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　　［摘要］　目的　比较男性与女性肝细胞癌（ＨＣＣ）在基因组ＤＮＡ拷贝数变异（ＣＮＡ）方面的差异性。方法　采用高分
辨率微阵列比较基因组杂交技术（ａｒｒａｙＣＧＨ）检测１７例女性与４６例男性 ＨＣＣ患者的ＣＮＡ差异。结果　女性 ＨＣＣ染色
体片段１ｑ２１．３ｑ２２扩增频率（７６．５％ｖｓ３７．０％，Ｐ＝０．００９）、１１ｑ１１扩增频率（３５．３％ｖｓ０．０％，Ｐ＝０．０００２）、１９ｑ１３．３１ｑ１３．３２
扩增频率（２３．５％ｖｓ０．０％，Ｐ＝０．００４）和１６ｐ１１．２丢失频率（３５．３％ｖｓ６．５％，Ｐ＝０．００９）显著高于男性，而男性则有更高频率

的１１ｑ１１丢失（６３．０％ｖｓ１７．６％，Ｐ＝０．００２）。进一步统计分析结果显示，１１ｑ１１扩增与１９ｑ１３．３１ｑ１３．３２扩增（Ｐ＝０．０４２）及

１６ｐ１１．２丢失（Ｐ＝０．０３３）显著相关，而１ｑ２１．３ｑ２２扩增与１９ｑ１３．３１ｑ１３．３２扩增（Ｐ＝０．０４６）显著相关。结论　ＣＮＡ在性别
特异性 ＨＣＣ演进过程中可能发挥重要作用。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１２，３３（１）：５９］

　　肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）在

男性中的发病率高于女性，男女比为２～４１［１］。流

行病学研究提示，ＨＣＣ发病的这种性别差异可能与

男性更多地暴露于乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）／丙型肝炎

病毒（ＨＣＶ）感染、饮酒和吸烟等因素有关［１］。近来

越来越多的证据显示，遗传学因素在性别差异性

ＨＣＣ发生中扮演重要角色［２３］。ＤＮＡ拷贝数变异

（ｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒａｌｔｅｒａｔｉｏｎ，ＣＮＡ），即基因组ＤＮＡ特

定染色体片段的扩增和丢失，是包括 ＨＣＣ在内的实

体性肿瘤最重要的分子遗传特征之一［４］。既往研究

显示，一些常见ＣＮＡ与特定 ＨＣＣ临床病理学特征

相关［５６］。

　　目前为止，国内外未见有关男性与女性 ＨＣＣ患

者在ＣＮＡ方面差异性的报道，本研究旨在以 ＨＢＶ
相关ＨＣＣ患者为研究对象探讨男性与女性ＨＣＣ在

ＣＮＡ方面的差异性。

１　材料和方法

１．１　研究对象　６３例 ＨＣＣ病例为２００７年至２００８
年间在第二军医大学东方肝胆外科医院住院的患

者，诊断结果均经组织病理学证实。其中男性４６
例、女性１７例，年龄３２～７２岁，平均（５０．０±１０．２）

岁。所有病例均符合慢性 ＨＢＶ诊断标准：（１）ＨＢ

ｓＡｇ持续阳性超过６个月；（２）血清学同时具备 ＨＢ

ｓＡｇ阳性、ａｎｔｉＨＢｓ阴性和ＩｇＧ型ａｎｔｉＨＢｃ阳性。

术中切除的肿瘤组织标本储存于－８０℃冰箱中备

用。本研究获得医院医学伦理委员会批准，所有患

者或家属均签属知情同意书。

１．２　微阵列比较基因组杂交（ａｒｒａｙＣＧＨ）检测与数

据处理　采用Ｑｉａｇｅｎ全基因组ＤＮＡ抽提纯化试剂

盒提取肿瘤组织ＤＮＡ。ＡｒｒａｙＣＧＨ检测采用Ａｇｉ

ｌｅｎｔ２４４Ｋ（Ｈｕ２４４Ａ，Ａｇｉｌｅｎｔ公司）技术平台，具体

操作按照说明书（Ｐｒｏｔｏｃｏｌｖ４．０，Ｊｕｎｅ２００６；ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｈｏｍｅ．ａｇｉｌｅｎｔ．ｃｏｍ／）进行。该ａｒｒａｙＣＧＨ 检

测平台共包含２３６３８１个寡核苷酸探针，ＤＮＡ编码区

和非编码区分辨率分别高达７．４ｋｂ和１６．５ｋｂ。分别

采用ＡｇｉｌｅｎｔＧ２５６５ＢＡ和ＦｅａｔｕｒｅＥｘｔｒａｃｔｉｏｎ９．５软件

（Ａｇｉｌｅｎｔ公司）进行微阵列扫描和数据提取。

　　利用循环二元分割法（ｃｉｒｃｕｌａｒｂｉｎａｒｙｓｅｇｍｅｎ

ｔａｔｉｏｎ）对全部样本进行基于探针ｌｏｇ２比值比水平的

全基因组片段分割（Ｒ 语言统计学软件包 ＤＮＡ

ｃｏｐｙ）［７］，目的是使片段内所有探针具有相同的ｌｏｇ２
比值比水平，而邻近片段间ｌｏｇ２比值比水平不同，由

此共获得３５００个基因组ＤＮＡ分割片段。每一分

割片段的ｌｏｇ２比值比被赋予该片段内所有探针ｌｏｇ２
比值比的平均值。片段ＣＮＡ扩增和丢失分别定义

为ｌｏｇ２比值比平均值＞０．５和＜－０．５。

１．３　统计学处理　采用Ｓｔａｔａ１０．１软件进行统计

分析，男性与女性 ＨＣＣ间各分割片段ＣＮＡ差异的

比较采用χ
２检验或Ｆｉｓｈｅｒ精确检验，检验水平（α）为

０．０５。

２　结　果

２．１　男、女两组 ＨＣＣ间临床病理学因素比较　两

组 ＨＣＣ病例的年龄、一级亲属 ＨＣＣ家族史、血清

ＡＦＰ水平、是否发生肝硬化以及肿瘤位置、数目、大

小、ＥｄｍｏｎｄｓｏｎＳｔｅｉｎｅｒ分级、Ｔ分期构成的差异均

无统计学意义；男性 ＨＣＣ组的吸烟和饮酒者比例高

于女性组（Ｐ＜０．０５，表１）。

２．２　男、女两组 ＨＣＣ间ＣＮＡ比较　全部６３例样

本的３５００个基因组ＤＮＡ分割片段的扩增和丢失

频率如图１Ａ 所示，染色体片段１ｑ、８ｑ扩增和１ｐ、

４ｑ、８ｐ、９ｐ、１０ｑ、１３ｑ、１６ｑ、１７ｐ丢失为高频 ＣＮＡ 改

变。总体上，男、女两组ＨＣＣ间具有相似的ＣＮＡ谱

（图１Ｂ、１Ｃ），但统计学分析结果显示男性与女性

ＨＣＣ在一些特定ＤＮＡ片段的扩增和丢失频率方面

存在显著差异。如表２所示，女性 ＨＣＣ在染色体片

段 １ｑ２１．３ｑ２２ 扩 增 频 率 （７６．５％ ｖｓ３７．０％，

Ｐ＝０．００９）、１１ｑ１１扩增频率（３５．３％ｖｓ０．０％，Ｐ＝

０．０００２）、１９ｑ１３．３１ｑ１３．３２扩增频率（２３．５％ ｖｓ

０．０％，Ｐ＝０．００４）和１６ｐ１１．２丢失频率（３５．３％ｖｓ

６．５％，Ｐ＝０．００９）显著高于男性。与女性相比，男性

则有更高频率的１１ｑ１１丢失（６３．０％ｖｓ１７．６％，Ｐ＝

０．００２）。
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表１　男、女两组ＨＣＣ间多种临床病理学因素比较

Ｔａｂ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｄｅｍｏｇｒａｐｈｉｃａｎｄｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｂｅｔｗｅｅｎｍａｌｅｓａｎｄｆｅｍａｌｅｓ

Ｖａｒｉａｂｌｅｓ Ｍａｌｅ
（Ｎ＝４６）

Ｆｅｍａｌｅ
（Ｎ＝１７） Ｐｖａｌｕｅ

Ａｇｅ（ｙｅａｒ，珚ｘ±ｓ） ５０．６±１０．４ ４８．２±１０．０ ０．４０３
Ｃｉｇａｒｅｔｔｅｓｍｏｋｉｎｇｎ（％） ０．００１
　　Ｎｏ ２５（５４．３） １７（１００．０）
　　Ｙｅｓ ２１（４５．７） ０（０．０）
Ａｌｃｏｈｏｌｄｒｉｎｋｉｎｇｎ（％） ０．０２６
　　Ｎｏ ３０（６５．２） １６（９４．１）
　　Ｙｅｓ １６（３４．８） １（５．９）
ＨＣＣｆａｍｉｌｙｈｉｓｔｏｒｙｉｎｆｉｒｓｔｄｅｇｒｅｅｒｅｌａｔｉｖｅｓｎ（％） ０．６５７
　　Ｎｏ ４２（９１．３） １５（８８．２）
　　Ｙｅｓ ４（８．７） ２（１１．８）
ＡＦＰｎ（％） ０．３５０
　　≤２０μｇ·Ｌ－１ １５（３２．６） ３（１７．６）
　　＞２０μｇ·Ｌ－１ ３１（６７．４） １４（８２．４）
Ｃｉｒｒｈｏｓｉｓｎ（％） ０．２４９
　　Ｎｏ １６（３４．８） ９（５２．９）
　　Ｙｅｓ ３０（６５．２） ８（４７．１）
Ｔｕｍｏｒｌｏｃａｔｉｏｎｎ（％） ０．４３０
　　Ｌｅｆｔ １３（２８．２） ２（１１．８）
　　Ｒｉｇｈｔ ２８（６０．９） １３（７６．４）
　　Ｌｅｆｔａｎｄｒｉｇｈｔ ５（１０．９） ２（１１．８）
Ｎｕｍｂｅｒｏｆｔｕｍｏｒｓｎ（％） ０．５２２
　　Ｓｉｎｇｌｅ ３３（７１．７） １４（８２．４）
　　Ｍｕｌｔｉｐｌｅ １３（２８．３） ３（１７．６）
Ｔｕｍｏｒｄｉａｍｅｔｅｒｄ／ｃｍ，珚ｘ±ｓ ６．７±４．６ ８．３±４．２ ０．２２１
Ｔｕｍｏｒｇｒａｄｅａｎ（％） ０．７２２
　　Ⅱ １０（２１．７） ３（１７．６）
　　Ⅲ ３６（７８．３） １４（８２．４）
Ｔｕｍｏｒｓｔａｇｅｂｎ（％） ０．４１２
　　Ｔ１ ２１（４５．６） ５（２９．４）
　　Ｔ２ ８（１７．４） ５（２９．４）
　　Ｔ３ １６（３４．８） ６（３５．３）
　　Ｔ４ １（２．２） １（５．９）

　ａ：ＡｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅＥｄｍｏｎｄｓｏｎＳｔｅｉｎｅｒｇｒａｄｉｎｇｓｙｓｔｅｍ；ｂ：ＡｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅＴＮＭ（ｔｕｍｏｒｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ）ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ（６ｔｈｅｄｉｔｉｏｎ）．ＡＦＰ：

Ａｌｐｈａｆｅｔａｌｐｒｏｔｅｉｎ

图１　全基因组ＤＮＡ分割片段拷贝数变异频率（剔除性染色体Ｘ和Ｙ）

Ｆｉｇ１　ＧｅｎｏｍｅｗｉｄｅｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓｏｆＤＮＡｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ（ｓｅｘｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓＸａｎｄＹｅｘｃｌｕｄｅｄ）
Ａ：ＳｉｘｔｙｔｈｒｅｅｃａｓｅｓｏｆＨＣＣ；Ｂ：ＳｅｖｅｎｔｅｅｎｆｅｍａｌｅｃａｓｅｓｏｆＨＣＣ；Ｃ：ＦｏｒｔｙｓｉｘｍａｌｅｃａｓｅｓｏｆＨＣＣ．Ｔｈｅｇｅｎｏｍｅｗｉｄｅｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓｏｆａｌｌｇａｉｎｓ
（ｂｌｕｅ，ｔｏｐｐｌｏｔ）ａｎｄｌｏｓｓｅｓ（ｄａｒｋｒｅｄ，ｂｏｔｔｏｍｐｌｏｔ）ｆｏｒｅａｃｈｔｅｓｔｒｅｇｉｏｎａｒｅｓｈｏｗｎ．Ａｔｏｔａｌｏｆ３５００ｔｅｓｔｒｅｇｉｏｎｓｗｅｒｅｏｒｄｅｒｅｄ（Ｘａｘｉｓ）ａｃｃｏｒｄｉｎｇ
ｔｏｔｈｅｍａｐｐｏｓｉｔｉｏｎｓａｎｄｔｈｅｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｏｒｄｅｒｆｒｏｍ１ｐｔｅｒｔｏ２２ｑｔｅｒ．Ｔｈｅｂｏｕｎｄａｒｉｅｓｏｆｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅａｎｄｌｏｃａｔｉｏｎｏｆｃｅｎｔｒｏｍｅｒｅａｒｅｉｎ
ｄｉｃａｔｅｄｂｙｌｏｎｇａｎｄｓｈｏｒｔｖｅｒｔｉｃａｌｂａｒｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＨＣＣ：Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ
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表２　男、女两组ＨＣＣ间差异性拷贝数变异

Ｔａｂ２　ＣｈｒｏｍｏｓｏｍａｌｒｅｇｉｏｎｓｏｆｇａｉｎｓａｎｄｌｏｓｓｅｓｐｒｅｓｅｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｙｉｎｆｅｍａｌｅａｎｄｍａｌｅＨＣＣｔｕｍｏｒｓ

Ｃｙｔｏｂａｎｄ Ｍａｐｐｏｓｉｔｉｏｎ
（ｓｔａｒｔｅｎｄ）

Ｓｉｚｅ
（ｂｐ）

Ｆｅｍａｌｅａ
ｎ（％）

Ｍａｌｅｂ
ｎ（％） Ｐｖａｌｕｅ

Ｇａｉｎ

　　１ｑ２１．３ｑ２２ １４８１４６１９７１５２９３４８２０ ４７８８６２４ １３（７６．５） １７（３７．０） ０．００９

　　１１ｑ１１ ５５１２４７３０５５１９５０４９ ７０３２０ ６（３５．３） ０（０．０） ０．０００２

　　１９ｑ１３．３１ｑ１３．３２ ４９８４２０６６５０２９５８２２ ４５３７５７ ４（２３．５） ０（０．０） ０．００４

Ｌｏｓｓ

　　１１ｑ１１ ５５１２４７３０５５１９５０４９ ７０３２０ ３（１７．６） ２９（６３．０） ０．００２

　　１６ｐ１１．２ ３４３６９０１０３４５０５５７９ １３６５７０ ６（３５．３） ３（６．５） ０．００９

　ａ：Ｎ＝１７；ｂ：Ｎ＝４６．ＣｙｔｏｂａｎｄａｎｄｍａｐｐｏｓｉｔｉｏｎａｒｅｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｐｕｂｌｉｃＵＣＳＣｄａｔａｂａｓｅ（ＨｕｍａｎＧｅｎｏｍｅＢｒｏｗｓｅｒ，Ｍａｙ２００４Ａｓｓｅｍｂｌｙ
［ｈｇ１７］）

　　进一步统计分析显示，１ｑ２１．３ｑ２２扩增、１１ｑ１１
扩增、１９ｑ１３．３１ｑ１３．３２扩增、１１ｑ１１丢失及１６ｐ１１．２
丢失与各临床病理学特征之间均无显著相关性。基

于吸烟或饮酒因素的分层分析结果显示，在非吸烟

或非饮酒人群中，１ｑ２１．３ｑ２２扩增、１１ｑ１１扩增、

１９ｑ１３．３１ｑ１３．３２扩增、１１ｑ１１丢失和１６ｐ１１．２丢失

的性别差异均具有显著性。

２．３　性别差异性ＣＮＡ间的相关性　１１ｑ１１扩增与

１９ｑ１３．３１ｑ１３．３２扩增（Ｐ＝０．０４２）和１６ｐ１１．２丢失

（Ｐ＝０．０３３）相关，而１ｑ２１．３ｑ２２扩增与１９ｑ１３．３１

ｑ１３．３２扩增（Ｐ＝０．０４６）相关。

３　讨　论

　　有关男性与女性间在 ＨＣＣ发病率方面存在明

显差异的原因，目前尚不明确。以往分子水平上的

研究结果提示，不同性别 ＨＣＣ间在 ｍＲＮＡ和蛋白

表达方面存在差异［８］。本研究首次报道了男性与女

性 ＨＣＣ在ＣＮＡ方面存在显著差异性，提示ＣＮＡ
在性别特异性 ＨＣＣ演进过程中发挥重要作用。与

ｍＲＮＡ或蛋白质水平上的分子标志相比，ＤＮＡ水

平上的ＣＮＡ分子标志具有稳定性好、易于检测等

优点，因而具有独特的临床应用前景。

　　染色体１ｑ扩增是 ＨＣＣ肿瘤组织ＤＮＡ中最常

见的ＣＮＡ之一。有研究报道，１ｑ扩增见于 ＨＣＣ前

趋病变不典型增生（ｄｙｓｐｌａｓｔｉｃｎｏｄｕｌｅ，ＤＮ）［９］，而且

１ｑ扩增与 ＨＣＣ内几乎所有其他常见的ＣＮＡ显著

相关［１０］。这些结果提示，１ｑ扩增可能是 ＨＣＣ早期

演进过程中的关键事件之一。基于高分辨率ａｒｒａｙ

ＣＧＨ 技术平台，本研究结果显示，女性 ＨＣＣ 中

１ｑ２１．３ｑ２２ 扩 增 发 生 率 高 于 男 性 （７６．５％ ｖｓ

３７．０％，Ｐ＝０．００９）。在这４．７９Ｍｂ的染色体片段

中，包 含 多 个 肿 瘤 相 关 基 因，如 ＪＴＢ、ＨＡＸ１、

ＳＨＣ１、ＣＫＳ１Ｂ和 ＭＵＣ１等［１１１２］。此外，本研究结

果还显示，女性 ＨＣＣ中１９ｑ１３．３１ｑ１３．３２扩增频率

高于男性（２３．５％ｖｓ０．０％，Ｐ＝０．００４），其内定位

有ＢＣＬ３、ＢＣＡＭ 和 ＲＥＬＢ等肿瘤相关基因［１３１５］。

有关这些肿瘤相关基因是否以及如何在性别相关的

ＨＣＣ演进过程中发挥不同作用有待进一步研究。

　　本研究的一个有趣发现是，１１ｑ１１丢失常见于

男性 ＨＣＣ中，而１１ｑ１１扩增仅见于女性 ＨＣＣ中。

有报道１１ｑ扩增和丢失均常见于ＤＮ中，提示１１ｑ
片段ＣＮＡ是 ＨＣＣ演进过程中的一个早期事件［１６］。

由于在７０ｋｂ的１１ｑ１１片段中仅定位４个嗅觉受体

基因（ＯＲ４Ｃ１１、ＯＲ４Ｐ４、ＯＲ４Ｓ２和 ＯＲ４Ｃ６），我们推

测１１ｑ１１ＣＮＡ的性别差异性可能是关联其他染色

体片段ＣＮＡ所致。与此推测相一致的是，本组数据

显示，１１ｑ１１扩增与１９ｑ１３．３１ｑ１３．３２扩增呈显著性

相关（Ｐ＝０．０４２）。

　　必须强调的是，由于不同病因学（如 ＨＢＶ、

ＨＣＶ）基础上的 ＨＣＣ具有不同的ＣＮＡ谱［１０，１７］，本

研究以 ＨＢＶＨＣＣ为对象的研究结果是否适用于

其他病因基础上的 ＨＣＣ尚有待进一步验证。另外，

在本组 ＨＣＣ人群中，吸烟和饮酒因素的分布存在明

显性别差异，而已有报道吸烟者的肺癌组织 ＤＮＡ
的ＣＮＡ谱不同于非吸烟者［１８］，因此我们不能除外

本研究所筛选出的性别差异性ＣＮＡ可能部分反映

了吸烟相关的ＣＮＡ差异。然而本研究基于吸烟因

素的分层分析显示，所筛选出的ＣＮＡ在非吸烟人群

中仍具有性别差异，增加了本研究结果的可信性。

由于本研究的ＣＮＡ是通过芯片方法检测的，且未对
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性别差异性ＤＮＡ片段进行定量ＰＣＲ等方法验证，

我们定义至少３个连续性探针发生同向变化（扩增

或丢失）为候选ＣＮＡ，以尽可能减少因实验技术局

限性所致的假阳性结果。此外，本研究样本量特别

是女性样本量较小，因此期待进行基于大样本的验

证性研究。

　　综上所述，本研究结果显示男性与女性ＨＣＣ在

ＣＮＡ方面存在显著差异性，提示ＣＮＡ在性别特异

性ＨＣＣ演进过程中发挥重要作用。本研究所定位

的性别差异性 ＣＮＡ 可能有助于鉴定在不同性别

ＨＣＣ演进过程中发挥不同作用的肿瘤相关基因。

鉴于ＣＮＡ也是胃癌、结直肠癌等多种实体性肿瘤

的重要分子特征之一［１９２０］，有关ＣＮＡ是否在这些

肿瘤演进过程中也发挥性别差异性作用值得深入研

究。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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