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Abstract
AIM: To investigate the relationship between the 
methylation status of DLC-1 gene and metastasis 
of hepatocellular carcinoma (HCC).

METHODS: Seventy-three surgical specimens 
of human HCC were divided into high- and 
low-invasion groups according to their clinico-
pathological features. The methylation status 
of DLC-1 gene was detected in both groups by 
methylation-specific polymerase chain reaction 
(MSP).

RESULTS: The methylation level of DLC-1 
gene in HCC specimens with high invasion was 
significantly higher than that in specimens with 
low invasion (χ2 = 4.3567, P < 0. 05). The double-
positive rate of alpha-fetoprotein (AFP) and 

hepatitis B virus (HBV) was significantly differ-
ent between methylation-positive and -negative 
specimens (χ2 = 4.4224, P < 0.05). The methyla-
tion status of DLC-1 gene was also related to 
TNM stages (χ2 = 10.8478, P < 0.05). After short-
term following-up, the median survival time 
was significantly different between HCC pa-
tients with positive- and negative methylation of 
DLC-1 gene (9.45 mo vs 36 mo, P < 0.05). 

CONCLUSION: The aberrant methylation of 
DLC-1 gene may not only offer an effective 
method for the early auxiliary diagnosis of inva-
sion and metastasis, but also serve as an new 
target for HCC therapies.
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摘要
目的: 研究DLC-1基因甲基化检测与肝细胞癌
(hepatocellular carcinoma, HCC)复发转移的关系.

方法: 73例HCC标本依据临床以及病理学特
征被分为高侵袭组和低侵袭组; 采用甲基化
特异性PCR对不同侵袭组HCC之间DLC-1基
因甲基化表达进行分析. 

结果: DLC-1甲基化表达率高侵袭组明显高于
低侵袭组, 二者之间有明显差异(χ2 = 4.3567, 
P <0.05). DLC-1甲基化阳性与阴性患者之间
AFP、HBV双阳性率有明显差异(χ2 = 4.4224, 
P <0.05); TNM分期越后DLC-1甲基化程度越
高(χ2 = 10.8478, P <0.05); 短期随访发现DLC-1
甲基化的HCC患者中位生存期低于非甲基化
患者(9.45 mo vs  36 mo, P <0.05). 

结论: DLC-1基因甲基化可作为HCC复发转
移监测指标, 并可作为靶向治疗HCC复发转
移的新靶点. 
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■背景资料
目前随着治疗手
段的提高, 肝癌患
者的生存期明显
延长, 肝癌的转移
复发, 对于肝癌患
者和医务工作者
是个迫切需要解
决的问题.  

■同行评议者
高润平, 教授, 吉
林大学第一医院
肝病科
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0  引言

肝癌是严重危害人类生命健康的重大疾病, 肝
癌手术切除后, 生存率约40%左右, 但仍然有

50%左右的患者手术后出现转移复发. DLC-1
基因定位于人类染色体8p21.3-22[1]. 研究发现

DLC-1基因在肝癌、乳腺癌、结直肠癌中常低

表达或表达缺失[2]. 而DNA启动子甲基化的改变

通常是作为肿瘤抑制基因未被激活的机制[3-4]. 
研究显示甲基化是在肝癌, 乳腺癌, 肠癌和前列

腺癌中DLC-1表达低下的原因[5]. DLC-1基因甲

基化在HCC复发转移的作用未见有报道. 通过

甲基化特异性PCR技术检测分析DLC-1基因甲

基化在不同转移潜能临床手术标本中的表达, 
为进一步研究DLC-1基因甲基化在肝细胞癌复

发转移中的作用奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2005-03/2006-10南通大学附属肿

瘤医院73例肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, 
H C C及癌旁正常组织(其中12例含癌栓)手术

切除标本 ,  标本均经过病理证实 .  标本离体

10 min内取材, 液氮速冻5 min后放置-80℃保

存 .  H C C依据临床以及病理学特征被分为高

侵袭组和低侵袭组, 肿瘤病灶局限、肉眼以及

镜下均无肝内播散和门静脉浸润为低侵袭组, 
共32例; 肿瘤组织伴有多发性肝内播散和(或)
门静脉主干癌栓者为高侵袭组, 共41例. 德国

Biometra温度梯度PCR扩增仪; ECPS3000/150
电泳仪; 美国Beckman AllegraTM RA 64R高速

低温离心机; 美国BIO-RAD公司凝胶图像分析

仪. 参考Wong et al [7]根据GenBank的DLC-1甲
基化引物由上海生工公司设计合成, DLC-1甲
基化引物为(从-31到+147 bp): 5'-TTTAAAGAT 
C G A A A C G A G G G A G C G-3 ' ( f o r w a r d )和
5'-CCCAACGAAAAAACCCGACTAACG-
3'(reverse). 非甲基化引物为(从-28到+144 bp): 
5'-TTTTTTAAAGATTGAAATGAGGGAGTG-
3'(forward)和5'-AAACCCAACAAAAAAACCCA
ACTA ACA-3'(reverse).
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1.2 方法 
1.2.1 DNA提取: DNA提取试剂盒采用上海闪晶

生物公司临床标本基因组DNA抽提试剂盒. 严
格按照操作说明, 具体如下: (1)用手术剪将标

本剪成小块, 用液氮将50 mg左右样品碾碎转

移, 加入200 mL LB, 电动匀浆, 然后将样品转移

到1.5 mL离心管中, 彻底混匀室温10 min. (2)加
入200 mL氯仿, 剧烈振动20 s, 然后15 000 r/min
离心5 min, 取上清液转入吸附柱, 9000 r/min离
心1 min, 弃滤液. (3)在吸附柱内加500 mL清洗

液, 9000 r/min离心1 min, 弃滤液. (4)再15 000 
r/min离心2 min, 以彻底去除残余. (5)将吸附柱

重新放在一新离心管中, 加入50 mL洗脱液EB. 
(6)10 000 r/min离心1 min, 收集到管内的溶液即

为核酸溶液, 紫外分光光度计测定DNA含量, 吸
光度A 260 /A 280≥1.8, 4℃保存备用.
1.2.2 DNA甲基化处理: DNA甲基化处理采用美

国Zymo Research公司的EZ DNA Methylation-
Gold KitTM试剂盒. 严格按照操作说明, 实验前

混匀CT保存试剂, 即加900 mL水M-Dissolving缓
冲液和300 mL M-Dilution缓冲液到一个试管. 加
130 mL CT保存试剂和20 mL DNA样品混合. 按
照以下温度程序步骤操作, 98℃ 10 min, 64℃ 2.5 
h, 最后放置4℃备用. 加660 mL M-Binding缓冲

液到Zymo-spin IC吸附柱中, 再加样品盖紧盖子, 
颠倒混合几分钟. 全速10 000 r/min离心1 min, 倒
掉离心液. 加20 mL M-Desulphonation缓冲液到

吸附柱中, 放置15-20 min. 全速10 000 r/min离心

1 min. 加200 mL M-Wash缓冲液到吸附柱中, 重
复这种步骤多次. 加10 mL M-Elution缓冲液直

接到吸附柱基质, 放置到1.5 mL试管全速10 000 
r/min离心2 min, 直至分离出所需处理DNA.
1.2.3 MSP反应: 甲基化PCR反应体系为10×
PCR缓冲液2.5 mL, 2.0 mmol/L 4×dNTP混合

物0.5 mL, 引物3 mL, TaKaRaTM热启动Taq酶0.5 
mL, 25 mmol/L MgCl2 2 mL, 模板3 mL, 总体积25 
mL, 甲基化扩增体系为预变性95℃ 12 min, 随后

94℃ 30 s, 55℃ 30 s, 72℃ 30 s, 35个循环, 最后

延伸72℃ 10 min, 非甲基化扩增体系除了退火

温度提高到58℃外其他均相同. 扩增产物1%琼

脂糖凝胶电泳, 紫外光照显带.
对进行MSP反应的全部HCC患者进行随访, 

生存期计算从治疗开始日起到死亡或2006-03末
次随访结束. 

统计学处理 采用SPSS10.0统计软件分析, 
卡方检验, P <0.05有统计学意义.

www.wjgnet.com

■研发前沿
DLC-1基因是一
个与肝癌发生, 转
移乃至复发关系
密切的肿瘤抑制
基 因 .  目 前 有 关
DNA甲基化与肿
瘤之间的关系已
成为近年来肿瘤
学研究的热点.

■相关报道
Yuan et al 学者认
为DNA甲基化改
变是癌变早期发
现 ,  早 期 预 测 和
癌症风险预后的
最可能的指标之
一 ,  大 范 围 硬 癌
和血液恶性病变
DLC-1甲基化的
检测是有警示意
义的.
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2  结果

2.1 不同侵袭组DLC-1甲基化表达 73例HCC临
床标本中, 41例高侵袭组中12例DLC-1甲基化

表达阳性, 阳性率为29.3%, 32例低侵袭组中3例
DLC-1甲基化表达阳性, 阳性率为9.375%; 二者

之间有明显的差异(χ2 = 4.3567, P <0.05, 图1). 
2.2 DLC-1甲基化阳性与AFP(+), HBV(+)的关

系 73例HCC患者中, 17例DLC-1甲基化阳性占

23.3%; 癌旁正常组织组均无1例甲基化阳性. 17
例DLC-1甲基化阳性患者中AFP, HBV双阳性者

为16例占94.11%; 56例DLC-1甲基化阴性患者中

AFP, HBV双阳性者为42例占73.0%; 二者之间有

明显的差异(χ2 = 4.4224, P <0.05).
2.3 DLC-1甲基化与HCC TNM分期 73例HCC患
者中, Ⅰ期14例, 甲基化阳性1例(7.14%); Ⅱ期

18例, 甲基化阳性2例(11.1%); Ⅲ期20例, 甲基

化阳性5例(20.0%); Ⅳ期21例, 甲基化阳性7例
(33.3%). 因Ⅰ期, Ⅱ期甲基化阳性太少需要合并

统计处理, 合并后三者之间有明显的差异(χ2 = 
10.8478, P <0.05). 

17例甲基化阳性的HCC患者中, 12例复发

或转移, 占70.6%; 56例非甲基化阳性者中, 21例
复发或转移, 占37.5%, 二者之间有明显的差异

(χ2 = 5.7641, P <0.05). HCC患者生存期1-20(中
位生存期11.52) mo, 其中甲基化患者中位生存

期9.45 mo, 非甲基化患者中位生存期14.36 mo, 
DLC-1甲基化的HCC患者中位生存期低于非甲

基化患者(P <0.05).

3  讨论

DLC-1全称为肝癌缺失基因1, 是一种肿瘤抑制

基因; 位于人类染色体8p21.3-22位置, 在人类许

多肿瘤中发现在这个位置上是缺失的. DLC-1 
cDNA全长为7.5 kb编码1083个氨基酸的分子

量122 kDa的一种蛋白, 与大鼠p122 RhoGAP
基因有86%的同源, 后者是GTP酶的激动蛋白, 
通过刺激GTP酶的活性调控Rho蛋白[7]. Durkin  
et al [12]研究认为DLC-1与小鼠p122同源, 与调控

细胞增殖和黏附的信号传导通路关系密切. Ng 
et al [6]在 DLC-1缺失的肝癌细胞系中转染DLC-1 
cDNA后发现其明显的抑制了肿瘤细胞的生长

并且降低了克隆信息. DLC-1在原发性HCC中

发挥抑制癌细胞增殖的功能. Wong et al [7]研究

显示Rho GTP酶信号传导通路在HCC的侵袭转

移中有重要作用. 现已发现DLC-1基因表达产

物为RhoA和Cdc42特异性的GTP酶激活蛋白, 

与调控细胞增殖和黏附的信号传导通路关系

密切, 主要通过下调Rho的活性而抑制肿瘤. 研
究发现DLC-1基因在肝癌、乳腺癌、结直肠癌

中常低表达或表达缺失. 而DNA启动子甲基化

的改变通常是作为肿瘤抑制基因未被激活的

机制. Esteller et al [13]在多种类型的肿瘤中发现

了其基因的过甲基化. Kim et al [14]运用Northern
和Southern blot研究发现在9例人类消化系肿

瘤细胞系中有7例没有表达DLC-1 mRNA而不

是DLC-1基因. 为此该学者使用甲基化特异性

PCR(MSP)和Southern blot研究DLC-1的甲基化, 
发现在7例中有5例没有表达DLC-1 mRNA的消

化系肿瘤细胞系中DLC-1 CpG岛发生了甲基

化. 研究发现甲基化是在肝癌, 乳腺癌, 肠癌, 和
前列腺癌中DLC-1表达低下的原因. Good ison  
e t a l [8]研究发现DLC作为转移抑制基因, 通过

GTP酶活性抑制肿瘤的转移. Ueki et al [15]研究发

现在细胞系中抑癌基因DNA发生甲基化的, 其
来源的原代细胞中也同样发生了甲基化. Yuan  
et al [5]认为DNA甲基化改变是癌变早期发现, 早
期预测和癌症风险预后的最可能的指标之一, 
大范围硬癌和血液恶性病变DLC-1甲基化的检

测是有警示意义的. 结合众多学者的研究, 我们

推测DLC-1基因甲基化在肝细胞癌侵袭转移中

发挥着重要的作用. 目前有关DNA甲基化与肿

瘤之间的关系已成为近年来肿瘤学研究的热点. 
启动子区CPG岛甲基化可影响基因表达, 对于肿

瘤细胞, 甲基化异常可通过多种途径影响基因

转录与表达, 导致细胞分化与增殖异常. CpG位

点甲基化异常可作为恶变的生物学指标, MPCR为
肿瘤研究提供了一种快速、简便、灵敏的方法. 

影响肝癌侵袭转移的因素有很多, 目前仍

未有较为客观的标准. 本研究采用宋丽洁 et al [9]

采取的比较公认的影响肝癌侵袭转移的主要因

素门静脉癌栓的有无(或)肝内有无播散结节作

为划分标准, 将临床标本划分为高低侵袭组. 本
研究发现肝癌组织甲基化的DLC-1大约为180 
bp, 且DLC-1甲基化表达率高侵袭组明显高于

低侵袭组, 二者之间有明显的差异(P <0.05). 此

图  1  在肝癌组织甲基化的DLC-1基因.

180 bp

■应用要点
检 测 肝 癌 患 者
DLC-1基因甲基
化可以预测可能
的 转 移 、 复 发 . 
技术成熟推广容
易, 不需要特殊仪
器, 只要开展临床
PCR工作的医院
均可以使用.
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结果提示DLC-1甲基化可能是肝癌侵袭转移的

机制之一. 采用陈龙邦 et al [10]研究方法研究与

AFP(+), HBV(+)的关系分析发现: DLC-1甲基

化阳性与DLC-1甲基化阴性患者二者之间有明

显的差异(P <0.05); 说明DLC-1甲基化与AFP(+), 
HBV(+)有关. 研究DLC-1甲基化与HCC TNM
分期的关系发现分期越后DLC-1甲基化程度越

高. 由于随访时间短只能简单说明DLC-1甲基

化的HCC 患者中位生存期低于非甲基化患者

(P <0.05). 但长期随访是否支持此结论有待长期

观察. 
早期发现, 早期预测可能出现的转移复发, 并

且给予及时的预防与治疗, 对于肝癌患者至关重

要. 通过以上研究本文作者认为DLC-1基因甲基

化检可作为肝细胞癌复发转移监测指标, 并可作

为靶向治疗肝细胞癌复发转移的新的靶点. 
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■同行评价
本文提出HCC患
者DLC-1基因甲
基化可能成为靶
向控制肝细胞癌
转移和复发的靶
点, 研究内容具有
临床实用意义.


