > 20 kb之间大小不同的片段 ,提示这些

肝癌有不同程度的高甲基化状态。3例显著高甲基化病例 (> 20

kB )均为晚期肝癌 ,其中 2例为杂合子 ,并都发生杂合缺

失。1例高甲基化程度较低的病例 ( 8. 0kb)为早期肝癌 ,见图 1B。

2. 3　肝细胞癌 p53基因异常

2. 3. 1　 p53基因外显子 4杂合缺失　　杂合率 54% ( 13 /24例 ) ,

杂合缺失率为 61。5% ( 8 /13例 ) ,见图 4。

图 4　 PCR-RFCP检测 p53基因外显子 4杂合缺失

Fig 4　 Analysis of LOH of p53 gene at exon 4

2. 3. 2　 p53基因突变　　共检测 28例肝癌 ,发现泳动变位 14

例 ,总的突变率为 50% ( 14 /28例 ) ,其中外显子 5, 6分别为

10. 7%。外显子 7为 21. 4% ,外显子 8为 71.% ,序列分析第 7外显

子突变发生在 249位密码子的 G C→ T A的颠换突变 ,见图 5。

在 8例伴有 p53基因等位缺的肝癌中 , 6例存在另一等位基因的

突变。发生 p53基因结构异常的共 16例 ,其中 5例为中期肝癌 , 11

例为晚期肝癌。

图 5　 PCR直接序列分析检查 p53基因第七外显子突变

图示第七外显子 249位密码子发生 G→ T的颠换突

变 , G. A. T和 C分别代表乌嘌呤腺嘌呤、胸腺啶和胞
嘧啶 , N: 正常肝组织　 T: 肝癌组织

Fig 5　 Analysis of mutation of p53 gene at 7th exon by PCR

direct sequencing

G to T transversion m uta tion o f 7th exon　 N: No rma l

tissue　 T: Tumo th tissue

3　讨论

　　肝细胞癌是世界范围内常见肿瘤之一 ,其发生发

展过程与多种抑癌基因异常有关
[2 ]
。RFLP分析表明:
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发生于原发性肝癌的杂合缺失分布于 20对染色体 ,其

中以 4q、 11p、 13q、 16q和 17p的杂合缺失频率最高
[2, 7 ]

,

提示这些染色体某些位点可能存在肝癌相对专一的抑

癌基因。pYN Z 22. 1位点基因位于 p53基因附近 ,在许

多肿瘤发生高频率的杂合缺失 ,并且这种缺失可独立

于 p53基因而存在。因此 ,该位点基因可能为抑癌基

因。本实验也表明: 肝癌存在 pYN Z 22. 1位点基因较

高频率的杂合缺失 ( 35% ) ,与日本人肝癌类似 [ 2]。同时

也发现 pYNZ 22. 1位点基因可独立于 p53基因缺失 ,

从而表明该位点处的基因不同于 p53基因。有资料表

明:甲基化敏感的限制性内切酶 NotⅠ识别的 CpG序

列聚集区 , 86%以上位于活跃转录基因的调控序列 [9 ]。

pYN Z 22. 1位点附近富集 No tⅠ 识别的未甲基化的

CpG序列 ,也提示该位点附近存在转录活跃的基因。

业已证实 CpG岛的甲基化状态对基因的转录起重要

调控作用 ,高甲基化可使基因失活 ,低甲基化是基因表

达的条件 [5 ]。本实验结果表明: pYN Z 22. 1位点基因

CpG岛在正常肝组织是未甲基化的 ,然而 41. 7%的肝

癌组织呈现不同程度的高甲基化 ,且显著高甲基化病

例都伴有杂合缺失。根据肿瘤发生的“二次打击”理论 ,

我们认为部分肿瘤 pYN Z 22. 1位点基因的完全失活

可能是通过一等位基因缺失 ,另一等位基因被高甲基

化来完成的。此外 ,我们还发现一例早期肝癌已出现高

甲基化 ,推测 DN A甲基化改变是肿瘤发生的早期事

件。

　　p53基因异常存在于 50%的人类肿瘤 ,突变和缺失

是其失活的主要机理 [7 ]。本实验结果也表明: 50%的肝

癌存在 p53基因突变 ,突变的病例都伴有另一等位基

因的缺失。因此 ,突变和缺失一道参与 p53基因两等位

基因完全失活 ,也是肝癌 p53基因失活的主要形式。

　　 Rb基因可能为 Rb瘤、膀胱癌以及前列腺癌的抑

癌基因。既往有限的研究表明肝癌存在 Rb基因的缺

失 [7, 10 ] ,但 Rb基因是否为肝癌的抑癌基因尚未定论。

本实验对 Rb基因失活的常见机理缺失、重排及甲基

化进行了研究。结果与国外报道类似 ,即缺失是肝癌

Rb基因失活的较常见的机理 ; DN A甲基化异常可能

与少数肝癌类型 Rb基因失活有关 ,尚不能成为肝癌

Rb基因失活的主要机理。

参考文献

1 Huang Y, Boynton R F, Blount P C et al . Lo ss of h et-

ero zy go sity involv e multiple suppresso r gene in human

esophageal cance rs. Cancer Res, 1992, 52: 6525

2 Nishida N , Fukuda Y, Kokuryu H et al . Accumulation of

allelic loss on a rms o f ch romosome 13q, 16q and 17p in the

advaced stag es of human hepa tocellular ca rcinoma. Int J

Cance r, 1992, 51: 862

3 Horn G T , Richa rds B, Klinger K W et al . Am plifica tion of

high ly po lymo rphic VN TR segment by the po lymera se chain

r eac tion. Nucl Acids Res, 1989, 17: 2140

4 Go ttlieb M , Chavko M. Silv er staining o f nativ e and dena-

tured eukary o tic DN A in aga rose gels. Analytic Biochem-

istr y, 1987, 165: 33

5 Sakai T, Toguchida J, Dry ja T P et al . Allele-specific hy-

pe rmethy lation of the re tinobla stoma tumour-specific hyper-

methylation o f the retinoblastoma tumo r-suppressor g ene.

Am J Hum Gent, 1991, 48: 480

6 M ako s M , Nelkin B D, Lerman M I et al . Distinct hyper-

methylation pa ttern occur at a lte red ch romosome loci in hu-

man lung and colon cance r. Pr oc Natl Acad Sci USA, 1992,

89: 1929

7 M urakami L A, Hayashi K, Hir ohashi S et al . Abbera tion

of the tumour suppresso r p53 and re tinobla stoma gene in hu-

man h epato cellula r carcinoma. Cancer Res, 1991, 51: 5520

8 Comelis R S, Van V lie t M , Vos C B Jet al . Evidence fo r a

g ene on 17 p13. 3, distal to TP53, as a tar get fo r a llele lo ss

in breast tumours wi thout p53 muta tion. Cance r Res, 1994,

54: 4200

9 Lindsay S, Bird A P. Use o f r estriction enzymes to detect

potentia l g ene sequence in mam ma lian DN A. Na ture, 1987,

327: 336

10 Zhang X , Xu H J, M urakami Y et al . Deletion o f chr omo-

som e 13q, muta tion in re tinobla stoma Ⅰ , and r etinoblas-

toma pro tein state in human hepato cellular ca rcinoma.

Cancer Res, 1994, 54: 4177

(收稿: 1996-12-30;修回: 1997-04-29)

(编辑　冯崇英 )

327第 4期　　　　　　　　　　　　　　肖文华 .肝细胞癌多种抑癌基因失活机理的研究　　　　　　　　　　　　　　　



Studies on the mechanism of inactivation of multiple tumour suppressor

genes in hepatocellular carcinoma
Xiao W enhua, Liu Weiwen, Lu Youyong , Gao Chongfeng ( Depar tment o f Gastr oenter olog y, South west Hopita l, Third

M ilitary M edical Univ ser sity , Chongqing , 630038)

　　 Abstract　Objective: T o study the mechanism o f inac tiva tion of multiple tumour suppresso r g enes in

hepa tocellula r carcinoma ( HCC) . Methods: Inactiva tion o f pYNZ22. 1, p53 and Rb tumour suppresso r g enes

and mechanism w ere studied by PCR, Southern blo t and gene sequencing. Results: The hypermethy la tion

and loss of hetero zygosity ( LOH) a t pYNZ221 gene w ere found in 41. 7% ( 5 /12) and 35% ( 7 /20) of HCC re-

spectiv ely. M arkedly hyperm eth yla tion w as accompanied usua lly w ith LO H. There a re muta tion of p53 gene

in 50% ( 14 /28) o f HCC, most o f which presented a llelic lo ss sim ultaniously. The LOH o f Rb gene appear ed

in 25% ( 3 / /13) o f HCC. The hypermeth ylaton o f promote r r eg ion at Rb gene was only found in one case of

hepa tic clear-cell cacinoma , but no rea rr angement was found. Conclusion: The finding s indicate tha t th ere

ar e altera tion of multiple suprr esso r g enes in HCC; the mechanism o f inac tiv a tion is multiple and the com-

plete inactiv ation of g ene are par ticipated by va lious mechanism.

　　 Key mords　 liv er neoplasms; multiple g enes; mechanism of inactiv ation

　　 (上接 320页 )

察了 7. 5% NaCl1 /6%葡聚糖 70溶液 ( HSD)对烧冲复合伤早期

肺部损伤的影响。旨在进一步探讨烧伤后肺损伤的机理。本研

究主要结果及结论如下:

　　 ( 1)烧冲复合伤的血浆和肺组织 M DA含量、 BALF中白蛋

白含量、肺组织及 BALF中 M PO活性均不同程度增多 ,表明

伤后脂质过氧化反应增强 ,肺微血管通透性增加 ,致伤动物都

有不同程度的 PM N肺内扣押。光镜观察见致动物的肺组织中

都有炎性细胞浸润 ,电镜观察也发现于肺毛细血管腔内有多形

核白细胞扣押。肺微血管通透性增高可能与 PM N在肺内聚集

的增多有关。

　　 ( 2)原位杂交结果显示: 烧冲复合伤早期肺组织的 E-se-

lectin m RNA、 V CAM -1 mRNA及 ICAM -1 m RN A均明显增

多 ,以伤后 6小时最为明显。E-selec tin、 V CAM -1主要分布于肺

泡毛细血管内皮、支气管粘膜下层及基底层 ,而 ICAM -1主要

位于肺泡上皮细胞、毛细血管内皮细胞及支气管粘膜层。免疫

组化及肺组织匀浆 ICAM -1相对含量测定结果显示:正常肺组

织有一定量的 ICAM -1蛋白质表达 ,烧冲复合伤后肺 ICAM -1

蛋白质含量明显增多 ,其分布与原位杂交结果相同。流式细胞

技术检测结果显示: 烧冲复合伤早期外周血 PM N表面 CD11 b

表达明显增多。这些 CAM s的增多与 PM N在肺内聚集增多密

切关系。

　　 ( 3)烧冲复合伤早期肺 E-selectin、 V CAM -1、 ICAM -1及

PM N表面 CD11 b的表达上调可能与创伤所致的细胞因子和

炎症介质的产生增多有密切关系 ,其中 TNF-α是起重要作用

的细胞因子之一。

　　 ( 4)体外研究表明: ICAM -1、 CD11 b单克隆抗体均能降低

烧冲复合伤大鼠肺微血管内皮细胞与 PM N间的粘附 ,其中 I-

CAM -1抗体的作用明显强于 CD11 b抗体的作用 ,提示 ICAM -

1、 CD11 b在肺微血管内皮细胞与 PM N粘附过程中均起重要

作用 ,其中 ICAM -1的作用更为重要 ,在肺微血管内皮细胞与

PM N粘附过程中 ,内皮细胞的作用可能居主导地位。这一结论

尚未见文献报道。

　　 ( 5)烧冲复合伤早期用 HSD( 4 gm / Kg体重 )一次性注入 ,

初步观察能在一定程度上缓解肺组织的损伤。其机理可能与

HSD改善血液流变特性及组织血液灌流等有关。

　　关键词　灼伤 ;冲击伤 ;肺损伤 ;微血管内皮 ;细胞粘附分

子 ; E-选择素 ;血管细胞粘附分子 -1;细胞间粘附

分子 -1; CD11 b
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