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Abstract
AIM: To investigate the mRNA expression 

of cancer- test is (CT) ant igens SSX1-5 in 
hepatocellular carcinoma (HCC) and discuss the 
possibility of applying these antigens as targets 
for specific immunotherapy for HCC.

METHODS: The mRNA expression levels of CT 
antigens SSX1-5 were detected by reverse tran-
scription polymerase chain reaction (RT-PCR) in 
61 HCC specimens and 52 normal adjacent spec-
imens. The correlation between the expression of 
CT antigens SSX1-5 and clinical parameters was 
then evaluated. Positive RT-PCR products were 
sequenced randomly. 

RESULTS: In 61 HCC tissues detected, the posi-
tive rates of SSX1, SSX2, SSX4 and SSX5 mRNAs 
were 42.6% (26/61), 8.2% (5/61), 39.3%(24/61) 
and 6.6% (4/61), respectively. Approximately 
50.8% (31/61), 32.8% (20/61), 9.8% (6/61) and 
3.3% (2/61) of HCC specimens positively ex-
pressed at least one, two, three, and four mem-
bers of SSX1, SSX2, SSX4 and SSX5, respectively. 
In addition, no expression of SSX1-5 mRNAs 
was detected in all 52 normal adjacent speci-
mens. In HCC tissues, the expression of SSX1 
mRNA was correlated with the formation of 
cancer embolus in the portal vein while the ex-
pression of SSX4 mRNA was correlated with pa-
tient age (P < 0.05). DNA sequencing confirmed 
the identity of RT-PCR products. 

CONCLUSION: Though the positive rates of CT 
antigens SSX1, SSX2, SSX4 and SSX5 in HCC are 
different, their expression is high specific. Thus, 
they are possible promising targets for antigen-
specific immunotherapy for HCC. 

Key Words: hepatocellular carcinoma; Cancer tes-
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摘要
目的: 检测癌-睾丸抗原SSX1-5 mRNA在肝细

®

■背景资料
癌-睾丸抗原(CT
抗原)是一类可在
多种肿瘤组织中
表 达 ,  而 在 睾 丸
以外的其他正常
组织几乎不表达
的 抗 原 ,  又 称 为
肿瘤特异性共享
抗 原 .  利 用 这 一
表 达 特 点 ,  一 些
CT抗原的肿瘤疫
苗(如NY-ESO-1, 
MAGE)已试用于
临床治疗并取得
较 好 的 效 果 .  然
而 ,  由于CT抗原
在一些肿瘤中表
达频率不高又限
制了其疫苗在这
些肿瘤中的应用.

■同行评议者
王鲁, 副教授, 复
旦大学附属中山
医院肝外科
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胞癌(HCC)组织中的表达, 探讨其用于HCC免
疫治疗的可能性. 

方法: 采用逆转录-聚合酶链反应(RT-PCR)技
术, 检测61例HCC组织及52例配对的HCC癌
旁组织中SSX1-5 mRNA, 结合临床相关指标
进行统计学分析. 随机抽取PCR阳性产物进行
DNA测序.  

结果: SSX1、SSX2、SSX4和SSX5 mRNA
在H C C中的表达率分别为42.6%(26/61)、
8.2%(5/61)、39.3%(24/61)和6.6%(4/61); 未
检测到SSX3的表达. 在癌旁组织中, 未检测
到SSX1-5 mRNA; HCC组织中, 至少表达1个
SSX基因者达50.8%(31/61); 表达2个或2个以
上者达32.8%(20/61), 表达3个或3个以上者达
9.8%(6/61), 同时表达4个者达3.3%(2/61). SSX
的表达与临床相关指标关系的分析结果显示: 
门静脉癌栓形成与SSX1的表达、患者的年
龄与SSX4的表达均具有显著性差异(P <0.05);  
DNA测序证实PCR阳性产物为目的基因. 

结论: SSX1、SSX2、SSX4和SSX5在HCC组
织中表达频率不尽相同, 但具有较强的特异
性, 提示有可能成为HCC免疫治疗的靶抗原. 

关键词: 肝细胞癌; 癌-睾丸抗原; 免疫治疗; 滑膜
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0  引言

癌-睾丸抗原(cancer testis antigen, CT抗原)是一

类可在多种肿瘤组织中表达, 而在睾丸以外的

其他正常组织几乎不表达的抗原, 又称为肿瘤

特异性共享抗原(shared tumor specific antigen). 
利用这一表达特点, 一些CT抗原的肿瘤疫苗(如
NY-ESO-1, MAGE)已试用于临床治疗并取得较

好的效果[1-2]. 然而, 由于CT抗原在一些肿瘤中表

达频率不高又限制了其疫苗在这些肿瘤中的应

用. 因此, 在该研究领域中, 一方面不断地利用

各种新技术寻找和鉴定更多的CT抗原, 另一方

面则是对已报道的CT抗原进一步深入的研究, 
了解其表达特征, 评价这些新发现的CT抗原用

于肿瘤免疫治疗的可能性[3-5]. SSX基因又称滑

膜肉瘤X断裂点基因(synovial sarcoma X break-
point, SSX), 是个多基因家族, 其中一些成员被

认为是CT抗原[6]. 本研究利用逆转录聚合酶链反

应(reverse transcription polymerase chain reaction, 
RT-PCR)技术, 检测肝细胞癌(hepatocel lular 
carcinoma, HCC)组织及相应癌旁组织的mRNA, 
以了解这些抗原的表达及其与临床相关指标的

关系, 探讨将这些抗原用于HCC免疫治疗的可

行性. 

1  材料和方法

1.1 材料 HCC组织标本61例, 其中男55例, 女6例, 
所有标本均来源于广西医科大学第一附属医院, 
并经病理诊断证实; HCC癌旁组织(距癌灶边缘

≥5 cm)52例, 其中47例为癌及癌旁配对组织. 所
有HCC患者均来自广西各地区. 收集患者的年

龄、性别、肿瘤大小、病理分级(Edmondson标
准)、血清AFP水平、门静脉癌栓(肉眼所见)、
肝病背景和T N M分期(国际抗癌联盟(U I C C) 
1997年第5版TNM分期标准)等临床资料. 
1.2 方法 
1.2.1 总RNA提取及cDNA合成: 取约300 mg, 
-70℃保存的组织, 利用异硫氰酸胍-酚-氯仿法

提取组织总RNA. 所得RNA经琼脂糖凝胶电泳

和测定A值, 确定无降解后, 取3 μg总RNA, 用逆

转录酶(MBI公司)合成cDNA. 所得cDNA通过

PCR扩增看家基因以检测cDNA的质量[7]. 将合

格的cDNA分装, -20℃保存, 备用.  
1.2.2 靶基因的RT-PCR检测: SSX1、SSX2、
SSX3和SSX5的总反应体积为30 μL, 取cDNA 1 
μL; SSX4的总反应体积为25 μL, 取cDNA 2 μL. 
PCR循环数均为35个循环. 靶基因SSX1-5的引

物序列、退火温度和扩增片断长度见表1. 每次

PCR反应中, 均采用睾丸cDNA为阳性对照, 不加

模板为阴性对照. PCR完毕后, 取5 μL产物行15 
g/L琼脂糖凝胶电泳, 紫外灯下观察拍照.  
1.2.3 DNA测序:  随机选取SSX1-5阳性的PCR产
物, 经纯化后进DNA测序(ABI3100自动测序仪, 
美国). 

统计学处理 应用SPSS for Windows 11.5统
计学分析软件, 对所得数据进行统计学处理. 样
本率的比较用χ2检验, 样本均数的比较用t检验. 

2  结果

2.1 SSX基因mRNA的表达 SSX1-5 PCR扩增

产物电泳图见图1. 在HCC组织中, SSX1表达

率(42.6%)最高, 其次为SSX4(39.3%), 随后为

SSX2(8.2%)和SSX5(6.6%), 未检测到SSX3; 在
癌旁组织中, 未检测到SSX1-5 mRNA. 

■创新盘点
目 前 ,  有 关 广 西
HCC组织中SSX
基因mRNA的表
达仅有一些报道, 
但存在着一些不
足, 如: 例数较少, 
临床相关指标的
分析有限等. 基于
以上情况, 本研究
扩大样本例数, 检
测SSX家族的5个
成员(SSX1-5), 并
结合多项临床指
标进行分析. 
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2.2 SSX基因在HCC组织中的共表达 在检测

的H C C组织中 ,  至少表达1个S S X基因者达

50.8%(31/61); 表达2个或2个以上者达32.8% 
(20/61); 表达3个或3个以上者达9.8%(6/61); 同
时表达4个者达3.3%(2/61)(图2). 
2.3 SSX基因mRNA的表达与临床相关指标的关

系 经χ2检验及t检验分析发现, 在HCC组织中, 除
门静脉癌栓形成与SSX1的表达、患者的年龄

与SSX4的表达具有显著性差异外(P <0.05), 其
余指标均与SSX1和SSX4的表达无显著性差异

(P >0.05). SSX2和SSX5在HCC组织中表达与所

分析的指标的差异均无显著性(P >0.05, 表2). 
2.4 DNA测序 随机抽取PCR阳性产物进行DNA
测序, 所得序列与基因库检索序列一致, 证实所

扩增的产物为目的基因的片段. 

3  讨论

广西是HCC的高发区, 探讨如何将CT抗原用于

HCC的辅助治疗有一定的临床意义. 目前, 有关

广西HCC组织中SSX基因mRNA的表达仅有一

些报道[4,8-9], 但存在以下不足: (1)SSX3和SSX5
在H C C组织中的表达情况尚未见报道; (2)例
数较少; (3)SSX表达与临床相关指标的分析有

限. 基于以上情况, 本研究扩大样本例数, 检测

SSX家族的5个成员(SSX1-5), 并结合多项临床

指标进行分析. 本研究结果显示SSX1(42.6%)和

SSX4(39.3%)的表达率较高, 而SSX2(8.2%)和
SSX5(6.6%)的表达率较低. SSX1和SSX2表达率

低于先前报道[4,9], 而SSX4则明显高于Luo et al [8]

的报道, 这可能与不同的标本有关, 但不排除与

SSX家族成员在HCC中的表达异质性有关. 本研

究未发现1例表达SSX3, 与SSX3在其他肿瘤组

织中的表达率几乎为零的情况相似[10-11]. 同一基

因家族中, 为何一些成员完全不表达, 目前机制

尚不清楚, 有待进一步的研究探测. 
对SSX基因表达与临床相关指标关系的分

析发现, 已有门静脉癌栓的HCC患者, SSX1的
表达率明显高于无门静脉癌栓形成的HCC患者, 
提示SSX1阳性的患者HCC的复发及转移可能性

较大, 预后较差. 目前已知随着年龄的增加, 机
体DNA甲基化程度逐渐降低, 去甲基化程度逐

渐增高[12], 而体外实验也发现在肿瘤细胞培养

中加入去甲基化试剂可诱导SSX基因表达[13-14].
因此, SSX4的表达与患者年龄相关, 这从另一方

面提示SSX4的表达与可能去甲基化有关, 此外, 
尽管本研究结果显示SSX基因的表达率与AFP
值的无显著性差异, 但在11例AFP值正常(<20 
μg/L)的HCC组织中, 有6例表达SSX1、SSX4和
SSX5. 这一现象提示, SSX1、SSX4和SSX5的表

达对HCC的辅助诊断可能有一定的意义. 
S S X基因在其他肿瘤组织中存在共表达

表  1  靶基因引物序列、退火温度和扩增长度

     
基因				    引物序列		               退火温度(℃)	  产物大小(bp)

SSX1	 正义: 	 5'-CTA AAG CAT CAG AGA AGA GAA GC-3'	     54 	           421

	 反义:	 5'-AGA TCT CTT ATT AAT CTT CTC AGA AA-3'	     

SSX2	 正义:	 5'-GTG CTC AAA TAC CAG AGA AGA TC-3'	     58	           434

	 反义:	 5'-TTT TGG GTC CAG ATC TCT CGT G-3'		      

SSX3	 正义: 	 5'-GGA AGA GTG GGA AAA GAT GAA AGT-3'	     58	           381

	 反义:	 5'-CCC CTT TTG GGT CCA GAT ATC A-3'		      

SSX4	 正义:	 5'-AAA TCG TCT ATG TGT ATA TGA AGC T-3'	     60	           415

	 反义:	 5'-GGG TCG CTG ATC TCT TCA TAA AC-3'	    

SSX5	 正义:	 5'-GTT CTC AAA TAC CAC AGA AGA TG-3'	     58	           324

	 反义:	 5'-CTC TGC TGG CTT CTC GGG CG-3'		    

图  1  SSX1-5的PCR扩增产物电泳图. M: DNA分子质量

标记; 1: SSX1(421 bp); 2: SSX2(434 bp); 3: SSX3(381 bp); 4:

SSX4(415 bp);  5: SSX5(324 bp); 6: 阴性对照.

512 bp
400 bp

M       1      2       3      4      5      6

图  2  SSX基因在HCC组织中的共表达.

60
50
40
30
20
10
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表

达
率

(%
)

1个基因    >1个基因   >3个基因    >3个基因

■应用要点
由于SSX1、2、4
和SSX5在HCC中
的表达具有较强
的特异性及具有
共表达等特性, 因
此均有可能作为
HCC免疫治疗的
靶抗原, 通过研发
SSX的多价疫苗, 
可扩大免疫治疗
的适用范围, 并且
可以提高疗效. 
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现象 [15], 这一现象也同样存在于H C C组织中. 
本研究结果显示至少表达1个S S X基因的占

50.8%(31/61); 至少表达2个SSX基因的占32.8% 
(20/61); 至少表达3个SSX基因的占9.8%(6/61); 
同时表达4个SSX基因的占3.3%(2/61). 这种共

表达现象可能与CT抗原在组织中的相互作用

有关, 因为当单个基因因去甲基化被激活后, 该
基因可能以连锁反应的形式相继激活其他基因, 
导致共表达现象的出现[13]. 尽管这一现象出现

的机理尚不清楚, 但由于半数的HCC患者表达

至少1个SSX基因, 以及一个个体中可同时表达

多个SSX基因, 这将十分有利于SSX多价疫苗的

应用. 
本研究显示了SSX1-5在HCC组织中的表

达率不尽相同, SSX1和SSX4的表达率较高, 而
SSX2和SSX5的表达率偏低. 由于该家族成员在

核酸及蛋白水平均有较高的同源性, 并存在共

同表达现象, 尤其是半数的HCC患者可表达至

少一种SSX, 因此, SSX1、SSX2、SSX4和SSX5
均有可能作为HCC免疫治疗的靶抗原, 通过研

发SSX的多价疫苗, 不但可扩大免疫治疗的适用

范围, 而且由于多价疫苗包含多个特异性抗原

表位, 可以针对因肿瘤细胞异质性表达而致的

免疫逃逸, 以达到提高疗效的目的. 
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	            SSX1	          SSX2		           SSX4                             SSX5

			   +           阳性率(%)	 +            阳性率(%)	 +            阳性率(%)	    +           阳性率(%)

总数		  61	 27	 44.2	 5	   8.2	 24	 39.3	    4	    6.60

性别									       

    男		  55	 24	 43.6	 5	   9.1	 23	 41.8	    4	    7.20

    女		    6	   3	 50	 0	   0	   1	 16.7	    0	    0

HBV									       

    +		  53	 22	 41.5	 5	   9.4	 21	 39.6	    4	    7.55

    -		    8 	   5	 62.5	 0	   0.0	   3	 37.5	    0	    0.00

AFP(μg/L)								     

    ≤25		  11	   3	 27.3	 0	   0	   4	 36.3	    1	    9.10

    >25		  50	 24	 48.0	 5	 10.0	 20	 40.0	    3	    6.00

肿瘤大小(cm)									       

    ≤5		  11	   4	 36.4	 1	   9.1	   4	 36.4	    1	    9.10

    >5		  50	 23	 46.0	 4	   8.0	 20	 40.0	    3	    6.00

病理分级E									      

    Ⅰ/Ⅱ		  34	 15	 44.1	 3	   8.8	 10	 29.4	    2	    5.90

    Ⅲ/Ⅳ		  27	 12	 44.4	 2	   7.4	 14	 51.9	    2	    7.40

癌栓									       

    +		  17	 12	 70.6a	 0	   0	 10	 58.8	    2	  11.80

    -		  44	 15	 34.1	 5	 11.4	 14	 31.8	    2	    4.80

肝硬化病史									       

    有		  44	 21	 47.7	 5	 11.4	 19	 43.2	    4	    9.10

    无		  17	   6	 35.3	 0	   0	   5	 29.4	    0	    0

TNMG									       

    Ⅰ/Ⅱ		  19	   6	 36.6	 3	 15.8	   7	 36.8	    1	    5.30
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		  -	 45.50±9.97           46.75±10.61	 44.81±9.61	  47.30±10.76

E: Edmondson分级; G: 国际抗癌联盟(UICC)1997年第5版的TNM分期; aP = 0.01<0.05.
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滑 膜 肉 瘤 X 断 裂
点基因(SSX), 他
的发现与滑膜肉
瘤中的易位染色
体t(X; 18)(p11.2; 
q11.2)有着密切的
联系. 
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《世界华人消化杂志》数字用法标准

本刊讯 遵照国家标准GB/T 15835-1995出版物上数字用法的规定, 本刊论文中数字作为汉语词素者采用汉字

数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字采用阿拉伯数字, 如

1000-1500 kg, 3.5±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精

密度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±SD应考虑到个

体的变差, 一般以SD的1/3来定位数, 例如3 614.5±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 平均数波动在百位数, 故应写

成3.6±0.4 kg, 过多的位数并无意义. 又如8.4±0.27 cm, 其SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也应补

到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则进, 如恰等于5, 则前

一位数逢奇则进, 逢偶(包括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要

小数点, 则应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书写. 如

1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20分50秒起至1985年6月

25日10时30分止, 写作1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 

写作1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:分母≤

100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的阿拉伯数字, 每3位间

空1/4阿拉伯数字距离, 如1 486 800.475 65. 完整的阿拉伯数字不移行! (常务副总编辑: 张海宁 2009-07-08)


