
logic features． Methods The study comprised tumor sections from 151 gastric cancer patients treated with curative
resection，74 matched lymph nodes，and 20 cases of adjacent normal tissues controls，which were evaluated for PD-
L1 and PD-1 protein expression by immunohistochemistry． Ｒesults PD-L1 and PD-1 expression were increased in
cancers compared to adjacent normal tissues，with positive rate of 60. 93% and 38. 41%，respectively. Meanwhile，

expressions of PD-L1 and PD-1 were highly correlated between the primary tumors and metastatic nodes，with con-
cordance rates of 82. 43% and 87. 84% for PD-L1 and PD-1，respectively． PD-L1 expression in gastric carcinoma
was not correlated with PD-1 expression in lymphocyte． Expression of PD-L1 was significantly correlated with some
clinicopathologic features including stage，depth of invasion，lymph node metastasis and vascular metastasis(P ＜
0. 05)，but not PD-1． Conclusion PD-L1 and PD-1 are overexpressed in gastric cancer tissues． PD-L1 expres-
sion plays a critical role in the pathogenesis of human gastric cancer，suggesting that it might be used as a new bio-
marker to predict the disease progression and prognosis．
Key words gastric cancer;PD-L1;PD-1;immune evasion

自发性破裂肝癌组织 CD16 突变结构基因检测

王 伟
1，项和平

1，朱立新
2，耿小平

3

摘要 目的 检测肝癌自发性破裂中 CD16 结构基因突变，

从分子水平更深入地探讨肝癌自发性破裂的机制。方法

收集肝癌自发性破裂及非破裂患者各 22 例资料。患者肝癌

组织中 CD16 结构基因 S1、EC1 和 EC2 DNA 突变情况应用

PCＲ 法及基因测序技术进行检测。结果 EC1 内第 1483

位、1533 位及 1605 位出现 G/A、G/A 及 A/G 等错义突变，

EC2 内在第 5223 位及 5277 位出现 T /C 及 T /G 等错义突变。

Y5223H 及 Y5277F 两个错义位点突变率(54. 54% vs 0) 在两

组之间差异有统计学意义(P ＜ 0. 05)，非破裂组 EC1 及 EC2

总的突变发生频率显著低于破裂组 (P ＜ 0. 05)。结论

FcγＲⅢA 结构基因突变表面与肝癌巨噬细胞受体 CD16 合

成下降有关，是肝癌自发性破裂的可能机制。

关键词 肝细胞肝癌;自发性;破裂;基因突变;机制
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肝癌自发性破裂是一种危及生命的急性腹腔内

出血性并发症。有学者认为肝癌自发性破裂主要病
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因系肿瘤自身体积过大及出血坏死
［1 － 2］，尽管这种

观点有一定临床基础并被广泛接受，但一些小肝癌

( ＜ 3 cm) 也时有破裂的现象，无法用上述机理完

美解释
［3］。故该课题组试图从肝癌血管损伤的角

度解释肝癌自发性破裂现象，研究
［4］

显示肝癌组织

内血管损伤是肿瘤自发性破裂的可能机制，而且血

管损伤是由于自发性破裂肝癌组织中功能受损的巨

噬细胞不能及时有效地清除血管内的抗原抗体复合

物，最终引起该复合物沉积在血管壁所致。并由此

提出肝癌血管免疫性受损机制假说
［2 － 4］。进一步研

究
［5］

显示肝癌破裂患者中介导巨噬细胞吞噬功能

的表面受体 CD16 表达下调。该研究假设 CD16 结

构基因突变是其表达下调的可能原因，采用对其结

构基因测序的方法试图找出二者之间的内在联系。

1 材料和方法

1． 1 病例资料 选择 2013 年 1 月 ～ 2014 年 6 月在

安徽医科大学第二附属医院自发性肝癌破裂患者

22 例，排除外伤因素所致肝癌破裂;选取性别、年

龄、肿瘤大小、凝血酶原时间(prothrombin time，PT)

和门静脉癌栓等 5 个临床指标进行混杂因素控制;

选取同期手术治疗的非破裂肝癌 22 例作为对照。
见表 1。
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表 1 一般临床资料

项目 破裂组(n = 22) 非破裂组(n = 22) P 值

年龄(岁，珋x ± s) 56． 18 ± 18． 45 55． 82 ± 14． 36 0． 953
性别(男 /女，n) 18 /4 18 /4 －
肝硬化(% ) 63． 64 72． 73 1． 000
PT(s，珋x ± s) 14． 56 ± 2． 11 14． 07 ± 1． 22 0． 360
HBsAg 阳性率(% ) 90． 91 72． 73 0． 586
AFP 阳性率(% ) 36． 36 63． 64 0． 201
门静脉癌栓(% ) 18． 18 18． 18 －
肿瘤包膜完整(% ) 72． 73 81． 82 1． 000
肿瘤大小(cm，珋x ± s) 7． 95 ± 3． 68 7． 18 ± 2． 92 0． 592

1． 2 实验方法 包括基因组 DNA 提取、PCＲ、基因

测序。见表 2。

表 2 引物序列及 PCＲ 反应条件

基因 引物序列
扩增片段

长度(bp)

退火温度

(℃)

S1 F:5’-AAAGGAAATTGGTGGGTGACAG-3’ 263 59
Ｒ:5’-CGTGGGAGTCTCATTCGTAGC-3’

EC1 F:5’-GCCTGCTCCTCTCCCTGTCC-3’ 361 60
Ｒ:5’-GGACCCTTTGTTTCACCCTTTA-3’

EC2 F:5’-GGGCCTGGGGTGTCTGTGT-3’ 414 61
Ｒ:5’-ACCAGGAGGGAACCACATATGA-3’

PinX2 F:5’-GTGGTATTTTCCGGGTATC-3’ 262 56
Ｒ:5’-GCATAAGTTTCTTCCAGTCTC-3’

1． 3 统计学处理 应用 SPSS 17． 0 软件进行分析。
数据除特殊提及外均以 珋x ± s 表示，分类变量表达为

绝对数值( 百分数) 的形式。连续变量之间的比较

采用非参数检验的 Mann-Whitney U 检验法，分类变

量采取 χ2 检验及 t 检验。Fisher 检验无统计值。

2 结果

2． 1 CD16 外显子普通 PCＲ 及双重 PCＲ 结果 3
个外显子 S1、EC1 及 EC2 的片断长度分别为 263、
361、414 bp，PCＲ 扩增条带单一清晰，同时为了保证

实验可靠性，加入 PinX2 作为参照进行双重 PCＲ，同

样能扩增 3 个外显子。证实 CD16 结构基因无移

码、插入及缺失突变。见图 1。

图 1 CD16 外显子 EC1 及 PinX2 与 EC1 双重 PCＲ

M:Marker; A:EC1 片段 361bp;B:PinX2 片段 262 bp

2． 2 利用基因测序技术检测 CD16 外显子 S1、EC1
及 EC2 的 DNA 突变情况 G /A 同义突变位于 S1
内第 233 位编码子;G /C、C /T、G /A、G /A 及 A /G 等

杂合突变分别位于 EC1 内第 1397 位、1403 位、1483
位、1533 位及 1605 位，其中前两位为同义突变，后 3
个位点 为 错 义 突 变，分 别 对 应 天 冬 酰 胺 /丝 氨 酸

(Asn /Ser)、天冬酰胺 /天冬氨酸(Asn /Asp) 及缬氨

酸 /异亮氨酸(Val / Ile) 改变;G /A、T /C、T /C 及 T /G
等杂合突变分别位于 EC2 内第 5191 位、5223 位、
5249 位及 5277 位，其中第 5223 位及 5277 位为错义

突变，分别对应酪氨酸 /组氨酸(Tyr /His)及酪氨酸 /
苯丙氨酸(Tyr /Phe) 改变，其余 2 个位点为同义突

变。Y5191H 及 Y5277F 位点突变率两组差异有统

计学意义(P ＜ 0. 05)，另外几个错义突变位点突变

率差异无统计学意义。见表 3，图 2、3。
破裂组共有 18 例标本 EC1 发生不同频次的突

变，总突变率为 81. 81% (18 /22)。剩余 4 个标本全

是无突变的野生型。而非破裂组 EC1 中仅有 8 个

标本检测到突变，总突变率为 36. 36% (8 /22)。非

破裂组总突变率显著低于破裂组(Z = － 2. 369，P ＜
0. 05)，见表 4。

图 2 1397G /C、1403C /T、1483G /A、1533G /A 及

1605A /G 杂合突变

图 3 5191G /A、5223T /C、5249T /C 及 5277T /G 杂合突变

表 4 破裂组和非破裂组外显子 EC1 总突变位点频数分布比较(n)

EC1 突变位

点数(n)

破裂组

(n)

非破裂组

(n)
统计值

5 2 0
4 2 0
3 6 2 Z = － 2． 369
2 6 4 P = 0． 023
1 2 2
0 4 14
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表 3 破裂组和非破裂组患者 FcγＲⅢA 基因突变位点频率比较(n)

突变位点 破裂组(n = 22) 非破裂(n = 22) 核苷酸变 氨基酸改变 P 值

S1
233 4(18． 18) 0(0． 00) G /A － 0． 476

EC1
1397 8(36． 36) 2(9． 09) G /C － 0． 311
1403 10(45． 45) 4(18． 18) C /T － 0． 361
1483 10(45． 45) 2(9． 09) G /A Asn /Ser(N1483S) 0． 149
1533 10(45． 45) 6(27． 27) G /A Asn /Asp(N1533D) 0． 659
1605 12(54． 54) 2(9． 09) A /G Val / Ile(V1605I) 0． 063

EC2
5191 12(54． 54) 0(0． 00) G /A － 0． 012
5223 12(54． 54) 0(0． 00) T /C Tyr /His(Y5223H) 0． 012
5249 12(54． 54) 0(0． 00) T /C － 0． 012
5277 12(54． 54) 0(0． 00) T /G Tyr /Phe(Y5277F) 0． 012

3 讨论

肝癌是一种多基因病，其发生发展是遗传素质

及环境因素相互作用的结果，但肝癌自发性破裂与

基因突变的相关性研究鲜见报道。通过 PubMed 中

“SNP”比对，本研究显示杂合突变位点均为单核苷

酸多态性( single-nucleotide polymorphisms，SNP) 位

点;同时非破裂组中 EC1 外显子总的突变发生频率

明显低于破裂组，均提示基因突变与肝癌自发性破

裂有相关性。尽管未发现致病性点突变位点，但仍

有理由推测肝癌自发性破裂患者 CD16 基因可能存

在尚未发现的致病性点突变。因为一些突变热点正

是致病性点突变所在位置，而这些 DNA 序列段发生

突变的频率远远高于基因组的平均数
［6 － 8］。比如目

前发现的世界不同种族人群中的 β-地中海贫血突

变已超过 200 种，而这些突变却集中在一个不到 2
kb 的 β-珠蛋白基因上

［8］。
CD16 是 FC 受体的一种，即 FcγＲⅢ。其结构基

因的多态性是目前研究的热点，某些临床疾病如大

B 淋巴细胞瘤等的发生与一些多态性位点具有明显

相关性
［9 － 11］，而其中编码 2 个细胞膜外区 Ig-C2 样

结构域的 EC1 及 EC2 外显子被广泛研究
［12 － 15］。3

个密码子 158、230 和 559 的突变:F158V、L230H 和

G559T 等被认为与冠状动脉疾病及自身免疫性疾病

等多种疾病有关
［13 － 15］。L230H 多态性在复发性病

毒感染患者中被 Vires et al［12］
发现是导致自然杀伤

细胞表面 FcγＲⅢ基因中 EC1 改变，进而引起自然

杀伤细胞功能受损的可能机制。而溃疡性结肠炎患

者 CD16 外显子 EC2 中存在 G559T 突变位点
［13］。

F158V 与 更 多 疾 病 的 发 病 存 在 关 联。Gavasso et
al［14］

在对挪威国内冠状动脉疾病进行研究中发现

F158V 等位基因存在变异现象。而携带有纯合子

FcγＲⅢA-158V 的英国人更容易罹患类风湿关节

炎，特别是结节性关节炎
［15］。在国内的研究中同样

发现类似现象，姜福琼 等
［16］

发现云南汉族人群中

SLE 患者及狼疮肾炎患者的 FcγＲⅢA-F /F 基因型

和 FcγＲⅢA-F 等位基因的发生频率显著升高，提示

携带有 FcγＲⅢA-F 基因的患者更易罹患 SLE。因

此 FcγＲⅢA 基因多态性能影响单核吞噬细胞表面

受体 CD16 的表达以及 CD16 分子亲和力的改变，表

现为巨噬细胞发挥调理吞噬作用时对病原体或抗原

抗体复合物的识别及清除能力下降。
本研究首次对自发性破裂肝癌组织中巨噬细胞

表面 CD16 分子结构基因的突变进行研究，研究显

示 5 个密码子的 SNP 位点杂合突变，同时发现破裂

组 5223T /C 及 5277T /G 这 2 个位点突变率明显升

高。因此推测肝脏巨噬细胞清除抗原抗体复合物功

能的下降的可能机制是由于 5223 位点 T /C 及 5277
位点 T /G 多态性引起 EC2 编码蛋白结构及其完整

性异常，最终导致 CD16 分子表达或其亲和力下降。
综上所述，通过本研究表明 FcγＲⅢA 基因突变

是自发性破裂肝癌组织中吞噬细胞表面受体 CD16
表达量明显下降可能因素之一，而发现的 5 个杂合

突变位点是否引起 CD16 mＲNA 转录下降及 mＲNA
逆转录为 cDNA 是否同样会出现这些突变还有待进

一步证实。同时因为样本量较小，目前不能确定发

现的 5 个 SNP 位点是否可以成为肝癌自发性破裂

的分子学标记。因此需要在扩大样本量的基础上对
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这 5 个等位基因分布频率与肝癌自发性破裂的相关

性进行研究。
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Detection of the mutated structural gene of CD16 in ruptured HCC
Wang Wei1，Xiang Heping1，Zhu Lixin2，et al

( 1Dept of Emergency Surgery，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University;
2Dept of Central Laboratory，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To explore the mechanism of spontaneous rupture of hepatocellular carcinoma (HCC) at the
molecular level by detecting the mutation of CD16 structure gene． Methods In this study，22 specimens including
11 ruptured HCC and 11 non-ruptured HCC respectively were selected． The mutations of three exons including S1，

EC1 and EC2，on genomic DNA of FcγＲⅢA，were investigated by PCＲ and gene sequencing technologies． Ｒe-
sults Some heterozygous mutations were found in every exon of EC1，EC2 between the two groups，and it was sig-
nificant on the differences of Y5223H and Y5277F mutations between the two groups (54. 54% vs 0) (P ＜ 0. 05) ．
The whole frequencies in exon EC1 were higher in ruptured HCC(P ＜ 0. 05) ． Conclusion FcγＲⅢA structural
gene mutations are related with liver macrophage surface receptor CD16 decreased synthesis，and thus become pos-
sible mechanism of spontaneous rupture of hepatocellular carcinoma．
Key words hepatocellular carcinoma;rupture;spontaneous;mutation;mechanism
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