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Abstract
AIM: To investigate the abnormal expression of 
pleomorphic adenoma gene 1 (PLAG1) in plas-
ma of patients with hepatocellular carcinoma 
(HCC) and to analyze its clinical significance.

METHODS: Plasma samples were collected from 
42 HCC patients, 34 liver cirrhosis patients and 
30 healthy donors. The mRNA expression levels 
of PLAG1 were quantified by SYBR Green I real-
time fluorescent quantitative PCR. The correla-
tion between clinicopathologic characteristics of 
HCC and expression of PLAG1 was evaluated.

RESULTS: The positive rate of PLAG1 mRNA 
in the HCC group, liver cirrhosis group, and 
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肝癌患者血浆中PLAG1的异常表达

付 琳, 杨玉秀, 白阳秋, 张立达

®

■背景资料
肝细胞癌是世界
范围内临床上最
常见的恶性肿瘤
之一. 在当前临床
实践中, 甲胎蛋白
(alpha-fetoprotein, 
AFP)等血清标志
蛋白被广泛应用
于 肝 癌 诊 断 ,  但
由于其敏感性和
特异性往往令人
无 法 满 意 ,  而 且
他们无法完整的
诠释肿瘤疾病复
杂的分子进展过
程, 所以急需新的
分子标志物用于
辅助诊断肝癌, 并
监 测 预 后 .  通 过
前期实验研究发
现多形性腺瘤基
因1(pleomorphic 
adenoma gene 1, 
PLAG1 )是原发性
肝癌中的一个明
显高表达基因, 但
研究仅提示在肝
癌组织中高表达, 
外周血浆中表达
情况未见报道. 

healthy control group were 71.4%, 23.5% and 
6.7%, respectively. PLAG1 mRNA expression 
level in the HCC group was significantly higher 
than those in other two groups (P < 0.05 for 
both). However, no significant difference was 
found between the liver cirrhosis group and 
healthy control group (P > 0.05). Significant dif-
ference in quantitative data from SYBR Green I 
real-time fluorescent quantitative PCR was also 
found among the three groups (P < 0.05). PLAG1 
mRNA expression level in HCC patients was 
significantly correlated with pathological grade 
and tumor metastasis (P < 0.05 for both).

CONCLUSION: The expression level of PLAG1 
mRNA in plasma of HCC patients may play a 
significant role in the pathogenesis and develop-
ment of HCC, and it may serve as a novel tumor 
marker for diagnosis and metastasis of HCC.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的:  本 研 究 旨 在 探 讨 多 形 性 腺 瘤 基 因
1(pleomorphic adenoma gene 1, PLAG1)在肝
细胞癌患者血浆中的异常表达及其临床意义.  

方法: 收集42例肝癌患者、34例肝硬化患者
及30例健康人血浆, 应用SYBR Green Ⅰ实时
荧光定量PCR技术检测PLAG1 mRNA在健康
人、肝硬化患者及肝癌患者血浆中的表达情
况, 并分析其与肝癌患者临床病理特征之间的
关系.  

结果: SYBR GreenⅠ实时荧光定量PCR结果
显示, PLAG1 mRNA在肝癌组、肝硬化组

■同行评议者
吴道澄, 教授,  西
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■研发前沿
目前关于循环核
酸在肿瘤发生发
展过程中所起到
的作用已逐渐成
为国内外研究热
点 . 同 时 血 浆 中
PLAG1作为“分
子标志物”应用
于肝癌的辅助诊
断也已成为令人
期待的研究重点.

及健康体检组的血浆中阳性表达率分别为: 
71.4%、23.5 %和6.7%. PLAG1 mRNA在肝癌
组血浆中的阳性表达率明显高于健康体检组
及肝硬化组(P <0.05). 而健康体检组和肝硬化
组血浆中PLAG1 mRNA阳性表达率差异无统
计学意义(P >0.05).同时对肝癌组、肝硬化组
及健康体检组中PLAG1 mRNA的扩增产物
进行相对定量的分析比对, 发现三组间比较
差异有统计学意义(P <0.05). 肝癌患者血浆中
PLAG1 mRNA表达水平与肝癌的病理分化程
度及远处转移有显著的关系(P <0.05).  

结论: PLAG1 mRNA在肝癌患者血浆中的表
达, 提示其可能在肝癌的发生发展过程中发挥
重要的作用, 有望成为新的辅助诊断肝癌, 判
断转移风险的临床检测指标. 

© 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: 本研究发现多形性腺瘤基因1(pleomo-
rphic adenoma gene 1, PLAG1) mRNA在肝癌患者

血浆中明显高表达, 并与肝癌病理分化程度及远

处转移的发生相关. 提示PLAG1与肝癌的发生、

发展及侵袭转移有着密切的关系, 有望成为辅助

诊断肝癌, 并判断远处转移风险的临床检测指标.
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常表达.  世界华人消化杂志  2014; 22(5): 630-636  URL: 
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC), 简称

肝癌, 是世界范围内临床上最常见的恶性肿瘤

之一, 位居恶性肿瘤发病率第5位, 其中约55%
的病例发生于中国. 肝癌起病隐匿, 进展快, 死
亡率高, 严重威胁人类的生命健康, 其发生和发

展是一个多因素、多阶段及多基因相互作用的

过程. 在前期相关实验中发现, 多形性腺瘤基因

1(pleomorphic adenoma gene 1, PLAG1)在肝癌

发展过程中呈上调表达, 并与肝癌病理分级、

分化程度有着密切的关系[1]. 目前有关研究的结

果仅提示PLAG1在肝癌组织中高表达, 而在肝

癌患者血浆中的表达情况鲜有报道. 本研究采

用SYBR Green Ⅰ实时荧光定量PCR技术检测

PLAG1在健康人群、肝硬化患者及肝癌患者血

浆中的表达水平, 探讨其在肝癌的发生发展过

程所发挥的作用及对临床的相关指导意义.  

1  材料和方法

1.1 材料 实验组选择2012-06/2012-12河南省人

民医院肝胆外科住院的肝癌患者42例, 其中男

性34例, 女性8例, 年龄34-78岁, 平均年龄54.2岁
±11.1岁. 所有肝癌患者诊断均经过病理证实, 
收集标本时均未进行手术治疗、放疗及化疗. 
对照组34例为河南省人民医院消化内科住院的

肝硬化患者, 并经影像学检查排除肝癌; 另30例
为本院同期同年龄段健康体检者. 所有受试者

均获得知情同意.  
1.2 方法

1.2.1 标本采集: 抽取清晨空腹静脉血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 SYBR Green Ⅰ实时荧光定量PCR检测

PLAG1 mRNA: (1)引物设计和合成: 目的引物

碱基序列由上海生工生物工程股份有限公司合

成，内参基因GAPDH由大连宝生物工程有限

公司购得(表1); (2)总RNA提取: 取血浆300 μL按 
TRIzol试剂(Invitrogen公司)说明书提取血浆总

RNA, 加20 μL无核酶去离子水溶解, 所得RNA
经1%琼脂糖凝胶电泳(150 V, 15 min)检测RNA 
28S和18S比例, 估计总RNA的完整性, 并应用紫

外分光光度计检测A 260/280, 测定总RNA吸光度; 
(3)逆转录合成cDNA: 逆转录试剂盒(TaKaRa)
购自大连宝生物工程有限公司, 并按照逆转录

试剂盒(Takara code No. DRR047A)说明书步骤

进行逆转录聚合酶链反应. 基因组DNA的除去

反应体系总体积为10 μL, 包含样本RNA 4 μL, 5
×gDNA Eraser Buffer 2 μL, gDNA Eraser 1 μL, 
RNase Free dH2O 3 μL, 反应条件42 ℃, 2 min. 逆
转录反应在上述反应液中依次加入RNase Free 
dH2O 4 μL, 5×PrimeScript Buffer 4 μL, RT Prime 
Mix 1 μL, PrimeScript RT Enzyme Mix I 1 μL, 逆
转录反应体系总体积为20 μL, 反转录条件依次

为37 ℃ , 15 min, 85 ℃, 5 s; (4)SYBR Green Ⅰ
实时荧光定量PCR反应: 按照RT-PCR试剂盒

(TaKaRa)进行操作, PCR反应体系为20 μL, 反应

体系中含SYBR Premix Ex Taq Ⅱ 10 μL、正、

反PCR引物各0.8 μL, ROX Reference Dye Ⅱ 0.4 
μL、cDNA模板2.0 μL、dH2O 6.0 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.  
1.2.3 结果判断: (1)∆Ct = 样品Ct-内参Ct, ∆∆Ct = 
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■相关报道
PLAG1在肝母细
胞瘤、淋巴细胞
型白血病、儿童
胃肠道间质瘤、
腺样囊性癌中高
表达. 并有文献报
道显示PLAG1在
肝癌组织中明显
高表达,与肝癌的
发生、发展关系
密切.

∆Ct-(随机阴性对照样品Ct均值-该样品的内参Ct
均值), 以2-∆∆Ct表示样品中目的基因初始cDNA相

对表达量[2], 所有步骤均重复3遍取平均值; (2)取
扩增产物10 μL, 应用4%琼脂糖凝胶电泳(150 V, 
45 min), BIO-RAD Gel Doc XR凝胶成像系统(美
国BIO-RAD公司)进行扫描和分析检测扩增产

物的正确性.
统计学处理 采用SPSS17.0统计软件进行统

计分析. PLAG1 mRNA各组阳性表达率差异运

用χ2检验, 当样本量<40时, 运用Fisher确切概率

法统计. 多组定量资料运用Kruskal-Wallis秩和

检验. P <0.05为差异有统计学意义. 

2   结果

2.1 各组总RNA 提取结果良好, 1%琼脂糖电泳

结果, 可见28S、18S二条清晰条带和稍欠清晰

的5S条带(图1), 证实提取的是高纯度的RNA, 完

整性较好, 总RNA吸光度A 260/280为1.5-1.9, 符合

纯度要求(图1). 
2.2 SYBR GreenⅠ实时荧光定量PCR 肝癌组与

肝硬化组、健康体检组血浆中PLAG1 mRNA表

达水平比较: 肝癌组、肝硬化组、健康体检组

Ct≤35时PLAG1 mRNA荧光定量扩增曲线呈典

型的S型, 熔解曲线分析可见只有单峰值(图2), 
熔解温度均一, 排除引物二聚体及非特异性产

物的产生. Ct>35时, 则未见或略见起翘, 为一不

规则波浪线. 以样品基因CT值≤35表示目的基

因阳性表达[3]. 本研究中, 肝癌实验组30例患者

PLAG1 mRNA Ct≤35, PLAG1 mRNA阳性表达

率为71.4%(30/42), 肝硬化组、健康体检组的阳

性表达率分别为23.5%(8/34)、6.7%(2/30). 三组

间比较差异有统计学意义(χ2 = 33.654, P <0.05). 
两两比较, 肝癌组与肝硬化组、肝癌组与健康

体检组差异均有统计学意义(P <0.05). 肝硬化组

与健康体检组差异无统计学意义(P = 0.064)(表
2). 运用Kruskal-Wallis秩和检验对三组PLAG1 
mRNA扩增产物(Ct≤35)的相对定量进行分析

比对, 三组间比较差异有统计学意义(χ2 = 23.47, 
P <0.05).  
2.3 PLAG1 mRNA表达与临床病理的关系 42
例原发性肝癌患者中 ,  高分化、中分化与低

分化三组的阳性表达率分别为22.2%(2/9)、
66.7%(8/12)、95.2%(20/21). 三组差异有统计学

意义(χ2 = 16.248, P <0.05)(表3). 运用Fisher确切

28S

18S

5S

1             2                           3             4

图  1  总RNA琼脂糖凝胶电泳图. 1, 2: 肝癌患者血浆; 3: 肝

硬化患者血浆; 4: 健康体检者血浆.

表  2  PLAG1 mRNA在3组样本中表达水平的比较

     

分组 n
 PLAG1 mRNA

阳性率(%) χ2值 P 值
阳性 阴性

肝癌组 42 30 12 71.4 χ2
1 ＝ 17.244 ＜0.05

肝硬化组 34   8 26 23.5 χ2
2 ＝ 3.438 ＞0.05

健康体检组 30   2 28   6.7  χ2
3 ＝ 29.726 ＜0.05

χ2
1: 肝癌组与肝硬化组; χ2

2: 肝硬化组与健康体检组; χ2
3: 肝癌组与健康体检组. PLAG1: 多形性腺瘤

基因1.

表  1  荧光定量PCR引物序列

     目的基因                                           序列 产物长度(bp)

PLAG1 上游引物: 5'-ATCCCTCTCACCACCTTTCTTT-3'       125

下游引物: 5'-GCCACCTTGTAACTCCATCAG-3'
GAPDH(内参基因)    由大连宝生物工程有限公司提供       138

PLAG1: 多形性腺瘤基因1.
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■创新盘点
本 文 应 用 S Y B R 
G r e e n Ⅰ 荧 光 定
量PCR技术检测
PLAG1肝癌患者
血浆中的表达, 并
分析其表达水平
与肝癌临床病理
的关系, 为肝癌诊
断及判断远处转
移风险提供了进
一步研究方向.

概率法两两比较, 低分化与高、中分化组差异均

有统计学意义(P <0.05). 分化程度越低, PLAG1 
mRNA表达率越高. 运用Kruskal-Wallis秩和检验

对不同分化程度的三组中PLAG1 mRNA扩增产

物(Ct≤35)的相对定量进行比对, 三种不同分化

程度肝癌患者血浆中PLAG1 mRNA相对定量差

异无统计学意义(χ2 = 4.590, P  = 0.101).  
2.4 肝癌组PLAG1 mRNA的表达与相关临床参

数的关系 运用Fisher确切概率法分析肝癌患者

组血浆中PLAG1 mRNA表达与年龄、性别及

AFP无关, 与远处转移相关, 发生远处转移肝癌

患者PLAG1 mRNA表达率高于未转移者(表4).  
2.5 PLAG1 mRNA扩增产物电泳结果 最终扩增

产物经4%琼脂糖凝胶电泳, BIO-RAD Gel Doc 
XR凝胶成像系统进行扫描和分析, 可见PLAG1
和GAPDH对应的125、138 bp的电泳条带(图3).  

3  讨论

Kas等[4]在1997年从t(3; 8)(p21; q12)染色体易位

的多形性腺瘤组织中克隆到了一个高表达基因, 
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图  2  部分肝癌患者血浆中PLAG1 mRNA荧光定量熔解曲线.
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图  3  PLAG1和GAPDH mRNA荧光定
量PCR产物的琼脂糖凝胶电泳结果. A: 

PLAG1, T1-T6: 肝癌患者; C1-C5: 

肝硬化患者; N1-N3: 健康体检者; B: 

GAPDH. PLAG1: 多形性腺瘤基因1.

A

B

表  3  不同分化程度的肝癌患者血浆中PLAG1 mRNA表达水平的比较

     

分组 n
PLAG1 mRNA

阳性率(%)    χ2值 P 值
阳性 阴性

高分化组   9   2 7 22.2 χ2
4 = 4.073     0.044

中分化组 12   8 4 66.7 χ2
5 = 4.849     0.028

低分化组 21 20 1 95.2  χ2
6 = 17.175 <0.05

χ2
4: 高分化组与低分化组; χ2

5: 中分化组与低分化组; χ2
6: 高分化组与低分化组. PLAG1: 多

形性腺瘤基因1.
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故命名为PLAG1. PLAG1是位于人染色体8q12
的原癌基因, 包含5个外显子, cDNA全长7313 bp, 
基因库编号为U65002, 其中只有第4外显子的最

后端和第5外显子的起始端进行编码, 编码框共

1503 bp. 正常情况下, PLAG1仅在胎儿的肺、

肝、肾等脏器中表达, 但其在多种肿瘤中存在异

常表达的现象也被多次报道. 曾有相关文献报道

其在肝母细胞瘤[5]、淋巴细胞型白血病[6]、儿童

胃肠道间质瘤[7]、腺样囊性癌[8]中被激活表达.  
既往研究中, PLAG1曾被认为是一个“良

性癌基因”, 并一度被证实为肿瘤抑制基因[9],
但Queimado等[10]的研究并不支持这个理论. 在
前期实验中, 我们也曾应用含有19378个已知基

因的核苷酸芯片筛选出肝炎、肝硬化及原发性

肝癌差异基因表达谱, 显示PLAG1在原发性肝

癌中是一个明显高表达基因[11]. PLAG1的致癌

能力考虑与其多种靶基因如胰岛素样生长因子

Ⅱ(insulin-like growth factor Ⅱ, IGF-Ⅱ)、血管

内皮生长因子(vascular endothelial growth factor, 
VEGF)、胎盘生长因子(placental growth factor, 
PGF)的异常表达相关. 其中IGF-Ⅱ的表达受其4
个启动子(P1-P4)控制[12]. PLAG1作为调控转录

因子及原癌基因曾在相关文献中被报道过, 在
体外实验中, 也有证据显示PLAG1与IGF-Ⅱ启

动子P3的共同结合位点相结合后激活其转录[13]. 
IGF-Ⅱ是一种促生长因子, 由肝脏分泌和合成, 
能够促细胞有丝分裂、刺激细胞增殖以及DNA
复制和转录、刺激组织器官的生长和分化、抑

制细胞凋亡. 相关研究提示, IGF-Ⅱ在肝细胞癌

的早期即开始有过量表达, 并参与发生肝癌早

期事件. 而肝细胞癌的快速分裂, 会导致肝供血

不足, 局部出现缺氧状态, 也会促使IGF-Ⅱ增加,
作为血管活性因子间接促进VEGF的合成, 从而

刺激肝癌新生肿瘤血管的形成[14]. IGF-Ⅱ的过度

表达在人类多种类型的肿瘤中均可发现, 他通过

自分泌或旁分泌机制强效刺激细胞增殖[15]. 从这

些结论及微阵列技术分析也可以得知, PLAG1
的致癌能力至少一部分是通过IGF-Ⅱ有丝分裂

信号转导通路介导的[16].  
引起P L A G1异常表达主要原因与染色体

易位相关 .  而发生染色体易位的原因主要为

PLAG1与其广泛表达的“融合伴侣”基因如位

于3p21的CTNNB1、CHCHD7、LIFR(leukemia 
inhibitory factor receptor)及TCEA1(transcription 
elongation factor A1)发生了启动子交换所导 
致[17]. 这一论点曾在关于多形性腺瘤中PLAG1
表达的相关实验得到证实[18,19]. 其中CTNNB1负
责编码β-catenin[20], 是肝细胞癌中最常发生的突

变基因. 其作用机制可能为CTNNB1发生基因突

变后, 使β-catenin在细胞胞浆内聚集进而入胞核

导致Wnt/β-catenin信号通路活化[21], 促进细胞的

增殖, 导致肝癌发生; 同时Wnt/β-catenin信号通

路还可以通过调节环氧酶2(cyclo-oxygen-ase 2, 
COX-2)表达, 促进肿瘤血管新生, 并加速肿瘤侵

袭转移.  
SYBR Green Ⅰ实时荧光定量PCR技术具有

高特异性、高灵敏度、污染小等优点, 在研究

基因表达方面, 不仅可以进行定性检测, 还可进

行定量研究, 从而更加准确表达基因相关的差

异性[22]. 目前国内外陆续有报道显示应用该法检

测肿瘤患者血浆中相关mRNA、miRNA表达情

况[23]. 本研究运用SYBR GreenⅠ实时荧光定量

PCR技术, 对肝癌、肝硬化患者及健康体检者血

浆中PLAG1 mRNA进行分析, 并在实验过程中

采用下列措施避免假阳性: (1)认真操作, 避免污

染; (2)所有步骤均重复检测3次在无明显差异情

况下取平均值; (3)扩增产物应用4%琼脂糖凝胶

电泳, 进行分析验证扩增产物的正确性, 并结合

熔解曲线排除假阳性. 结果表明肝癌患者血浆

中PLAG1 mRNA表达水平显著高于肝硬化组及

健康体检组, 并跟病理分化程度相关, 分化程度

越低, PLAG1 mRNA表达率越高. 前期研究中曾

发现PLAG1在肝癌组织中异常表达, 通过本组

实验发现在肝癌患者血浆中PLAG1同样高表达, 
尤其已发生远处转移组中PLAG1表达明显高于

未发生转移组, 考虑其有可能来源于转移入血

的肝癌细胞, 也不排除来源于血浆中存在的游

■应用要点
对于患者血浆中
PLAG1表达水平
的检测有望成为
新的分子标志物
应用于辅助诊断
肝癌、判断远处
转移风险.

表  4  PLAG1 mRNA的表达与相关临床参数的关系

     阳性 阴性 总例数 χ2值 P 值

年龄(岁) 0.840 0.359

  ≥55 24 8 32

  ＜55   6 4 10

性别 0.386 0.543

  男 25 9 34

  女   5 3   8

AFP 0.187 0.666

  阳性 22 8 30

  阴性   8 4 12

有无远处转移 4.783 0.029

  有 21 4 25

  无   9 8 17
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离循环核酸内的突变基因. 推测PLAG1可能既

通过与“融合伴侣”发生染色体易位引起肝癌

的发生, 又与其靶基因发生共同位点结合激活

靶基因转录进一步加剧肝癌的发展, 与肝癌的

发生、发展及侵袭转移有着密切的关系, 有望

成为新的辅助诊断肝癌的肿瘤标志物, 并有可

能成为帮助判断肝癌患者是否存在转移风险的

有效指标.  
循环核酸是指存在于血液(血浆或血清)中

的细胞外游离RNA和DNA. 近年来循环核酸在

肿瘤的发生发展过程中所起到的作用逐渐引起

人们的重视. 特别是在Sorenson等[24]和Vasioukh-
in等[25]成功检测到循环核酸内的突变原癌基因

导致的肿瘤发生后. 目前观点认为导致肿瘤患

者体内循环RNA浓度升高的原因, 主要为原发

灶肿瘤代谢过程中坏死细胞不断释放核酸入血; 
或者在肿瘤转移过程中, 脱落的肿瘤细胞在血

液循环中凋亡, 或被机体免疫系统识别后消灭, 
释放核酸入血[26]. 虽然血液中存在大量核糖核酸

酶(RNase), 但相关研究显示, 外周血中循环RNA
可能与包括脂蛋白、核蛋白、P53蛋白、糖蛋

白等多种物质形成复合体或包含于合胞体滋养

层微粒[27]、凋亡小体[28]从而免受RNase的降解. 
而最近的研究也表明, 循环mRNA很可能是来源

于机体多种组织及多种类型细胞, 通过包装于

外染色体(exosome)或是经转录修饰后释放入血, 
从而免受RNase的降解[29]. 在当前的临床实践中, 
许多血清标志蛋白如针对肝癌的AFP等作为肿

瘤标志物得到广泛的应用[30]. 但是这些蛋白的敏

感性和特异性往往令人无法满意, 而且他们无

法完整的诠释肿瘤复杂的分子进展过程, 故以

血浆中的游离循环核酸作为“分子标志物”逐

渐成为临床医学肿瘤诊断的研究重点[31]. 本实验

在以血浆为标本的研究基础上, 旨在了解肝癌

患者血浆中PLAG1的表达情况, 并通过实验探

究PLAG1可能有望作为“分子标志物”, 成为

新的诊断肝癌的分子生物学辅助指标.
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