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锌指蛋白2 1 6、A20及P53、P16基因突变／缺失
与肝癌的相关性研究
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【摘要】 目的检测肝癌(hepatocellular carcinoma，HCC)患者血清中锌指蛋白(zincfingerproteins，

ZNF)216(ZNF一216)、A20(ZNF—A20)水平，P53基因突变及P16基因缺失情况，探讨其与HCC发生、发

展的关系。方法选择4l例HCC患者为HCC组，45例健康体检者为对照组。采用PCR法扩增P53基

因外显子5-8，SP免疫组织化学方法检测P16蛋白，并对其突变和缺失进行分析；采用重组eDNA表达

文库的血清学分析法获取人类锌指蛋白ZNF216、ZNF-A20抗原，经间接EUSA方法分析HCC患者血

清中ZNF216、ZNF-A20抗体的表达水平。结果HCC组ZNF216抗体和ZNF-A20抗体水平高于对照

组，两组差异均有统计学意义(P均<0．01)；在41例HCC患者中，有23例发生P53基因突变，且HCC

有转移病灶患者的突变率(81．8l％)高于HCC无转移病灶患者的突变率(26．31％)。4l例HCC患者中

P53基因突变热点区外显子以第8外显子居多(36．4％)，其次为第7外显子(29．4％)；HCC无转移病灶

患者中P16基因缺失的阳性率(31．57％)大于HCC有转移病灶患者中P16基因缺失的阳性率(9．09％)，

差异具有统计学意义昨6．095，P<0．01)。结论ZNF一216和ZNF—A20的高表达提示其与HCC的发生
过程相关，而血浆P53基因突变和P16基因缺失与HCC的发生及病灶转移有相关性，突变机率在临床

鉴别诊断和治疗预后中具有参考价值。

【关键词】肝癌；锌指蛋白216；锌指蛋白A20；P53基因；P16基因

The correlafive research for ZNF一216、ZNF—A20 expression and P53、P16 gene change in liver cancer

patients

Hu Juan，Wang Qi-jun．Chengdu Military General Hospital．Chengdu，Sichuan 610083，China

【Abstract】Objective To test the levels of ZNF一216 and ZNF-A20 in hepatoceUular earcinoma(HCC)

patient's serum and the mutation rate of P53 gene and the deletion rate of P16 gene，to explore their correlation

with onset and development of HCC．Methods 41 eases HCC patients and 45 cases healthy persons were se—

lected as HCC group and control group．PCR was used to ampl曲gene P53 exon 5—8．The SP immunohisto—

chemistry was used to determine the deletion of gene P16。and the condition of mutation and deletion were ana-

lyzed．ZNF一216 and ZNF-A20 were obtained by serological analysis of recombinant cDNA expression library

fSEREX)technic and detected by Indirect-ELISA method．Results The leveis of antibody to ZNF一216 and

ZNF-A20 in HCC group W88 higher than in control group，the difference had statistical significance(P<0．01)．
The rates of gene P53 mutation f8 1．8 I％1in HCCwith metastasis group was higher than in HCC without metasta-

sis group(26．31％)．The 8 exon(36．4％)was the hotspot region of gene P53 mutation，and the 7 exon(29．4％)took
the second place of hotspot region．The deletion of gene PI 6 in HCC with metastases group was 3 1．57％and in

HCC without metastasis group Was 9．09％。the difference had statistieal significance fP<0．01)．Conclusion
The hi小expression ofZNF一216 and ZNF—A20 show that they ale eoncemed with HCC’happening．There iS a

correlation between HCC and P53 gene mutation．P16 gene deletion．The mutation rate may have the reference

value in identification diagnosis and treament and prognosis of HCC．

【Key words】Hepatocelluar Carcinoma；ZNF-216；ZNF-A20；P53 gene；P16 gene

肝癌(hepatocellular carcinoma，HCC)是最常见

的恶性肿瘤之一。目前，临床中用于诊断肝癌的标志

物仅有甲胎蛋白(alpha fitoprotein，AFP)，且还有

30％的漏诊率IL21。因此，临床迫切需要新的具有特异

性的诊断HCC的标志物，这对于肝癌早期诊断和治

疗将具有重要的指导意义。

近年来，锌指蛋白(zinc finger proteins，ZNF)家

族由于其在抗肿瘤免疫反应中的高频出现率已倍受
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人们关注，但其作用机制至今尚未定论，且报道较

少。本文检测血清中ZNF一216、ZNF—A20的含量，探

讨其与HCC发生、发展的相关性；同时本文还检测

P53的基因突变，观察基因P16缺失的情况，从分子

水平阐明其作用机制，为HCC的基因诊断和基因治

疗提供实验依据。

1资料和方法

1．1 临床资料选择我院2005年3月至2009年

12月原发性HCC患者41例，男32例，女9例，年

龄28—79岁(均经腹部B超、CT或MRI影像学诊

断，癌胚抗原、AFP多项肿瘤标志物蛋白检测确诊)；

其中，HCC无转移患者19例，HCC合并肺、胃、肠、

脑等部位有转移癌患者22例。正常对照组选择健康

献血员共45例，男24例，女2l例，年龄24—45岁。

两组研究对象年龄、性别具有可比性，差异无统计学

意义(乃0．05)。

1．2方法

1．2．1仪器及试剂 1、凝胶成像系统(英国生产)；

2、PCR扩增仪(美国PE公司)；3、离心机(美国贝克

曼)；4、紫外分光光度计(日本生产)；5、液态灌；6、手

术切除的肝癌组织；7、Tripure试剂(德国生产)；8、液

氮；9、A20及内参照引物(上海生卫公司合成)等。

1．2．2总RNA抽提 液氮保存的组织块300～350

mg，边研磨边加入液氮，在低温中保存RNA信息，

防止降解。经研磨的粉末加入Tripure试剂3～4 lIll，

进行匀浆，5 min后在经DEPC处理过的离心管中加

入氯晴0．6 ml振荡15 S。静置10 min后低温4℃，离

心半径16．6 cm，3 500 r／min离心10 min，取上清液

置离心管，加入冻存的异丙醇混匀，10 min后取

RNA沉淀。

1．2．3 PCR扩增 再行4℃离心半径16．6 em，3

500 r／min离心20 min。离心沉淀RNA弃去上清后，

与等体积的75％乙醇混合，置于DH：O中一80 cc低温

冰箱保存，用于RT—PCR。

引物设计参照序列【3l如下：P53基因外显子5，

扩增第5个显子(P5．1和P5．2)序列上游引物顺序

57—7I’rC CTC CTG CAG TAC C一37，214 bp，上游引物

顺序5"-GCC CCA GCT GCT CAC CAT一37；P53基因

外显子6，扩增第6个显子(P6．1和P6．2)序列上游

引物顺序5"-CAC TGA TTG CTC rrI’A GGT CT一3。
144 bp，上游引物顺序5"-AGT TGC AAA CCA GAC

CTC AGG一37；P53基因外显子7，扩增第7个显子

(fy7．1和P7．2)序列上游引物顺序57一TCT CCT AGG

TrGGCTCTGAC一37，133 bp，上游引物顺序5，_CAA

GTG GCT CCT GAC CTG GA一37；P53基因外显子8，

扩增第8个显子(P8．1和P8．2)序列上游引物顺序

5"-CCT ATC CTG AGT ACT GGT AA一37，166 bp，上

游引物顺序5，-GTC CTC CTr GeT TAC CTC G-37。

1．2．4 DNA提取采集静脉血2．5 ml，EDTA—K2抗

凝，混匀后离心半径16．6 cm，3 500 dmin离心10

rain，分离血浆低温一20℃保存。DNA提取试剂盒(由

博华公司提供QLAmp DNA minkit，Germany)，按使

用说明书进行操作。PCR扩增循环条件：95℃40 s，

60℃30 S，75℃40 S，重复循环32次，70℃10 min

完成延伸反应。再经非变性聚丙烯酰胺凝胶SSCP

电泳，银染，应用凝胶自动成像系统分析。阳性(基因

突变)条带进行基因测序。

免疫组织化学方法采用SP方法，P16单克隆抗

体及SP试剂购自成都医药工业总公司。P16蛋白以

细胞核染棕兰色为阳性，每张切片中以东西南北中

五个高倍镜下视野计数，按100％计算。判定标准为

阳性细胞数≥5％。阳性对照同批实验对照。

1．2．5 ZNF的检测 采用重组cDNA表达文库的血

清学分析法(serological analysis of re-eombinant

cDNA expression library，SEREX)获取人类锌指蛋白

ZNF216、ZNF—A20抗原，经间接ELISA方法分析

HCC患者血清中ZNF216、ZNF—A20抗体的表达水

平。经诱导表达含质控BL21的单克隆菌液，过柱纯

化(BO TALOW metal affinity resins user manual)包被

试验用E板。单抗人IgG浓度为l：5 000，终止液为

2moI／LH2S04。

1．3统计学处理应用SPSSl3．0统计软件，计量数

据以z±s表示，计数资料组间比较采用r检验；计量

资料组间比较采用两样本t检验，组内比较采用配

对t检验，尸<0．05表示差异具有统计学意义。

2结果

2．1 HCC组与对照组血清中ZNF-216、ZNF—A20

抗体检测水平的比较HCC组ZNF一216、ZNF—A20

抗体检测水平高于对照组，经t检验，差异均具有统

计学意义(尸均<0．01)，见表l。

表1 HCC组与对照组ZNF一216、ZNF—A20

抗体检测水平(；蛆)

注：。表示与对照组比较差异具有统计学意义，P<O．01
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2．2 HCC患者P53基因突变的概率22例有转移

癌的HCC患者中P53基因突变的有18例(181

22，81．81％)，19例无转移癌的HCC患者中P53基

因突变的有5例(5／19，26．31％)，见表2。

表2 41例HCC患者P53基因突变的概率[例(％)]

2．3在41例HCC患者中，P53基因突变热点区外

显子的分布情况P53基因突变热点区外显子的分

布以第8个外显子居多(36．4％)，其次是第7个外

显子(29．4％)，第5、第6外显子较低(均17．1％)，见

表3。

表3 41例HCC患者1'53基因突变热点区

外显子突变的分布情况

2．4 P16基因缺失程度与HCC转移的相关性在

高倍视野下，细胞核内染为呈均匀分布棕蓝色颗粒

为阳性。随采样位置显示，无转移癌的HCC患者中

P16基因缺失的阳性率(6／19，31．57％)大于有转移

癌的HCC患者中P16基因缺失的阳性率(2／

22，9．09％)，差异具有统计学意义∥=6．095，P<

0．01，见表4。
表4 P16基因缺失程度与HCC转移的相关性[例(％)]

3讨论

自1983年首次在转录因子11IA中发现锌指结构

以来，现已知种类达lO种以上。锌离子可在适合条

件下与氨基酸小于50个残基长度的多肽片段，自身

不能折叠的结构区形成稳定结合并发挥其功能。这

种与蛋白DNA、RNA位点结合并调节特殊生理功能

的蛋白质片段即为锌指。锌指家族约占人类基因产

物的l％。含有锌指结构的蛋白则为锌指蛋白141。锌

指蛋白家族包括了N180、N36、ZNF一216和ZNF—

A20等。锌指蛋白具有广泛的生物功能，如DNA识

别，RNA包装，转录及转录后调控，蛋白折叠和装

配，脂质结合，并参与肿瘤的形成和机体免疫干预

等。

锌指识别DNA是由于其三维结构所致，它的结

合区域与DNA双螺旋结构互补，环绕在DNA周围。

锌指一DNA复合物存在不同的结合位点，本身空间

也不尽相同，对目的DNA的识别有特殊性的规律。

锌指与RNA的结合则受到限制，其识别性能受到

RNA本身二级和三级结构的复杂性影响，虽有报道

锌指可与5S RNA结合的研究，但涉及的资料不多，

探索有限。而锌指之间或锌指蛋白之间的相互作用，

证实是为了识别或阻止其同DNA结合，完成基因转

录水平的调控。本文研究HCC患者血清中的ZNF一

216和ZNF—A20水平的表达，探究其与HCC发生、

发展的关系，为机体内源性保护机制的深入探索提

供了实验数据。本文实验结果显示，HCC患者血清

中的ZNF一216和ZNF—A20的水平远高于健康对照

组，经统计学处理，差异具有统计学意义(P均<

O．01)。从而进一步说明HCC患者血清中的ZNF一

216和ZNF—A20参与了HCC的发生。

目前临床确认已知的抑癌基因有数十种，随着

人类基因组计划的进行，其数目不断增加【习。P53有

抑制细胞生长的作用，在人体的各种细胞中都有

P53蛋白质表达，由于含量很低、半衰期很短，一般

检测方法无法测到峨7】。从本文实验结果可知，在4l

例HCC患者中，有23例P53基因发生突变，占

56．10％。HCC患者1'53基因发生突变，抑制细胞生

长的作用随之降低，导致癌细胞的快速增长，在同等

条件下，HCC发生病灶转移的机率将比P53基因未

发生突变的大。本文实验数据显示，22例有HCC转

移病灶的患者P53基因发生突变占81．81％。19例

无转移病灶的患者P53基因发生突变占26．3l％，两

组差异具有统计学意义(尸>0．05)。表明在HCC患者

中，HCC P53基因突变与癌转移有一定的相关关系。

人类P53基因的突变形式表现为点突变、缺失

突变、移码突变和基阂重排等。突变位点多集中在第

5-8外显子嗍。实验显示在41例HCC患者P53基

因突变中，第5个外显子占17．1％，第6个外显子也

占17．1％，第7个外显子占29．4％，第8个外显子占

36．4％。P53基因突变的一个特点是引起蛋白质功能

改变的错义突变，少数是无义突变或终止突变【lOl。在

原发性HCC中，P53基因点突变是最为频发的事

件，P53等位基因杂合型缺失频率可达25％～60％。

随着技术方法的不断进步和研究的不断深入，癌基
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因、抑癌基因的检测在肿瘤的早期发现、鉴别诊断、

疗效评估和康复干预等具有重要价值”11。

P16基因(MTSl，CDR41，CDRN2)是细胞周期

调控基因家族中的重要成员，是近年来新发现的抑

癌基因，P16的主要作用是特异地抑制细胞周期素

D一细胞周期素依赖性交合体对细胞G1期到S期的

调控，当其缺失或失活时，交合体则持续高活性的存

在于细胞内导致PRB基因的磷酸化，释放转录因子

E2F等，激活多种细胞增殖的相关因子，从而导致细

胞G1期到S期的失控，细胞发生异常增殖，导致最

后的恶变Il卜131。故研究P16基因的缺失程度对研究

肝癌的发生、发展、诊断、治疗和康复具有重要的意

义。本文实验结果表明，随采样位置显示：HCC无转

移癌P16基因缺失阳性率31．6％(6／19)>HCC有转

移癌P16基因缺失阳性率9．09％(2／22)，经统计学

处理仁6．095，p<0．01，差异具有统计学意义。进一
步说明P16基因的缺失程度与HCC的发生、发展具

有相关性。

本文在国内较早研究HCC患者血浆中P53基

因突变以及P16基因缺失的情况，同时检测ZNF一

216、ZNF-A20mRNA的表达水平，不仅从分子水平

阐明了HCC的发病机制，也为该病的基因诊断和基

因治疗提供了实验依据。尽管目前仍存在一定的局

限性，尚不能确定特异的对应关系，但无疑是一个前

景广阔的发展方向。
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