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Abstract
AIM: To further refine the region harboring 
the metastasis suppressor genes in the human 
chromosome 8p21.1-23.1, and to pave the 
way for finding and cloning novel metastasis 
suppressor genes.  

METHODS: The STS primer sequences were 
found according to the National Center for 
Biotechnology Information Database (NCBI). 

C5F genomic DNA and A9/neo8 genomic 
DNA were used as negative and positive con-
trols for chromosome 8 amplification, respec-
tively. Genomic DNA was isolated and quan-
tified from cultured hybrid clones. A9/C5F-1 
and A9/C5F-2 microcell hybrid clones were 
used as metastasis-unsuppressed groups, 
while A9/C5F-4, A9/C5F-8 and A9/C5F-10 
clones were used as metastasis-suppressed 
groups. STS-PCR products were separated by 
electrophoresis.  

RESULTS: STS markers were preserved in 
metastasis-suppressed microcell hybrid clones 
(A9/C5F-4, A9/C5F-8 and A9/C5F-10), such 
as D8S552 (12786562-12786681), D8S1733(2257
6582-22576836), D8S1734 (22851217-22851336), 
D8S254(16652480-16652550) and D8S1973 
(28681110-28681363) on human chromosome 
8p21.1-23.1. In contrast, STS markers were lost in 
metastasis-unsuppressed clones (A9/C5F-1 and 
A9/C5F-2) in this region. 

CONCLUSION: The metastasis suppressor 
genes may be located within the interval be-
tween D8S542 and D8S1973 on human chromo-
some 8p21.1-23.1. 
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摘要
目的: 分析人类染色体8p21.1-23.1上肝癌转移
抑制基因相关染色体缺失状况, 为进一步寻找
克隆可能的肝癌转移抑制基因奠定基础. 

方法: 从NCBI的UniSTS数据库查询STS的
引物序列 ,  以微细胞杂交克隆D N A为模板
(A9/C5F-1和A9/C5F-2为转移不抑制组, A9/
C5F-4、A9/C5F-8和A9/C5F-10为转移抑制组)
进行STS-PCR扩增. 

www.wjgnet.com

®

■背景资料
肝癌复发转移的
防治研究已成为
21世纪肝癌研究
的重要方向之一. 
但对于肝癌复发
转移的分子机制
仍不清楚, 未发现
与肝癌转移直接
有关的转移抑制
基因

■同行评议者
龚建平, 教授, 重
庆医科大学附属
第二医院肝胆外
科



结果: 人类染色体8p上D8S552(12786562-1
2786681), D8S1733 (22576582-22576836), 
D8S1734(22851217-22851336), D8S254 
(16652480-16652550)及D8S1973 (28681110- 
28681363)等STS位点所在区域在转移抑制组
杂交克隆(A9/C5F-4, A9/C5F-8, A9/C5F-10)存
在STS位点的不同程度的获得和转移不抑制
组杂交克隆组(A9/C5F-1, A9/C5F-2)STS位点
的缺失. 

结论: D8S552-D8S1973所在的人类染色体
8p21.1-23.1区域可能存在肝癌转移抑制基因.

关键词: 肝细胞癌; 转移; 转移抑制基因; 序列标签
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0  引言

肝癌复发转移的防治研究已成为21世纪肝癌研

究的重要方向之一[1]. 但对于肝癌复发转移的分

子机制仍不清楚, 未发现与肝癌转移直接有关

的转移抑制基因. 我们在前期研究基础上推测

人类8号染色体短臂(8p)上存在一个或多个肝癌

转移抑制基因[2-3], 以人类染色体上序列标签位

点(sequence tag site, STS)为路标, 用基因组物理

图谱的方法粗略分析8p上肝癌转移抑制基因相

关染色体缺失状况, 推测人类染色体8p21.1-23.1
区域可能存在肝癌转移抑制基因. 本研究在此

基础上, 进一步选择8p21.1-23.1区段上的STS位
点, 进行更为细致的第二轮筛选, 为进一步寻找

可能的肝癌转移抑制基因奠定基础.

1  材料和方法

1.1 材料 人8号染色体供体细胞-A9(neo8), 含
有正常人8号染色体的小鼠成纤维细胞 ,  8
号染色体上被随机标记n e o抗性基因 ,  购自

日本JCRB细胞库, 目录号: JCRB2208. 高转

移大鼠肝癌C5F细胞系 :  日本名古屋城市大

学病理系K.O g a w a博士馈赠 ,  本研究所传代 
使用. 通过微细胞介导的染色体转移(microcell 
mediated chromosome transfer, MMCT)方法将

标记有耐药基因n e o的人类正常8号染色体导

入到大鼠肝癌高转移细胞系C5F中, 用G418和
HAT进行双重药物筛选, 单细胞分离克隆获得

具有双重抗性的微细胞杂交克隆. 通过自发转
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移动物实验将其分为转移抑制杂交克隆和转移

不抑制杂交克隆. 本实验从中选取5种杂交克

隆: 转移抑制杂交克隆(A9/C5F-4、A9/C5F-8、
A9/C5F-10), 转移不抑制杂交克隆(A9/C5F-1、
A9/C5F-2). HotStarTaq DNA聚合酶(目录号

203203), 德国QIAGEN公司出品; 10 mmol/L 
dNTP Mix(目录号R0192), 5×106 U/L Taq DNA
聚合酶及其10×缓冲液、25 mmol/L MgCl2(目
录号EP0402)均由MBI公司出品; 100×HAT(10 
m m o l/L次黄嘌呤, 40 µ m o l/L氨基蝶呤, 1.6 
mmol/L胸腺嘧啶脱氧核苷)和Geneticin(G418硫
酸盐)由美国Gibco BRL公司出品; 25 cm2、75 
cm2细胞培养瓶, 15 mL离心管及96孔、24孔、6
孔细胞培养板均由Corning Costar公司制造; 1.8 
mL细胞冻存管, Nunc公司制造; 0.2 mL无RNA酶

的薄壁PCR管, Axygen公司制造; 0.22 µmol/L滤
器, 美国Millipore公司制造; PCR仪(PCT100-96
型), 美国MJ公司制造等.
1.2 方法 
1.2.1 冻存细胞克隆的复苏培养: 将保存细胞的

冻存管37℃水浴令其尽快融化, 用吸管吸出细

胞悬液, 注入离心管并加10倍以上培养液, 混
合后低速离心, 除去上清液, 重复洗涤一次; 用
培养液适当稀释后, 接种培养瓶, 用含100 mL/L 
FBS的DMEM在50 mL/L CO2培养箱内培养. 24 
h后换选择培养基培养, 每3 d更换新鲜培养液; 
培养至细胞95%融合时以2.5 g/L胰酶消化后 
1∶3传代; 收集对数生长期细胞准备提取基因

组DNA进行检测. 
1.2.2 基因组DNA提取: 200 µL样品中加入400 
µL Solution CL, 混匀后加入3 µL Proteinase K, 
置于55℃ 5-10 min, 中途上下混匀几次; 加入600 
µL氯仿, 混匀; 10 000 r/min离心2 min, 取500 µL
上层清液, 置于无菌1.5 mL离心管中; 加入500 
µL Solution P, 混匀, 室温放置2 min; 室温高速

离心, 10 000 r/min, 2 min. 吸掉溶液, 立即加入

100 µL 1.2 mol/L NaCl, 轻轻振荡直至DNA样

品完全溶解, 加入3 µL Rnase A, 混匀, 置于55℃ 
5-10 min; 加入300 µL冷乙醇, -20℃放置10 min, 
10 000 r/min, 高速离心3-4 min, 吸走或倒掉乙醇, 
用700 mL/L乙醇洗一次; 倒置于干净的滤纸上, 
室温干燥10 min, DNA用100 µL水或TE溶解. 用
紫外分光光度计测量DNA纯度. A 260/A 280 = 1.8的
DNA样本为合格样本. 
1.2.3 STS-PCR: 大鼠肝癌高转移系C5F为阴性对

照, 染色体供体细胞A9(neo8)为阳性对照, 微细

www.wjgnet.com

■研发前沿
肝癌术后复发转
移的防治研究已
成为肝癌研究的
一大热点. 寻找与
肝癌复发转移相
关基因和新的干
预治疗靶点具有
重要意义. 
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胞杂交克隆DNA为模板(A9/C5F-1和A9/C5F-2
为转移不抑制组, A9/C5F-4、A9/C5F-8和A9/
C5F-10为转移抑制组)进行STS-PCR. 从NCBI的
UniSTS数据库查询STS的引物序列(http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/genome/sts), 由上海生物工程技

术服务有限公司、上海博亚生物技术有限公司

合成. 所选取的STS在染色体上的位置、引物序

列及扩增产物长度见表1. 
50 µL荧光定量PCR反应体系含有10×PCR

反应缓冲液5 µL, dNTP Mix(10 mmol/L)1 µL, 上
下游引物(10 µmol/L)各1 µL, HotStarTaq DNA
聚合酶(5×106 U/L)0.3 µL, 模板DNA 1 µL, 加
ddH2O至50 µL. 每个反应设置3个复孔. PCR热循

环参数: 95℃ 15 min预变性; 94℃ 45 s, 55-68℃ 
45 s, 72℃ 1 min, 30个循环; 72℃ 10 min.

2  结果

2.1 微细胞杂交克隆培养 刚复苏出的微细胞杂

交克隆用高糖DMEM培养基培养, 2 d后换含有

HAT(1×)和G418(0.8 g/L)的双重选择培养基培

养, 以后持续使用双重选择培养基.      
2.2 8p21.1-23.1区段上的S T S位点筛选 选择

8p21.1-23.1区段上的S T S位点 ,  进行更为细

致的筛选 .  D8S1733(22576582-22576836), 
D8S1734(22851217-22851336),  D8S1973  
(28681110-28681363)等位点所在区域, 存在不同

程度转移抑制微细胞杂交克隆片段的获得和转

移不抑制微细胞杂交克隆片段的缺失(表2), 提
示这些位点所在片段有可能存在肝癌转移抑制

基因. 

3  讨论

肝癌术后复发转移的防治研究已成为肝癌研究

的一大热点. 但迄今肝癌复发转移的分子生物

学机制仍不清楚. 寻找与肝癌复发转移相关基

因和新的干预治疗靶点具有重要意义[4]. 我们在

以往研究的基础上推测在人类染色体上存在肝

癌转移抑制基因, 若能证实确实存在并克隆肝

癌转移抑制基因, 对于肝癌转移分子机制的阐

明和肝癌的诊断、治疗与预后评估都具有重要

意义. 
微细胞介导的染色体转移(MMCT)是一种

建立在体细胞杂交基础之上的实验方法[5], 结
合STS-PCR对染色体片段缺失情况进行定位分

析, 适用于转移抑制基因的功能定位研究. 多数

肿瘤转移抑制基因都是通过MMCT发现的[6]. 通

过这种方法将前列腺癌相关转移抑制基因定位

于人类染色体7q21-22/7q31.2-32、8p21-p12、
10cen-10q23、11q11.2-13、12qcen-q13/12q24-
te r、13、16q24.2、17p12-11.2/17cen-q12、
20p11.23-12[7-9], 并克隆了前列腺癌转移抑制基

因KAI-1、MKK4. 将KAI-1导入高转移人前列

腺癌细胞中, 能抑制转移潜能而不影响裸鼠体

内的成瘤性[10]. KAI-1对多种肿瘤转移有抑制

作用具有非特异性[11-14]. MKK4/SEK1表达与

Gleason分级呈负相关, 有可能成为预测前列腺

癌转移潜能的生物学指标[15], 对黑色素瘤和卵

巢癌同样具有抑制作用[16]. 乳腺癌转移抑制基

因功能定位于人类染色体6、11q13.1-13.2、
11pter-q14, 并发现了转移抑制基因BRMS1[17]. 
已证实BRMS1亦能抑制黑色素瘤、卵巢癌转移

潜能[18-19]. 黑色素瘤转移抑制基因功能定位于染

色体1、6q16.3-q23[20-21]. 目前国际上有关转移

抑制基因的研究主要集中在前列腺癌、乳腺癌

和黑色素瘤, 有关肝癌的转移抑制基因仍未见 
报道. 

我们前期工作为肝癌转移抑制基因的研究

提供了重要线索. 我所在肝癌组织原位移植建立

的裸鼠肝癌高转移模型之上建立了人肝癌高转

移细胞系MHCC97, 并通过CGH方法对MHCC97
中染色体LOH情况进行分析, 发现该细胞系8p
存在LOH[22]. 应用CGH方法分析了10例HCC手
术标本原发灶与转移灶的基因组畸变, 发现8例
转移灶中存在8p缺失, 而原发灶中只有3例, 提
示8p在肝癌转移中起重要作用[23]. 随后又通过

全基因组扫描证实8p存在较为明显的等位基因

失衡, 并进一步发现8p23.3、8p11.2区域上LOH
更为明显[24]. 以上结果提示8号染色体上可能存

在肝癌转移抑制基因. 我所前期运用MMCT方
法将人类8号染色体导入高转移大鼠肝癌细胞

系C5F[2], 用G418和HAT进行双重筛选, 分离得

到15个单细胞克隆. 通过自发肺转移实验对其

中的10个微细胞杂交克隆(A9/C5F1-10)在裸鼠

中的转移表型进行分析, 发现6个杂交克隆(A9/
C5F-3, 4, 5, 8, 9, 10)出现转移表型的显著抑制, 
其中两个杂交克隆(A9/C5F4, 8)转移表型发生完

全抑制. 根据转移表型差异将这些杂交克隆分

为转移抑制组(A9/C5F-3, 4, 5, 8, 9, 10)和转移不

抑制组(A9/C5F-1, 2, 6, 7)[3]. 取A9/C5F-1, 2杂交

克隆为转移不抑制组, A9/C5F-4, 8, 10为转移抑

制组通过基因组物理图谱定位的方法检测导入

8号染色体上的片断丢失情况. 

■相关报道
钦伦秀 et al的研
究提示人类8号染
色体短臂 (8p )上
存在一个或多个
肝癌转移抑制基
因. 
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表  1  人类染色体8p21.1-23.1上的STS

     
STS	                    在染色体上位置(bp)    	                          寡核甘酸序列	                                         产物长度(bp)

D8S2099  	 9988829-9989037   	         F: GGGATGATGAAACGTGGG

                                                                                         R: TTCAGCTCTTTGACTATGTTATCCC	        
209

D8S453    	 10681928-10682191 	         F: GGTAGGCAACAAGTATTCTGGTTG

                                                                                         R: TGGTGATAAAGCAAGACTCTGTCT	        
264

D8S265    	 11317148-11317364 	         F: ACCTCTTTCCAGATAAGCCC

                                                                                         R: CCAATGGTTTCGGTTACTGT	                        
208-231

D8S552	                 12752557-12752676 	         F: CCTGTACCATACCCCTGTATC

                                                                                         R: AAGGTTTGAATCTCTCAGTGG	                         
132

D8S1754	                 13000035-13000211 	         F:  CAGGGAAGTCTCGGTTTG

                                                                                         R: TCAGGGACACGATTCAGC	                        
169-183

D8S17271	 13600230-13600446 	         F: CCAGAAAACTTTCACCACCGC

                                                                                         R: GATGAGCCTTGGAAACACGCT	                        
217

SHGC-110274	 14903937-14904209 	         F: GATTCGATCTCCTTACTCTTTATTGG

                                                                                         R: CGATAAGCAAAAATCCACAGACC	        
273

D8S484	                 16075640-16076081 	         F: ACCGCAACTCGAACAAAACAAAAAC

                                                                                         R: ATGTGAAAAGGCCTAGTATTCAGAC	        
442

D8S2081	                 17097196-17097342	         F: ACCCAGTTACAGCACTGTAATATCA

                                                                                         R: CTCTACCCCGAAATGATGGA	                        
147

D8S1611	                 17732205-17732310 	         F: ATTCTGAACATATCCATGCGC

                                                                                         R: GCATATCTGCTGTACTGAAAGCA	        
105-106

D8S2001  	 19262474-19262611 	         F: GACATTGAATTCCAGTATTTGTGC

                                                                                         R: GGACAAATGCCACTGCAAC	                        
138

D8S1660  	 19736326-19736527 	         F: TCCTAGATACCGTCCAAACCC

                                                                                         R: GTGGATAAGGACAGGAAAAGAGG	        
200-201

D8S282    	 21425116-21425356	         F: TCCTATTCCACAGCCACAACTC

                                                                                         R: CTTATATTGGGCATAAAGTTCATAGG	        
237

D8S439    	 22271321-22271581 	         F: GGCTCCCTGTTCTTTATCAGGTTG

                                                                                         R: ACTTTTCTCTGGCTATTATGGACTC	        
261-351

D8S1734   	 22851217-22851336  	         F: GCTATCCACTTGTCCCAGA

                                                                                         R: AGCCCAGAAATAAACCCTC	                          
98-120

D8S2028  	 23445977-23446155 	         F: CAAAAGTTTTGTTTCTATTCAGGG

                                                                                         R: TTTTTTCTGTTCCCCTCCG	                       
 178

D8S441    	 23860052-23860227 	         F: TGTCTTCTCCAGTGAGCTCCAGT

                                                                                         R: GAGATGATAGATAGCGGTGTGTGT	        
176

D8S1839  	 27404471-27404651 	         F: AGAATGGGATCAGAAC 

                                                                                         R: TCCAGGGTTGCTACAGT	                        
161-193

D8S2133  	 28938060-28938204 	         F: CATTTCTTTGTAGGTATTTTGTGGG 

                                                                                         R: AGTTTCATGAGAATGCTGAAGTAGG 	        
145

D8S1996  	 29760749-29761003 	         F: ACTGGAAAAATGAAGTGTAAAAACC 

                                                                                         R: CTCCAGTTCCTGTGGCTTTT 	                        
254-255

D8S1769  	 31203002-31203253 	         F: ATGGGGGTTATGGGACTACA 

                                                                                         R: CGTAACAGGCAACATAAGTAGAGTG	        
240-256

D8S254    	 16652480-16652550  	         F: TGCCGGACATACATTAGTGA

                                                                                         R: TTGTAAACACCACAAGCAGG	                          
65-75

D8S1591  	 18465968-18466176 	         F: CAAGATTTCTTTTTATTCACCTGC

                                                                                         R: TTTCTTTAGATGGAGTCCATTGC	                       
208-209

D8S1733  	 22576582-22576836  	         F: CACAGTCTCAAACTCCTGGG

                                                                                         R: ACGAAAAACCATGAACAAGA	                        
217-259

D8S1589  	 26335774-26335953 	         F: TGAGACACTGTCGATTTATTTTAGC

                                                                                         R: TCCTGTTTTTCCTGTACCGG	                        
179-180

D8S1973  	 28445735-28445988 	         F: AGTGTTTATTAACAAATGGGCTCA

                                                                                         R: TCAACTCTGGCTCTCTCAAGG	                        
253-254

■应用要点
本研究为下一步
肝癌转移抑制基
因的克隆定位奠
定基础, 对于肝癌
转移分子机制的
阐明和肝癌的诊
断、治疗与预后
评估都具有重要
意义.
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STS即序列标签位点, 指染色体定位明确, 
并可用PCR扩增的单拷贝序列, 人类物理图谱

的绘制就是以STS为标记位点, 具有唯一性. 我
们根据NCBI的UniSTS数据库资料选择20个
STS, 均匀覆盖整个8p染色体, 平均间隔2 cm, 进
行STS-PCR测定. 由第一次筛选结果来看, 在
8p染色体上从D8S542位点起至D8S1973位点

区段, 在转移不抑制组, 杂交克隆存在S T S位
点不同程度的缺失和转移抑制组STS位点的获

得[25]. D8S542-D8S1973位于染色体8p21.1-23.1
位置 ,  初步推测在人类染色体8p21.1-23.1区
段存在可能的肝癌转移抑制基因 .  为了缩小

我们的范围 ,  在8p21.1-23.1区段内又选择了

22个STS位点进行分析, 发现D8S1733(22576
582-22576836), D8S1734(22851217-2285133
6), D8S254(16652480-16652550)及D8S1973  
(28445735-28445988)等所在位置更应引起我

们的关注. 在人类8号染色体导入高转移细胞系

C5F时, 由于染色体的不稳定性会发生某些区段

的随机丢失, 每个杂交克隆所携带的目的染色

体的区段不同. 从我们现筛选的结果看, 存在转

移抑制组获得8号染色体片段的不一致性, 考虑

是染色体在随机丢失的结果, 亦提示在肝癌的

转移抑制中可能8p上的不同片段在起共同的作

用, 而非一个. 在我们上述提到的转移抑制组获

得的染色体片段中都有可能包含有我们所要寻

找的肝癌转移抑制基因. 研究显示8p21.1-23.1的
缺失在肿瘤的分化中起重要作用. 8p21.1-21.2
与前列腺癌的进展和转移有关[26]. 8p22区段与

膀胱癌的恶性度和转移潜能密切相关, 无8p22 
LOH的膀胱癌会出现远处转移[27]. 8p21.1-23.1
区域在肝癌的侵袭转移中扮演重要的角色, 可
能存在一个或多个肿瘤转移抑制基因. 此研究

为我们下一步肝癌转移抑制基因的克隆定位奠

定基础.
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