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Abstract
AIM: To detect the plasma contents of cyclin-
dependent kinase 5 (CDK5) protein and mRNA 
in patients with hepatocellular carcinoma (HCC), 
and to analyze the association between CDK5 and 
HCC, as well as the diagnostic value of CDK5. 

METHODS: Plasma samples were collected from 
60 patients with HCC and 40 healthy controls. 
Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) 
and real-time fluorescence quantitative PCR were 
used to measure the expression levels of CDK5 
protein and mRNA in plasma, respectively. 

RESULTS: The median content of CDK5 pro-
tein in plasma of HCC patients was significantly 
higher than that in healthy controls [12.21 ng/mL 
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肝细胞癌患者血浆CDK5测定的临床意义

吴 晨, 杨玉秀, 白阳秋, 张立达

®

■背景资料
肝细胞癌(hepato-
cellular carcinoma, 
HCC)今年来成为
世界范围, 特别是
我国的常见肿瘤
类 型 ,  并 以 其 发
现较晚、难以根
治、预后较差为
主 要 特 点 .  现 在
临床常通过检测
甲胎蛋白(alpha-
fetoprotein, AFP)
及影像学检查来
早期诊断HCC, 但
仍有较高的假阴
性率. 

(1.03-29.26 ng/mL) vs 1.83 ng/mL (0.26-10.26 ng/
mL), P < 0.05). Plasma levels of CDK5 mRNA also 
differed significantly between the two groups (χ2 
= 11.247, P < 0.05). The median content of CDK5 
protein in plasma of HCC patients with AFP < 
200 ng/mL [17.095 ng/mL (7.40-28.37 ng/mL)] 
was also significantly than that in healthy con-
trols (Z = -7.363, P < 0.05). CDK5 expression was 
significantly correlated with TNM stage (P < 0.05), 
but not with sex, age, hepatitis virus infection sta-
tus, differentiation degree, or tumor size (P > 0.05 
for all). 

CONCLUSION: CDK5 showed a high corrleation 
with HCC and TNM stage. CDK5 protein had a 
significant increase in HCC patients with AFP < 
200 ng/mL, suggesting that CDK5 may be used 
as an auxiliary index for diagnosis of AFP-nega-
tive HCC. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 检测肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, 
HCC)患者血浆中周期素依赖性激酶5(cyclin-
dependent kinase 5, CDK5)蛋白及mRNA水平, 
研究CDK5与HCC的相关性, 探索其临床诊断
价值. 

方法: 收集40例健康人和60例HCC患者血浆, 
应用ELISA及荧光定量PCR技术测定血浆中
CDK5蛋白及mRNA含量. 数据采用SPSS17.0
软件统计分析. 

结果: CDK5蛋白在HCC患者血浆的中位数
为12.21 ng/mL(1.03-29.26 ng/mL), 与正常对
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■研发前沿
H C C 早 期 事 件
可能与某些信号
转导通路和相关
因子及激酶的激
活 有 关 .  通 过 小
鼠 肿 瘤 模 型 试
验, 发现Ras-Raf-
MAPKK-MAPK
通路与HCC早期
发生、增殖等有
密切联系.

照组1.83 ng/mL(0.10-10.26 ng/mL)相比呈明
显升高(Z  = -6.695, P <0.05); CDK5 mRNA在
HCC与正常人血浆中表达差异也有统计学意
义(χ2 = 11.247, P <0.05). HCC甲胎蛋白(alpha-
fe toprote in, AFP)<200 ng/mL患者血浆中
CDK5蛋白中位数为17.095 ng/ mL(7.40-28.37 
ng/mL), 与正常对照组相比有显著升高(Z  = 
-7.363, P <0.05). CDK5表达与性别、年龄、

病毒感染情况、肿瘤大小、HCC组织的分化
程度无关(P >0.05), 与TNM分期呈现显著相关
(P <0.05). 

结论: CDK5在HCC患者血浆中显著升高, 其
幅度与HCC TNM分期相关; CDK5蛋白在
AFP<200 ng/mL的HCC患者血浆中明显升高, 
提示CDK5可能作为AFP阴性HCC辅助诊断的
血浆中的标志物. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 通过对肝癌患者周期素依赖性激酶

5(cyclin-dependent kinase 5, CDK5)表达的研究, 
对照甲胎蛋白(alpha-fetoprotein, AFP)表达水平, 
发现AFP阴性肝癌患者血清中CDK5可作为肝癌

早期诊断的重要指标, 可作为AFP假阴性时早期

肝细胞癌的辅助诊断方法, 并且对比CDK5与其

他相关因子的相关性, 发现其较不易受年龄、性

别等因素影响. 
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC), 简称

肝癌, 是世界第6大常见肿瘤, 全世界每年新发

病例749000例, 占所有恶性肿瘤的7%, 因肝癌

死亡病例每年约692000例, 被列为最常见的癌

症死因第3位[1]. 肝癌发生的主要危险因素包括

慢性乙型或丙型肝炎病毒感染、大量饮酒、黄

曲霉毒素暴露以及遗传性疾病如Wilson病、血

色病等[2]. 肝癌的发生与抑癌基因失活、癌基因

的异常扩增表达、多基因网络式调控异常等明

显相关[3]. 就目前情况看, 外科切除仍是较好的

治疗肝细胞癌的方法, 但大多临床确诊的肝癌

患者已失去手术的机会, 能接受手术的不超过

30%[4]. 即使行根治性手术切除, 中晚期肝癌的

肝内和肝外复发仍然频繁出现[5]. 甲胎蛋白(al-
pha-fetoprotein, AFP)作为肝癌的肿瘤标志物, 联
合腹部超声已广泛使用在临床实践中. 在肝癌

患者中AFP存在高达30%-40%的假阴性[6], 迫切

需要其他辅助的肿瘤标志物以更早的做出诊断. 
在前期相关实验中我们已应用含有19378个已

知基因的寡核苷酸芯片筛选出肝癌差异基因表

达谱, 发现周期素依赖性激酶5(cyclin-dependent 
kinase 5, CDK5 )是一个明显高表达的基因[7], 并
与肝癌病理分级、分化程度有着密切的关系[8]. 
从各种人癌组织如乳腺癌[9]、结直肠癌[10]和多

发性骨髓瘤[11]等的研究中获得很多关于CDK5
肿瘤细胞生物学的相关信息. 而现有的文献中

关于肝癌患者血浆CDK5的表达情况鲜有报道. 
本研究应用ELISA以及荧光定量PCR技术, 检测

CDK5蛋白及mRNA在肝癌及正常人群血浆中

的浓度变化, 探讨其对肝癌的诊断价值. 

1  材料与方法

1.1 材料 2012-03/2012-11河南省人民医院肝胆

外科60例住院肝癌患者为研究组, 男性39例, 女
性21例, 年龄35-78岁, 收集样本前未经相关治

疗, 患者均经血液生化检查、腹部超声, 并行肝

脏细针穿刺活检或手术后病理证实. 随机选择

河南省人民医院体检中心经体检后未发现任何

相关疾病的体检人员40例作为正常对照组. 本
试验经医院伦理委员会批准, 所有患者均签署

知情同意书. 
1.2 方法

1.2.1 标本采集: 抽取受试者晨起空腹外周静

脉血3 mL, 置于EDTA抗凝的无菌试管中, 室温

3500 r/min离心15 min, 收集血浆, 置于-80 ℃保

存待测定. 
1.2.2 CDK5蛋白浓度测定: CDK5蛋白浓度测定

应用人CDK5 ELISA试剂盒(BIO-RAD公司), 按
照制造商说明书操作. 应用96孔酶标仪(Bio-Rad
公司)于波长450 nm检测蛋白质水平. CDK5蛋白

的浓度通过计算比较样品的光密度值(A ), 应用

Excel软件绘制标准曲线. 实验重复进行2次, 得出

CDK5蛋白的平均水平. 血浆AFP水平的测定, 采
用市售的人AFP ELISA试剂盒(BIO-RAD公司). 
1.2.3 CDK5 mRNA水平测定: (1)总RNA的提取

及纯度检测: 按照TRIzol(Invitrogen)说明书提取

血浆中总RNA, 注入20 μL无核酶去离子水溶解
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■相关报道
近年来多项研究
表明, 周期素依赖
性激酶5(cyclin-
dependent kinase 5, 
CDK5)在多种肿
瘤如前列腺癌、
甲状腺癌、乳腺
癌等的发生发展
治疗机制的研究
中起重要作用.

后, 应用1%琼脂糖凝胶电泳(150 V, 15 min)检测

总RNA 28S和18S比例, 评估总RNA的完整性, 
并用紫外分光光度计以A 260/280测定总RNA吸光

度, 计算总RNA的纯度; (2)引物的设计与合成: 
目的基因引物由上海生物工程有限公司设计合

成(表1), 应用GAPDH作为内参基因, 由宝生物

工程(大连)有限公司购得, 其产物长度为138 bp; 
(3)逆转录合成cDNA: 按照逆转录试剂盒(大连

宝生物公司, code No. DRR047A)说明书步骤进

行, 分别行基因组DNA的除去反应和逆转录反

应. 反应体系分别为10 μL和20 μL, 反应条件分

别为42 ℃ 2 min和37 ℃ 15 min, 85 ℃ 5 s; (4)荧
光定量PCR: 按照RT-PCR试剂盒(大连宝生物

公司, code No. RR820A)说明书操作, PCR反应

体系为20 μL. PCR扩增条件为95 ℃ 30 s, 95 ℃ 
5 s, 60 ℃ 31 s; 进行40个PCR循环. 所用扩增仪

型号为ABI7300(美国Applied Biosystems公司); 
(5)mRNA扩增结果分析: 应用BIO-RAD Gel Doc 
XR凝胶成像系统(美国BIO-RAD公司)进行扫描

和分析, 比较4%琼脂糖凝胶电泳(150 V, 45 min)
检测CDK5 DNA扩增产物的正确性, 计算PCR  
2-∆∆Ct表示样品中CDK5初始cDNA的相对表达量. 
重复3遍取平均值. [∆Ct = 样品Ct-内参Ct, ∆∆Ct 
= ∆Ct-(随机阴性对照样品Ct均值-该样品的内参

Ct均值)]. 

统计学处理 使用SPSS17.0软件, 采用Krus-
kal-Wallis、Mann-Whitney、Spearman、χ2检

验、Fisher's精确概率检验、非参数检验等统计

学方法处理, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 血浆中CDK5蛋白及AFP测量结果 肝癌患者

血浆中CDK5蛋白和AFP含量与正常对照组相比

均升高, 与健康对照组表达均有明显差异(Z CDK5 
= -6.695; Z AFP = -7.944; P <0.05). 肝癌组血浆中

CDK5蛋白浓度中位数为12.21 ng/mL(1.03-29.26 
n g/m L), A F P血浆中浓度中位数为89.46 n g/
m L(5.98-3214.3 n g/m L); 正常对照组C D K5
血浆中浓度中位数为1.83 n g/m L(0.10-10.26 
n g/m L), A F P血浆中浓度中位数为14.84 n g/
mL(2.98-87.94 ng/mL)(图1). 
2.2 总RNA提取及PCR扩增结果 1%琼脂糖电泳

结果可见28S、18S二条清晰的条带和稍欠清晰

的5S条带, 证实提取的是完整的RNA; 总RNA的

吸光度A 260/280值均在1.6-2.0, 证明符合纯度要求. 
样本中内参基因扩增曲线均呈典型S型, 融解曲

线分析可见单峰, 可见cDNA较完整. 各组Ct≤
32时, CDK5扩增曲线均为S型, 融解曲线为单峰, 
融解温度与目的基因产物相一致, 排除二聚体

及其他产物. Ct>32时, 为一条不规则波浪线, 故

表  1  荧光定量PCR引物序列

     目的基因 序列 产物长度(bp)

CDK5 上游引物5'-GATGACGATGATGAGGGTGTG-3'         90 

GAPDH 下游引物5'-ATGAAGCCTGACGATGTTCTTGT-3'       138

CDK5: 周期素依赖性激酶5; GAPDH: 3-磷酸甘油醛脱氢酶.
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■创新盘点
本文从蛋白水平
和mRNA水平上, 
对 C D K 5 的 表 达
进 行 测 量 评 估 , 
对AFP的应用与
C D K 5 的 应 用 范
围进行比较, 并对
CDK5表达与各种
相关因子的相关
性进行对比, 明确
CDK5的应用前景
和价值.

以Ct≤32表示CDK5 mRNA阳性表达. 4%琼脂糖

电泳证实CDK5 DNA及GAPDH DNA扩增产物

单一, 且符合目的基因DNA大小, 分别为90 bp及
138 bp. 扩增产物条带清晰(图2, 3). 
2.3 CDK5 mRNA在肝癌患者组间比较结果 肝癌

组CDK5 mRNA扩增阳性率为72%(40/60), 健康

对照组为21.7%(13/40). 两组间差异有统计学意

义(χ2 = 11.247, P <0.05). 
2.4 CDK5蛋白、mRNA的表达与相关因素关

联性比较 肝癌患者血浆中CDK5蛋白、mRNA

的表达与年龄、性别、病毒感染情况、肿瘤大

小、肿瘤分化程度无明显相关(表2), 与肝细胞

癌TNM分期明显相关(P <0.05)(图4). 
2.5 CDK5与AFP诊断效果比较 对所有样本血浆

中CDK5蛋白与AFP水平ROC曲线进行比较分

析, 发现CDK5蛋白曲线下面积为0.970、AFP曲
线下面积为0.896, 具有统计学意义, 表明在所有

样本中CDK5的诊断效果要好于AFP诊断效果

(图5). 对AFP<200 ng/mL样本血浆中CDK5蛋白

与AFP水平应用ROC曲线分析, 发现CDK5蛋白

曲线下面积为0.977、AFP曲线下面积为0.845, 
具有统计学意义, 表明在AFP<200 ng/mL情况

下, CDK5的肝癌检出效果较明显(图6). 若将肝

癌组AFP<200 ng/mL样本设为AFP阴性组, 200 
ng/mL≤AFP<400 ng/mL为AFP疑似阳性组, AFP

     

表  2  肝癌患者血浆中CDK5蛋白及mRNA与年龄等影响因子的相关性

影响因子 n CDK5蛋白浓度

中位数(ng/mL)

CDK5蛋白浓

度范围(ng/mL)

P 值 CDK5 mRNA

扩增阳性例数

CDK5 mRNA扩

增阳性率(%)

P 值

年龄(岁) 0.6161 0.575

  ≤50 37 12.15  1.03-26.35 26/37 70.27

  >50   23 12.43  7.99-29.26 14/23 60.86

性别 0.8101 0.775

  男 39 12.15 7.99-26.35 27/39 69.23

  女 21 12.27  1.03-29.26 13/21 61.90

肝炎病毒感染 0.3332 0.420

  HBV 30 12.68  2.40-29.26 22/30 73.33

  HCV 19 11.74  8.20-26.35 11/19 57.89

  无 11 10.35  1.03-18.03 7/11 63.63

肿瘤大小(cm) 0.5841 0.783

  ≤5 37 12.71  1.03-26.35 24/37 64.86

  >5 23 11.44  2.40-29.26 16/23 69.56

分化程度 0.5632 0.165

  高 17 11.31  7.99-23.37 13/17 76.47

  中 18 11.56  8.20-26.35 11/18 61.11

  低 25 13.49 1.03-29.26 16/25 64.00

TNM分期 <0.012 0.019

  I +II 11   9.16 1.03-9.43 5/11 45.45

  III 17 10.97   9.53-15.43 10/17 58.82

  IV 32 15.55 11.44-29.26 25/32 78.13

1Mann-Whitney U test; 2Kruskal-Wallis test. CDK5: 周期素依赖性激酶5.
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图  2  CDK5 PCR产物凝胶电泳结果. CDK5: 周期素依赖性

激酶5.
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图  3  内参基因GAPDH  PCR产物凝胶电泳结果. 
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≥400 ng/mL为阳性组, 对其各组CDK5蛋白浓

度进行分析统计, 进行两两组间比较发现HCC 
AFP阴性组血浆中CDK5蛋白与正常对照组相比

有明显差异(Z  = -7.363, P <0.05). HCC AFP阴性

组中HCC患者血浆中CDK5蛋白中位数为17.095 
ng/mL(7.40-28.37 ng/mL), 显著高于正常对照组. 

3  讨论

肝癌在中国的发病率约35例/10万, 每年大致40%
的全球新发肝癌确诊病例来自我国[12]. 美国胃

肠病协会的报告估计肝癌后期总成本为1.3亿美

元, 包括每年14000个住院日和98000 d的护理[13]. 
肝癌已成为严重危害人民健康及社会经济发展

的重要疾病. CDK家族的表达及活性改变常决

定着细胞周期进程, 调控细胞生长、分化、运

动、凋亡等机制[14-16]. 
CDK5基因长3.95 kb, 位于7q36的DNA序

列, 含外显子12个, 调控987 bp转录, 蛋白分子量

为33 kDa[17]. 其基因序列在不同种属之间高度

保守, 是一种以在其上游特定区域对脯氨酸残

基进行磷酸化为目的的丝氨酸/苏氨酸激酶. 他
包含有CDK家族所共有的PSTAIRE结构域, 虽
与Cdc2和CDK2同源性高达60%[18], 但由其他非

细胞周期蛋白活化剂激活, 不需要磷酸化激活

循环的参与, 在功能和调控上具有与其他细胞

周期素依赖性激酶家族成员不同的特殊性. 在
CDK5研究最广泛的神经系统中, 其功能表现为

控制神经元迁移、细胞黏附、轴突引导、突触

结构、内吞作用及细胞凋亡等. 研究发现, 在一

些病理条件中, CDK5不再与p35、p39等其正常

情况下的激活因子结合以发挥正常生理作用, 
p35和p39会被某些蛋白水解酶剪切, 使p25和
p29这种半衰期更长更稳定的激活因子过度表

达, 引起CDK5活动增强, 进而导致其活动失常, 
引起相关疾病发生[18-20]. CDK5也与一些肿瘤细

胞的生物学行为有关. 在浸润性乳腺癌细胞中

CDK5蛋白可以调控其癌细胞增殖[21]. 在Hela细
胞和人成胶质细胞瘤细胞系(H4)中, CDK5使在

调控包括胞吞和自噬的膜转运中起重要作用的

Vps34在Thr159位点磷酸化, 在有丝分裂过程中

与自噬基因Beclin-1相互作用, 进而解除自噬[22]. 
推测CDK5可能主要通过在细胞增殖和凋亡过

程中发挥作用. 
有研究认为HCC发生的早期事件可能与信

号转导和转录激活因子3(signal transducer and 
activator of transcription 3, STAT3)的激活和丝

裂原活化蛋白激酶(mitogenactivated protein ki-
nases, MAPK)相关[23-25]. 已证实CDK5被激活后, 
使STAT-3在Ser727磷酸化. 通过选择性抑制剂降

低CDK5/p35的核分布, 发现磷酸化STAT-3的水

平降低, 使小鼠模型中肿瘤细胞生长受限[26]. 多
方面研究均验证指出, CDK5/STAT-3致癌通路

■应用要点
C D K 5 在 肝 癌 发
生发展中其相当
重要的作用, 且在
AFP阴性肝癌患
者 血 清 中 C D K 5
显著表达, 可考虑
作为肝细胞癌早
期诊断的血清学
标志物, 辅助进行
AFP阴性肝癌患
者的筛查.
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图  4  肝癌患者血浆中CDK5蛋白水平与TNM分期相关性. 
CDK5: 周期素依赖性激酶5.
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图  5  肝癌组血浆CDK5蛋白水平与AFP水平ROC曲线. 
CDK5: 周期素依赖性激酶5; AFP: 甲胎蛋白. 

图  6  AFP<200 ng/mL样本CDK5蛋白水平与AFP水平的ROC
曲线. CDK5: 周期素依赖性激酶5; AFP: 甲胎蛋白.  
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在DNA修复基因的表达中起核心作用[27]. 有报

告称在诱导肝细胞癌变中, Ras的激活通过Ras-
Raf-MAPKK-MAPK通路传递, 该通路异常激活

所导致的细胞增殖与肝癌的发生、进展及预后

密切相关[25]. CDK5在Ras下游被认定为一个重

要的中间信号, 抑制CDK5而使被激活的RalA-
和RalB-GTP明显减少, 同时体外肿瘤细胞的迁

移及生长和异种移植模型形成均减少[28]. 也有

研究称, CDK5通过抑制NOXA磷酸化以抑制肿

瘤细胞的凋亡[29]. NOXA是Bcl-2家族的一员, 被
认为具有强大的促细胞凋亡作用. 另有研究发现

CDK5在肿瘤细胞DNA损伤应答中起重要作用[30]. 
CDK5对于DNA损伤S和G2/M期的插入点起重

要作用, 在DNA损伤和自发形成的DNA双链断

裂(double-strand breaks, DSB)后被激活, 但对于

DSB修复并不被需要. 
本次实验中发现CDK5在肝癌患者血浆中

呈现高表达, 与肝癌TNM分期具有相关性. 这与

我们前期的研究结果相一致. 对这种现象的机

制尚不明确, 可能由于CDK5基因发生突变导致

其表达异常, 在细胞内堆积, 经由特殊机制释放

入血. 临床上常用AFP>400 ng/mL或者AFP>200 
ng/mL持续8 wk作为肝癌的血清学诊断指标. 本
次实验通过对CDK5蛋白与AFP在<200 ng/mL、
>400 n g/m L的分层样本进行检测分析, 发现

CDK5在AFP<200 ng/mL时有显著表达, 对于

AFP不能确诊的肝癌患者, CDK5有可能作为对

肝癌诊断的辅助标志物. 但其实际应用价值还

需行大规模临床验证. 
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