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Abstract
AIM: To investigate the expression of prohibitin 
1 (PHB1) mRNA in hepatocellular carcinoma 
and cirrhosis.

METHODS: RT-PCR was used to detect the expres-
sion of PHB1 mRNA in 36 specimens of hepatocel-
lular carcinoma, cirrhosis, or normal liver tissues. 

RESULTS: The positive rate of PHB1 mRNA 
expression showed no significant difference be-
tween hepatocellular carcinoma, cirrhosis and 
normal liver tissues (70%, 84.1% and 100% re-
spectively; all P > 0.05). The expression level of 
PHB1 mRNA was significantly lower in hepato-
cellular carcinoma and cirrhosis than in normal 
liver tissues (0.81 ± 0.57, 1.16 ± 0.58 vs 1.97 ± 1.24; 
both P < 0.05).
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

PHB1 mRNA在肝硬化及肝癌组织中的表达

黄东凤, 黄介飞, 张 弘, 黄小平, 魏 群, 李 峰

®

■背景资料
肝硬化和肝癌的
发生、发展是一
个多步骤演进的
过程, 了解肝硬化
和肝癌发生、发
展过程中的分子
事件, 阐明其复杂
的发生机制具有
重要的临床意义. 
阻抑蛋白(prohibi-
tin, PHB )被认为
是肿瘤抑制基因, 
但此观点目前存
在较大争议. PHB
在肝硬化和肝癌
组织的mRNA表
达如何, 能否成为
潜在的诊断标志
及 治 疗 靶 点 ,  值
得我们进一步研
究. 本研究旨在用
RT-PCR方法研究
PHB1在肝硬化和
肝癌组织组织中
的表达, 并初步探
讨  PHB1与肝硬
化和肝癌组织发
生、发展的关系. 

CONCLUSION: PHB1 may be involved in the de-
velopment and progression of hepatocellular carci-
noma and cirrhosis, and it may be used as a poten-
tial biomarker for diagnosis and target for therapy. 

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.
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摘要
目的: 探讨肝癌组织、肝硬化组织及正常对
照组织中阻抑蛋白1(prohibitin1, PHB1)mRNA
的表达及关系. 

方法: 采用逆转录-聚合酶链反应方法检测36
例肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)患
者肝癌组织、癌旁肝硬化组织、非肝癌的肝
硬化患者活检组织、肝血管瘤及肝内胆管结
等对照组组织中PHB1 mRNA的表达, 用捷达
801分析软件对结果进行相对定量分析. 

结果: 肝癌组织、肝硬化组织对照组P H B1 
mRNA表达率分别为70%、84.1%、100%, 表
达率之间无明显统计学差异(P >0.05), 肝癌
组织、肝硬化组织和对照组PHB1 mRNA表
达量分别为0.81±0.57、1.16±0.58、1.97±
1.24; 扩增产物表现出表达量的不同, 呈现渐
变趋势, 肝癌组织、肝硬化组织与对照组之间
明显统计学差异(P <0.05), HCC组织与LC组织
比较无统计学差异(P >0.05). 

结论: PHB1参与了肝硬化、肝癌的发生发展, 可
能是肝硬化和肝癌潜在诊断标志物和治疗靶点. 

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有.

关键词: 肝癌; 肝硬化; PHB1 mRNA; RT-PCR

■同行评议者
傅晓辉 ,  副教授 , 
副主任医师, 东方
肝胆外科医院



黄东凤, 等. PHB1 mRNA在肝硬化及肝癌组织中的表达							                 2839

2013-09-28|Volume 21|Issue 27|WCJD|www.wjgnet.com

■研发前沿
肝硬化和肝癌关
系 密 切 ,  尤 其 是
乙型肝炎后 肝硬
化是肝癌发生、
发展最重要的一
个 危 险 因 素 .  因
此 ,  探 究 肝 硬 化
和肝癌发生发展
过程中基因表达
变化与病程的关
系 ,  阻 断 肝 硬 化
的发生、发展及
早期预测癌仍为
医学攻关的一个
热点. PHB 被认为
是肿瘤抑制基因, 
其在人类肝癌细
胞表达如何尚不
明 确 ,  目 前 在 人
肝硬化及肝癌组
织中表达报道不
多, 本实验用RT-
P C R 检 测 P H B 1 
mRNA肝硬化及
肝癌组织在表达
情况.

核心提示: 阻抑蛋白(prohibitin, PHB )被认为是肿

瘤抑制基因, 但此观点目前存在较大争议, 目前

已有胃癌、肝癌、肠癌、乳癌、卵巢癌等肿瘤

PHB表达改变的报道, 大部分肿瘤组织表达呈下

调, 也有部分肿瘤组织呈上调的报道. 本课题组

曾利用基因芯片筛选出肝硬化和肝癌组织的下

调基因, PHB基因表达下调显著, 免疫组织化学检

测PHB蛋白在肝硬化和肝癌组织中表达的研究, 
发现肝硬化和肝癌组织中PHB蛋白水平上调. 其
在人类肝癌细胞mRNA水平表达如何尚不明确. 
本研究应用RT-PCR方法检测PHB1 基因在肝硬

化和肝癌组织中mRNA水平的表达，发现PHB1 
mRNA在肝硬化和肝癌组织中表达下调.
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0  引言  

肝硬化(liver cirrhosis, LC)尤其是乙型肝炎后肝

硬化是肝癌发生重要的一个危险因素. 肝细胞

癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是世界上常

见、恶性程度高的肿瘤之一. HCC的发生率和

死亡率分别居全球恶性肿瘤的第5位和第3位, 
居我国恶性肿瘤的第3位和第2位, 我国每年约

有11万人死于HCC, 约占全球HCC死亡人数的

45%[1]. HCC进展快、预后差、治疗费用高、早

期不易发现. LC和HCC的发生、发展涉及众多

基因改变和分子事件, 均存在增殖与凋亡失衡, 
及多基因于多阶段异常表达及基因的多效性. 
LC和HCC的发生、发展是一个多步骤演进的过

程, 了解LC和HCC发生、发展过程中的分子事

件, 阐明其复杂的发生机制具有重要的临床意

义. 阻抑蛋白(prohibitin, PHB )被认为是肿瘤抑

制基因. PHB包括PHB1和PHB2. 我们曾利用基

因芯片筛选出LC和HCC相关基因[2,3], 发现LC和
HCC组织中PHB1下调显著. PHB在LC和HCC组
织的mRNA表达如何, 能否成为潜在的诊断标志

及治疗靶点, 值得我们进一步研究. 本研究旨在

用RT-PCR方法研究PHB1在LC和HCC组织中的

表达, 并初步探讨 PHB1与LC和HCC发生、发

展的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2006-03/2006-11于南通大学附属

医院经手术切除组织或活检组织标本共36例. 
取得HCC的肝组织20例(其中高分化HCC 6例, 
中分化HCC 11例, 低分化HCC 3例); 远癌的LC
组织11例(定义: 距肿瘤边缘≥4 cm的肝组织), 非
HCC的LC患者活检组织8例, 肝血管瘤4例, 肝内

胆管结石2例. 其中男性23例, 女性13例. 切下的

组织立即置液氮速冻后, 于-80 ℃保存备用. 所
有病例均据病理学进行分类. 
1.2 方法

1.2.1 引物设计与合成: 根据基因芯片技术筛选

LC及HCC相关基因差异性表达的芯片结果, 下
调基因中PHB1作为验证基因[2,3]. 从GenBank
查取基因序列, PHB2及β-ac t in基因编号分别

为gb: NM_002634、gb: 5016088, 以Primer 5.0
软件设计P H B1及β-a c t i n的引物各1对, 再经

GenBank BLAST进行同源性检测, 其序列如

下: PHB: 5'-TGGAAGGTTTGCGGATGAGG-3'; 
5'-GCAGGCATAGAGCCCGTGAG-3'. β-actin 
5'-AAGTACTCCGTGTGGATCGG-3'; 5'-ATGC-
TATCACCTCCCCTGTG-3'. 扩增片段大小分别

为483、495 bp. 
1.2.2 肝组织中总RNA样品的提取(TRIzol法): 从
-80 ℃冰箱中取出肝细胞癌组织和正常肝组织, 
解冻后每例组织称取50-100 mg置入匀浆器, 加
入1 mL TRIzol, 充分匀浆后倒入1.5 mL离心管, 
以下步骤按操作说明书操作. 提取后加入适量

DEPC水溶解, -20 ℃冰箱保存备用. 
1.2.3 RT-PCR扩增: 在0.5 mL离心管中按顺序加

入10×PCR Buffer 5 μL, MgCl2 5 μL, dNTP(10 
U/μL)1 μL; cDNA 1 μL, Taq酶(1 U/μL)1 μL, 上
游引物1 μL, 下游引物1 μL, 0.1%DEPC水35 
μL. 置于PCR扩增仪上扩增. 反应条件为预变性

92 ℃ 2 min, 变性92 ℃ 30 s, 退火55 ℃ 30 s, 延
伸72 ℃ 30 s, 循环30次, 最后72 ℃延伸5 min, 得
到最终产物. 取10 μL PCR产物及上样缓冲液

(0.25 g溴酚蓝、30%甘油水溶液100 mL)1 μL, 
混匀后短暂离心, 小心加入1.5%琼脂糖凝胶中, 
以120 V电压电泳约30 min后, 于320 nm紫外透

射仪下观察电泳结果. 用捷达801分析软件对结

果进行分析, 以各样本目的基因平均A值/β-actin
平均A值表示目的基因的相对表达强度. 

统计学处理 本研究实验数据采用Stata7.0统
计软件包处理分析, 计量资料以mean±SD表示, 
率的比较采用Fisher's确切概率法, PHB1 mRNA
表达的相对定量采用单因素方差分析, P <0.05为

■相关报道
本课题组曾利用
基因芯片筛选出
肝硬化和肝癌组
织 的 下 调 基 因 , 
PHB 基因表达下
调 显 著 ,  免 疫 组
织化学检测PHB
蛋白在肝硬化和
肝癌组织中表达
的 研 究 ,  发 现 肝
硬化和肝癌组织
中PHB蛋白水平
上 调 .  本 研 究 应
用 RT- R N A 方法
检测PHB1 基因在
肝硬化和肝癌组
织中mRNA水平
的 表 达 情 况 ,  发
现PHB1 mRNA
在肝硬化和肝癌
组织中表达下调.
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■创新盘点
PHB 被认为是肿
瘤抑制基因, 但此
观点目前存在较
大争议, 其mRNA
在人类肝癌细胞
的表达如何尚不
明确.与部分肿瘤
中PHB表达上调
不 同 ,  本 研 究 中
PHB1 mRNA在人
肝硬化及肝癌组
织中表达下调.

差异具有统计学意义. 

2  结果

利用RT-PCR检测芯片结果中部分基因mRNA
的表达情况, 将PHB1(c)及内参β-actin的RT-PCR
产物进行琼脂糖凝胶电泳后, 其条带与100 bp 
DNA Ladder相比较, 结果表明引物有较好的特

异性 ,  且其分子量大小与预先设计的相一致 . 
PHB1 mRNA虽然在LC及HCC与对照组间阳性

表达率无明显统计学差异(均P >0.05, 表1), 但在

LC及HCC与对照组间, 扩增产物表现出表达量

的不同, 且呈现渐变趋势, HCC及LC与对照组间

表达有一定的渐变趋势(图1). 
基因PHB1在LC及HCC与对照组间, 扩增产

物表现出表达量的不同, HCC及LC与对照组间

表达有一定的渐变趋势, 相应目的基因的mRNA
的表达水平在HCC及LC与对照组间有明显统计

学差异(均P <0.05)(表2, 图2). 

3  讨论

HCC是世界上常见、恶性程度高的肿瘤之一. 
HCC进展快、预后差、治疗费用高、早期不易

发现. LC尤其是乙型肝炎后LC是HCC发生重要

的一个危险因素. LC和HCC的发生、发展涉及

众多基因改变和分子事件, 均存在增殖与凋亡

失衡, 及多基因于多阶段异常表达及基因的多

效性[4]. LC和HCC的发生、发展是一个多步骤

演进的过程, 了解LC和HCC发生、发展过程中

的分子事件, 阐明其复杂的发生机制具有重要

的临床意义. 我们曾利用基因芯片筛选出LC和

HCC相关基因[2,3], 发现LC和HCC组织中PHB1
基因下调显著. 而PHB被认为是肿瘤抑制基因. 
PHB是一个具有抗增殖作用的基因, 对细胞有抗

损伤作用[5-7]. 在一些癌症患者中发现存在多态

性现象, 该基因非翻译区C基因型编码的功能性

RNA能阻滞细胞周期, 因此被认为是一个候选

肿瘤抑制基因, 他与癌症的发生、发展以及遗

传易感性的关系受到关注. PHB在LC和HCC组
织的mRNA表达如何, 能否成为潜在的诊断标志

及治疗靶点, 值得我们进一步研究.
PHB基因在进化上高度保守, 从低等的酵母

一直到鼠、人, 其氨基酸序列具有高度的同源

性. PHB基因家族包含PHB1和PHB2 , PHB1基因

定位于染色体17q21, PHB2基因定位于染色体

12p13、PHB1蛋白和PHB2蛋白一起能形成一种

高分子量的复合物. PHB1与PHB2相互依存,  同
时PHB1表达下调, PHB2也出现一定程度的减少
[22]. PHB主要存在于线粒体内膜上, 发挥分子伴

侣作用, 少量存在于细胞核内, 具有负性转录调

控作用[8]. 有研究显示, 细胞增殖时PHB表达明

显降低; 细胞分化时PHB表达明显升高, 抑制细

胞增殖[9]. PHB与起始转录因子E2F结合形成一

种盘曲的结构域, 这种结构域本身就可以表现

出生长抑制作用[10], 所以PHB的调控作用可能是

双向的, 既能阻止细胞过度增殖, 又能维持细胞

的生存, 推测PHB是一个双向调节子. 研究[11]发

现PHB和c-Fos均受Rb的调控, 在Rb过表达的细

胞中PHB和c-Fos的表达受到抑制. PHB和抑癌

表  1  PHB mRNA在相应组织中阳性表达率

     分组  n 表达 不表达 阳性率(%)   P 值

肝癌组 20  14      6   70.00 0.280

肝硬化组 19  16      3   84.21 0.554

对照组   6    6      0 100.00

表  2  PHB mRNA在相应组织表达的比较

     分组  n   mean±SD   P 值

肝癌组 20   0.81±0.57 0.002

肝硬化组 19   1.16±0.58 0.035

对照组   6   1.97±1.24

1        2       3      4       b      Lad
c 

图  1  PHB mRNA的表达. 1: 肝癌组; 2: 肝硬化组; 3: 肝硬化

组; 4: 对照组; β: 内参β-actin; Lad: 100 bp DNA ladder.

肝癌组              肝硬化组               对照组

光
密

度
均

数 4

2

0

图  2  PHB1光密度均数及标准差. PHB: 阻抑蛋白.
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■应用要点
PHB1的表达下调
可能与肝硬化、
肝癌的发生、发
展有关, 有可能成
为肝癌的诊断标
志物, 靶向治疗的
靶点, 有助于改善
肝癌患者的预后.

基因产物Rb在细胞核内存在共定位关系, PHB
可通过与Rb作用, 结合E2F的不同部位共同抑制

基因的转录, 调节E2F的转录活性, 抑制细胞增

殖[12-14]. 还有研究表明, PHB和p53蛋白可以直接

相互作用结合并在核内直接参与基因的表达调

控. Fusaro等和Rastogi等[15,16]曾在乳腺癌细胞研

究中发现, PHB和p53及E2F1在细胞核内具有共

定位关系, 认为PHB激活了p53介导的转录并增

加p53与启动子的结合能力; 在接受凋亡信号刺

激后, p53-PHB发生了向核周和细胞质中转移的

现象. Peng等和Rastogi等[17-19]研究证实, PHB是

维生素D主要靶基因之一, 他可能通过与维生素

D受体(VDR)相互作用从而调节VDR介导的增

殖抑制作用. PHB还可以通过Rb依赖性的作用

增强Rb对E2F的抑制作用. 现有研究证明, 在不

同环境应激及DNA损伤剂诱导细胞周期停滞, 
这种生长停滞与老化相似, 参与炎症、肥胖、

癌症等过程. Dart等[20]用小RNA干扰技术使PHB
功能缺失可使细胞老化表型减少, 在体外实验

发现异染色质蛋白(HP1 heterochromatin protein 
1)家族成员HP1b、HP1γ结合牢固, HP1γ与PHB
相互作用对E2F转录活性有较大影响, 促进 E2F
介导转录及诱导的凋亡. 认为PHB还可与P53
相互作用, 调节Rb/E2F活性, 促进凋亡. 并提出

PHB有诱导促进细胞老化, 抑制肿瘤生长的作

用. 目前已有[21,22]胃癌、HCC、肠癌、乳癌、卵

巢癌等肿瘤PHB表达改变, 大部分肿瘤表达下调

的报道. 
本研究中, 我们用RT-PCR方法检测了PHB1 

mRNA在对照组、LC组、HCC组中的表达, 结
果表明, 对照组、LC组和HCC组PHB1 mRNA
表达呈逐渐下调的趋势, LC组及HCC组PHB1 
mRNA表达下调逐渐明显, 可能对阻滞细胞周期

进展及DNA复制有抑制作用减弱, 促进肝内细

胞外基质无限沉积, HCC细胞过度增殖. Ko等[22]

在实验中使PHB1缺失, 增殖增加, 使PHB1表达

增加, 则凋亡增加, 实验结果表明PHB1至少在正

常肝细胞发挥肿瘤抑制作用. 我们的实验结果

与之一致. 另外, PHB1下调也可能使PHB通过与

VDR相互作用抑制VDR介导的细胞增殖作用减

弱. 推测PHB1在LC形成、加重及HCC的发生、

发展中可能发挥了重要作用. 目前对PHB在不同

肿瘤中的差异表达原因尚不清楚, 可能与组织

细胞学类型、分期以及PHB不同亚型及其亚细

胞定位有关. 有观点认为PHB的抑癌或促癌取决

于其在细胞内定的定位, 浆膜表面的促癌, 核内

的PHB同时有促进细胞分化和抑制细胞增殖的

作用, 因而对细胞代谢、生长、分化、衰老以

及凋亡等诸多方面发挥着重要的调控作用. PHB
基因既能阻滞细胞周期进展, 还对DNA复制有

抑制作用. 
在我们的先期研究中, PHB1基因在2例LC

和2例H C C共同表达差异基因中是下调基因 . 
推测PHB1 mRNA的表达下调使肝星状细胞及

HCC细胞老化表型减少, 凋亡减少, 是其得以永

生化的原因之一. PHB1在LC及HCC细胞发挥作

用、作用的机制以及PHB1的表达水平是否与功

能平行, 有待进一步研究. 从本研究结果和已有

研究可以推断PHB1可能是诊断LC和HCC有效

的检测标志物和治疗 LC和HCC有意义的靶点.
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■同行评价
本文通过比较肝
癌组织, 肝硬化组
织和正常肝组织
中PHB mRNA表
达水平的差异, 探
讨PHB在肝脏疾
病中的作用. PHB
和肝癌的发生发
展的关系已得到
大量的实验证据. 
本文的价值在于
提供了临床证据.


