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前言

肝细胞肝癌（hepatocellular carcinoma，HCC）是常见的恶性

肿瘤之一。目前在我国内地人口中，肝癌的发病率已超过胃癌

而位居消化道恶性肿瘤死亡率之首，其发病人数占全球总人数

的 55%，死亡人数可达 45%，也就是说，每一分钟就有一人死于

肝癌[1，2]。由于肝细胞肝癌发病隐匿、进展快，患者确诊时常为中

晚期，失去了治疗的最佳时机，从而导致预后较差[3，4]。因此，肝

细胞肝癌的早期诊断对患者的治疗至关重要。

分化型胚胎软骨发育基因 1 （differentiated embry-

ochondrocyte expressed gene 1，DEC1）为碱性螺旋 -环 -螺旋

（bHLH）结构的转录因子[3]。研究显示，DEC 1通过调控肿瘤细

胞的增殖、分化和凋亡，从而在恶性肿瘤的发生发展中发挥重

要的作用[5-7]。DEC1在胃癌、肺癌等多种恶性肿瘤组织中呈高

表达，但在 HCC患者血清中的表达情况尚不清楚。本文通过检

测肝癌患者血清 DEC1的表达水平，探讨 DEC1在 HCC发生
发展中的相关机制，为 DEC1在 HCC的诊断和治疗中的应用

提供理论和实验依据。

1 资料与方法

1.1 临床资料

收集我院 2010年 4月～ 2012 年 6月接受手术治疗的 60
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例 HCC患者血清样本。HCC的诊断标准如下：①影像学标准：

两种影像学检查均显示有 >2 cm的肝癌特征性占位性病变。
② 影像学结合 AFP标准：一种影像学检查显示有 >2 cm的肝

癌特征性占位性病变，同时伴有 AFP≥ 400 滋g/L。③ 对影像学
不能确定诊断的≤ 2 cm的肝内结节，尽可能通过肝穿刺活组

织检查以证实为肝癌。其中男性 48例，女性 12例，平均年龄
(51.7 ± 7.4)岁。所有患者均经过术后组织病理学证实。另取在

我院接受住院治疗的 30例慢性乙型肝炎患者为慢性肝炎组；
30例慢性肝硬化患者为肝硬化组；选健康体检者 30名为对照
组。本研究所有患者均自愿加入并签署知情同意书。

1.2 样本采集

所有实验对象均在凌晨空腹情况下采集静脉血 5 mL，将

采集的静脉血置于室温下 1 h。4 ℃、1500 rpm条件下离心 15

min，取上清(血清)置于新 1.5 mL微量离心管。放入 -80℃冰箱

待实验。

1.3 主要试剂及仪器
Trizol 试剂盒（Invitrogen 公司）；逆转录聚合酶链反应

（RT-PCR）试剂盒（Takara 公司）；SYBR Premix Ex Taq 试剂盒

（TakaRa 公司）；DEC1及 茁-actin 引物序列由上海阅微基因技

术有限公司合成；DEC1 基因引物：上游 5'-TGTGGGAGAG-

AAAGACAAGGAGA-3'， 下 游 5'-TTTCCTCCATTGTAGC-

AGACTCC-3'；扩增片段为 201bp；紫外分光光度仪（VARIAN

公司）；ABI PRISM 7900实时荧光定量 PCR仪（ABI公司）。
1.4 实验方法

RT-PCR检测血清中 DEC1的表达水平：①血清总 RNA

的提取：每 1 mL血清加入 1 mL的 Trizol试剂充分混匀，提取

血清中的总 RNA。异丙醇沉淀浓缩 RNA。使用 NanoDrop

ND-1000 测定 RNA 浓度和纯度，变性琼脂糖凝胶电泳检测
RNA完整性。将提取出的 RNA样品保存于 -80 ℃冰箱以备下

一步实验使用。② cDNA 合成：按照 RevertAidr First strand
cDNA Synthesei Kit试剂盒的说明进行操作。构建 10 滋L反应

体系：10× RT buffer 1 滋L，dNTPs混合物 1 滋L，RNase Inhibitor

0.25 滋L，AMV Reverse Transcriptase 0.5 滋L，Oligo dT-Adaptor

Primer 0.5 滋L，MgCl2 2 滋L。在 Gene Amp PCR System 9700仪

器上进行 RT反应。40 ℃反转录 50 min，95 ℃ 5 min灭活反转

录酶。③Real-time PCR 反应：以 茁-actin 为内参基因，建立 20

滋L反应体系：5× PCR buffer 5 滋L，TaKaRa Ex Taq HS酶 0.125

滋L，DEC1上、下游引物各 1 滋L，茁-actin上、下游引物各 1 滋L，
RNase free H2O 9.875 滋L。反应条件如下：94 ℃，2 min；94 ℃，
30 s；56 ℃，30 s；72 ℃，1 min，共 30个 PCR循环。通过 cDNA

浓度梯度的 log值对△CT值作图，如果所得直线斜率绝对值

接近于 0，说明目标基因和内标基因的扩增效率相同。采用

2-Δ Δ CT法（CT值定义为每个反应管内的荧光信号到达设定阈值

时所经历的循环数）对 DEC1表达的相对强度进行分析。
1.5 统计学方法

采用 SPSS 13.0统计学软件进行统计学处理。计量资料采

用均数± 标准差（x± SD）表示，采用 x2检验分析各组数据的组

间差异情况，Kaplan-Meire法计算复发转移率与术后生存率，

皮尔森相关分析评估血清 DEC1 的表达水平与 AFP 的相关

性，以 P <0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 HCC患者与肝良性病、正常人血清 DEC1表达情况
通过 RT-PCR检测各组血清 DEC1表达的 CT值。以 U6

为内参基因，经 2-Δ ΔCT法计算，HCC患者血清 DEC1表达相对

值为（0.87± 0.15）；较正常人、慢性肝炎患者和慢性肝硬化患者

血清 DEC1表达相对值（0.17± 0.04，0.19± 0.04和 0.21± 0.06）

明显上调（P<0.01）。而正常人、慢性肝炎患者和慢性肝硬化患

者血清 DEC1的表达比较则无显著差异（P>0.05）（图 1）。

2.2 血清 DEC1的表达与 AFP的相关性分析

皮尔森相关分析结果显示 HCC患者血清中 DEC1的表达

与 AFP的相关系数 r=0.76，是呈明显正相关的（P<0.05）。
2.3 血清 DEC1的表达与 HCC手术预后的关系

将 60例 HCC患者血清 DEC1表达量的平均值 0.87作为

划分标准，分为 DEC1高表达组和低表达组，其中高表达组 37

组例，低表达组 23 例。术后 1 年，高表达组患者复发率为
81.1%，低表达组患者复发率为 47.8%；高表达组患者生存率为
62.2%，低表达组患者生存率为 82.6%。两组比较，高表达组患

者的复发率明显高于低表达组，而血清 DEC1低表达组的生存

率明显高于高表达组（P<0.05）。

3 讨论

HCC是临床上最常见的恶性肿瘤之一，发病率在世界范

围内正处于逐年增长的趋势。其发病隐匿、预后差、死亡率高，

严重危害人类的健康和生命[8,9]。研究表明，HCC的发生与病毒

性肝炎和肝硬化等慢性肝病密切相关[10]。然而，HCC的具体发

病原因和机制尚未完全明确。随着近年来对恶性肿瘤发生相关

分子生物学的研究不断深入，大量与 HCC发生相关的基因和

信号通路被发现，为我们研究 HCC 的发病机制、早期诊断
HCC和治疗 HCC提供了大量科学的理论和实验依据。

DEC1是近年来发现的一个肿瘤相关基因，其定位于人类

染色体 3p25.3-26上，是 bHLH蛋白家族的成员之一，是一类具

有碱性螺旋 -环 -螺旋结构域的转录因子[11-13]。DEC1可以通过

其中的酪氨酸和丝氨酸 /苏氨酸基因序列的磷酸化位点被蛋

白激酶和肌酸激酶 H等激活而发挥重要的病理和生理调节作

图 1 各组血清DEC1水平表达情况

Fig.1 Expression of serum DEC1 in four groups
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用[14,15]。研究显示，DEC1广泛表达于大多数正常组织，如肌肉、

肝、心和胎盘，在软骨形成、神经发生、免疫应答等方面发挥重

要的调控作用[16,17]。最近的研究还发现 DECl在很多肿瘤如白

血病、结肠癌、肺腺癌、胃癌、肝癌等中存在高表达，并可调控肿瘤

生长、凋亡相关因子的表达，与肿瘤的发生、发展密切相关[18,19]。

大量研究证实，恶性肿瘤患者血清中肿瘤相关基因的表达

强度会出现异常变化，而且这种改变与肿瘤的发生、发展、复

发、转移以及预后密切相关[20]。因此本次研究我们采用 Real-

time PCR技术分析 HCC患者与肝良性病、正常人血清 DEC1

表达情况。结果显示：HCC 患者血清 DEC1 表达相对值为
0.87± 0.15；较正常人、慢性肝炎患者和慢性肝硬化患者血清
DEC1表达相对值（0.17 ± 0.04，0.19 ± 0.04和 0.21 ± 0.06）明

显上调（P<0.01）。而正常人、慢性肝炎患者和慢性肝硬化患者

血清 DEC1 的表达比较则无显著差异（P>0.05）。提示血清
DEC1具有作为诊断 HCC的血清学肿瘤标志物的潜能。然而，

血清 DEC1与 HCC临床病理参数之间的关系尚待进一步研究

论证。

Shi等[21]研究发现，DEC1核表达强度的改变与 HCC的低

度组织分化及恶性程度的发展有关。且 DEC1可以通过参与调

节细胞增殖 / 凋亡和肿瘤形成过程中的基因表达（如 P53、
ROS、STATs、TGF-茁等），从而在 HCC的发生发展中发挥重要
作用。而 AFP也是目前公认的与 HCC组织分化及恶性程度密

切相关的标志物。进一步通过皮尔森相关分析血清 DEC1与目

前公认的 HCC血清标志物 AFP之间的关系。结果也提示血清
DEC1的表达与 AFP存在明显的正相关。

此外，我们通过对病例进行随访分析，发现术后 1年，高表

达组患者复发率为 81.1%，低表达组患者复发率为 47.8%；高表

达组患者生存率为 62.2%，低表达组患者生存率为 82.6%。两组

比较，高表达组患者的复发率明显高于低表达组，而血清

DEC1低表达组的生存率明显高于高表达组（P<0.05）。这进一

步提示是 DEC1不仅能够有效诊断 HCC，而且能够是评估预

后 HCC有价值的标志物。

总之，随着对血清源性 DEC1的生成机制和生物学功能与

疾病之间的关系的逐步阐明，以及在基础实验及临床研究在深

度及广度上的日益加大，可以相信血清 DEC1将在 HCC诊断
和治疗领域展示出广阔的临床应用前景。
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