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【摘要】 目的 探讨 !"#$% &’基因与肝细胞肝癌（*++）患者临床指标及转移复发的关系。 方
法 用 ,- % .+,的方法测定 (&例 *++癌组织及相应癌旁组织和 &’例肝硬化组织 !"#$ % &’基因表
达，对全部 ,- % .+,扩增产物中目的基因片段进行 /0"测序以证实其为 !"#$% &’基因，(&例 *++测
定 "1.、岩藻糖苷酶（"12）、抗 *+3、*45"6、"1.7,0"、肿瘤直径等临床指标。 结果 (&例 *++组织中
!"#$% &’基因表达的阳性率为 8&9:;（&: < (&），明显高于癌旁组织 ’;（’ < (&），（!

) = &>9?8，! @ ’9’&）。
*++组织中 !"#$% &’基因表达的阳性率与血清 "1.、"12、抗 *+3、*45"6、"1.7,0"水平及肿瘤大小
无关（! A ’9’8）。&’例肝硬化组织中未见 !"#$ % &’基因的表达。 结论 !"#$ % &’基因在 *++组
织中特异高表达，其阳性率与 *++患者肿瘤标志物无关。
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!"#$是一类肿瘤相关抗原基因［&］，属 +-（VNPVKL < FK5FO5）
抗原，它们编码的蛋白在多种恶性肿瘤中表达，而在正常组

织，除睾丸和胎盘外，均不表达［) % &(］。!"#$ % &’ 是几种
!"#$基因中研究最少的一种，目前只见到有关胃癌 ?;和
肝癌 (’;表达率的报道［&’，&(］。!"#$ % &’ 基因长 )98ZR，
!"#$% &’蛋白位于细胞核中，胞浆中检测不出［&D］。!"#$
% &’编码的蛋白已在多种恶性肿瘤患者的血清中检测到，
并有较高浓度表达［&D % &B］，提示其可能成为一个有广泛用途

的天然主动性免疫疫苗。本文探讨肝细胞肝癌（*++）患者
癌组织中 !"#$% &’基因的阳性表达与肿瘤复发和转移的
一些指标的关系，为 *++患者的预防、诊断、治疗及预后提
供理论依据。

材料与方法

一、一般资料

D&例肝组织均取自前北京邮电总医院肝癌研究所，其
中 *++ (&例，肝硬化 &’例。*++患者中男 )’例，女 &&例。
年龄 )D岁 \ B’岁。通过 +-及切除标本测量肿瘤直径，观察
是否存在门静脉瘤栓，有无包膜，肿瘤形态。通过病理结果

判断有无肝硬化，病毒感染。血清中 "1.、"12含量由邮电
总医院检验科测定。生存期以两年为界，转移复发以 &年为
界，详细资料见表 &。
二、材料

&9 肝组织标本：(&例 *++组织及癌旁组织，&’例肝硬
化的肝硬化组织均取自北京邮电总医院肝癌研究所，并经病
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理证实。手术时先取患者癌旁组织（距癌病变边界 !"#外，
术后经病理证实无癌变），更换刀具后再取癌组织和肝硬化

组织，分别切成直径 $%!"#小块，立即保存于液氮中。

表 ! "#$%& !’基因的表达与临床指标的关系

临床指标
&’() * +$表达

阳性例数 阴性例数 阳性率（,）

性别 男性 +$ +$ !$-$
女性 . ! !/-!

年龄 0 /$岁 ! 1 .2-!
3 /$岁 ++ +2 /4-5

肿瘤直径 0 !"# 1 2 .$-$
3 !"# +1 +1 !$-$

门静脉癌栓 有 / 2 ..-4
无 +2 +1 /5-$

包膜 完整 5 4 !1-1
不完整 5 5 !$-$

肿瘤形态 单发 6 6 !$-$
多发 4 . !1-5

789感染 有 +/ +1 !+-6
无 2 2 !$-$

7:9感染 有 1 + 4!-$
无 +1 +/ /5-+

肝硬化 无或轻度 6 4 !.-1
中或重度 4 5 /.-4

’;< 正常（ 0 2$!= > ?） 2 + ..-4
升高 +/ +/ !$-$

’;@ 正常（ 0 +65ABCD） 2 2 !$-$
升高 +/ +1 !+-6

’;<#EF’ 阳性 +2 5 .$-$
阴性 / 4 1$-5

生存期 0 2年 ++ 4 .+-+
3 2年 ! 5 15-!

转移复发 0 +年 . / .$-$
3 +年 +$ ++ /4-.

&’() * +$基因表达阳性率与各临床指标关系的比较，<值均 3 $%$!

2% 引物：扩增 &’() * +$片段（/5!GH）的 <:E引物委托
上海生物工程公司合成。序列如下：<+：!I* (’( :’( ’:’
((: :’’ ::(* 1I；<2：!I* ’’( (’: J:J (:( J:’((: * 1I。

1% 细胞系：以表达 &’() * +$ 阳性的 KB * &)? *
14"LF’，此细胞系由澳大利亚 ?MNOP= QARDPDMDS TUV :CA"SV ESW
RSCV"X，&SYGUMVAS JM#UMV 8PUYU=Z 8VCA"X提供 -

/% 主要试剂：JC= LF’聚合酶（上海生物工程公司），&*
&?9逆转录酶，[YP=S NJ，NFJ<R，+\G HYMR &CV\SV，JVP]UY，)"UE+
（均购自 <VU#S=C），RMHSVR"VPHDJ&"（(PG"U 8E?）-
三、方法

+% 总 EF’提取：取 +$$#=液氮中保存组织，于液氮中研
成碎末后加入 JVP]UY，经三氯甲烷分层，异丙醇沉淀，4!,乙
醇洗涤干燥后，将所得 EF’溶于无 EF’酶的纯水中，分光光
度计定量，电泳检测质量，无明显 +5K及 25K者予以舍弃。

2% "LF’的合成：取约 !!=总 EF’，加 +!Y [YP=S（NJ），双
蒸水补足 +2!Y，4$^水浴 +$分钟，冰上冷却，/!Y逆转录缓冲
液，+!Y +$#& NFJ<R，2!Y $ -+& LJJ，上述反应体系 /2^水浴 2
分钟，加 +!Y RMHSVR"VPHD

J&"逆转录酶，/2^孵育 +小时，4$^
+!分钟灭活酶，冻存于 * 2$^。

1%<:E反应体系：上述逆转录产物 2!Y，<:E缓冲液 +$!Y，
NFJ<K，<+及 <2，JC=LF’聚合酶，双蒸水补足 !$!Y。<:E反
应条件为 6!^变性 2分钟，接由 6!^变性 2$秒，.4^退火 /$
秒及 42^延伸 /$ 秒组成的 1! 个循环，最后 42^延伸 4 分
钟。每份标本均设 (1<L7对照。<:E产物在 +- 2,琼脂糖
凝胶上电泳分析。)8染色鉴定，数码照相机照像。扩增出
的 "LF’阳性片段为 /5!GH。

/% 克隆连接及序列测定：对扩增出的 "LF’阳性片段进
行回收纯化，用 J/ LF’连接酶将纯化的 "LF’阳性片段连
于载体 H()& * J，转化于 L7!C 菌株内，在 ?’ 培养基（加
Q<J(和 _* (@?）上培养，14^过夜，取白斑于 ?’过夜培养。
用 ‘Q’()F试剂盒提质粒，经 )"UE+ 酶切鉴定，以 J4 和 K<.
为引物进行正反向的序列测定。

!%’;<、’;@及肝炎病毒的测定：应用 )??K’的常规方法
进行。

.%’;< #EF’：取患者外周血行 EJ * <:E方法检验。
4% 统计方法：#

2检验。

结 果

1+例 7:: 组织中 &’() * +$ 基因表达的阳性率为

$2/
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!"#$%（"$ & ’"），明显高于癌旁组织 (%（( & ’"）（!
) * "+#,!，

! " #$#%。部分标本 !&’产物电泳结果见图 %，阳性标本显
示阳性 ()*+,片段。测序结果与 -./+0/1检索的 23-4 5 %#
基因外显子序列一致。%#例肝硬化组织中未见 23-4 5 %#
基因的表达。23-4 5 %#基因的表达与患者血清 36!、367、
89:3;、36!<’=3水平、肿瘤包膜情况、转移、复发、预后等均
无关（! - (#(!），见表 "。

图 ! "#$%& !’() & *+(产物电泳图
注：阳性带位于 .((/0 1 !((/0之间，为 .+!/0，234是 56 7 89:

7 ’; <=4> ?@ 7 A2?结果作为阳性对照。2>为 B22组织，>=C为癌
旁组织。下图是 D’A=B ?@ 7 A2?扩增结果作为内参照，所有样本均
为阳性。

讨 论

8>D97 "(基因长 )#!E/，用其蛋白重组物免疫小鼠可
以得到一单克隆抗体 $2"，证明 8>D97 "(是 ;) 7 E=F蛋白。
用 $2"单抗体对表达 8>D9 7 "(的细胞系进行免疫组化研
究，发现 8>D9 7 "( 蛋白位于细胞核中，胞浆中检测不
出［".］。8>D97 .和 8>D9 7 "(的抗原在肿瘤中表达较多，
在自然条件下这两种 8>D9蛋白就存在可以被 B:> 7 >)呈
递的抗原形式。8>D9 7 "(是位于氨基酸序列 )!. 1 )$)位
置的一段九肽（D:G=D89B:）［"!］，8>D9 7 . 则是一段位于
)’( 1 )’, 位点的十肽（DHG=D?9B@H）［"$］。8>D9 7 "( 基因
编码肿瘤相关抗原，可被自身特异性杀伤性 @ 淋巴细胞
（2@:）识别，产生效应，2@:特异性杀伤肿瘤细胞作用，可用
来制备抗原肽疫苗，用于多种恶性肿瘤的预防和治疗［".，"!］。

本研究结果显示 B22患者癌组织中 8>D9 7 "(基因的
表达率 !"#$%（"$ & ’"），明显高于癌旁组织中 (%（( & ’"）（!
I (#("），比日本报道的表达率 ’"J +%（; & ))）高［"’］。本实验
阳性结果均经测序证实，充分保证其可靠性，故此种差异可

能为样本量大小导致。值得注意的是日本学者研究的患者

群中 +"#+%（"+ & ))）伴丙型肝炎，本实验研究的患者群中
+;#"%（); & ’"）伴乙型肝炎，此种差异是否与不同的病毒感
染有关因例数少难下结论，尚有待进一步研究。研究结果提

示以 8>D97 "(基因编码抗原作为 B22免疫治疗的攻击靶
点有较好的特异性，因此使临床将其编码蛋白作为免疫原，

用于肝癌免疫治疗成为可能。

研究结果表明 8>D9 7 "( 基因与患者的年龄、性别无
关，提示不同年龄、不同性别的患者肝癌组织中的 8>D9 7
"(基因表达没有特异性，同时8>D97 "(基因与肿瘤标志物
>KA、>KL、>KAM?4>等无关，与何种病毒感染、肝病背景亦
无关，提示无法用现有临床指标进一步从肝癌患者中筛选

8>D97 "(基因高表达人群。但 8>D97 "(基因存在于癌组
织中，目前已有报道其编码蛋白在血清中发现，对血清中其

编码蛋白的检测有助于判断患者 8>D9 7 "(基因是否阳性，
可以更好的指导治疗。

随着我们对 8>D9家族成员以及其它肿瘤相关抗原基
因研究的深入，可能会发现更多有价值抗原基因，为 B22患
者的诊断和治疗提供帮助。

参 考 文 献

" HFN OPQ RQSTTPN A，@QFUPQVFQW 2，2XYMPZ A，P[ F\ J > TPNP PN<YOWNT FN
FN[WTPN 7 QP<YTNWZPO /] <][Y\][W< @ \]M0XY<][PV YN F XSMFN MP\FNYMFJ
5<WPN<P，",,"，)!.："$.’ 7 "$.; J

) RQFVVPSQ K，?WMY\OW =，:WPNFQO =，P[ F\ J 9^0QPVVWYN Y_ 8>D9 TPNPV WN
0QWMFQ] FNO MP[FV[F[W< <S[FNPYSV MP\FNYMFJ ‘N[ C 2FN<PQ，",,!，$’：’;!
7 ’+( J

’ AF[FQO CC，RQFVVPSQ K，DW\ 7 =WPZ 5，P[ F\ J 9^0QPVVWYN Y_ 8>D9 TPNPV WN
[QFNVW[WYNF\ 7 <P\\ <FQ<WNYMFV Y_ [XP SQWNFQ] /\FOOPQ J ‘N[ C 2FN<PQ，",,!，
$.：$( 7 $.J

. 5XW<XWaY 5，@VSNYVSP ?，8FVSYEF 6，P[ F\ J 9^0QPVVWYN Y_ [XP 8>D9
TPNP _FMW\] WN XSMFN \]M0XY<][W< \PSEPMWFJ 2FN<PQ ‘MMSNY\ ‘MMSNY[XPQ
",,!，."：,( 7 "(’J

! :PP 6=，9SQF 8，3TW 6，P[ F\ J 9^0QPVVWYN Y_ [XP 8>D9 7 "，7 )，7
’，7 .，FNO 7 $ TPNPV WN NYN 7 VbSFMYSV <P\\ <FQ<WNYMF \PVWYNV Y_ [XP
XPFO FNO NP<EJ ><[F 3[Y\FQ]NTY\，",,$，""$：$’’ 7 $’, J

$ 8YQW 8，‘NYSP B，8WMYQW 6，P[ F\ J 9^0QPVVWYN Y_ 8>D9 TPNPV WN XSc
MFN <Y\YQP<[F\ <FQ<WNYMFJ >NN 5SQT ",,$，)).："+’ 7 "++ J

; 4WVXWMSQF 5，KSaW[F 8，@PQF[F 4，P[ F\ J 9^0QPVVWYN Y_ 8>D9 TPNPV WN
<Y\YQP<[F\ <FQ<WNYMFVJ 4WXYN ?WNVXY 8PNPEW DFEEFW 6FWVXW，",,;，)(：
,! 7 "("J

+ 5SOY @，6SQFMY[Y @，6YMW]F 5，P[ F\ J 9^0QPVVWYN Y_ 8>D9 TPNPV WN YVc
[PYVFQ<YMFJ C 3Q[XY0 ?PV，",,;，"!：")+ 7 "’)J

, dSW\\WPN H，?FYS\ C:，BPQPV/F<X =，P[ F\ J 9^0QPVVWYN Y_ 8>D9 TPNPV
WN PVY0XFTPF\ VbSFMYSV 7 <P\\ <FQ<WNYMFJ >N[W<FN<PQ ?PV，",,;，";
（">）：’+; 7 ’," J

"( :W C，GFNT G，KSaWP @，P[ F\ J 9^0QPVVWYN Y_ [XP 8>D9 TPNP _FMW\] WN
XSMFN TFV[QW< <FQ<WNYMFJ >N[W<FN<PQ ?PV，",,;，";（!>）：’!!, 7 ’!$’ J

"" GFMFNFEF 6，8W]FEP B，BFQF ‘，P[ F\ J 9^0QPVVWYN Y_ 8>D9 TPNPV WN
QPNF\ <P\\ <FQ<WNYMFJ ‘N[ C 8Y\ 8PO，",,+，)：!; 7 $(J

") BFQF ‘，BFQF 5，8W]FEP B，P[ F\ J 9^0QPVVWYN Y_ 8>D9 TPNPV WN [PV[W<c
S\FQ TPQM <P\\ [SMYQVJ LQY\YT]，",,,，!’：+.’ 7 +.; J

"’ 5SZSEW 6，@VSaW[FNW 5，6YNWVXW ‘，P[ F\ J 9^0QPVVWYN Y_ 8>D9 TPNPV FNO
VSQUWUF\ WN 0F[WPN[V eW[X XP0F[Y<P\\S\FQ <FQ<WNYMFJ ‘N[ C 3N<Y\，",,,，
"!：")); 7 ")’) J

". 5XW<XWaY 5，BF]FVXW >，@FEFMYQW 5，P[ F\ J =P[P<[WYN Y_ 8>D9 7 "(
0QY[PWN WN \SNT <FN<PQVJ ‘N[ C 2FN<PQ，",,!，$.："!+ 7 "$! J

"! BSFNT :d，RQFVVPQQS K，5PQQFNY >，P[ F\ J 2][Y\][W< @ \]M0XY<][PV QP<c
YTNWZP FN FN[WTPN PN<YOPO /] 8>D9 7 >"( YN F XSMFN MP\FNYMFJ C
‘MMSNY\，",,,，"$)：$+., 7 $+!. J

"$ =S__YSQ 8@ ，2XFS^ A，:SQbSWN 2，P[ F\ J > 8>D9 7 >. 0P0[WO 0QPc
VPN[PO /] B:> 7 >) WV QP<YTNWZPO /] <][Y\][W< @ \]M0XY<][PVJ 9SQ C ‘Mc
MSNY\，",,,，),：’’), 7 ’’’;J

"; @FEFXFVXW 6，5XW<XWaY 5，4YTS<XW 8，P[ F\ J ‘OPN[W_W<F[WYN Y_ 8>D9 7
" FNO 8>D9 7 "( 0QY[PWNV WN V0PQMF[YTYNWF FNO 0QWMFQ] V0PQMF[Y<][PV
Y_ [PV[WVJ 2FN<PQ ?PV，",,!，!!：’.;+ 7 ’.+)J

（)((" 7 () 7 )+收稿）
（)((" 7 (, 7 )(修回）

").

万方数据


