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Abstract
AIM: To investigate the expression of p14ARF, 
ARF-BP1 and c-myc mRNAs in hepatocellular 
carcinoma (HCC) and their clinical significances. 

METHODS: Abundance of p14ARF, ARF-BP1 and 
c-myc mRNAs was detected by semi-quantifica-
tion reverse transcription polymerase chain reac-
tion (RT-PCR) technique in the samples from 52 
HCCs and their 45 non-tumorous liver tissues, 
and their clinical significances were assayed 
with the clinical parameters. 

RESULTS: The expression levels of p14ARF, 
ARF-BP1 and c-myc mRNAs (77.0%, 77.0%, 
75.0%) were higher in HCC tissues than those 
in the non-tumorous liver tissues (11.1%, 20.0%, 
53.3%), respectively. The expression of p14ARF 
mRNA and ARF-BP1 mRNAs were related to tu-
mor size (t = 2.169, 2.087; both P < 0.05), but the 
expression of c-myc mRNA was not. The expres-
sion of p14ARF, ARF-BP1 and c-myc mRNAs were 
not related to the gender, age, AFP level, clinical 
stageing, HBV infection, envelopes, infiltration 
and metastasis. There was a positive correlation 
between p14ARF and ARF-BP1 expression, p14ARF 
and c-myc expression as well as ARF-BP1 and 
c-myc expression (r = 0.565, 0.436, 0.584; all P < 
0.01). 

CONCLUSION: Over-expression of p14ARF, ARF-
BP1 and c-myc mRNAs are markers in the early 
stage of HCC, and ARF-BP1 over-expression 
play an important role in the genesis and devel-
opment of HCC. ARF-BP1 may become a novel 
therapeutic target against HCC. 

Key Words: p14 ARF; ARF-BP1; c-myc ; Hepatocellular 
carcinoma; Reverse transcription polymerase chain 
reaction
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摘要
目的: 探讨肝细胞癌组织中p14 ARF、ARF-BP1
及c-myc的mRNA表达及其与临床参数关系.  

方法:  采用半定量逆转录-聚合酶链式反应
(RT-PCR)技术, 对52例HCC组织及其中45例
相应癌旁组织p14 ARF、ARF-BP1 及c-myc 的
mRNA表达丰度进行检测并分析他们之间的
关系及其与临床参数的关系.  

结果: 在52例HCC组织中p14 ARF、ARF-BP1及
c-myc的mRNA各表达77.0%、77.0%和75.0%, 

®

■背景资料
肝癌是一个多基
因参与的疾病, 其
发病率和死亡率
有逐年升高的趋
势 ,  而 疗 效 仍 不
佳 .  泛 素 连 接 酶
ARF-BP1与肿瘤
的发生发展有密
切 相 关 .  P 1 4 A R F

蛋白通过P14ARF-
Mdm2-P53的P53
途径和非P53途径
发挥抑癌作用. 激
活的c-myc 基因可
导致细胞恶性转
化. P14ARF与ARF-
BP1、  P14ARF与
Myc、ARF-BP1
与Myc之间存在
关系. 

■同行评议者
邱 宝 安 ,  主 任 医
师, 中国人民解放
军海军总医院肝
胆外科
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与45例相应癌旁组织(11.1%、20.0%、53.3%)
比较, 呈高表达. p14 ARF、ARF-BP1  mRNA
的表达与肿瘤大小有关(t  = 2.169, 2.087, 均
P <0.05); 而c-myc  mRNA表达与肿瘤大小无
关. p14 ARF、ARF-BP1 及c-myc 的mRNA表达
在性别、年龄、AFP、临床病理分级、浸润
转移、HBV、包膜等无统计学差异. p14 ARF

与ARF-BP1、p14 ARF与c-myc 及ARF-BP1 与
c-myc 的mRNA表达两两成正相关(r  = 0.565, 
0.436, 0.584, 均P <0.01). 

结论: p14 ARF、ARF-BP1、c-myc 过度表达可
能是HCC发生的早期指标; ARF-BP1 过度表
达可能是影响HCC发生、发展的关键, 干预
ARF-BP1可能是治疗HCC的新途径. 

关键词: p14 ARF; ARF-BP1 ; c-myc ; 肝细胞癌; 逆转

录-聚合酶链式反应
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0  引言

越来越多的研究表明E3泛素连接酶在癌形成

过程中扮演着重要的角色[1], ARF-BP1是具有

HECT(homologous to E6-AP C terminus)区域的

E3泛素连接酶, 与P14ARF、p53、Myc蛋白相互作 
用 [2-3]. p14 ARF是p53上游基因, 也是抑癌基因, 通
过抑制ARF-BP1功能, 抑制肿瘤的生长[2], 激活

的癌基因如Myc、Ras及E1A诱导p14 ARF表达[4]. 
c-myc是细胞原癌基因, 与细胞的增殖、分化、

凋亡有关. 在肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, 
HCC)组织中, ARF-BP1是否与p14 ARF、c-myc发
生相互作用并影响HCC的发生、发展, 目前仍未

清楚. 我们采用半定量逆转录-聚合酶链式反应

(RT-PCR)方法, 检测52例HCC组织中的p14 ARF、

ARF-BP1和c-myc  mRNA表达水平并分析他们

之间的关系及其与临床参数的关系, 探讨三者与

HCC发生、发展的关系及其意义.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2005-03/2006-04在我院接受手术

治疗的52例肝细胞癌患者的癌组织及其中相

应的45例癌旁组织, 2例肝血管瘤患者的肝组

织, 并收集相关临床资料. 52例HCC患者中, 男
性45例, 女性7例, 年龄23-70(平均年龄43.60±
10.87)岁. 所有病例均经病理学确诊, 肝癌组织

学按WHO 2000年标准分级. 所有标本离体后迅

速置入液氮速冻, 然后转-80℃超低温冰箱保存. 
TRIzol总RNA提取试剂盒(Invitrogen公司)、逆

转录试剂盒(Fermentas公司)、PCR试剂Premix 
Tag(TaKaRa公司)、dNTP(上海生物工程技术有

限公司).
1.2 方法 
1.2.1 总RNA提取: 取50 mg癌组织加入1 mL 
TRIzol, 按TRIzol总RNA提取试剂盒说明书进行

操作, RNA放-80℃保存备用. 
1.2.2 RT合成cDNA: 取3 µg RNA, 按逆转录试剂

盒说明书进行操作, 产物-20℃保存备用. 
1.2.3 PCR引物设计及扩增: 扩增目的基因p14 ARF

片段引物序列参见文献[5], 经NCBI BLAST软
件确认其特异性. 扩增目的基因A R F-B P1 、

c-myc片段引物序列通过Primer3软件设计获取

并经NCBI BLAST软件确认其特异性. 看家基因

GAPDH作内对照具体见表1. 
1.2.4 PCR扩增产物的鉴定: 20 g/L琼脂糖凝胶电

泳检测扩增片段, 在157 bp处显带者为ARF-BP1 
mRNA阳性, 200 bp处显带者为p14 ARF mRNA阳

性, 248 bp处显带者为c-myc  mRNA阳性, 452 bp
处显带者为GAPDH mRNA阳性. PCR扩增产物

送广西医科大学医学科学实验中心测序鉴定. 
1 . 2 . 5  目 的 基 因 R T- P C R 产 物 半 定 量 分 析 : 
p14 ARF、ARF-BP1、c-myc、GAPDH RT-PCR产
物在20 g/L琼脂糖凝胶上电泳后, 用凝胶电泳成

像分析系统(Bio-Rad GeLDOC2000)对p14 ARF、

ARF-BP1、c-myc进行半定量分析. 用目的基因

和看家基因两电泳条带单位面积内的灰度比值

来反映目的基因的相对表达水平, 灰度分析采

用凝胶电泳成像分析系统中的Quantity One软件

分析.
统计学处理 采用SPSS10.0统计软件进行统

计, 计量资料采用t检验, 两变量间相关分析采用

直线相关和偏相关分析.

2  结果

2.1 p14 ARF、ARF-BP1、c-myc  RT-PCR产物大小

与鉴定 RT-PCR产物在20 g/L琼脂糖凝胶上电泳

后, 凝胶图像显示: 200 bp处显带为p14 ARF mRNA
阳性; 157 bp处显带为ARF-BP1 mRNA阳性; 248 
bp处显带为c-myc  mRNA阳性. 所有条带显示清

晰可见, 无杂带, 如图1. 测序结果经blast软件核对

与GenBank的p14 ARF、ARF-BP1、c-myc mRNA序

列呈完全一致性, 未见缺失与突变 (图1). 

■相关报道
有研究表明过表
达的c-Myc蛋白引
起ARF表达, 而异
常c - M y c蛋白表
达又是ARF作用
的靶点, 形成ARF
与c - M y c负反馈
调控机制, ARF结
合c - M y c并调控
c-Myc的转录活性
功能, 阻止细胞过
增殖和转化, 同时
抑制c-Myc蛋白诱
导的基因表达. 不
管P53状态如何 ,  
A R F 抑 制A R F -
B P 1 泛素连接酶
活性, 就抑制肿瘤
细胞生长 .  ARF-
B P 1 通过赖氨酸
63连接多聚泛素
链 ,  泛素化Myc . 
存在p14 ARF-ARF-
BP-Myc抑癌途径. 
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2.2 p14 ARF、ARF-BP1及c-myc  RT-PCR产物半定

量测定结果 RT-PCR检测52例癌组织, p14 ARF、

ARF-BP1及c-myc  mRNA阳性表达率分别为

76.9%(40/52)、76.9%(40/52)、75.0%(39/52), 表
达产物经半定量测定并结合临床资料统计分

析, p14 ARF、ARF-BP1  mRNA表达与肿瘤大小

有关, p14 ARF mRNA在大肝癌组织中表达明显

高于小肝癌(t  = 2.169, P  = 0.04, P <0.05), ARF-
BP1 mRNA在大肝癌组织中表达明显低于小肝

癌(t  = 2.087, P  = 0.04, P <0.05). p14 ARF、ARF-BP1  
mRNA表达在性别、年龄、AFP、临床分级、

浸润转移、HBV、包膜关系中没有统计学差异

(P >0.05); c-myc  mRNA表达在性别、年龄、肿

瘤大小、AFP、临床分级、浸润转移、HBV、

包膜关系中均无统计学差异(P >0.05, 表2). 45例
癌旁组织中p14 ARF、ARF-BP1及c-myc  mRNA
阳性表达率分别为11.1%(5/45)、20.0%(9/45)、
53.3%(24/45), 表达产物经半定量测定并结合临

床资料统计分析, 三者mRNA表达与性别、年

龄、肿瘤大小、AFP、临床分级、浸润转移、

HBV、包膜关系中均无统计学差异(P >0.05). 
p14 ARF、ARF-BP1及c-myc  mRNA在癌组织和癌

旁组织中的表达有显著差异(P <0.05). 2例肝血管

瘤中, p14 ARF mRNA、ARF-BP1  mRNA均不表达; 
c-myc  mRNA有1例表达(HBV阳性), 1例不表达. 
2.3 p14 ARF、ARF-BP1及c-myc  mRNA表达的相

关性 RT-PCR方法检测52例癌组织的p14 ARF、

ARF-BP1及c-myc  mRNA表达, 结果p14 ARF、

ARF-BP1及c-myc  mRNA各表达40、40、39例, 
表达产物经凝胶电泳成像分析系统测定灰度

比值. 灰度比值经相关分析p14 ARF与ARF-BP1 (r  
= 0.565, P <0.01)、p14 ARF与c-myc (r  = 0.436, 
P <0.01)及ARF-BP1与c-myc (r  = 0.584, P <0.01)
的mRNA表达两两成正相关; 灰度比值经偏相

关分析, 控制c-myc则p14 ARF与ARF-BP1不相

关(r  = 0.069, P >0.05), 控制p14 ARF则ARF-BP1
与c-myc表达成正相关(r  = 0.632, P <0.01), 控
制ARF-BP1则p14 ARF与c-myc表达成正相关(r  = 
0.527, P <0.01), 而且ARF-BP1与c-myc相关性强

于p14 ARF与c-myc . 

3  讨论

p14 A R F是I N K4a /A R F 基因编码的两种蛋白

(P16INK4a和ARF(P14ARF(人)/p19ARF(鼠))之一, 具
有抑癌功能但机制尚未完全清楚. ARF在正常

细胞表达很低, 激活的癌基因如Myc、ras及E1A

■创新盘点
A R F - B P 1 、

c - m y c 、p 1 4 A R F 
mRNA在肝癌中
高 表 达 ,  他 们 之
间两两成正相关; 
ARF-BP1 可能是
影响p 1 4 A R F抑制
c-myc的因素.

表  1  p14 ARF、ARF-BP1 和c-myc  PCR引物设计及扩增情况

     
基因	                                              引物	                          产物长度(bp)	 退火温度(℃)     循环数(个)

p14 ARF
	        上游: 5'-ccctcgtgctgatgctactga-3'	              

200
	        

60	                 30
	        下游: 5'-accaccagcgtgtccaggaa-3'			 

ARF-BP1
	       上游: 5'-ccacctccagcttctacagc-3'	              

157
	        

57	                 30
	        下游: 5'-ttgactgtgttggccatgtt-3'			 

c-myc
	        上游: 5'-cctaccctctcaacgacagc-3'	              

248
	        

55	                 30
	        下游: 5'-ctctgaccttttgccaggag-3'			 

GAPDH
	        上游: 5'-accacagtccatgccatcact-3'	              

452
		                  

30
                       下游: 5'-tccaccaccctgttgctgta-3'

■应用要点
干预ARF-BP1 可
能是治疗HCC的
新途径.

500 bp
300 bp

100 bp

GAPDH

p14 ARF

500 bp
300 bp

100 bp

GAPDH

ARF-BP1
500 bp
300 bp

100 bp

GAPDH

c-myc

M  1   2   3   4   5   6 M  1   2   3   4   5   6 M  1   2   3   4   5   6

图  1  HCC组织及癌旁肝组织p14 ARF、ARF-BP1 、c-myc  RT-PCR产物琼脂糖电泳结果. M: 标准参照物; 1, 3, 5为癌组织; 2, 4, 

6: 对应癌旁组织; GAPDH: 内参对照, 扩增产物长度为452 bp, p14 ARF基因扩增产物长度为200 bp, ARF-BP1基因扩增产物长

度为157 bp, c-myc基因扩增产物长度为248 bp. 
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诱导ARF表达[4]. 基因缺失、不恰当甲基化等引

发ARF基因表达下调, 导致ARF基因抑癌功能下

降或丧失, 如膀胱癌、非小细胞肺癌发生p14 ARF

基因缺失[6-7]; 在胃癌、结直肠癌中存在p14 ARF

基因启动子区CpG岛甲基化, 引发该基因表达

下调[8-9]. p14 ARF在肝细胞癌、宫颈癌有过表达报

道[10-11], 本组资料结果与他们相似. ARF-BP1基
因位于染色体Xp11.22上, 是近年来新发现的具

有HECT区域的E3泛素连接酶, 他在多种人类肿

瘤组织中的过表达是肿瘤细胞增殖所必需的[3]. 
ARF-BP1与ARF相互作用, 与ARF抑癌功能密

切相关, ARF抑制ARF-BP1功能进而抑制肿瘤

生长[2]. 同时, ARF-BP1与c-Myc的促细胞增殖、

生长等作用有关, 抑制ARF-BP1表达则削弱Myc
依赖基因的激活并消除M y c诱导细胞增殖功 
能[2]. c-myc基因属于癌基因[12], 过表达有促进

肿瘤发生的作用[12-15]. 本研究结果显示p14 ARF、

ARF-BP1及c-myc三者mRNA在HCC高表达, 
p14 A R F在小肝癌中表达低于大肝癌(P <0.05), 
ARF-BP1在小肝癌中表达高于大肝癌(P <0.05), 
提示: (1)乙型肝炎病毒感染 [16], D N A低甲基 
化[17-18]等原因引起c-myc过度表达, 促使肝细胞

过度增殖、分化、恶性病变. 同时, c-Myc过度

表达诱导p14 ARF基因过度表达, 从而发挥p14 ARF

肿瘤抑制作用. (2)p14 ARF、ARF-BP1、c-myc
三者相互影响, 相互制约. 基于p14 ARF mRNA
在小肝细胞癌表达低于大肝细胞癌, ARF-BP1  
m R N A在小肝细胞癌表达高于大肝细胞癌 , 

c-myc过表达有促进肿瘤发生的作用, 可以推测

高表达的p14 ARF、ARF-BP1及c-myc  mRNA可

能是肝细胞过度增殖及恶性变的一个间接指征, 
检测这些基因的表达可能为早期发现HCC提供

依据. 
ARF与ARF-BP1相互作用, 抑制ARF-BP1功

能而抑制肿瘤生长[2]; ARF-BP1与c-myc相互作

用, 抑制ARF-BP1表达则影响c-Myc蛋白功能, 导
致肿瘤细胞增殖抑制并引起细胞周期停滞于G1

期[3]. 研究表明过表达的c-Myc蛋白引起ARF表
达, 而异常c-Myc蛋白表达又是ARF作用的靶点, 
形成ARF与c-Myc蛋白负反馈调控机制, ARF结
合c-Myc蛋白并调控他的转录活性功能, 阻止细

胞过增殖和转化, 同时抑制c-Myc蛋白诱导的基

因表达[19-20]. p14 ARF、ARF-BP1、c-myc三者相互

影响, 相互制约. 本实验检测结果p14 ARF、ARF-
BP1及c-myc  mRNA在HCC高表达, 通过相关分

析发现: p14 ARF、ARF-BP1、c-myc的mRNA表达

成两两正相关. 偏相关分析发现: 对影响p14 ARF、

ARF-BP1相关的c-myc进行控制, 则p14 ARF与

ARF-BP1的mRNA表达不相关(r  = 0.069, P>0.05). 
同样, 控制p14 ARF, ARF-BP1与c-myc的mRNA表

达成正相关(r  = 0.632, P <0.01); 控制ARF-BP1 , 
p14 ARF与c-myc的mRNA表达成正相关(r  = 0.527, 
P<0.01). p14 ARF、ARF-BP1、c-myc可能存在如下

关系: 各种致癌因素导致原癌基因c-myc激活并

过度表达, 引发细胞恶性变, 为了克服这一异常

过程诱发机体出现保护性的p14 ARF抑癌基因高表

■名词解释
偏 相 关 分 析 :  是
排除其他变量的
干扰之后所测量
到的2个变量真正
的相关系数, 即偏
相关分析是控制
“第三者”后所
获得的甲乙二者
的“净”相关系
数. 

表  2  p14 ARF、ARF-BP1 及c-myc  mRNA在HCC中表达的产物灰度比值与临床参数关系

     
临床参数	                                          n 	          p14 ARF              n 	              ARF-BP1 	       n 	       c-myc

性别                   男	                    34	 0.48±0.24         36          0.58±0.28          34          0.58±0.27

                          女	                      6	 0.45±0.24           4	         0.62±0.18	      5	  0.34±0.24

年龄(岁)	          ≤40　　	    15	 0.43±0.20         15	         0.52±0.25	    15	  0.61±0.28

                          >40	                   25	 0.50±0.25         25	         0.63±0.27	    24	  0.51±0.27

肿瘤大小(cm)    ＞5	                    28	 0.53±0.23         29	         0.53±0.22	    29	  0.52±0.27

                          ≤5	                   12	 0.36±0.22         11	         0.72±0.34	    10	  0.65±0.28

AFP(mg/L)	         ≥400	    19	 0.52±0.22         19	         0.55±0.22	    19	  0.56±0.29

                          <400  	    21	 0.44±0.25         21	         0.62±0.31	    20	  0.54±0.24

HCC分级	           高-中分化	    26	 0.49±0.23         27	         0.60±0.28	    26	  0.56±0.28

                          低分化	    14	 0.46±0.25         13	         0.55±0.24	    13	  0.54±0.27

浸润转移	           有	                    17	 0.46±0.23         16	         0.61±0.20	    15	  0.47±0.27

                          无	                    23	 0.49±0.24         24	         0.57±0.31	    24	  0.60±0.27

HBV	           HBsAg(+)	    31	 0.48±0.24         31	         0.62±0.28	    30	  0.55±0.28

                          HBsAg(-)	      9	 0.46±0.23           9	         0.48±0.19	      9	  0.56±0.26

包膜	           有	                    26	 0.52±0.25         24	         0.59±0.27	    14	  0.54±0.28

                          无	                    14	 0.40±0.18         16	         0.59±0.28	    15	  0.58±0.27
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达从而使ARF-BP1基因低表达, 进而影响c-Myc
蛋白功能, 阻止细胞恶变[21]. 本实验结果ARF-
BP1基因却高表达, 打破了c-myc过度表达引起

p14 ARF高表达使ARF-BP1低表达进而影响c-Myc
蛋白功能, 阻止细胞恶变的负反馈调节路径, 导
致肝癌的发生、发展, 提示在HCC中ARF-BP1
是p14 ARF、ARF-BP1及c-myc三者关系的中心环

节, ARF-BP1过度表达可能是影响HCC发生、发

展的关键, 干预ARF-BP1可能是治疗HCC的新途

径, 其机制有待进一步研究. 
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