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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

Piwil2基因在肝癌组织中mRNA及蛋白的表达
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■背景资料
肝细胞癌 (HCC)
是世界上最常见
的恶性肿瘤之一. 
在 我 国 ,  每 年 约
有300 000人死于
HCC, 约占全世界
HCC年死亡率的
50%. HCC的发生
与癌基因的激活
有关, 寻找肝细胞
癌分子靶点, 为临
床有效治疗提供
分子基础, 成为本
研究领域的热点
问题. Piwil2属于
PIWI家族 ,  为一
候选癌基因, 在人癌基因, 在人
类的许多肿瘤中
表达, 而在HCC中
的研究, 国内外尚
未见文献报道. 
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Abstract 
AIM: To investigate the mRNA and protein ex-
pression of Piwil2 in hepatocellular carcinoma 
(HCC), and to analyze their clinical significance. 

METHODS: Reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) and Western blot were 
used to detect the expression of Piwil2 mRNA 
and protein in 70 surgical HCC specimens and 
matched tumor-adjacent non-cancerous speci-
mens. 

RESULTS: The relative expression level of Pi-
wil2 mRNA was significantly higher in HCC 
than in tumor-adjacent non-cancerous tissue 
(0.91 ± 0.04 vs 0.32 ± 0.04, t = 37.240, P < 0.05). 
Piwil2 mRNA expression in HCC was correlated 
with tumor differentiation, intrahepatic invasion 
and metastasis. The protein expression of Piwil2 
in HCC was also significantly higher than that 
in tumor-adjacent non-cancerous tissues. Piwil2 
protein expression in HCC was correlated with 
intrahepatic invasion and metastasis. There was 
a significant correlation between the mRNA and 
protein expression of Piwil2 (χ2 = 13.113, P < 0.01). 

CONCLUSION: Piwil2 may be used as a novel 
biomarker for detection and therapy of HCC.
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摘要 
目的: 检测肝癌组织中Piwil2基因mRNA和蛋
白的表达, 进而探讨Piwil2基因在临床诊断中
的意义.  

方法: 采用反转录-聚合酶链反应(RT-PCR)和
Western blot印迹技术, 检测了70例肝癌及其
对应癌旁组织中PiWil2基因mRNA及其蛋白
的表达并结合临床资料进行分析.  

结果: PiWil2 mRNA在肝癌中的表达量相对
值高于癌旁的肝脏组织的表达量(0.91±0.04 
vs  0.32±0.04, P <0.05). Piwil2基因mRNA的
表达与患者的肝内转移、分化程度及癌栓等
病理因素方面的差异有统计学意义(P <0.05). 
蛋白在肝癌中的表达均高于对应的癌旁组
织. P iwi l2的蛋白质表达与患者的肝内转移
及癌栓等病理因素方面的差异有统计学意义
(P <0.05). Piwil2基因mRNA的表达与Piwil2的
蛋白质的表达有相关性(P <0.05). 

结论: Piwil2有可能成为肝癌的检测及治疗的
一种分子标志物. 

关键词: 肝癌; Piwil2基因; RT-PCR; 免疫印迹法
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是常见

的恶性肿瘤之一, 其发病机制与癌基因的激活

有关. Piwil2属于PIWI家族, 为一候选癌基因, 在
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�类的许多恶性肿瘤中高表达[1-4]. 而在HCC组

织中, Piwil2基因mRNA及蛋白的表达及其相关

性, 文献鲜见报道. 我们采用反转录-聚合酶链

反应(reverse transcription-polymerase chain reac-
tion, RT-PCR)和Western blot印迹技术, 对70例
HCC及其对应的癌旁组织中Piwil2基因mRNA
及蛋白的表达进行检测与分析 ,  并探讨其与

HCC发生、发展的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 70例HCC及其癌灶旁(>2 cm)的非癌组

织, 均经病理学证实, 分别来自2011-01/2012-03
郑州大学第一附属医院手术切除标本 .  所用

患者术前均未实施过其他治疗 .  70例患者中

男53例, 女17例, 年龄22-78岁, 中位年龄45岁; 
54(54/70)例为乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, 
HBV)感染者. 
1.2 方法

1.2.1 组织总RNA及组织蛋白的提取: 取100 mg
组织在研钵中, 加入液氮研磨成粉末, 加入1 mL
的TRIzol, 按照说明书提取样本总RNA. 紫外分

光光度仪测定其吸光度(A )值, 1.5%的琼脂糖

凝胶电泳检测其完整性. 取100 mg组织在研钵

中, 加入液氮, 研磨至粉末, 将粉末转入EP管, 
加入1 mL的RIPA(组织/细胞裂解液)和10 μL的
苯甲基硫酰氟(phenylmethanesulfonyl fluoride, 
PMSF), 之后按照RIPA裂解液说明书提取组织

蛋白, Braford法测蛋白浓度. 
1.2.2 反转录-聚合酶链反应: 取A 260/280为1.8-2.0
的2 μg总RNA, 按照TIANScript试剂盒说明, 合
成cDNA. 以β-肌动蛋白(ac t in)作为内参照, 进
行PCR扩增. 引物设计参考文献[5], Piwil2引物设计参考文献[5], Piwil2引物参考文献[5], Piwil2引物

序列: 上游5'ATCTATATCTGGCTGCTCCTC3', 
下游5'GATGCAAGATGTGTCCTGAC3', 扩
增长度303 bp. β-ac t in引物序列: 上游5'CAC-
GATGGAGGGGCCGGACTCATC3', 下游5'TA-
AAGACCTCTATGCCAGT3'. RT-PCR反应体系

为25 μL: TakaRa Taq HS 0.25 μL, 10×PCR缓冲

液5 μL, dNTP Mixture 4 μL, 上下游引物各0.5 
μL, 模板2 μL, 其余补水至25 μL. 循环参数: 94 ℃ 
5 min, 94 ℃ 1 min, 46 ℃ 1 min, 72 ℃ 1 min, 35个
循环, 72 ℃终延伸7 min. 取PCR产物5 μL, 2%琼

脂糖凝胶电泳, 紫外灯下观察并照相. 用去离子

水作阴性对照. 使用Quantity-one软件, 计算各个

样本Piwil2表达水平, 表达量的相对值(relative 
expression value) = 待测基因扩增条带的灰度值/

β-actin基因扩增条带的灰度值. 
1.2.3 Western blot免疫印迹: 取30 μg的组织总蛋

白, 十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-
PAGE), 半干法转膜, 5%的脱脂奶粉封闭1 h. 加
入1∶100的1×TBST稀释的Piwi l2一抗(美国

Santa Cruz公司羊抗�多克隆抗体), 4 ℃过夜. 1
×TBST洗膜3次, 每次10 min. 加入1∶400的1×
TBST稀释的二抗(北京索莱宝公司兔抗羊lgG-
HRP), 室温1 h. 1×TBST洗膜3次, 每次10 min. 
暗室加入ECL发光剂曝光, 显影. 使用Quantity-
one软件计算各个样本Piwil2蛋白表达水平. 

统计学处理 采用SPSS13.0统计软件进行统

计学处理, 数据采用表示mean±SD, 对HCC和
对应的癌旁组织中的mRNA和蛋白表达量进行

配对t检验. 对临床病理因素间的关系进行χ2检

验, 以P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 HCC及对应的癌旁组织中Piwil2基因mRNA
及蛋白的表达 在HCC中均可检测到Piwi l2基
因mRNA的表达, 而在对应的癌旁组织中基本

不表达, 其表达量的相对值为0.32±0.04, 低于

HCC中0.91±0.04, 两组比较差异具有统计学意

义(P <0.05). RT-PCR结果见图1. 在HCC中均可

检测到Piwi l2的表达, 而在在对应的癌旁组织

中基本不表达. 两组比较差异具有统计学意义

(P <0.05). Western blot印迹结果见图2. 在70例肝

癌标本中14例对应的癌旁组织中出现Piwil2基
因的表达. 
2.2 HCC中Piwil2基因mRNA及蛋白表达与临床

病理特征的关系 Piwil2基因mRNA的表达与患

者的肝内转移、分�程度及癌栓等病理因素有

关(P <0.05); Piwil2蛋白表达与患者的肝内转移

及癌栓等病理因素有关(P <0.05); 两者均与患者

的年龄、性别、肿瘤大小无关(P >0.05, 表1, 2). 
2.3 HCC中Piwil2基因mRNA与蛋白表达的相关

性 在70例HCC中, Piwil2 mRNA阳性表达大多

■相关报道
有研究报道Piwil2
在 结 肠 癌 的 发
生、发展中起重
要的作用.

 M       C1     N1     C2      N2     Ne

300 bp
200 bp β-actin

Piwil2

图� �� ����������������������������������  1  ����������������������������������RT-PCR分析Piwil2在肝癌及其对应癌旁组织中的       
表达��. M: marker DL-600; C: 肝癌; N: 肝癌对应的癌旁组织; 

Ne: 阴性对照(去离子水).
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伴蛋白阳性表达, 两者具有相关性(χ2 = 13.113, 
P <0.01, 表3). 

3  讨论

肿瘤的发生发展是多因素、多阶段、多基因改

变的病理过程, 其中抑癌基因功能的丧失和癌

基因激活是癌变的分子基础[6-8]. Piwil2属于Ar-
gonaute家族的PIWI亚家族, 位于染色体8p21.3,
大约有23个外显子编码973个氨基酸[9]. Lee等[10]

研究发现, Piwil2通过激活内源性RNAi机制, 作
用于Stat3/Bcl-XL和Sta3/CyclinD1两个重要的细

胞信号通路, 抑制细胞凋亡, 调控细胞周期, 在
肿瘤发生、发展中起着重要的作用. 

国内外许多研究表明, Piwil2基因在�类多

种肿瘤中表达. 而在肝癌组织表达鲜见报道. 刘

巧等[11]通过研究发现Piwil2在宫颈癌和宫颈上

皮内瘤变的阳性表达率显著高于正常宫颈组织. 
殷德涛等 [12]通过研究60例甲状腺乳头状发现, 
Piwil2参与了甲状腺乳头状癌的发生发展、与

甲状腺乳头状癌的浸润和颈淋巴转移有关. 曹
正国等[13]研究发现Piwil2与膀胱癌的发生发展

有关. Liu等[14]发现Piwil2在乳腺中表达, 可望成

为一个分子标�物. Li与Oh等与Oh等等[15,16]发现Piwil2在
结肠癌的发生、发展中起着重要的作用. 

我们采用RT-PCR及Western blot法检测了

70例HCC及其对应的癌旁非癌组织中Piwil2基
因的表达, 发现在HCC组织中Piwil2基因的表

达明显高于对应的非癌组织(P <0.05). 我们还发

现在患者的肝内转移、分�程度及癌栓等病理

因面的差异有统计学意义(P <0.05). 提示Piwil2
基因的mRNA表达与HCC的恶性程度及预后有

关. 另外, 70例HCC中均出现Piwil2蛋白的表达, 
而在对应的非癌组织中, 56例蛋白表达明显下

降或缺失(P <0.05). 后续的实验将进一步揭示其

Piwil2基因在肝癌中的生物学作用及发生机制. 
本研究表明, Piwil2在HCC中具有类似癌基

■创新盘点
本 研 究 采 用 RT-
P C R 及 We s t e r n 
blot方法检测Pi-
wil2在HCC中的
表 达 ,  分 析 其 与
临床病理参数的
关 系 ,  以 期 为 肝以 期 为 肝为 肝
细胞癌的诊断、
治疗及预后提供
参考依据.

表  1  HCC中Piwil2中mRNA表达与临床病理特征的关系

     
临床病理特征  n

           Piwil2
 阳性率(%)  χ2值 P 值

表达 缺失

性别

  男 53  40 13     75.4 1.748 0.186

  女 17  10   7     58.8

年龄(岁)

  <45 50  35 15     70.0 0.175 0.676

  ≥45 20  15   5     75.0

肿瘤直径(cm)

  ≥10 20  13   7     65.0 0.567 0.451

  <10 50  37 13     74.0

乙型肝炎表面抗原

  ＋ 54  40 14     74.1 0.810 0.368

  － 16  10   6     62.5

组织分型

  肝细胞型 49  32 17     65.3 3.000 0.083

  非肝细胞型 21  18   3     85.7

门静脉癌栓

  有 55  43 12     78.2 5.736 0.017

  无 15    7   8     46.7

肝内转移

  有 53  42 11     79.2 6.534 0.011

  无 17    8   9     47.1

分化程度

  低分化 52  41 11     78.8 5.452 0.020

  中高分化 18    9   9     50.0

Piwil2

β-actin

110 kDa

42 kDa

C1          N1         C2         N2

图� �� �������� ������������������������  2  �������� ������������������������Western blot印迹分析Piwil2在肝癌及其对应癌旁组
织中的表达��. C: 肝癌; N: 肝癌对应的癌旁组织.
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■同行评价
本文研究了肝癌
组织中Piwil2基因
mRNA和蛋白质
水平的表达, 并对
其与肿瘤发生的
相关性进行了分
析, 具有一定理论 具有一定理论
价值..

因的作用. 检测Piwil2的表达, 对HCC的早期诊

断和预后的判定, 提供一定的依据和新的思路. 
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