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Abstract
AIM: To detect the expression of 14-3-3 gene 
family members in hepatocellular carcinoma 
(HCC) by GeneChip and determine its clinical 
significance.

METHODS: Total RNA was isolated from tissue 
of HCC, liver cirrhosis and normal liver, puri-
fied into mRNA by Oligotex, and reverse-tran-
scribed to synthesize two kinds of fluorescently 
labeled cDNA probes (Cy3-dUTP, Cy5-dUTP). 
The targets were mixed together and hybrid-
ized by GeneChip. The expression of 14-3-3 gene 
family members among different liver tissues 
was detected based on signal-to-noise ratios by 
using GenePix Pro3.0 software, the outcome was 
verified by semi-quantitative RT-PCR, and the 
clinical significance of differentially expressed 
genes was explored.

RESULTS: 14-3-3 gene family members were ex-
pressed differently in HCC, 14-3-3γ was down-
regulated and closely related to the integrity 

of the envelope of the tumor. 14-3-3η was up-
regulated in HCC and had a close relationship to 
the clinical stage of HCC. A negative correlation 
was found between 14-3-3γ and 14-3-3η mRNA 
expression (r = -0.403, P < 0.05).

CONCLUSION: Dysfunction of the regulatory 
mechanism of the 14-3-3 gene family may play a 
crucial role in the development of HCC. 14-3-3γ 
and 14-3-3η are closely related to HCC. 
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摘要
目的: 检测肝癌组织中14-3-3基因家族成员表
达差异的临床意义. 

方法: 用TRIzol一步法提取肝癌组织、硬化
肝组织及正常肝组织的总RNA并纯化mRNA. 
逆转录合成荧光分子(Cy3/Cy5)标记的cDNA
探针与含有14-3-3基因家族成员的基因芯片
杂交, 用GenePix Pro3.0图像分析软件分析不
同病变肝组织中该基因家族成员的表达差异, 
行半定量RT-PCR对结果进行验证并探讨差异
表达基因的临床意义. 

结果: 在肝癌组织中14-3-3基因家族成员呈差
异表达, 其中14-3-3 γ在肝癌组织中明显下调, 
与肿瘤包膜的完整性相关. 14-3-3 η在肝癌组
织中明显上调, 与肿瘤患者的临床分期相关. 
14-3-3 γ与14-3-3 η mRNA的表达强度呈负相关
(r  = -0.403, P <0.05).

结论: 14 -3 -3基因家族调控机制的紊乱参与肝
癌的发生、发展, 其中14-3-3 γ和14-3-3 η与肝
癌的关系最为密切.

关键词: 14-3-3基因; 肝癌; 肝硬化; 基因芯片
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■背景资料
14 -3 -3是一个高
度保守的基因家
族 ,  普遍存在于
真核细胞 ,  参与
细胞许多重要的
生理过程 ,  并在
其中起至关重要
的作用, 如细胞信
号转导、细胞周
期调控、细胞凋
亡、恶性肿瘤的
形成等 .  近年来 , 
14 -3 -3在肿瘤组
织中的表达情况
及与肿瘤间的关
系已受到极大的
关注, 已有学者将
其定义为潜在的
致癌基因. 
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0  引言

14 -3 -3是一个高度保守的基因家族, 普遍存在于

真核细胞, 参与细胞许多重要的生理过程, 并在

其中起至关重要的作用, 如细胞信号转导、细

胞周期调控、细胞凋亡、恶性肿瘤的形成等[1]. 
14 -3 -3在肿瘤组织中的表达情况及与肿瘤间的

关系已受到极大的关注. 国外研究发现14 -3 -3基
因家族成员在肺癌[2]、乳腺癌[3]等肿瘤组织中异

常表达, 认为14 -3 -3调节失控在肿瘤的发生、发

展中发挥重要的作用. 我们用基因芯片技术比

较了14 -3 -3基因家族成员在肝癌、肝硬化和正

常肝组织中的表达情况, 筛选出与肝癌发生、

发展密切相关的基因, 为肝癌的诊断和治疗提

供一个新的靶点.

1  材料和方法

1.1 材料 单发无转移的原发性肝细胞癌(HCC)标
本4例(表1), 肝硬化标本1例, 肝血管瘤周边正常

肝组织标本1例, 均为河北医科大学第四医院肝

胆外科手术切除, 并经病理学检查证实. 手术切

除后迅速液氮冷冻, 置于-80℃超低温冰箱中保

存. 所用芯片为上海博星基因芯片公司提供的人

表达谱芯片BiostarH40s. 另对HCC组织19例(表
2), 癌旁硬化肝组织11例及肝血管瘤周边正常肝

组织7例(术前均未进行任何形式的治疗)作半定

量RT-PCR.
1.2 方法 
1.2.1 芯片流程: 按RNA抽提步骤用TRIzol试剂

抽提HCC、肝硬化及正常肝组织的总RNA, 分
离纯化mRNA, 紫外分光光度计测定和电泳分

析总RNA和mRNA的质量. 基因芯片的杂交步

骤按博星实验室表达谱芯片实验操作流程进

行, 用Cy3-dUTP标记正常肝组织mRNA, 用Cy5-
dUTP分别标记HCC和肝硬化组织mRNA, 逆
转录成cDNA探针, 乙醇沉淀后将标记的两种

探针混合溶解在杂交液中, 置于95℃水浴中变

性2 min. 芯片置于95℃水浴中变性30 s, 取出

后浸无水乙醇30 s, 取出后立即置于冰上, 将探

针置于芯片上, 用盖玻片覆盖, 置于杂交箱中, 
用Paraf i lm密封, 放入42℃杂交箱内杂交过夜

(16-18 h), 洗片室温凉干后, 用ScanArray4000扫
描仪扫描芯片, 用GenePix Pro3.0软件分析Cy3和
Cy5两种荧光信号的强度和比值. 对原始数据进
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行标准化处理. 基因显著性差异表达的判定标

准为: (1)该基因点的Cy3, Cy5信号值皆大于200, 
或其中之一大于800; (2)该基因点的Cy5信号值

/Cy3信号值的比值>2或<0.5. 
1 .2 .2  半定量RT-P C R:  将R N A逆转录合成

cDNA. PCR扩增, 引物序列为: 内参β-ac t in: 
F: 5'-A CACTGTGCCCATCTACGAGG-3'; R: 
5'-CATACTGCTCAGGCCGGGGA-3', 片段长度

为621 bp. 14 -3 -3 γ: F: 5'-GGCTAAATGAGAATG 
AAAGCGACT-3'; R: CGATCCATGACATACA
GACCTGA-3', 片段长度为191 bp. 14 -3 -3 η: F: 
5'-AGAAGATTGAGAAGGAGCTGGAGA-3', R: 
5'-AAACACCTTGCTCTCATACTGGAAA-3', 片
段长度为107 bp. PCR反应条件: 95℃预变性5 
min, 95℃变性30 s, 50-56℃复性30 s, 循环30-35
个周期, 最后72℃延伸5 min. PCR反应时同时扩

增β-actin作为内参照, 复性温度及循环次数根据

不同引物及模板进行调整. 25 g/L琼脂糖凝胶电

泳检测并进行灰度扫描成像. 用目的基因和内

参基因两电泳条带的单位面积内的灰度比值来

反映目的基因的相对表达水平, 计算公式为: 目
的基因相对表达水平 = (目的基因灰度值-背景

灰度值)/(内参基因灰度值-背景灰度值). 
统计学处理  对半定量RT-P C R结果应用

SPSS11.5软件统计, 两两比较用t检验, 多组比较

采用单因素方差分析, 两因素的相关分析用直

线相关分析(Pearson相关系数). P <0.05为差异具

有统计学意义.

2  结果

2.1 抽提RNA 电泳18S, 28S条带清晰, 且28S
带的宽度和亮度是18S的2倍(图1), A 260/A 280在

1.7-2.2之间, 显示得到了高质量的总RNA.
2.2 芯片结果 各组扫描结果经计算机数据叠加

后产生的图像, 绿色代表该基因与正常肝组织

相比较下调, 红色代表上调, 黄色代表表达丰度

相似(图2). 14 -3 -3基因家族成员在HCC组织中的

差异表达, 其中14 -3 -3 γ在HCC组织中均明显下

调, 14 -3 -3 η在HCC组织中均明显上调(表3, 图2).
2.3 半定量RT-PCR HCC组织中14 -3 -3 γ mRNA
的表达显著低于癌旁硬化组织和正常肝组织

(P <0.01), HCC组织中14 -3 -3 η mRNA的表达显

著高于癌旁硬化肝组织和正常肝组织(P <0.05, 
表4). 并且, 14 -3 -3 γ mRNA的表达水平在包膜不

完整的癌组织中要显著低于包膜完整的癌组织

(P <0.05), 而14 -3 -3 η mRNA在临床分期越晚的

HCC患者中的表达水平显著升高(P <0.05, 表5, 

www.wjgnet.com

■相关报道
Qi et al研究发现
14 -3 -3基因家族
成员在肺癌、乳
腺癌等肿瘤组织
中异常表达, 认为
14 -3 -3调节失控
在肿瘤的发生、
发展中发挥重要
的作用 .  有研究
发现在多种肿瘤
细胞中14 -3 -3 σ基
因的“CpG岛”
发生高频率的甲
基化, 使14 -3 -3 σ 
基因沉默或低表
达 ,  从而引起G 2

期检控点损伤 , 
导致基因缺陷积
累 ,  细胞发生恶
性转化 .  Qi et al
研究发现 ,  肺癌
组织中14 -3 -3 β、
14 -3 -3 γ、14 -3 -3 σ
和14 -3 -3 θ基因的
表达均明显上调, 
并且抑制14 -3 -3 ζ
的表达能增强肿
瘤对放疗的敏感
性 ,  认为可以将
14 -3 -3作为肺癌
的诊断标志物和
治疗的靶点.
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图3A-B). HCC组织中14-3-3γ与14-3-3η mRNA
的表达强度呈负相关(r  = -0.403, P <0.05).

3  讨论

14 -3 -3广泛分布于真核生物细胞中, M r 30×103, 

表  1  男性原发性肝癌4例的临床特征

     
No.	 年龄	 HBsAg	 HBeAg	 HBeAb	 HBcAb	 AFP(μg/L)	 肿瘤大小(cm)     肿瘤分化

1	   57	    (+)	    (-)	    (-)	    (+)	     1647	     20×20	               低

2	   48	    (+)	    (-)	    (-)	    (+)	     3000	       8×7	                低

3	   56	    (+)	    (-)	    (-)	    (+)	     1800	     8×7×5             中度

4	   35	    (+)	    (-)	    (+)	    (+)	     3000	      10×6	                低

■创新盘点
到目前为止, 尚无
有关14 -3 -3基因
家族成员在各种
肝组织中的分布
情况以及与HCC
之间关系的报道. 
我们利用基因芯
片技术一次性平
行比较了14 -3 -3
基因家族成员在
不同肝组织中的
表达情况, 筛选出
与肝癌发生、发
展密切相关的基
因, 分析其与肝癌
患者临床参数间
的关系, 为肝癌的
诊断和治疗提供
一个新的靶点.

表  2  肝癌患者19例的临床特征

     
No.           年龄         性别           HBV            HCV        AFP(μg/L)      肿瘤大小(cm)       包膜       癌栓      播散灶        病理诊断

1	 57	 男	 (+)	 (-)	 1647	      20×20             无          有	         无	         HCC, III

2	 49	 男	 (+)	 (-)	 3.44	       8×6	              完整       无	         无	         HCC, II

3	 48	 男	 (+)	 (-)	 3000	       8×7	              部分       有	         无	         HCC, III

4	 58	 男	 (+)	 (-)	 3000        20×10×10          无           有	         有	         HCC, II

5	 56	 男	 (+)	 (-)	 1800	    8×7×5             完整       无	         有	         HCC, II

6	 63	 男	 (+)	 (-)	 164.8	    7×5×5             完整       无	         无	         HCC, III

7	 53	 男	 (+)	 (-)	 397.9	     12×15	             部分       无	         有	         HCC, III

8	 71	 男	 (+)	 (-)	 9.37	     13×10	             部分       无	         无	         HCC, III

9	 50	 男	 (-)	 (-)	 974.9       15×10×10          无           有	         无	         HCC, IV

10	 50	 男	 (+)	 (-)	 3000	     20×20	             无           有	        无	         HCC, II

11	 60	 女	 (+)	 (-)	 195.1	    6×5×5             部分       有	         无	         HCC, III

12	 37	 男	 (+)	 (-)	 408	       5×5	              完整       无	         无	         HCC, II

13	 47	 女	 (+)	 (-)	 1522.1	     10×10	             部分       无	         无	         HCC, III

14	 49	 男	 (+)	 (-)	 3000           4×4×4	             完整       无	         多发	        HCC, III

15	 49	 女	 (+)	 (-)	 40.63          4×5×4	             部分       无	         有	         HCC, IV

16	 66	 男	 (+)	 (-)	 1144           8×6×6	             完整       无	         无	         HCC, II

17	 60	 男	 (+)	 (-)	 1389         10×6×6	             完整       无	         无	         HCC, III

18	 63	 男	 (+)	 (-)	 3000	     10×10	             部分       无	         有	         HCC, II

19	 35	 男	 (+)	 (-)	 3000	     10×10	             部分       无	         有	         HCC, III

表  3  肝癌组织中14 -3 -3 基因家族成员的表达水平

     
			           

全称	                                                                   基因 ID
	                   肝癌

									              1         2         3         4

下调基因

    14-3-3γ   Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan-5-		         Hs.520974         0.08   0.21   0.48   0.41
	      Monooxygenase activation protein, gamma polypeptide	
上调基因
    14-3-3η   yrosine 3-monooxygenase/tryptophan-5-		         Hs.226755         3.15   3.20   2.82   3.51
	       Monooxygenase activation protein, eta polypeptide
其他基因
    14-3-3τ   Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan-5-		         Hs.74405           0.63   0.98   1.04   1.05
	      Monooxygenase activation protein, theta polypeptide
    14-3-3ζ   Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan-5-		         Hs.492407         2.62   1.99   3.25   1.14
	      Monooxygenase activation protein, zeta polypeptide
    14-3-3β   Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan-5-		         Hs.592135         0.89   1.01   1.98   2.11
	      Monooxygenase activation protein, beta polypeptide
    14-3-3ε   Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan-5-		         Hs.513851         0.38   1.31   0.52   0.78
	      Monooxygenase activation protein, epsilon polypeptide
    14-3-3σ   Stratifin					            Hs.523718         1.29   2.33   0.95   1.67
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共有7种(β, γ, ε, ζ, η, σ和τ)亚型, 主要以同源或

异源二聚体的形式存在. 他们的组织分布具有

很大的差异, 14 -3 -3 β, γ在脑组织中表达广泛, 
14 -3 -3 τ主要表达在T细胞和睾丸, 14 -3 -3 σ则主

要表达于上皮细胞中. 不同类型的14 -3 -3在不同

组织或细胞中表达的差异提示不同的14 -3 -3同

工蛋白可能具有其独特的作用[4-5]. 已经证实, 有
200种蛋白与14-3-3蛋白有关联, 14-3-3蛋白与靶

蛋白结合后改变靶蛋白的催化活性、细胞定位

以及对蛋白酶和磷酸酶的敏感性[6], 而这些靶蛋

白的功能涉及到细胞周期调控、细胞内信号传

导, 应激反应、凋亡、转录调节、细胞代谢和

细胞骨架的完整等诸多方面. 由于14-3-3蛋白在

细胞生理功能中发挥着如此重要的作用, 并且

能够结合和调节所有与癌症发生进程有关的蛋

白[7-12], 如Raf, Bcr, p53, p130Cas, p27和Ron等. 其
在肿瘤发生、发展中所起的作用日益受到重视, 
人们已经将其定义为潜在的致癌基因[13], 进而

研究其在肿瘤组织中的表达情况, 以期为肿瘤

诊断和治疗提供新的帮助. 已有研究发现在多

种肿瘤细胞中14 -3 -3 σ基因的“CpG岛”发生高

频率的甲基化, 使14 -3 -3 σ基因沉默或低表达, 从
而引起G2期检控点损伤, 导致基因缺陷积累, 细
胞发生恶性转化[14-15]. Qi et al [2,16]研究发现, 肺癌

组织中14 -3 -3 β、14 -3 -3 γ、14 -3 -3 σ和14 -3 -3 θ基
因的表达均明显上调, 并且抑制14 -3 -3 ζ的表达

能增强肿瘤对放疗的敏感性, 认为可以将14-3-3
蛋白作为肺癌的诊断标志物和治疗的靶点. 

到目前为止, 有关14 -3 -3基因家族成员在各

种肝组织中的分布情况以及与HCC之间关系尚

无系统的研究. 我们利用基因芯片技术一次性

平行比较了14 -3 -3基因家族成员在不同肝组织

中的表达情况, 首次发现, 14 -3 -3基因家族成员

在HCC组织中差异表达, 而在硬化肝组织和正

常肝组织间的表达无显著差别. 在诸多成员中, 
14 -3 -3 γ基因在HCC组织中的表达较正常肝组织

及硬化肝组织明显降低, 14 -3 -3 η基因在肝癌组

织中的表达则明显上调, 其余14 -3 -3基因成员在

各种肝组织中的表达无明显差别, 提示14 -3 -3基
因家族调控机制的紊乱在HCC的发生, 发展中

发挥重要的作用, 其中14 -3 -3 γ和14 -3 -3 η与HCC
的关系最为密切. RT-PCR研究进一步发现, 包膜

■应用要点
本文研究发现 , 
14 -3 -3基因家族
调控机制的紊乱
参与了肝癌的发
生、发展 ,  其中
14 -3 -3 γ和14 -3 -3 η
与肝癌的关系最
为密切 .  选择性
的增强14 -3 -3 γ基
因的表达和抑制
1 4 -3 -3 η基因的
过度活化能够抑
制因乙醇、病毒
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因素引发的肝细
胞损伤和过度增
殖 ,  为H C C的治
疗提供一个新的
靶点, 而14 -3 -3基
因在肝癌组织中
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得14 -3 -3 γ基因和
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表  4  肝组织中14 -3 -3 γ和14 -3 -3 η mRNA的表达水平
(mean±SD, A )

     
分组	       n         14 -3 -3 γ mRNA          14 -3 -3 η mRNA

肝癌	    19         0.707±0.159b          0.570±0.121a

癌旁硬化	    11         0.854±0.105           0.447±0.133

正常对照	      6         0.885±0.092           0.425±0.202

aP<0.05, bP<0.01 vs  癌旁硬化和正常对照.

图  1  各例肝组织提取的RNA凝胶电泳图.

18S
28S

表  5  肝癌中14 -3 -3 γ和14 -3 -3 η mRNA表达与临床参数
的关系(mean±SD, A )

     
临床参数	                  n      14 -3 -3 γ mRNA   14 -3 -3 η mRNA

年龄(岁)                  

    ≥50                  12     0.725±0.100     0.544±0.084

    <50                     7     0.674±0.235     0.615±0.164

性别

    男                      16     0.725±0.147     0.569±0.113    

    女                        3     0.608±0.219     0.576±0.189

肿瘤直径(cm)

    <5                     17     0.800±0.014     0.444±0.100

    ≥5                      2      0.695±0.165     0.585±0.116

癌灶个数

    1                        12     0.742±0.149     0.583±0.093

    ≥2                      7     0.645±0.168     0.548±0.165

门脉瘤栓

    无                      13     0.701±0.186     0.589±0.132

    有                        6     0.718±0.088     0.530±0.088

AFP(μg/L)

    <400                   6     0.763±0.101     0.573±0.132

    ≥400                13     0.680±0.177     0.563±0.102

包膜

    无                        4     0.725±0.106     0.515±0.102

    不完整                 8     0.622±0.189a    0.606±0.149

    完整                     7     0.793±0.099     0.561±0.094

病理分级

    II                          7     0.734±0.098     0.553±0.120

    III                       10     0.667±0.198     0.606±0.115

    IV                         2     0.816±0.022     0.449±0.108

临床分期

    I+II                    10     0.683±0.204     0.503±0.086a

    III                        9      0.732±0.093     0.630±0.119    

aP<0.05.
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不完整的癌组织中14 -3 -3 γ mRNA的表达水平显

著低于包膜完整的癌组织, 提示14 -3 -3 γ基因的

失活可能增强HCC的侵袭性; 而14 -3 -3 η mRNA
在临床分期越晚的HCC患者中表达水平越高, 
提示14 -3 -3 η能够反映患者的临床进程. 已有研

究表明,  14 -3 -3 η基因在DNA损伤引发的细胞

周期停滞中发挥重要的调节作用, 其编码产物

14 -3 -3 η与转录因子miz1结合后, 促使因DNA受

损而引发细胞周期停滞的细胞重新进入增殖周

期, 进而导致细胞的异常增殖、恶变[17]. 因此, 选
择性的增强14 -3 -3 γ基因的活性和抑制14 -3 -3 η
基因的过度活化能抑制因乙醇、病毒感染和各

种理化因素引发的肝细胞损伤和过度增殖, 为
HCC的治疗提供一个新的靶点. 而14 -3 -3基因在

肝癌组织中的差异表达, 也使得14 -3 -3 γ基因和

14 -3 -3 η基因有可能成为区分肝癌和其他肝组

织、HCC和其他癌组织的标志物, 为HCC的诊

断提供一个新的选择.
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2007 年国家继续学习教育项目
“小肠疾病诊治进展及双气囊小肠镜临床应用”讲习班通知
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人消化杂志》协办的2007年国家继续医学教育项目“小肠疾病诊治进展及双气囊小肠镜临床应用”学习班

[项目编号: 2007-03-03-045(国)]定于2007-11-14/17在英雄城南昌举办.

1      授课内容

本讲习班采取理论讲授与操作演示相结合的方式进行, 届时将邀请全国著名消化专家、上海交通大学附属瑞
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行操作演示, 并请江西省消化学会主任委员、南昌大学一附院副院长吕农华教授作专题演讲. 讲习班重点介绍

小肠疾病诊治的历史、现状及最新进展, 传授双气囊电子小肠镜操作技术及诊治知识. 学员可亲手体验双气囊

电子小肠镜操作技巧, 接受专家手把手教导. 学习结束将授予国家I类继续教育学分8分. 

2      联系方式

叶华曦, 330008, 江西省南昌市象山北路128号南昌市第一医院消化内科; 付唆林, 330008, 南昌大学第三附属医

院消化内科; 电话: 0791-8862387 8862213/13576061294(付唆林); E-mail: fusuolin@163.com. 

3      收费标准

讲习班会务费、资料费共计400元, 住宿费80-100元/天, 交通费自理. 报到日期: 2007-11-14
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