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　　摘要：目的　探讨 ＨＬＪ１基因在肝细胞癌（ＨＣＣ）组织中的表达及其生物学意义。方法　采用逆转
录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测 ３２例 ＨＣＣ组织及其对应的癌旁肝组织（ＰＬＣＴ）中 ＨＬＪ１基因的 ｍＲＮＡ

表达水平；分析 ＨＬＪ１与肝硬化、ＨＣＣ的结节数目、静脉浸润、分化程度和肝外转移等临床病理特征的

关系。结果　ＨＣＣ组织中 ＨＬＪ１ｍＲＮＡ的表达水平显著性低于 ＰＬＣＴ［（１．１８±０．８２）ｖｓ．（１．９２±

１．１５），Ｐ＜０．０５）］，其 ＨＬＪ１ｍＲＮＡ低表达组（ｎ＝１８）和高表达组（ｎ＝１４）在静脉浸润（Ｐ＝０．００１）和

细胞分化程度（Ｐ＝０．０１０）方面差异显著，而在性别、有无肝硬化、结节数目和肿瘤直径等因素的组间

差异无显著性（Ｐ＞０．０５）。结论　ＨＬＪ１在 ＨＣＣ中表达显著性下调；ＨＬＪ１有可能参与 ＨＣＣ的细胞分

化和侵袭转移。
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第７期 刘海军，等：ＨＬＪ１基因在肝细胞癌组织中的表达及其生物学意义

　　ＨＬＪ１是一个新发现的抑癌基因，具有抑制细
胞生长、增殖、侵袭、迁移，促进凋亡、参与细胞周

期调控等作用，并与肿瘤的复发、转移密切相

关［１］。但 目 前 有 关 ＨＬＪ１在 ＨＣＣ中 表 达 情 况，
ＨＬＪ１与 ＨＣＣ临床病理特征的关系等研究罕有报
道。本课题据此就 ＨＬＪ１在原发性 ＨＣＣ中的表达
及其与 ＨＣＣ患者的临床病理特征的关系作一探
讨，以企为早期诊断治疗肝癌，判断肝癌预后，以

及实行针对患者个体生物学特点的治疗提供一定

的理论依据。

１　资料与方法

１．１　标本来源及其一般资料
组织标本取自２００５年３月—２００６年１２月本

院外科手术切除的３２例 ＨＣＣ组织和３２例相对应
的癌旁肝组织（ＰＣＬＴ，距肿瘤边缘≥２ｃｍ）。标本
离体后迅速取材，并注意避开坏死组织，部分置入

液氮速冻后转入 －７０℃超低温冰箱存放。全部患
者未接受包括肝动脉化疗栓塞术等在内的多种抗

肿瘤治疗。本组男２７例，女５例；年龄 ２７～６２岁，
中位 年 龄 ４１岁。其 中 合 并 肝 硬 化 者 ２０例
（６２．５％），无肝硬化者 １２例（３７．５％）；直径大于
５ｃｍ者２１例（６５．６％），小于或等于５ｃｍ者共１１
例（３４．４％）；有静脉浸润者 １６例（５０．０％），无
静脉 浸 润 者 １６例 （５０．０％）；单 结 节 ２１例
（６５．６％），多结节 １１例（３４．４％）。Ｅｄｍｏｎｓｏｎ分
级Ⅰ ～Ⅱ 级 １２例 （３７．５％），Ⅲ ～Ⅳ 级 ２０例
（６２．５％）。所 有 标 本 经 病 理 组 织 学 检 查 证 实
诊断。

１．２　实验方法
１．２．１　组织总 ＲＮＡ提取　取 ＨＣＣ组织和 ＰＣＬＴ
各 １００ｍｇ／ｍＬ，分别置于消毒

$

纅中，加入液氮后

研磨粉碎。粉碎后加入 １ｍＬｔｒｉｚｏｌ，室温放置，解
冻后继续研磨成浆。采用两步法提取组织总

ＲＮＡ。提取的组织总 ＲＮＡ行琼脂糖凝胶电泳并测
定 ＯＤ值，分析提取 ＲＮＡ的纯度和浓度。
１．２．２　逆转录多聚酶链反应（ＲＴＰＣＲ）　ＲＴ
ＰＣＲ试剂盒 ＤＲ０１９Ａ购自大连宝生物公司。结合
ＧｅｎｅＢａｎｋ（基因库）序列，利用 Ｐｒｉｍｅｒ５引物软件设
计引物。ＨＬＪ１引物：正向为 ５′ＡＴＡＴＴＧＴＧＡＡＡＣ
ＣＣＧＧＡＡＴＧ３′，反向为 ５′ＴＴＴＧＣＣＴＡＴＴＴＡＴＴＴＧＡＣ
ＣＣ３′，产物长度 ３２５ｂｐ。ＧＡＰＤＨ引物：正向为
５′ＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧ３′， 反 向 为 ５′
ＣＡＡＡＧＴＴＧＴＣＡＴＧＧＡＴＧＡＣＣ３′，产物长度 ５００ｂｐ。
提取的组织总 ＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ。按照试剂盒

说明书，ＰＣＲ采用 ５０μＬ反应体系。ＰＣＲ反应条
件：９４℃变性 ４ｍｉｎ后，９４℃ ３０ｓ，５４℃ ４０ｓ
和 ７２℃ ４０ｓ；顺序循环 ３５次；最后 ７２℃延伸
７ｍｉｎ。２％琼脂糖凝胶电泳，凝胶自动成像系统
上摄像并分析各条带吸光度值（基因表达值 ＝
ＨＬＪ１／ＧＡＰＤＨ）。
１．２．３　临床病理特征的确定　每例标本均需记
录详细的临床病理特征，包括性别、有无肝硬化、

结节数目、肿瘤直径；ＨＣＣ有无静脉浸润及细胞分
化程度。ＨＣＣ细胞分化根据 ＥｄｍｏｎｓｏｎＳｔｅｉｎｅｒ分级
而定：Ⅰ ～Ⅱ级癌细胞在形态上较接近正常肝细
胞，分化较高；Ⅲ ～Ⅳ级癌细胞胞核大而深染，胞
浆少，分化低。镜下见血管内有癌细胞浸润伴血

管内皮染色不连续或见管腔内有癌栓存在，即为

静脉浸润。肿瘤直径为肿瘤组织的最大径。

１．２．４　实验设计与分组　检测 ＨＣＣ组（ｎ＝３２）
和 ＰＣＬＴ组（ｎ＝３２）中 ＨＬＪ１ｍＲＮＡ的表达，根据
ＲＴＰＣＲ结果，以 ３２例 ＨＣＣ中 ＨＬＪ１ｍＲＮＡ表达量
的均数（Ｘ１）与 ３２例 ＰＣＬＴ中 ＨＬＪ１ｍＲＮＡ表达量
的均数（Ｘ２）的比值（Ｘ１／Ｘ２＝０．６１）为界，分为
ＨＬＪ１低表达组（ｎ＝１８）和高表达组（ｎ＝１４）。每
组再根据性别、有无肝硬化、结节数目、肿瘤直

径、ＨＣＣ组织有无静脉浸润、细胞分化程度等临床
病理特征分组，比较 ＨＬＪ１表达水平与 ＨＣＣ临床
病理特征间的关系。

１．３　统计学处理
全部数据采用 ＳＰＳＳ１１．５统计软件包进行统

计学分析。计量资料的均数用 ｘ±ｓ表示，计量资
料比较采用非配对 ｔ检验。计数资料的组间比较
采用 Ｆｉｓｈｅｒ’ｓ确切概率法。Ｐ≤０．０５作为差异具
有显著性。

２　结　果

２．１　ＨＬＪ１在组织中的 ｍＲＮＡ表达水平
ＨＣＣ组织中 ＨＬＪ１ｍＲＮＡ的表达水平为１．１８±

０．８２，显著低于 ＰＬＣＴ组织中 ＨＬＪ１ｍＲＮＡ表达水
平 １．９２±１．１５（图 １－２）。
２．２　ＨＬＪ１ｍＲＮＡ表达与 ＨＣＣ临床病理特征的

关系

ＨＬＪ１低表达组的肿瘤细胞分化程度明显低于
高表达组（Ｐ＜０．００１），而有静脉浸润的显著高
于高表达组（Ｐ＜０．００１）。而在性别、有无肝硬
化、结节数目和肿瘤直径等因素的组间差异无显

著性（图 ３）（表 １）。
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图１　 ＨＬＪ１ＲＴＰＣＲ结果琼脂糖凝胶电泳图
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图２　ＨＬＪ１ＲＴＰＣＲ统计分析直方图

表１　ＨＬＪ１表达与ＨＣＣ临床病理特征的关系（例数）

临床病理特征 ＨＬＪ１低表达组 ＨＬＪ１高表达组 Ｐ值

性别

　男

　女

１５

３

１２

２
Ｐ＝１．０００

肝硬化程度

　伴有

　不伴有

１２

６

８

６
Ｐ＝０．７１８

肿瘤直径（ｃｍ）
　＞５

　≤５

１１

７

１０

４
Ｐ＝０．７１２

结节数目（个）

　单结节

　多结节

１０

８

１１

３
Ｐ＝０．２２６

静脉浸润

　有

　无

１４

４

２

１２
Ｐ＝０．００１

细胞分化（级）

　Ⅰ－Ⅱ

　Ⅲ－Ⅳ

３

１５

９

５
Ｐ＝０．０１０

图３　肝癌细胞分化程度和静脉浸润的 ＨＥ染色图（×４００）　Ａ：正常肝组织；Ｂ：ＥｄｍｏｎｓｏｎＳｔｅｉｎｅｒ分级Ⅰ级；Ｃ：Ｅｄｍｏｎｓｏｎ
Ｓｔｅｉｎｅｒ分级Ⅱ级；Ｄ：ＥｄｍｏｎｓｏｎＳｔｅｉｎｅｒ分级Ⅲ级；Ｅ：ＥｄｍｏｎｓｏｎＳｔｅｉｎｅｒ分级Ⅳ级；Ｆ：镜下静脉浸润

３　讨　论

热休克蛋白（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＳＰ）是广泛

存在于生物界中具有高度保守性质的蛋白质，

ＨＳＰ家族在细胞生长、发育、分化、基因转录等功

能方面发挥重要作用［２］。近年发现 ＨＳＰ与肿瘤

发生发展、生物学行为及其预后有较密切的关

系［３－４］。ＨＬＪ１是 Ｄｎａｊ类 ＨＳＰ４０家族成员之一，定

位于人类染色体 １Ｐ３１．１。ＨＬＪ１蛋白由 ３３７个氨

基酸残基构成，分子质量约 ４０ｋＤ，属于 ＨＳＰ４０家

族［５］。

研究证实，ＨＬＪ１参与了 ＳＴＡＴ１和 ｐ２１ＷＡＦ１信号

路径，能上调 ＳＴＡＴ１及 ｐ２１ＷＡＦ１的表达，同时下调

ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达，ｐ２１ＷＡＦ１的表达上调和 ＣｙｃｌｉｎＤ１
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的表达下调能减缓细胞分裂和肿瘤细胞的生

长［６］。此外，ＨＬＪ１能上调钙黏蛋白 Ｅ的表达并能
抑制 ＣＤ４４的表达，从而降低肿瘤细胞的侵袭
力［７］。Ｃｈｅｎ等用基因芯片技术检测了一个肺癌
侵袭性细胞系模型，发现 ＨＬＪ１与肿瘤侵袭转移
相关。进一步研究证实，ＨＬＪ１是一个转移抑制因
子，其表达水平与肺癌细胞的侵袭能力呈负相

关；过表达 ＨＬＪ１能抑制肺癌细胞的侵袭力［８］。

本研究结果显示，ＨＣＣ组织中 ＨＬＪ１ｍＲＮＡ表
达水平显著下调（Ｐ＜０．０５）。Ｔｓａｉ等［１］运用 ＲＴ
ＰＣＲ法检测 ＨＬＪ１在７１例非小细胞肺癌患者的癌
与癌旁组织中的表达，发现 ＨＬＪ１在癌组织中的
表达低于癌旁组织。本研究结果与之一致。研

究证实，在 ＨＬＪ１基因里有一个能驱动其转录活
性的区域，序列分析显示此区缺失 ＴＡＴＡ盒，存在
１个 ＣＣＡＡＴ盒，并有 ４个转录因子 ＹＹ１（Ｙｉｎ
Ｙａｎｇ１，又称 ＮＦＥ１）的结合位点；这也许对调控
ＨＬＪ１的表达是重要的，因转录因子 ＹＹ１能增强
ＨＬＪ１启动子活性，过表达 ＹＹ１能增加 ＨＬＪ１的表
达［９］。ＨＬＪ１基因在肝癌组织中表达下调，亦可能
是通过转录因子 ＹＹ１的转录调控所致。此观点
尚待于研究证实。

ＨＣＣ的侵袭转移是一个多因素和多步骤的过
程。ＨＣＣ本身的各种生物学特性，比如细胞分化
程度和静脉浸润等也决定了侵袭转移潜能的不

同［１０］。笔者分析 ＨＬＪ１ｍＲＮＡ表达水平与 ＨＣＣ临
床病理特征之间的关系的结果显示 ＨＬＪ１ｍＲＮＡ
在分化程度高的 ＨＣＣ中表达要高于分化低者
（Ｐ＝０．０１０），在无静脉浸润的 ＨＣＣ中表达高于有
静脉浸润者（Ｐ＝０．００１）。肿瘤细胞的分化程度
是判断 ＨＣＣ恶性程度的标准；分化程度越高，肿
瘤细胞的形态和功能越接近正常组织，其恶性表

现也越低，表现为肿瘤的侵袭力和转移潜能显著

降低。ＨＣＣ的静脉浸润与 ＨＣＣ的血行转移密切
相关，也是 ＨＣＣ恶性程度高，侵袭转移能力强的
表现［１０］。这些结果提示，ＨＬＪ１基因可能参与了
肝癌的发生发展过程，并可能在肝癌细胞分化、

侵袭转移中发挥重要作用。Ｔｓａｉ等［１］研究证实，

低侵袭性肺腺癌中的 ＨＬＪ１的 ｍＲＮＡ表达水平高
于高侵袭性者。实时定量 ＰＣＲ测定发现，低侵袭
性肺腺癌中的 ＨＬＪ１的 ｍＲＮＡ表达水平是高侵袭
性肺腺癌中的 ８倍。生存分析和 Ｌｏｇｒａｎｋ检验发

现，ＨＬＪ１高表达患者有着更长的生存期和更长的
无瘤生存期；回归分析发现，ＨＬＪ１的低表达是患
者总体生存率和无瘤生存时间的一个危险因素；

多变量 ＣＯＸ比例风险回归模型分析显示，患者的
无瘤生存期也仅仅与 ＨＬＪ１的表达水平相关。

本研究结果提示，ＨＬＪ１下调参与了 ＨＣＣ的发
生发展过程，并可能在 ＨＣＣ的细胞分化和侵袭转
移中发挥重要作用。ＨＬＪ１有可能成为 ＨＣＣ治疗
中重要的基因靶点。本研究结论为早期诊断治

疗肝癌，判断肝癌预后，实行针对患者个体生物

学特点的治疗提供了一定的理论依据。
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