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肝细胞癌患者外周血 HSF1 基因表达的检测及应用价值 *
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摘要 目的：建立检测 HSF1 mRNA 的 real-time PCR 的方法，了解肝细胞癌患者外周血中 HSF1 的表达水平及其与各临床病理特

征之间的关系。方法：利用 real-time PCR 的方法检测 20 例肝细胞癌患者及 20 例正常人群外周血中 HSF1 mRNA 的表达量。结

果：肝细胞癌患者外周血中的 HSF1 mRNA 表达量显著高于正常人群（P＜0.05）；肝细胞癌患者外周血中 HSF1 mRNA 的表达水

平在不同性别、肿瘤大小、门静脉侵犯情况、HbsAg 水平及 AFP 水平的患者中的差异无统计学意义（P＞0.05）；在不同病理分化程

度、TNM 分期的患者中的差异有统计学意义（P＜0.05）。结论：real-time PCR 技术可以成功检测外周血中 HSF1 mRNA 的表达量，

HSF1 可能与肝细胞癌的发生发展密切相关。
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ABSTRACT Objective: To establish a quantitative real-time PCR method for detection of HSF1 gene expression level in human

hepatocellular carcinoma and to investigate the relationship between HSF1 mRNA expression level and the clinicopathological

characters. Methods: Real-time PCR was employed to determine the expression level of HSF1 mRNA in peripheral blood of 20

specimens of human hepatocellular carcinoma patients and normal human. Results: Comparing with normal human, HSF1 present higher

expressions in human hepatocellular carcinoma patients (P<0.05). There is no statistical differences of HSF1 mRNA expression level

between the group with different sexes, tumour diameters, portal involvement levels, HBsAg levels and AFP levels (P＞0.05）. There is

statistical differences of HSF1 mRNA expression level between the group with different differentiations and TNM stages (P＞0.05）.

Conclusion: The established quantitative real-time PCR method can successfully detect the expression level of HSF1 mRNA, which may

be closely related to the occurrence and development of human hepatocellular carcinoma.
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前言

研究发现肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）的发病

率有不断升高的趋势，全球每年大约有 60 万人死于 HCC，其

死亡率列肿瘤死亡率的第三位[1]。在我国，HCC 的年发病数已

超过 36 万，而死亡数也已超过 35 万，是仅次于肺癌的第二大

肿瘤死因。然而如何对其进行早期诊断仍然困扰着所有的肝胆

外科医生, 这也是 HCC 患者存活率低的主要原因[2,3]。

热休克转录因子 1（HSF1）是广泛存在于真核生物细胞内

的一种起主导作用的转录因子，通过调节热休克反应一方面恢

复正常的蛋白折叠环境，另一方面还可以使细胞在应激状态下

改变信号传导通路来调节代谢从而增强细胞的生存能力[4]。近

年来发现 HSF1 蛋白的异常表达可能与恶性肿瘤的侵袭、转移

有关[5]。我们的前期实验证实 HSF1 在肝细胞癌组织中的表达

水平增高。但其在肝细胞癌患者外周血中的表达水平状况尚无

文献报道。本研究利用实时定量 PCR（real-time PCR）技术检测
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外周血中 HSF1 mRNA 表达水平，为进一步研究 HSF1 基因在

肝细胞癌发生、发展中的作用奠定了基础。

1 材料与方法

1.1 病例来源

选取 2010 年 7 月至 2010 年 12 月第四军医大学西京医院

肝胆胰脾外科收治的 20 例肝细胞癌患者为研究对象，经手术

或 B 超引导下穿刺取细胞学诊断，均明确病理类型。患者中男

性 12 例，女性 8 例，中位年龄为 50 岁（38-74 岁）。术后病理：低

分化 5 例，中高分化 15 例。TNM 分期（2002 版 UICC）：Ⅰ期 2

例，Ⅱ期 9 例，Ⅲ期 6 例，Ⅳ期 3 例。20 例正常体检人员作为阴

性对照，其中男女各 10 人，中位年龄 48 岁（40-67 岁）。
1.2 试剂及设备

RNAprep pure 血液总 RNA 提取试剂盒 （TIANGEN 公

司）， 反 转 录 反 应 试 剂 盒、SYBR Green 荧 光 定 量 试 剂 盒

（TAKARA 公司），HSF1、GAPDH 引物 （上海生工生物技术有

限公司），IQ5TM 荧光定量聚合酶链反应（PCR）仪（Bio-Rad 公

司），高速冷冻离心机 Sigma3-18K（Sartorius 公司），紫外分光光

度计 Ultrospec（GE Healthcare 公司）。
1.3 实验方法

1.3.1 外周血总 RNA 的提取 清晨空腹经外周静脉抽取实验组

及对照组患者外周血各 1.5ml，常温存放于抗凝管中（保存时间

少于 2h）。按照 RNAprep pure 血液总 RNA 提取试剂盒说明书

严格操作，获取 RNA 溶液 40μl，上述操作于冰浴中进行。紫外

线分光光度计测定 OD260 和 OD280，并计算 OD260/OD280

值（控制在 1.8-2.0 范围内）。
1.3.2 cDNA 的 合 成 反 转 录 反 应 ：1μg 样 本 总 RNA，1μl

miScript Reverse Transcriptase Mix，4μl 5*miScript RT Buffer，

DEPC 水，体系为 20μl。反应条件：37℃孵育 60min，95℃孵育

5min。反转录产物置于冰上备用。
1.3.3 标准曲线的绘制 任意取一肝细胞癌患者 外 周 血 的

cDNA 作为标准品，按 1:10 倍比稀释得到不同浓度的标准模

板，进行 real-time PCR 反应，以拷贝数的自然对数作为横坐

标，以 Ct 值作为纵坐标，绘制 HSF1 基因 real-time PCR 反应的

标准曲线。同法绘制 GAPDH 基因 real-time PCR 反应的标准曲

线。
1.3.4 Real-time PCR 反应 反应体系的制备：10μl SYBR Green

PCR MasterMix，2μlmiScriptuniversal primer，2μl specif c primer，

1μl cDNA 以及 5μl DEPC 水，总反应体系 20μl。反应条件：

95℃15 min 后连续 45 个循环，每个循环内 94℃ 15 s、55℃
30s、70℃ 30s。每次试验均设置阴性对照，以 H2O 代替 cDNA。
1.3.5 数据处理及结果分析 反应结束后分析 PCR 反应曲线，

得到 Ct 值。Real-time 反应中基因表达的相对定量统计学分析

采用 2 -ΔΔCt 法进行[6]。
1.4 统计方法

各项数据以均数±标准差（x±s）表示，实验数据应用 SPS-

S17.0 统计软件进行处理，各组数据间差异分析采用 t 检验，

P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 real-time PCR 反应的可重复性、有效性和可靠性

本实验将随机选取的一个样本做 3 个复孔的荧光定量

PCR，从扩增曲线可见三个复孔的荧光值曲线拟合良好，Ct 值

接近，说明反应体系稳定，可重复性好。实验中 HSF1 和

GAPDH 标准曲线的扩增效率分别为 97%和 103%，斜率分别

为 -3.20 和 -3.26，相关系数分别为 0.99933 和 0.99987，说明实

验结果是有效和可靠的。

图 1 HSF1 实时定量 PCR 反应扩增曲线

Fig.1 Real time quantitative PCR amplification chart result of HSF1

2.2 溶解曲线分析

溶解曲线分析结果显示 HSF1 基因 real-time PCR 反应扩

增产物溶解曲线峰值在 84.5℃，溶解温度均一，峰的形状较为

锐利；GAPDH 基因 real-time PCR 反应扩增产物溶解曲线峰值

在 86.5℃，溶解温度均一，峰的形状较为锐利。

图 2 HSF1（A）和 GAPDH（B）实时定量 PCR 反应溶解曲线

Fig.2 Real time quantitative PCR melt peak chart result of HSF1 (A)and GAPDH (B)
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2.3 HSF1 mRNA 在肝细胞癌患者及正常人群外周血中的表达

采用 2-ΔΔCt 法计算 HSF1 mRNA 的表达水平，HSF1 mRNA

在肝细胞癌中的表达量为（2.379±0.417），在正常人群中的表

达量为（1.177±0.529），两者差异有统计学意义（P＜0.05）。

2.4 肝细胞癌患者外周血中 HSF1 mRNA 的表达与临床病理特

表 1 受检者外周血中 HSF1 mRNA 表达量水平

Table 1 The expression levels of HSF1 mRNA in patients

t P

10.976 ＜0.05

Group

HCC group

Control group

n

20

20

x±s

2.397±0.422

1.191±2.252

征的关系

肝细胞癌患者外周血中 HSF1 mRNA 的表达水平在不同

性别、肿瘤大小、门静脉侵犯情况、HbsAg 水平及 AFP 水平的

患者中的差异无统计学意义（P＞0.05）；在不同病理分化程度、

TNM 分期的患者中的差异有统计学意义（P＜0.05），肿瘤分化

程度越低 HSF1 mRNA 的表达水平越高，临床分期越晚 HSF1

mRNA 的表达水平越高。

表 2 肝细胞癌患者外周血中 HSF1 mRNA 表达水平与临床病理特征之间的关系

Table2 Relationship between HSF1 expression level and clinical pathologic features of patients with HCC

Clinical pathologic features n x±s t P

Sex

Tumour diameter

Portal involvement

Differentiation

TNM stage

HbsAg

AFP

Male

Famale

＞5cm

≤5cm

Yes

No

High，middle

Low

Ⅰ+Ⅱ

Ⅲ+Ⅳ

Positive

Negative

Positive

Negative

12

8

9

11

3

17

15

5

11

9

13

7

11

9

2.391±0.388

2.406±0.496

2.458±0.489

2.347±0.374

2.329±0.423

2.409±0.503

2.258±0.324

2.814±0.433

2.210±0.308

2.625±0.444

2.360±0.388

2.466±0.504

2.252±0.310

2.574±0.488

-0.08

-0.58

0.297

-0.307

-2.467

-0.526

-1.794

＞0.05

＞0.05

＞0.05

＜0.05

＜0.05

＞0.05

＞0.05

3 讨论

在人体内，HSF 为一 82KD 的转录因子，定位于 9 号染色

体 q11-12，含有两个开放读码框架，分别为 489 和 529 个氨基

酸。人 HSF 家族包括三个成员：HSF1、HSF2 和 HSF4。其中

HSF1 是最具有代表性的 HSF。HSF1 在人体中最主要的作用是

通过特异性结合热休克元件（HSE），从而启动下游 HSPs 的转

录[7,8]。大量研究报道 HSPs 的表达与肿瘤的发生、发展与预后差

有关[9-11]。
近来的国内外研究表明，在前列腺癌[12]、乳腺癌[13]、胃肠道

癌[14]等多种恶性肿瘤中，HSF1 均有较高水平的表达。Hoang[12]

等首先报道了人前列腺癌的发生与 HSF1 相关，他们采用代表

性差异分析法研究非转移型前列腺癌细胞系和转移型前列腺

癌细胞系，发现 HSF1 呈过表达，同样的现象也在前列腺癌组

织标本中被发现。Nakamura 等[15]在人黑色素瘤的研究中也得

到了上述结论，并且通过小干扰 RNA 沉默掉 HSF1 基因后，使

肿瘤细胞的侵袭增殖能力出现显著下降。另外在子宫颈癌的研

究中发现，沉默掉 HSF1 基因后明显增强了子宫颈癌细胞对化

疗的敏感性[16]。这些都说明，HSF1 不仅与肿瘤的发生发展关系

密切，而且很可能在肿瘤的侵袭转移中发挥了关键作用[17,18]。我

们的科研团队在前期研究中发现在人肝细胞癌组织中 HSF1

蛋白的表达显著高于正常肝脏组织，HSF1 蛋白的高表达与肝

细胞癌的侵袭转移相关。
Real-time PCR 技术实现了 PCR 反应从定性到定量的飞

跃，是目前分子生物学研究的重要工具，它具有特异性强、灵敏

度高、重复性好、定量准确、速度快和全封闭的特点。SYBR
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green 荧光 real-time PCR 是简便、低成本的荧光方法，它的原理

是利用 taq 酶对荧光双标记探针的切口平移效应，连续不断地

检测反应体系中荧光信号的变化，当信号增强到某一阈值时，

此时 Ct 值就被记录下来，该参数和 PCR 体系中起始 DNA 量

的对数值之间有严格的线性关系，利用阳性梯度标准品的 Ct

值就可以准确确定出起始 DNA 的数量[19]。
目前临床上用于筛查、诊断、随访肝细胞癌的血清学标志

物仍比较局限，最常用的 AFP 依旧有着敏感性较低、特异性不

强的缺点[20,21]，因此寻找新的肝细胞癌血清学诊断标志物迫在

眉睫[22]。
我们此次的实验结果显示，HSF1 mRNA 在肝细胞癌患者

外周血中的表达水平明显高于正常人群。临床病理因素分析表

明，不同性别、肿瘤大小、门静脉侵犯情况、HbsAg 水平及 AFP

水平的肝细胞癌患者血清中的 HSF1 mRNA 差异无统计学意

义（P＞0.05），分化越差的肝细胞癌患者外周血中 HSF1 mRNA

的表达水平越高，临床分期越晚的肝细胞癌患者外周血中

HSF1 mRNA 的表达水平越高。说明外周血中 HSF1 基因的表

达与肿瘤的恶性程度、侵袭转移等预后不良因素有关。
应用 real-time PCR 技术检测患者外周血中 HSF1 基因的

表达水平方法简便、重复性好、特异性和扩增效率高，我们的初

步实验结果理想，为肝细胞癌的诊断、预后及靶向治疗提供了

一个潜在的新途径。下一步我们要进行大样本量、更为深入的

研究，并将其敏感性与 AFP 进行对比，以期早日提供更有意义

的临床实验结果。
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