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Abstract :Objective 　To analyze the aberrant methylation of p16 gene and DA P K gene in sera f rom prima2
ry liver cancer patient s and to evaluate the clinical significance. Methods 　A methylation2specific PCR

was performed for the detection of promoter hypermethylation of p16 gene and DAP K gene in blood DNA

from 64 cases of PLC patient s. The relation of the aberrant methylation of p16 gene and DA P K gene and

the clinical pathological data was analyzed. Results 　76 . 6 %(49/ 64) of the sera f rom 64 cases of PLC pa2
tient s showed hypermethylation for p16 promoter and 40 . 6 % (26/ 64 ) the same for DA P K promoter ,

whereas no methylated p16 gene and DA P K gene were found in sera f rom liver benign diseases patient s

and normal control. Methylated p16 gene and DA P K gene promoters in sera did not strongly correlate

with HBsAg , stage ,metastasis and differentiation in PLC ;but st rongly correlated with AFP. Conclusion

　Detection of the aberrant methylation of p16 and DA P K gene in serum from PLC patient s might offer

an effective method for the earlier auxiliary diagnosis of the malignancy.
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摘 　要 :目的 　研究原发性肝癌患者血清 p16 和 DA P K基因启动子甲基化的改变状况及其临床意义。

方法 　运用甲基化特异性 PCR 技术 ,检测 64 例 PLC 患者血清 p16 基因和 DAP K基因启动子甲基化 ,

并分析与临床病理资料的关系。结果 　PLC 患者血清 p16 基因和 DA P K 基因甲基化检出率分别为

76 . 6 %(49/ 64)和40 . 6 %(26/ 64) ,而正常对照组和良性肝部疾病组血清未检出 p16 基因和 DA P K基因

甲基化 ;p16 基因和 DAP K基因甲基化检出率与 HBsAg、分期及转移状态无明显关系 ,而与 A FP 有关

联。结论 　p16 基因和 DA P K基因启动子异常甲基化参与了 PLC 的发生发展过程 ,并可作为 PLC 早期

辅助诊断的分子标志物之一。
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0 　引言

p16 基因是一个重要的肿瘤抑制基因[ 1 ] ,参与

细胞周期的调控 ,控制细胞生长和分化。死亡相关

蛋白激酶 ( deat h2associated protein kinase ,DA P K)

基因是一种钙调蛋白调节的丝氨酸/ 苏氨酸蛋白激

酶 ,是凋亡的正性调节因子之一[ 2 ,3 ] , 现已发现在多

种肿瘤组织存在 p16 和 DA P K 基因启动子的甲基

化 ,提示这些基因的甲基化可能与肿瘤的发生发展

有关。本文运用甲基化特异性 PCR ( MSP) 技术检

测原发性肝癌 ( PL C) 患者血清循环核酸中 DA P K

基因、p16 基因甲基化的状况 ,并探讨检测血清

DA P K基因、p16 基因甲基化的临床意义。

1 　资料与方法

1 . 1 　研究对象 　64 例 PL C 患者均为住院病例 ,其

中男性 44 例 ,女性 20 例 ,年龄 38～82 岁 ,中位年龄

64 岁。所有病例均有组织病理学和/ 或细胞学诊断

依据。按 1997 年 U ICC 标准分期 , Ⅰ期 5 例 , Ⅱ期

23 例 , Ⅲ期 21 例 , Ⅳ期 15 例 (其中 25 例接受手术

治疗) 。HBsAg 阳性的 36 例 ,阴性为 28 例 ;A FP >

400ug/ L 的 30 例 ,31μg/ L < A FP < 400μg/ L 的 15

例 ,A FP 正常的 19 例 ;对照组为 20 例正常人和 15

例良性肝部疾病患者 (其中 10 例为慢性乙肝患者 ,3
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例为慢性血吸虫肝硬化 ,2 例为肝炎后肝硬化) 。

所有病例均于入院后次日留取血清标本 ,其中

手术病例在术后 2 周留取第二次血清标本 ,所有标

本保存于230 ℃冰箱待检。

1 . 2 　试剂与仪器 　DNA 提取及清洁使用杭州维特

洁生化公司提供的试剂盒 ; Taq 酶购自 Promega 公

司 ;DNA 分子量 Marker 购自华美生物工程公司 ;

电泳琼脂糖为 Sigma 公司产品 ;其余试剂均为国产

分析纯。主要仪器包括 P TC2100 型 PCR 仪 ,

ECPS3000/ 150 电泳仪 , TXT220M 凝胶成像系统

(UV P)等。

1 . 3 　DNA 制备 　试剂盒提取 DNA ,紫外分光光度

计测定 DNA 含量 ,吸光度 A 260 / A 280 > / 1 . 8。

亚硫酸处理按照 Herman’s 的经典方法[ 4 ] ,处

理后 DNA 标本用清洁试剂盒纯化 ,所得 DNA 用

3mol/ L 氢氧化钠碱化 ,冷乙醇沉淀 ,适量双蒸水溶

解修饰处理的 DNA ,立即扩增或220 ℃保存。

1 . 4 　PCR 反应体系 　见表 1。

表 1 　PCR引物[ 5] :引物顺序及 PCR产物大小

Gene Forward p rimer (5′23′) Reverse p rimer (5′23′) Size (bp)

DAP K(M 3 )
GGA TA GTCG2
GA TCGA GTTAACGTC

CCCTCCCAAACGC2
CGA

98

DAP K(U)
GGA GGA TA GT TGGA T2
T GA GT TAA TGTT

CAAA TCCCTC2
CCAAACACCAA

108

p16 (M)
T TA TTA GA GGGT2
GGGGCGGA TCGCGTGC

ACCCGAC2
CCCGAACCGCGAC2
CGTAA

150

p16 (U)
T TA TTA GA GGGT2
GGGGT GGA T TGT

CAACCCCAAACCA2
CAACCA TAA

151

　　3 M = methylated2specific p rimers ;U = unmethylated2specific p rimers

　　PCR 扩增 :反应总体积 50μl ,反应体系为 :甲

基化处理过的 DNA 模板 5μl , 6mmol/ L MgCl2 ,

1 . 6μmol/ L PCR primers , 2 . 5 unit s Hot Star Taq

DNA polymerase ( Promega) , 0 . 1mmol/ L dN TP5 。

循环参数 :96 ℃变性 5min ,后加入 Taq 酶 ,接着96 ℃

45 s ,62 ℃50s ,72 ℃90s ,循环 35 个循环 ,最后 72 ℃

延长 10min。

水代替 DNA 作为空白对照 ,健康献血者 DNA

作为未甲基化分析的阳性对照 ,外周血中的淋巴细

胞的 DNA 经 SssI 甲基化酶处理后作为甲基化分析

的阳性对照。扩增产物 2 %琼脂糖凝胶电泳 ,紫外

光照显带。

1 . 5 　统计学处理 　用 SPSS 10 . 0软件进行分析 ,不

同组别 DA P K基因甲基化检出率的比较采用 R ×C

表χ2检验。

2 　结果

2 . 1 　不同组别两基因甲基化检出率的比较 　64 例

PL C 患者血清经 MSP 法检测后 ,49 例在 p16 基因

5’端启动子区域的 Cp G 岛存在甲基化 ,见图 1。检

出率为76 . 6 % ;26 例在 DA P K 基因 5’端启动子区

域的 Cp G 岛存在甲基化 , 见图 2。检出率为

40 . 6 % ;而 20 例正常人和 15 例良性肝部疾病患者

血清均未检出两基因甲基化 , PL C 患者与正常人和

良性肝部疾病患者血清两基因甲基化检出率比较有

显著性差异 ( Pp16 = 0 . 000 , PDAPK = 0 . 000) 。

2 . 2 　两基因甲基化检出率与 HBsAg 的关系 　

HBsAg 阳性组血清 p16 基因和 DA P K基因甲基化

检出率分别为 75 . 0 % ( 27/ 36 ) 和 41 . 7 % ( 15/ 36 ) ,

HBsAg 阴性组血清 p16 基因和 DA P K基因甲基化

检出率分别为78 . 6 % (22/ 28) 和39 . 3 % (11/ 28) ,两

组检出率均无统计学差异 ( Pp16 = 0 . 738 , PDAPK =

0 . 847) 。

2 . 3 　两基因甲基化检出率与临床病期的关系 　为

便于统计学处理把 Ⅰ、Ⅱ期合并分析 ,p16 基因 Ⅰ+

Ⅱ期甲基化检出率为75 . 0 %(21/ 28) , Ⅲ期为76 . 2 %

( 16/ 21 ) , Ⅳ期为 80 . 0 % ( 12/ 15 ) , DA P K 则为

42 . 9 %(12/ 28) ,38 . 1 %(8/ 21) ,40 . 0 %(6/ 15) ,经统

计学处理 ,不同的病期间两基因甲基化检出率无显

著性差异 ( Pp16 = 0 . 933 , PDAPK = 0 . 944) 。

图 1 　PLC患者及对照组血清 p16 甲基化的检测结果

U :p162U 特异性引物进行扩增 ; M : p162M 特异性引物进

行扩增 ;1 :健康献血者血标本 ;2 :肝癌患者血标本 ;3 :p162
M 阳性对照 ;4 :水的空白对照

图 2 　PLC患者及对照组血清 DAPK甲基化的检测结果

U :DA P K2U 特异性引物进行扩增 ; M : DA P K2M 特异性

引物进行扩增 ;1 :健康献血者血标本 ;2 :肝癌患者血标本 ;

3 :DAP K2M 阳性对照 ;4 :水的空白对照

2 . 4 　两基因甲基化检出率与 PL C 远处转移的关系

　远处转移组血清 p16 基因和 DA P K 基因甲基化

检出率分别为80 . 0 %(12/ 15)和40 . 0 %(6/ 15) ,未转

移组为75 . 5 %(37/ 49) 和40 . 8 % (20/ 49) ,无统计学

意义 ( Pp16 = 0 . 719 , PDAPK = 0 . 955) 。

2 . 5 　手术前后两基因甲基化检出率的比较 　手术

患者术前血清 p16 基因和 DA P K 基因甲基化检出

率分别为72 . 0 %(18/ 25)和36 . 0 %(9/ 25) ,术后 2 周
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则为68 . 0 %(17/ 25) 和28 . 0 % (7/ 25) ,术前、术后甲

基化检出率无显著差异 ( Pp16 = 0 . 758 , PDAPK =

0 . 544) 。

2 . 6 　两基因甲基化检出率与 A FP 的关系 　p16 基

因甲基化检出率 A FP > 400ug/ L 的为90 . 0 % (27/

30 ) 、31ug/ L < A FP < 400ug/ L 的为 73 . 3 % ( 11/

15) 、A FP 正常的为57 . 9 % (11/ 19) ,DA P K 基因甲

基化检出率则分别为 63 . 3 % ( 19/ 30 ) 、20 . 0 % ( 3/

15) 、21 . 1 %(4/ 19) ,A FP > 400ug/ L 的 PL C 患者两

基因甲基化检出率与 A FP < 400ug/ L 的有统计学

差异 ( Pp16 = 0 . 033 , PDAPK = 0 . 002) 。

2 . 7 　两基因甲基化检出率的比较 　两种指标均阳

性的 15 例 ,而 p16 基因甲基化阳性、DA P K 基因甲

基化阴性的 34 例 ,DA P K基因甲基化阳性而 p16 基

因甲基化阴性的 11 例 ,64 例 PL C 患者至少一种指

标阳性的为 60 例 ,达93 . 8 %。

3 　讨论

研究表明 ,60 %的人类基因 5’端启动子区存在

Cp G岛 ,这些 Cp G岛的甲基化可引起染色质结构、

DNA 构型、DNA 稳定性及 DNA 与蛋白因子相互

作用方式的改变从而控制基因表达。当 DNA 处于

高甲基化状态时 ,基因表达受抑制 ,相反则基因表达

可顺利进行。因此 ,DNA 异常甲基化的检测已成为

探讨肿瘤发生机制的新的研究热点。

DA P K基因其产物是钙调素依赖激酶 ,参与细

胞凋亡过程 ,研究表明其 Cp G岛异常甲基化可导致

基因低表达或缺失可能是参与细胞癌变的重要机制

之一。

p16 基因其产物是细胞周期蛋白依赖性激酶的

抑制因子 , 其失活是肝癌中常见的遗传学改变。它

失活机理除基因缺失和突变外 ,5’端启动子区域

Cp G岛的甲基化使其不能转录 ,是该基因表达异常

或失活的另一途径。

Alonso 等[ 5 ]研究证实只有肿瘤组织标本基因

高度甲基化阳性 ,其血液标本才可能阳性。由此可

证明循环核酸的来源极可能是肿瘤细胞 ,而检测循

环核酸为非侵入性肿瘤诊断试验提供了可能性。

A FP 是数十年来一直沿用的常规血清学检测

指标 ,目前统计数据显示 A FP 诊断原发性肝癌的阳

性率为 60 %～70 % ,灵敏度 70 %左右[ 6 ] ,有研究表

明当血清 A FP 含量大于 45 ng/ ml 其标本 p16 甲基

化检测也均异常 ,而血清 A FP 含量小于或等于 45

ng/ ml 其标本 p16 甲基化检测 57 %异常[ 1 ] ,可以看

出 DNA 甲基化检测比传统血清蛋白肿瘤指标检测

更灵敏 ,更有利于肿瘤早期发现及诊断。本实验中

A FP > 400ug/ L 的 PL C 患者两基因甲基化检出率

与 A FP < 400ug/ L 的有统计学差异 , A FP < 400ug/

L 的 (包括 A FP 正常的) 两基因甲基化检出率低于

A FP > 400ug/ L 的两基因甲基化检出率。64 例

PL C 患者有93 . 8 %至少一种基因指标阳性 ,提示

p16 基因和 DA P K基因与 A FP 联合检测 ,可明显提

高 PL C 患者的早期发现率。

本研究发现 , PL C 患者血清 DA P K 基因、p16

基因甲基化检出率分别为40 . 6 % (26/ 64 ) 、76 . 6 %

(49/ 64) ,而正常对照组和良性肝部疾病患者组血清

未检出 DA P K 基因、p16 基因甲基化 ,提示检测

PL C 患者的循环核酸中 DA P K 基因、p16 基因甲基

化可作为 PL C 早期诊断的分子生物学标志物 ,且其

方法基本无创 ,病人易于接受 ,从而临床有推广可

能 ,当然也可用于高危人群的筛选确立。
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