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原发性肝癌染色体 8p、16q遗传变异的研究 *
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摘要目的：分析人肝癌（HCC）组织中染色体 8p、16q部分基因及染色体片段的遗传变异及与临床病理关系，初步筛选 HCC相关
的抑癌基因。方法：应用聚合酶链反应 -变性聚丙烯酰胺凝胶 -银染法分析 45例 HCC组织标本中染色体 8p和 16q的杂合性丢
失（LOH）及微卫星不稳定性（MSI）。结果：发生 LOH的总频率为 68.89%(31/45)，其中 D16S511位点的发生 LOH率最高为
53.33%(24/45)，其次是 D8S261（39.02%，16/41）和 D8S499（34.88%，15/43）。MSI出现的总频率为 11.11%（5/45），出现在三个微卫
星位点（D8S261、D8S499及 D16S511）上。结论：染色体 16q23、8p22-21.3及 8p12区域的 LOH发生频率高，其可能存在与 HCC
发生发展相关的新的抑癌基因，特定位点的遗传变异可能与 HBV感染、临床病理恶性程度等预后因素相关。
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ABSTRACT Objective: To investigate the genetical alterations on chromosomes 8p and 16q in primary hepatocellular carcinoma

(HCC), investigate the relationship between the gentical alterations and clinicopathologic features and try to screened some HCC-related
tumor suppressor genes. Methods: Loss of heterozygosity (LOH) and microsatellite instability (MSI) on chromosome 8p and 16q in
samples from thirty-five patients with HCC were examined by PCR-denaturing PAGE-silver staining. Results: The overall LOH
frequency was 68.89%(31/45) at least one locus of 8 loci on the chromosomes. The frequency of Loci were 53.33% (31/45),39.02%
（16/41）and34.88%（15/43）for D16S511, D8S261 and D8S499, respectively. The frequency of MSI was 11.11%(5/45) and the MSI was
distributed on the three microsatellite markers (D16S511、D8S261 and D8S499). Conclusion: There may be a new putative tumor
suppressor gene related to the occurrence and development on specific chromosome region 16q23, 8p22-21.3 or 8p12 with high-frequent
LOH. The genetic alterations on some specific loci were associated with prognosis factors as the positive HBsAg, differentiated degrees
of HCC.
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前言

目前，肝癌仍是发展中国家中最主要的恶性肿瘤之一，其发

病率及死亡率呈逐年上升之势。病因学调查研究表明 HBV感
染、黄曲霉菌和化学致癌剂等外在环境危险因子在肝癌发生发
展过程发挥了一定作用，但其内在的分子机理作用仍不明确[1]。
近年来肿瘤分子遗传学研究表明癌发生是有多个因素参与，是

多阶段、多步骤逐渐累积的结果，其中原癌基因的激活和抑癌基
因的失活起了相当关键的作用，因此抑癌基因作用机制的研究

越来越受到重视，而染色体杂合性丢失、微卫星不稳定性等遗传
变异正是引起抑癌基因失活的可能机制[2，3]。
最近多个研究中心提示在肝癌组织中发现染色体1p，1q，4q，

6q，8p，10q，13q，14q，16q，17p 和 22q 等多个区域存在杂合子
高频丢失[4]。为进一步弄清染色体遗传变异在癌发生发展过程
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表 1 HCC组织染色体 DNA微卫星位点相关参数
Table 1 Characteristics of microsatellite markers on some chromosomes in HCC

Locus Location Primer(5'-3') Annealing(℃) Allelic size(bp)

D8S261 8p22-21.3
TGCCACTGTCTTGAAAATCC
TATGGCCCAGCAATGTGTAT

50 128-144

D8S499 8p12
GGGTGACAGAGCAGAATTC
CCTTGCCATTTTCACACGTG

55 155

D8S1810 8p12
ATGATGCTGAGTCCCCA

CAGAGGGCTGATTTTATGC
50 155-207

D8S1827 8p22
GACAGAATCATGTGGCCTTT

TTTTGTAAAATGTAAAATTGGCTTT
50 142-164

D8S1125 8p12
CCCCCTAAAATTTAGCTCCA
TATGCCTAGCCCTCCTTTCT

50 228-241

D16S511 16q23
CCCCGGAGCAAGTTCA

CAGCCCAAAGCCAGATTA
50 182-222

D16S402 16q23.3
TTTTGTAACCATGTACCCCC
ATTTATAGGGCCATGACCAG

50 161-187

D16S422 16q23.3
CAGTGTAACCTGGGGGC

CTTTCGATTAGTTTAGCAGAATGAG
55 188-212

中的作用机制，本研究在前期研究的基础上选取在原发性肝癌

遗传变异高频发生的 8、16 号染色体片段的微卫星位点进行
LOH和 MSI分析，以期为 HCC的早期诊断、分子分型及预后
预警提供可能的新分子标记。

1 材料与方法

1.1 肿瘤组织标本
本研究所选 45例肝癌及癌旁组织取自第四军医大学唐都

医院病理科 2007年 1月 -2010年 6月存档组织，标本均经组
织学检查，经两位病理医生确诊。肝癌组织标本的患者年龄
28-76 岁，平均 50 岁；其中男 29 例，女 16 例；血清甲胎蛋白
（AFP）≥20 μg/L的 29例；HBsAg阳性 32例；按照WHO（2000
年）分级，EdmondsonⅠ-Ⅱ级 12例，Ⅲ-Ⅳ级 33例；肝内转移 28

例；伴有肝硬化者 22例。
1.2 方法
1.2.1 基因组 DNA提取 每例标本选取 3 mm×3 mm×3 mm
大小组织块，剪碎、匀浆，TE裂解、蛋白酶 K消化 48℃孵育 16
小时，蛋白酶 K和 10 μl 30％SDS，48℃孵育过夜，待消化完全
后，酚 /氯仿抽提，梯度酒精冲洗，加 TA缓冲液。紫外分光光度
计测 A260/A280，合格者 -20℃保存待用。
1.2.2 微卫星位点选取 选取染色体 8、16上微卫星位点分别 5
和 3 个 (依据 GenBank 数据库 :Accession:D8S261:Z16628;
D8S499:L18081;D8S1125:G08665;D8S1810:Z51480;D8S1827:
Z50970:D8S402:Z16451;D16S422:Z17135; D16S511:Z24321)，
各微卫星点标记、定位等信息见表 1所示，引物由上海生工生
物公司合成。

1.2.3 标本组织微卫星 DNA-PCR扩增 以所提 DNA为模板及
上述合成引物，由 PCR仪(购自美国 BIO-RAD公司)进行扩增，
反应体系及条件：总体积 50 μl中加 DNA模板 1 μl，RCR mix
Kit中 10×PCR buffer 5 μl+dNTP Mixture 1.25 μl+TaqDNA聚
合酶 0.25 μl (购自大连 TaKaRa公司)，上下游引物 20 pmol/L
各 1 μl (购自上海生工公司)，按以上比例去离子水加至 50 μl，
预热 94℃5 min，变性 94℃ 40 sec，退火 50或 55℃ 50 sec，延
长 72℃ 1min，共 35个循环后 72℃延长 5 min，4℃结束反应。
1.2.4 电泳检测 PCR产物进行 2%琼脂糖凝胶电泳（AGE）检
测，80 V-100 V电压，电泳 60 min左右，紫外灯光凝胶分析系
统（ulteraviolet photometry，UVP）观察结果：目的条带弱者则需
调整反应条件再次行 PCR，目的条带清晰者进行 10%变性聚
丙烯酰胺凝胶（2.5 ml 38%丙烯酰胺 /2%双叉丙烯酰胺 +60 μl
10%过硫酸胺 +6 μlTEMED）电泳。取 PCR产物与 6×Loading
Buffer各 4 μl混匀，点样予提前制备好的凝胶梳孔中，接通电
源，稳压 100 V，电流＞10 mA，电泳 3.5 h。

1.2.5 银染 电泳结束后，从电泳板上剥下凝胶，置冲洗皿中，
10%乙醇 +1 ml冰醋酸溶液 200 ml固定 4 min，1%HNO3溶液
浸泡 5 min，0.48%AgNO3+1%甲醛 100 ml 溶液染色 45 min，
10%NaCO3溶液显色 5 min，显色适当后 10 ml冰醋酸终止反
应。以上步骤予去离子水漂洗两次。光学照相记录数据。
1.2.6 结果判定标准 参照 Tomlinson等的判断标准，当正常组
织 DNA扩增产物凝胶电泳条带有 2条带以上者判断为杂合
性，为有意义信息个体；若仅有 1条带判断为纯合性个体，为无
意义信息个体。肿瘤标本中的一条带减弱 50%以上或消失，判
断为杂合子丢失（LOH）[6]；与正常对照相比，肿瘤标本出现额外
或位移条带，判断为微卫星不稳定（MSI）。假如一个肿瘤 DNA
位点 LOH缺失率＞30%，则提示有抑癌基因的存在，可认为此
位点与肿瘤有相关性。对出现 LOH、MSI阳性结果者均再次重
复验证。
1.2.7 统计学分析 本研究采用 SPSS14.0软件对选取的微卫星
位点的遗传变异与临床病理分期关系进行 Chi-square检验或
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图 1 HCC组织染色体微卫星位点 LOH分析结果图示：N为癌旁组织；T为肿瘤组织；箭头指示为发生减弱或丢失：A：D8S261，B：D8S499，C：
DS1810，D：D16S402，E：D16S422，F：D16S511

Fig 1 LOH on the loci of some specific microsatellite markers in HCC.N:non-tumor live tissue,T:tumor tissue;Arrow:weaken or loss. A：D8S261，B：
D8S499，C：DS1810，D：D16S402，E：D16S422，F：D16S511

表 2 HCC组织染色体各微卫星位点 LOH发生频率
Table 2 The detected frequent of LOH on some specific loci of microsatellite markers in HCC

Locus Informative cases(n) LOH（n） LOH rate（%）

D8S261 41 16 39.02

D8S499 43 15 34.88

D8S1125 26 4 15.38

D8S1810 41 8 19.51

D8S1827 41 4 9.76

D16S402 42 8 19.04

D16S422 33 7 21.21

D16S511 45 24 53.33

Fisher exact probability检验，设定双侧 P＜0.05有统计学差异。

2 结果

2.1 LOH检测频率
45例 HCC组织的 8个微卫星位点的 LOH检出频率（见

表 2）。癌组织中发现至少一个位点发生 LOH 的总频率为
68.89%（31/45），其中未见在所有位点都出现 LOH的病例；其
中在 D16S511位点发生 LOH频率最高，为 53.33%（24/45），依
次是 D8S261（39.02%，16/41）和 D8S499（34.88%，15/43）位点。

2.2 LOH与 HCC的临床病理特征的关系
HCC组织染色体微卫星位点 LOH与临床病理关系参数
见表 3。表中数据表明 8个微卫星位点在病史、HBsAg感染、血
清 AFP、肿瘤大小、分化程度、伴有肝硬化、肝内转移等临床病

理指标中的总 LOH分布频率无统计学差异；但有个别位点存
在差异。在 D8S261位点，HBsAg阳性感染患者 LOH分布高于
阴性者（P＜0.028）；在 D8S1810位点，伴有肝硬化者的 LOH分
布高于无肝硬化者（P＜0.045）；在 D16S511 和 D8S499 位点，
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注：* LOH/信息例数；**AFP单位 lg/l

Notes: * LOH/ Informative cases; ** Unit AFP lg/l

表 3 HCC组织染色体微卫星位点 LOH与临床病理关系参数
Table 3 clinicopathologic features of LOH in HCC

D8S261 D8S499 D8S1125 D8S1810 D8S51827 D16S402 D16S422 D16S511

n/N* p n/N p n/N p n/N p n/N p n/N p n/N p n/N p

Gender 0.570 0.295 1.000 0.692 1.000 0.689 0.686 0.338

Male 29 11/26 11/27 3/18 6/27 3/26 6/27 4/21 17/29

Female 16 5/15 4/16 1/8 2/14 1/15 2/15 3/12 7/16

Age 0.222 0.811 1.000 0.436 0.637 0.709 0.676 0.979

＜50 21 7/16 7/19 1/7 5/19 2/16 3/18 2/13 11/21

≥50 24 9/25 8/24 3/19 3/22 2/25 5/22 5/20 13/24

HBsAg 0.028 1.000 1.000 0.659 1.000 0.662 0.370 0.082

+ 32 15/30 11/31 3/18 7/32 3/29 7/33 4/23 13/32

_ 13 1/11 4/12 1/8 1/9 1/12 1/9 3/9 9/13

AFP 0.620 0.700 1.000 0.411 0.637 1.000 0.676 0.360

＜20 16 7/16 5/16 1/10 4/14 2/16 3/15 2/13 10/16

≥20 29 9/25 10/27 3/16 4/27 2/25 5/27 5/20 14/29

Tumor size 0.480 0.127 0.563 0.320 0.559 1.000 0.642 0.147

≤3 10 3/10 1/10 2/8 3/8 0/9 2/9 1/9 3/10

＞3 35 14/31 14/33 2/18 5/33 4/32 6/33 6/24 21/35

Edmondson

grade
0.485 0.033 0.598 1.000 1.000 1.000 0.661 0.003

Ⅰ-Ⅱgrade 12 6/12 1/12 1/12 2/11 1/9 2/11 3/11 2/12

Ⅲ-Ⅳgrade 33 10/29 14/31 3/14 6/30 3/32 6/31 4/22 22/33

cirrhosis 0.444 0.396 0.593 0.045 1.000 1.000 0.398 0.449

_ 23 7/21 6/21 1/13 1/20 2/20 4/20 2/16 11/23

+ 22 9/20 9/22 3/13 7/21 2/21 4/22 5/17 13/22

Intrahepatic

metastasis
0.923 0.543 0.625 0.692 0.615 1.000 0.680 0.203

_ 17 6/15 5/17 2/10 3/13 2/15 3/15 3/15 7/17

+ 28 10/26 10/26 2/16 5/28 2/26 5/26 4/28 17/28

n

2.3 MSI检测频率
45例癌组织中发现有MSI的频率为 11.11%（5/45），发生
位点分布在 D8S261、D8S499及 D16S511。见图 2。

3 讨论

肿瘤细胞遗传学研究认为癌是一系列体细胞突变的结果，

在某些情况有下具有遗传背景，发现癌的特征性标记对认识其

内在的发生演化、预后预警及诊治指导具有非常的现实意义。
近年来的研究表明肿瘤细胞基因组的变异在不同染色体上的

定位已不再完全依赖于染色体组型分型，随着人类 DNA序列
图谱的构建，可能通过 DNA分子的分析来识别特定基因组区
域丢失及扩增，而从可变数目串联重复序列基础上发展起来的

DNA序列微卫星序列标记成为研究肿瘤分子机制的热点[7]。微
卫星 DNA序列是一种最常见的重复序列之一，在人类基因组
中有很高的比例，一般具有 2-6bp，形象上称为“结巴”基因，其
易于发生拷贝数变异和序列交换，重复拷贝数的减少常可导致

致病性缺失。这种重得序列拷贝数在家族成员中表现相对稳
定，具有丰富的多态性、高度杂合性、重组率等优点。因微卫星
DNA序列在染色体上有明确的定位，通过比较其与正常组织
重复拷贝数，可以发现可能的遗传变异，发现与癌发生过程中

起关键作用的候选抑癌基因密切相关[7]。有研究证实这种遗传
变异正是肿瘤发生的常见表现，以染色体水平的等位基因杂合

性丢失（LOH）及微卫星不稳定性（MSI）为代表形式，LOH即位
点上父系或母系上两个等位基因中的一个出现丢失，由此可能

EdmondsonⅢ-Ⅳ级以上患者的 LOH分布高于Ⅰ-Ⅱ级，有统计 差异（分别为 P＜0.003，P＜0.033）。
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图 2 HCC组织染色体微卫星不稳定分析结果 T为肿瘤组织；N为癌旁组织；箭头指示为发生MSI；A：D8S261，B：D8S499，C：D16S511

Figure 2 MSI on the loci of some specific microsatellite markers in HCC.N:non-tumor live tissue,T:tumor tissue;Arrow:MSI of some tumor. A：D8S261，
B：D8S499，C：D16S511.

导致处于该部位的基因或其附近部的 DNA多态性也随之失
位，导致抑癌基因的失活[3，5，8]。本课题依上述原理，利用染色体
上的高度多态性微卫星标记，通过同一个体的肿瘤组织与正常

对照组织特定染色体区域比较，检测标志性电泳条带的 LOH
频率，初步筛选出 HCC相关抑癌基因，以期发现可能的 HCC
的早期诊断、分子分型及预后预警提供可能的新的分子标记
物。
本研究对 45例原发性肝癌染色体 8p、16q片段的 DNA微
卫星的本研究对 45例原发性肝癌染色体 8p、16q片段的 DNA
微卫星的遗传标记对染色体 LOH进行分析，癌组织中出现至
少一个位点发生 LOH的总频率为 68.89%（31/45），其中未见在
所有位点都出现 LOH 的病例；16 号染色体上的长臂区域的
D16S511位点出现高频 LOH（53.33%，16/41），其次D16S422为
（21.21%，7/33）；8号染色体短臂区域的 D8S261、D8S499位点
也出现高频 LOH（39.02%，16/41；34.88%，15/43）。表明在这些
区域可能存在与 HCC发生发展相关的潜在抑癌基因。尽管本
研究所选其它微卫星位点未见有高频 LOH的出现，但并不能
排除在其它位点区域存在高频 LOH的可能性。Joon C等报道
通过比较基因组杂交（CGH）方法分析 HCC组织染色体变异，
发现在 8p与 16q上高频发生 LOH，分别为 77%与 50%，提示
这些区域存在与 HCC发生发展相关的可能的抑癌基因[8-11]。另
有研究也报道在染色体 8p和 16q存在微卫星位点 LOH的高
频丢失，可能存在新的抑癌基因 [10-17]。本研究结果提示在染色
体 16q23、8p12与 8p22-21.3区域可筛选新的抑癌基因。
结合病人的临床病理资料分析发现，肿瘤染色体遗传变异

总体与病史、病毒感染、肿瘤大小、分化程度、伴有肝硬化、肝内

转移等指标无统计学意义，仅提示有个别位点存在差异。在

D8S261位点，感染 HBsV阳性患者 LOH偏高；D8S1810位点，

有无肝硬化患者的 LOH有差异，以上提示在染色体 8p的相关

位点区域的基因存在与癌发生早期事件相关；在 D16S511和

D8S499位点，EdmondsonⅢ级以上患者的 LOH有差异，表明

分别在染色体 16q23、8q12的相关位点区域存在与癌恶性进展

程度相关的抑癌基因。Matthewt 等报道在 16q24 区域

(D16S516)存在与肿瘤大小相关的基因，表明与 HCC较差的转

归有关[5]。以上结果表明肝癌发生、发展与转归等生物行为可能

是多个相关抑癌基因的结果，基因单个位点的遗传改变常难直

接引起某一表现型发生根本的改变。

MSI的发生肿瘤染色体遗传突变另一现象。本研究发现微

卫星不稳定性（MSI）发生频率为 11.11%，发生频率较低，且正

好出现在 LOH 较高的三个位点上 （D8S261、D8S499 及

D16S511），但因其频率低无统计学意义，未见有明显规律。同

时Matthew等的研究也发现在染色体 16q区域发生 MSI频率

较低，但 Salvucci等的报道在 HBsVAg阳性的 HCC中微卫星

遗传变异较高（86%,18/21）,发生 MSI是其主要的遗传变异[18]。

以上提示 MSI在染色体遗传变异发生机制仍有待进一步研
究。
本研究对 HCC组织中有遗传变异的部分染色体片段进行

初步分析后，发现 16q23、8p12与 8p22-21.3区域可能存在与
HCC密切相关的新的抑癌基因，同时特定位点的遗传变异可
能与 HBV感染、临床病理恶性程度等预后因素相关。鉴于本实
验标本含量所限后续工作还需继续扩大肿瘤样本含量，进一步

对染色体区域上相关抑癌基因图谱进行精确定位，克隆出

HCC相关抑癌基因并对其分子信号通路、功能表达等机制方
面进行更深入探讨。
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