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胆管癌全基因组表达差异的初步观察

·实验研究·
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【摘要】 目的通过比较肝门部胆管癌与胆总管中下段癌的全基因组表达差异，进一步揭示胆管癌发生、发展的内在分

子机制。 方法采用含21 329条Oligo DNA的人类全基因组寡核苷酸芯片，对3例肝门部胆管癌与正常胆管配对检测差异

表达基因，另取4例胆总管中下段癌标本与正常胆管配对检测差异表达基因，通过SAM分析，得到两者间差异表达基因，并采

用实时定量RT-PCR验证芯片结果。 结果肝门部胆管癌与胆总管中下段癌之间基因表达既存在共性，又存在差异。与正

常胆管组织相比，两者共同上调基因244条，共同下调基因399条；而两者差异表达基因共82条(ratio≥2．0或≤O．5)。通过

SAM分析(q=0)，两者显著差异表达基因共40条，其中上调基因29条，下调基因11条，包括AREG、EPHA2、SPPl、PACE4等。

结论 高通量的基因芯片技术能够筛选出大量的胆管癌差异表达基因，肝门部胆管癌与胆总管中下段癌的基因表达亦存在

着明显的聚类性质差别。
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Preliminary observations of differentially expressed genes in eholangloearclnoma Tian Zhigang’，Xu Zhi‘，Zhang Liang，et

a1．’Department of General Surgery，Peking University Third Hospital，Beijing 100083，China

【Abstract】 ObJective To analyze differentially expressed genes between hilar and distal cholangiocarcinoma and to clarify the

molecular mechanism of tumorigenesis． Methods Gene-expression profiles of 3 samples of hilar cholangiocarcinoma and 4 samples
of distal cholangiocarcinoma were analyzed using oligo mieroarray containing 2 1 329 genes．The differentially expressed genes between

the two groups were analyzed using the Significance Analysis of Microarrays(SAM)in order to get the specifically differentially

expressed genes．The gene expression presence was verified by real·time PCR(RT—PCR)． Results A total of 725 genes of

eholangioeareinoma was regulated significantly compared to normal bile duct．Of them，244 genes were upregulated and 399 genes were

downreguahed in both groups；on the other hand，82 gene expressions between hilar and distal cholangiocarcinoma had significant

differences(ratio≥2．0 or≤0．5)．The SAM analysis showed that 40 genes，including AREG，EPHA2，SPPl，PACE4，and SO on，
were identified as differentially regulated between the two groups(q 2 0)． Conclusions These data are helpful for a better

understanding of the tumorigenesis of cholangiocarcinoma and contribute to the development of diagnostic and therapeutic strategies．

The gene expressions between hilar and distal cholangiocarcinoma are significantly different，which suggests that the two tumors have

different molecular mechanisms of tumorigenesis．

【Key Words】Hilar cholangiocarcinoma；Distal cholangiocarcinoma； Oligo mieroarray； AREG； SPPl

肝外胆管癌是指发生于左右肝管及其汇合部直

至胆总管下段的肝外恶性肿瘤，根据肿瘤位置不同，
又分为肝门部胆管癌及胆总管中下段癌。肝门部胆

管癌或称高位胆管癌，是指发生于左右肝管及其汇
合部的恶性肿瘤，又称为Klatskin瘤，占肝外胆管癌
的58％一75％⋯。由于胆管癌发病隐匿，确诊时多

为晚期，尤其肝门胆管癌的特殊解剖关系，胆管癌的
手术切除率及切净率均较低怛L。肝门部胆管癌与
胆总管下段癌部位不同，治疗方式、预后存在巨大差

异，为了能够明确两者之间分子生物学机制是否存

在差异，揭示肿瘤发生、发展的不同特性，同时为分
子生物学治疗提供实验依据，本文比较肝门部胆管

·通讯作者

①(生物芯片北京国家工程研究中心，北京102206)

癌与胆总管中下段癌的基因表达的异同。

1材料与方法

1．1一般资料

试验分2组。A组为我院2005年10月一2006
年6月手术切除，病理证实的肝门部胆管腺癌标本

3例，B组为我院2005年10月一2006年6月手术
切除，病理证实的胆总管中下段胆管腺癌标本4例，

由于临床正常胆管组织难以取得，故对照来自肝移
植受体(非癌)相对正常肝门部胆管组织3例，所有

标本均在离体后半小时内液氮保存备用。病例资料
见表1。为消除对照样本个体差异，对照标本采用
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Trizol提取组织总RNA后混合为一个样本作为统一

对照。
表1胆管癌标本一般情况

1．2实验基本过程

1．2．1芯片来源

芯片采用北京博奥公司22K人类全基因组寡

核苷酸芯片，Oligo基因芯片由博奥生物芯片国家工

程中心提供，共有21 329条70 met长度的寡核苷

酸，每条寡核苷酸代表人的一个基因，核苷酸序列购

自美国Qiagen公司。整个芯片实验的详细过程参
见文献‘3|。

1．2．2组织块总RNA的提取和测定

采用Trizol(Invitrogen，Gaithersburg，MD，USA)

一步法提取组织块或细胞中的总RNA，通过异丙醇

沉淀法浓缩RNA，并进一步采用NucleoSpin RNA

clean．up试剂盒(MACHEREY—NAGEL，Germany)对

总RNA进行过柱纯化，测定浓度和OD：鲫：扪并电泳
检测RNA的完整性。RNA分光光度计进行RNA

定量时，OD：。∽。。在1．8—20之间，甲醛变性凝胶电

泳28S和18SrRNA比值在2．0左右。

1．2．3样品RNA荧光标记

取5 mg总RNA，作为模板反转录合成双链

DNA，进一步体外扩增合成cRNA，随机引物反转录

并使用dCTP—Cy3和dCTP-Cy5(GE healtheare)进行

标记。对照和胆管癌标本分别标记Cy3和Cy5，每

对样品同时做荧光交换。

1．2．4杂交、清洗及扫描

标记的DNA溶于30 ml杂交液中(3 X SSC，

0．2％SDS，5×Denhart’S，25％甲酰胺)，于42℃杂

交过夜。杂交结束后，先在42℃左右含0．2％

SDS，2×SSC的液体中洗5 min，而后在0．2×SSC中

室温洗5 min。甩干后用晶芯LuxScan 10K微阵列

芯片扫描仪(CapitalBio)双通道扫描仪扫描获得芯

片杂交图。

1．3数据分析

Genepix pro 4．0软件(Axon)提取芯片数据，然

后用Lowess回归进行芯片数据归一化处理，计算基

因的比值(Cy5／Cy3)，在挑选差异基因的标准时，目
前的趋势是把变化的倍数(生物学意义)和可信度

P值(统计学意义)结合起来决定是否是差异表达

的基因¨1。由于在此实验中，我们每一个癌组织和

对照组织做了2张荧光交换的芯片，因此对于一对

样品来说，不能进行student’S one sample t-test计算

得到P值。考虑到在用同样的芯片平台所做过的
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实验中，例如把同一份RNA样品进行多次self-to—

self的芯片测试以决定芯片检测的灵敏度和精确

性，发现生物学意义的2倍预值一般都是P<0．05

的，因此在本研究中以Cy5／Cy3比值≥2和≤0．5

分别作为显著性上调或显著性下调，找出各对标本

的差异表达基因，最后各个胆管癌标本和正常对照

的差异表达基因取交集，就是胆管癌和正常胆管组

织的差异表达基因。对这些差异表达基因进行

CLUSTER和TREEVIEW分析H1，发现肝门部胆管

癌与胆总管中下段癌存在明显的聚类性质的不同。

对这些组间不同差异基因进一步做置信度分析

(Significance Analysis of Mieroarrays，SAM)p’01，筛选

肝门部胆管癌的特异性差异表达基因。

1．4实时定量RT-PCR验证分析

在剩余3例胆总管中下段癌及对照RNA样本

中行荧光定量实时RT—PCR验证芯片实验的准确

性。分别选取胆管癌上调基因SERPINB5与下调基

因SCGB3A1，磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)作为内

参照。引物序列如下：Maspin(SERPINB5)，上游
5 7．ACTCGCACAGGGATTCTCAC_3’， 下 游
5’一GC7ITGCCATCTAAAGTAACTAAAC-3’：HIN一1

(SCGB3A1>，上游5’-ATAGAGGGCTcCCAGAAGTG一
3 7， 下 游 5 7-CTCAGGTGTAGATGCTCCAGT-3 7；

GAPDH，上游5’一TGTTGCCATCAATGACCCCTT-3’；

下游5’一CTCCACGACGTACTCAGCG．3’。实验步骤

简述如下：用RNA free DNase I处理(Takara)实验

体系37℃反应30 min，然后用苯酚／氯仿处理，添加

1／10体积的3 mol／L醋酸钠，用2．5倍体积的冷无

水乙醇沉淀RNA，以70％乙醇清洗，干燥后溶于适

量DEPC水中。然后用1．5％琼脂糖凝胶电泳检测

经过DNase I处理后RNA的质量。以上述经过
DNase I消化的RNA为模板，PCR检测基因组DNA

的消化情况。取2．5斗g总RNA反转录形成1 st—

cDNA(Superscript II，Invitrogen)。使用Light Cycler

PCR仪(Roche，PTC-225)，Lightcycler—faststart DNA

master SYBR green I(Roche)进行实时定量RT—

PCR扩增。条件为镁离子浓度3 mmol／L，引物浓度
0．25 I-Lmol／L，95℃变性10 min；95℃10 S，60℃

5 S，72℃15 S。重复40个循环；75—95℃绘制溶解

曲线。电泳检测PCR扩增情况。采用比较阈值法

对实时定量RT-PCT结果进行定量分析。

2 结果

2．1 胆管癌基因表达谱变化

分别筛选在肝门部胆管癌(A组)和胆总管中

下段癌(B组)患者中存在显著变化(Cy5／Cy3≥2．0

或≤0．5)的基因进行分层聚类分析并使用

TREEVIEW软件查看。可见两者之间既存在共性，

又存在差异。与正常胆管组织相比，两者共同上调

基因244条，共同下调基因399条；而两者差异表达

基因A上调而B下调者50条，B上调而A下调者

32条(图1)。这些基因均为胆管癌相对正常组织

发生显著变化的基因，涉及多种细胞功能如细胞骨
  万方数据
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架构成、细胞膜组成、促血管生成、细胞黏附、信号转

导、细胞运动、转录、分子伴侣活性、蛋白激酶活性和

受体结合等。

图1胆管癌7：15条差异表达基因的聚类分析 其中横

排为差异表达基因．纵列为不同患者。红色表示与正常

胆管基因比较表达上调，绿色衰示表达下调。黑色表示表

达无变化。其中肝门部胆管癌患者(A)为前3列。胆管

中下段患者(B)为后4列。1为A与B共同下调基因399

条。2为A下调而B上调基因50条(图2)。3为A与B

共同上调基因244条，4为A上调而B下调基因32条

(图3)。可见肝门部胆管癌与胆总管中下段癌基因表达

亦存在着明显的聚类性质不同。

2．2肝门部胆管癌与胆总管中下段癌差异表达基因

通过聚类分析发现，肝门部胆管癌与胆总管中

下段癌82条基因存在着显著的聚类性质差别(图

1)，分别位于2(图2)与4部分(图3)，两者的基因

呈现完全相反的表达趋势。进一步用SAM软件比

较分析肝门部胆管癌与胆总管中下段癌的基因表达

分析，得到差异表达基因40条(q=0)，其中显著上

调基因29条(表2)，下调基因11条(表3)。这些

基因参与了多种分子功能，如细胞增殖(CXCLI、

AREG、TCF8)，信号转导(CCLll、EPHA2、GDFl5、

NR4A2)，细胞黏附(SPPl、TNC、CCLll)，基因转录

(AK024106、NR4A2、CCNLI)等。

2．3实时定量RT—PCR结果

1．5％琼脂糖凝胶电泳显示(图4)，得到的扩增

片段大小与预期结果一致，电泳条带整齐，亮度高，

可见基因扩增效率好，特异性高。芯片结果与RT．

PCR结果吻合程度好(P=0．007)，芯片结果真实可

信(表4，图5)。

图2肝门部胆管癌(A)显著下调而胆管中

下段癌(B)显著上调的基因的聚类分析

图3 肝门部胆管癌(A)显著上调而胆管中下段癌

(B)显著下调的基因的聚类分析
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表2 SAM分析后肝门部胆管癌显著上调而胆管中下段癌显著下调29条基因(按变化倍数降序排列J
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表3 SAM分析后肝门部胆管癌显著下调而胆管中下段癌显著上调11条基因(按变化倍数降序排列)

3 讨论

基因表达谱分析为高通量的分析肿瘤变化基因

提供了全新的手段，可以为研究肿瘤的发生、发展、

检测以及预后提供大量的数据。我们在胆管癌表达

谱的筛选中发现大量的基因以及它们的细胞功能如

细胞骨架构成、细胞膜组成。促血管生成、细胞黏

附、信号转导、细胞运动、转录、分子伴侣活性、蛋白

激酶活性和受体结合等可能与胆管癌相关，这些基

因有可能成为胆管癌潜在的代表基因而值得进一步

关注和深入研究。

本实验中，胆管癌特异性显著上调基因共340

个，下调基因共449个。其中胶原蛋白酶家族

COLl0A1、COL3A1的表达都上调；另外，基质金属

蛋白酶MMP7基因也发生上调。其他显著上调的

基因中，主要参与细胞骨架构成及细胞间紧密连接

的基因包括KRTl7、KRTl9、CLDN4、EPS8L1、ENCl

等。上述基因不仅在影响肿瘤细胞构成方面发挥着

重要的作用，同时可以通过调节细胞通路而影响细

胞的功能，如ENCl。另外，一些功能性基因的表达
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图4 Real-time PCR产物电泳图l一4分别为以对

照、C5、C6、C7样品的1st-cDNA为模板。real·time PCR

扩增GAPDH基因；5—8分别为以对照、C5、C6、C7样

品的1st-cDNA为模板．real-time PCR扩增SERPINll5

基因：9—12分别为以对照、C5、C6、C7样品的1st-cDNA

为模板。real-time PCR扩增SCGB3A1基因；M TaKaRa

公司的DNA marker DL2000
图5 胆总管中下段癌样本实时定量RT·PCR结果与

芯片结果线性回归分析示意图

坐标：1(0．07。0．03)(0．20，0．06)(0．13。0．11)；

2(43．87．硼．10)；3(54．17。28．40)；4(307．79。134．∞)

表4胆总管中下段癌样本实时定量RT-PCR结果

基因名称 ct E △Ct(COIl—sam) 归一化前比值 归一化后比值 芯片比值

对照一GAPDH 19．09 1．90

C5一GAPDH 19．16 —0．07 0．96

C7一GAPDH 20．92 —1．83 0．3I

C6一GAPDH 19．13 —0．04 0．97

对照一SERPINB5 30．85 1．89

C5一SERPINB5 24．67 6．18 51．79

C7一SERPINB5 23．72 7．13 95．00

C6一SERPINB5 24．97 5．88 42．76

对照一SCGB3A1 21．15 1．85

C5一SCGB3A1

C7一SCGB3Al

C6一SCGB3A1

25．53

25．69

24．55

—4．38

—4．54

—3．4

0．07

O．06

O．12

54．17

307．79

43．87

O．07

0．20

0．13

28．40

134．00

68．10

0．03

0．06

0．1l

Ct(threshold cycle)值：表示反应的实时荧光强度显著大于背景值时的循环数

E：扩增效率

△Ct(con—sam)值：表示对照样品的ct值减去处理样品的ct值得到的差值

归一化前比值：即E△ct，表示归一化之前对照样品与处理样品目的基因表达量的差异(处理样品÷对照样品)

归一化后比值：表示归一化之后对照样品与处理样品目的基因表达量的差异(处理样品÷对照样品)

芯片比值：为表达谱芯片基因表达差异

也发生了显著的上调，其中包括DD96、PTK7、CDH3

等。在研究中，我们发现一个值得注意的现象：在胆

管癌发生变化的表达基因中，JUP、SPINT2及Maspin

等降低肿瘤增殖侵袭能力的基因存在显著的高表
达，而这些基因在其它肿瘤的研究中均表现为明显的

表达抑制，如乳腺癌、胃癌等。
在肝门部胆管癌与胆总管中下段癌的差异表达

基因中，显著差异表达的基因共41条，其中上调30
条，下调1I条。在这些基因当中，部分基因在肿瘤

的发生发展中存在着重要的作用，而一部分基因功

能尚待进一步研究。AREG(Amphiregulin)在肝门

部胆管癌中显著上调，而在胆总管中下段癌中却显

著下调。AREG位于4q13-q21，又称为双调蛋白，属

于表皮生长因子(epithelium growth factor，EGF)家

族，与EGF和转化生长因子仪(transforming growth

factor．仪，TGF．ot)在结构和功能上具有明显的同源

性，可以通过结合EGFR刺激自我磷酸化，既促进正

常细胞的增殖分化，又具有抑制肿瘤细胞生长的能

力。Castillo等¨。认为，AREG在肝细胞癌中发挥促

进有丝分裂及抑制凋亡的作用。通过siRNA和中

和抗体的方法阻断AREG的作用，可以导致EGFR
传导通路信号减少，从而抑制细胞增殖，诱发凋亡，

提示AREG在肝细胞癌的发生中起到重要的作用。

EPHA2(EPH receptor A2)是Eph受体酪氨酸
激酶家族(RTKs)的一员，在调节细胞生长、生存、迁
移及血管形成中存在着重要的作用。EPHA2广泛

表达于多种肿瘤组织，如乳腺癌、恶性黑色素瘤、前
列腺癌、肺癌、结肠癌等，尤其高表达于高侵袭性的

肿瘤细胞哺’91。EPHA2过表达不仅能导致正常细胞

的恶性转化，同时还可以通过减弱细胞间的连接而
增强肿瘤细胞的迁移能力¨⋯。另外，EPHA2在肿

瘤新血管形成及侵袭转移中起到重要的作用⋯1，抑
制EPHA2的活化可削弱肿瘤血管的形成¨⋯。

SPPl(secreted phosphoprotein 1)称为分泌磷酸

蛋白1，又称为骨桥蛋白，是一种具有多种功能的分

泌性酸性糖蛋白，归类于细胞外基质(extracellular

号一

，
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matrix，ECM)，可促进细胞的黏附和迁移。骨桥蛋

白的表达同肿瘤的致癌作用和转移密切相关，在多
种肿瘤组织中，肿瘤组织中骨桥蛋白高度表达，如胃

癌Ⅲ1、食管癌¨4‘、神经胶质瘤¨刘等。在乳腺癌中，
SPPl的表达强弱与乳腺癌的恶性程度相关，浸润性

导管癌均表达SPPl¨⋯，正常组织与乳腺癌及其转

移灶之间SPPl表达出现显著差异Ⅲo。而这种分泌
特性的蛋白产物有望作为血清学候选标志物及药物
作用的靶点。

本研究表明，在胆管癌下调的基因中，肝门部胆
管癌与胆总管中下段癌的基因表达同样既存在共性，

又存在显著差异。在共同表达下调的差异基因中，包
括SCGB3A1等。SCGB3A1(secretoglobin．3A1)，即分

泌素3A1，在人正常肺、乳腺、前列腺、胃和食管上皮
细胞都有较高丰度表达，但在乳腺癌、肺癌、鼻咽癌、
前列腺癌和胰腺癌却常常检测不到其表达，因此又

被称为HIN．1(high in normal．1)¨””1。分泌素3A1

在上述肿瘤细胞的表达下降或抑制提示其对上皮细
胞来源肿瘤的发生具有抑制作用。分泌素3A1能

够通过抑制原癌基因AKT的信号转导通路而阻止
细胞再进入周期分裂，抑制细胞浸润、转移和促进细
胞凋亡，进一步证实其为抗癌基因旧“。分泌素3A1

基因的启动子超甲基化可能作为基因表达抑制的常
见原因¨“。而在两者差异表达基因中，则包括

PACE4(Pcsk6，proprotein convertase subtilisin／kexin

type 6)等。PACE4即偶合基本氨基酸裂解酶4，为
依赖于ca“的丝氨酸蛋白酶，属于前蛋白转化酶的

一种，可在多种上皮或神经肿瘤中表达。该酶的底
物主要为一些肿瘤相关蛋白如TGF—B、MMPs等，而
这些蛋白对肿瘤的生长、迁移发挥着重要的作用。

通过对这些底物的调节，PACE4在肿瘤的发生发展

中存在着“开关”作用¨“。

基因芯片的研究方法提供了大量的基因组信
息，对这些变化基因信息进行分析，有助于对胆管癌
发生发展的分子机制、信号转导通路进行进一步的

认识，并可能为肿瘤的早期诊断、基因分型、基因治

疗提供新的方向。通过对肝门部胆管癌与胆总管中
下段癌基因表达差异的研究，发现肝门部胆管癌与

胆总管中下段癌虽然细胞起源极其类似，部位相近，

但基因的表达却存在着巨大的差异。我们希望从中
筛选出能够特异性诊断区分肝门部胆管癌与胆总管
中下段的分子标记物或基因治疗的靶点。另外，由

于发生部位不同，两种肿瘤达到临床诊断时肿瘤大
小显著不同(表1)，肝门部胆管癌肿瘤体积巨大，而

胆总管中下段癌肿瘤体积相对较小，肿瘤大小与基
因表达差异之间的关系尚需要进一步研究。
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