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　　提　要　目的: 了解结肠癌缺失基因 ( DCC基因 )在原发肝癌发生发展中的作用。方法: 采用多聚酶链延

伸反应 -限制性片段长度多态性分析 ( PCR-RFLP)方法对 30例外科手术切除原发肝癌标本 DCC基因杂合缺

失 ( LOH)进行分析。结果: 28例信息个体中检出 LOH 7例 ,占 25. 0%。DCC基因 LOH与临床病理参数和

HBV感染无显著相关。结论: DCC基因 LOH可能参与了原发肝癌的发生发展。
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　　肝癌的发生是由多因素参与并经历了多阶段的演

变过程 ,在其发生发展过程中可能有多种癌基因和抑

癌基因的参与。结直肠癌缺失基因 ( Deleted colo rectal

carcinoma, DCC基因 )是近年发现的重要抑癌基因。研

究表明 , DCC基因的异常不仅见于结肠癌 ,也常见于

食道癌
[1 ]
、胃癌

[2 ]
、前列腺癌

[3 ]
和胰腺癌

[4 ]
。肝癌组织

DCC基因变化还不清楚。本研究采用聚合酶链反应

( PCR)技术 ,并配合限制性片段长度多态现象

( RFLP)分析 ,对原发肝癌中 DCC基因的杂合缺失

( LO H)进行探讨。

1　材料与方法

1. 1　标本收集和 DN A提取

　　 30例原发性肝癌均为我院 1993年 6月至 1995年 10月手术切

除标本。手术切下肿瘤后立即收集癌组织和正常肝组织。剔除

出血、坏死部分后 - 80 ℃冻存。按文献 [ 5 ]方法提取基因组

DN A。冰冻切片染色证实所检测癌组织肿瘤细胞数均在 70%以

上。

1. 2　 PCR扩增
　　本研究所使用的 3对 DCC基因和 HBV-s基因扩增引物均

由中科院上海细胞生物所合成 ,引物序列见表 1。

表 1　 LOH测定使用的引物

Tab 1　 The primers used in this study

　　 Primer s et Sequence

　　 DCC1( 3) 　　 5 '-T TGCACC ATGCTGAAGAT TGT-3 '

　　 5 '-ACCC TCCCCC TGAT GAC TT A-3 '

　　 DCC2( 3) 　　 5 '-CGACTC GATCC TACAAAA TC-3 '

　　 5 '-TC T ACCC AGG TCTC AGAG-3 '

　　 DCC3( 3) 　　 5 '-GATGACAT T TTC CCT CT AG-3 '

　　 5 '-GTGGT TAT TGCC TTGAAAAG-3 '

　　 HBV-s(4) 　　 5 '-CAT CT TC TTG TTGGT TC TTC TG-3 '

　　 5 '-T TAGGGTT TAAA TCT AT ACCC-3 '

　　取 1 μg组织 DN A加入 20μl PC R反应液中 (含 10 mmo l / L

T ris HCl, 50 mmo l /L KCl, 1. 5 mmo l / L Mg Cl2 , 20 pmol上游

及下游引物 , d ATP、 d TTP、 dCT P和 d GT P各 200μmo l /L ,

DN A聚合酶 2～ 4 u) ,在 PCR扩增仪 ( Perkin elmer cetus )上操

作。反应条件: 95℃变性 40 s, 56℃复性 40 s, 72℃延伸 60 s,循

环 35次。最后一个循环后 ,置 72℃继续反应 10 min。

1. 3　 RFLP分析

　　取 DCC基因引物 1和引物 2扩增产物 10μl,应用限制性内

切酶 Msp1酶解 12 h ,消化后的 DNA在 3%琼脂糖凝胶上进行

电泳分离 ,溴乙锭染色 ,紫外光下观察并照像。DCC引物 3和

HBV-s基因扩增产物不用酶切 ,直接行 8%聚丙烯酰胺凝胶电

泳分离。

1. 4　分析方法
1. 4. 1　 DCC基因杂合缺失分析　　引物 1扩增片段长 396 bp,

经 MSP1酶切电泳 ,若出现 396+ 257+ 139 bp 3条带者为杂合

子 (信息个体 ) ,若只出现 396 bp 1条带或 257+ 139 bp 2条带者

为纯合子 (非信息个体 ) ;引物 2扩增片段长 240 bp,经 MS P1酶

切若出现 240+ 137+ 103 bp 3条带者为杂合子 ,若只出现 240

bp 1条带或 137+ 103 bp 2条带者为纯合子 ;引物 3扩增片段长

200 bp,经直接电泳分离若形成 200+ 160 bp 2条带者为杂合

子 ,若只出现 200 bp或 160 bp 1条带者为纯合子。对信息个体癌

组织 DNA以同样的引物进行 PCR-RFLP分析 ,比较同一病人

癌组织及正常组织 DNA电泳片段大小及量的差异就可推算出

是否存在 LO H。

1. 4. 2　 HBV -s基因扩增产物分析

　　 HBV-s基因经 PCR扩增 ,扩增片段 413 bp,以去离子水代

替肝癌组织抽提和正常血清对照则均为阴性 ,电泳位置符合预

计值。

2　结果

2. 1　 HCC组织 DCC和 HBV基因检测结果
　　为提高检测的敏感性 ,在 DCC基因部位选择了 3组引物对

30例 HCC进行检测 ,属信息个体 28例 ,其中 7例发现有 LO H,

占信息个体的 25. 0% ,见图 1、 2、 3。30例原发肝癌中 HBV-s基

因阳性 25例 ,阳性率为 83. 3% ,见图 4。
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图 1　 DCC基因引物 1扩增产物杂合缺失分析

N:正常组织 ; T: 肿瘤组织 ; 2、 3、 4为杂合缺失

Fig 1　 LOH of DCC gene ( primer 1)

DN A fr om tumo r ( T ) and co r responding normal tissue ( N )

w as amplified with primer 1, dig ested w ith Msp Ⅰ . LO H

w as de tec ted in cases 2, 3, 4

图 2　 DCC基因引物 2扩增产物杂合缺失分析

N: 正常组织 ; T:肿瘤组织 ; 2、 3为杂合缺失 ;

4为非信息个体

Fig 2　 LOH of DCC gene ( primer 2)

LOH w as detected in cases 2, 3, case 4 was noninfor-

mativ e, and, the refo r, LO H could not be assessed

图 3　 DCC基因引物 3扩增产物杂合缺失分析

N: 正常组织 ; T:肿瘤组织 ; 2、 4为杂合缺失

Fig 3　 LOH of DCC gene ( primer 3)

LOH w as de tec ted in cases 2 and 4

图 4　 HBV-s基因扩增产物

Fig 4　 Amplif ied product of HBV-s gene

2. 2　 HCC组织 DCC基因 LO H与临床病理参数的关

系见表 2

　　将 28例 HCC按血清 AFP水平、有无肝硬化、肿瘤大小、分

化程度及有无转移的不同进行分组 , DCC基因 LOH与以上临

床参数的关系见表 2。经统计学处理 ,各组间 DCC基因 LO H率

差别均不显著 ( P > 0. 05)。

表 2　 DCC基因 LOH与临床参数的关系

Tab 2　 Relat ionship of loss of heterozygosity ( LOH)

at DCC genetic locus with clinical parameters

　 Groups Info rmative cas es LO H (% )

　 Serum AFP

　　≤ 30 ng /ml 8 3 ( 37. 5)

　　 > 30 ng /ml 20 4 ( 20. 0)

　 Liver ci rrhosi s

　　 Absen t 7 1 ( 14. 3)

　　 Presen t 21 6 ( 28. 6)

　 Tumor size

　　≤ 5 cm 6 2 ( 33. 3)

　　 > 5 cm 22 5 ( 22. 7)

　 Grad e ( di f feren tiation)

　　 Well 12 4 ( 33. 3)

　　 Moderate 7 1 ( 14. 3)

　　 Low -dif ferentiated 9 2 ( 22. 2)

　 Metas tasi s

　　 Absen t 7 1 ( 14. 3)

　　 Presen t 21 6 ( 28. 6)

2. 3　 DCC基因 LOH与 HBV感染的关系见表 3

表 3　 DCC基因 LOH与 H BV感染的关系

Tab 3　 Relationship between LOH at DCC genetic

locus and hepatit is B virus ( H BV)

Informative cas es LO H (% )

HBV-s negat ive 5 2 ( 40. 0)

HBV-s posit ive 28 5 ( 17. 9)
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　　由表 3可见 , HBV-s基因阳性组 DCC基因 LO H率与阴性

组相比差别不显著 ( P > 0. 05)。

3　讨论

　　染色体上某一特定位点碱基组成的差异造成了这

一位点的多态性。同一细胞中某个位点的两个等位基

因或 DN A片段显示多态性 ,遗传学上就称之这个位

点的杂合体。对同一病人的正常组织和肿瘤组织 DN A

进行分析 ,如正常组织显示杂合 ,而肿瘤组织中杂合的

两个 DN A的一个全部或部分缺失 ,就可根据这种缺

失推测这一位点存在基因或 DN A片段的缺失
[6 ]。

DCC基因是近年发现的新抑癌基因 ,定位于染色体

18q
21. 3
。突变和 LO H为 DCC基因失活的主要方式 ,可

使基因产物的质和量发生异常 ,由此导致细胞的恶性

转化。HCC组织 DCC基因 LO H研究文献中未见明确

报道 [7 ] ,本研究对 30例 HCC的 LO H进行分析 , 28例

信息个体中检出 LO H 7例 ,占 25. 0% ,提示 DCC基因

的 LO H在 HCC中并非罕见 ,可能参与了 HCC的发

生和发展。

　　流行病学和临床资料证实 HBV慢性感染与原发

肝癌的发生有相关性。近年研究发现 ,原发性肝癌中存

在 HBV的整合 , HBV的整合可能会引起细胞遗传稳

定性的破坏 ,导致细胞 DN A重排 ,整合位点 DN A的

丢失和染色体异常改变。Slagle等
[8 ]发现 , HBV阳性

肝癌在染色体 17p整合造成区域片段的丢失 ,但整合

位点不在 p53部位 ,与细胞内 p53失活无明确关系。本

文采用 PCR方法 ,对原发性肝癌组织 HBV进行检

测 , 30例中有 25例检出 HBV ,阳性率高达 83. 3% 。但通

过分析 HBV存在状态与 DCC基因 LO H的关系 ,未

发现 HBV感染与 DCC基因 LO H有显著相关性 ,说

明 DCC基因 LO H与 HBV整合可能无密切关系。

　　一般认为 DCC基因 LO H是胃肠道肿瘤的晚期

改变 ,且与肿瘤的临床分期和转移密切相关
[2 ]
。本文对

DCC基因 LO H与 HCC的某些生物学行为 ,如血清

AFP水平、有无伴随肝硬化、肿瘤大小、分化程度和有

无转移的关系进行分析 ,各组间的 LO H率均无显著

差别 ,并未发现 DCC基因 LO H与病期早晚有密切

关系。
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Loss of heterozygosity of DCC genetic locus in primary hepatocellular

cancer
Du Qingshu, Fang Dianchun, Luo Yuanhui, Liu Weiwen ( Depar tment of Ga stro entero lo gy , Southw est Hospital, Third

M ilitary Medical Univ er sity , Chongqing , 630038)

　　 Abstract　Objective: To explo r e the ro le o f the lo ss o f heter o zygo sity ( LO H) of DCC gene in the occur-

rence and development o f prima ry hepatocellular cance r ( HCC) . Methods: LO H of DCC genetic locus was

studied in 30 surg ically resected specimens o f HCC w ith PCR-RFLP tech nique. Results: LO H w as detected in

7 ( 25. 0% ) out of the 28 info rma tiv e indiv iduals. No significant cor relation w as found among LOH o f DCC

gene, clinica l pa rameter s and HBV infection. Conclusion: LOH of DCC gene may be invo lv ed in the occur-

rence and development of HCC.

　　 Key words　 hepatocellular cancer; DCC gene; lo ss o f hetero zygosity
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