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肝癌组织、癌旁组织中HBsAg、HCV抗原
表达与肝组织纤维化分期的相关性研究

宣世英辛永宁 陈桦 史光军孙樱张健
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-实验研究-

【摘要】 目的研究肝癌组织、癌旁组织中乙型肝炎表面抗原(}Ⅲ＆Ag)、丙型肝炎病毒(HcV)抗

原表达与肝组织纤维化分期的相关性。方法采用免疫组织化学方法对肝癌组织及癌旁组织中的

HRsAR、Hcv抗原表达进行了标记和分析，同时对肝癌组织及癌旁组织进行肝组织纤维化分期。

结果肝组织纤维化程度与HBv、HcV感染有明显相关性(^=0 32，P=0 001)；HBsAg和HcV抗

原在癌组织及癌旁组织中表达有差异，HBsAg主要在癌旁组织表达(79％)，高于癌组织(23％)；而

TI(：v抗原在癌组织(15％)与癌旁组织表达(23％)水平相当。结论有病毒感染背景的肝癌组织．其

纤维化程度高于无病毒感染的肝癌组织；病毒的感染是肝癌发生的原因，长期的病毒血症会加速肝纤

维化的进展。

【关键词】乙型肝炎表面抗原；丙型肝炎抗原；肝纤维化分期；免疫组织化学；肝细胞瘤
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【Abstract】 0bject；ve To study Lhe correIation betwe朗hepatl【1s B vir岫surface antigen(}IBsAg)

and 11epatltis c v№(HCv)expression as weIl as fib瑚is sLaglng i11 hepatocellular carcln㈨a(HCC)and
口ericarclnomat01心t㈣‰Methods The pattems。f HB曼Ag and HCV in 100衄ses of HCC and their
surrounmng llver tlssues were snIdied衄paraffln—embeded sectlo㈣th lmnluno}listochemistry technlque，
aIId llver tls乩leS were ako staged IbulIs HnV，HCV vimsmfecLl叫were positively corrdated wlth the

flbrotic sta91ng(r。=0 32，P=O OIll)HBsAg and HcV were 出tected both In f{【x1 and

perlcarcinomat㈣tlssues The posmve rate of HBsAg in Per Lcarcinomata璐Tissues(79％j was highcr than
that of ln HCc dssues(23％) Hcv expressions in lIcc(15％)and pericarcinomatous t删钝(23％J
showed no mgnlficant mfferences CondlEi蛐 The fibrotic degree in t}1e tissues o{H忡r cancerwLth

口㈣洲ru5 jnfect，on was obviou出y Kgher than that without virus ITlfection。Vjral mfectlon seenled to be
讲le of the reaSons causlng lIver cancer while perennial删emia would aggravate patholog Lcal chatlges of the
liver tlsH】o

【Key删s】 Hepatltls BⅧs surface antIge“；H印ati地c virus ant。gen；Flbmt㈣Laging；
1111nluflohLs【nche邮try；HepaLocdlu【ar carcinom8

乙型肝炎病毒(HBv)、丙型肝炎病毒(HCV)和

肝细胞癌(Hcc)的关系已经证实“‘2。肝癌组织、

癌旁组织中HBsAg、Hcv抗原表达与肝组织纤维化

分期的相关性国内外研究较少。我们采用免疫组织

化学方法对肝癌组织及癌旁组织中的HBsAg、HcV

抗原表达进行r标记和分析，同时对肝癌组织及癌

旁组织进行肝组织纤维化分期，并进行相关性研究，

以了解肝癌与病毒感染背景的关系，为临床肝癌的

防治提供理论根据。

作者单位：2660】1青岛市市立医院肝病科(宦世英、辛永宁、孙

樱、张健)，病邢科(陈桦)，肝胆外科(史光军)

材料与方法

l对象与标本：100例原发性肝癌患者血清及

组织标本均来源于我院肝胆外科2000年3月至

2003年10月收治患者，其中男66例，女34例；年

龄27～78岁。手术切除的肝脏组织标本经病理诊

断，符合2001年全国肝癌学术会议制定的肝癌诊断

标准”。患者术前均未进行过化学及放射治疗，排

除合并酒精性肝硬化及其他肝病。所有标本均经

10％中性甲醛缓冲液固定。

2仪器与试剂：全自动免疫组化仪购自美国
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I。ab version公司；鼠抗人H&Ag单克隆抗体、鼠抗

人丙肝病毒抗原单克隆抗体、免疫组化链霉素抗生

物素蛋白一过氧化物酶试剂盒购自北京中山生物技

术有限公司；血清透明质酸(HA)、层黏蛋白(LN)、

Ⅲ型前胶原(PⅢP)、Ⅳ型胶原(Ⅳ一C)检测试剂由巾

国卜海海军医学研究所提供。

3肝癌组织中HBsAg、Hcv Ns3 Ns4检测：

HBsAg、HcV Ns3一NS4检测按试剂盒说明书操作。

组织标本经石蜡包埋做连续切片，脱蜡、水化、微波

修复、DAB酶底物显色、复染核。分别用HBsAg、

HcV阳性的患者肝组织切片作阳性对照。HBsAg

及Hcv Ns3一Ns4标记均以细胞浆出现棕黄色颗粒

和／或胞核胞浆呈现棕色为阳性细胞。

4血清HA、LN、PⅢP、Ⅳ一c的检测：采tL}；|放射

免疫的方法，按说明书进行操作。

5．肝组织病理检查：肝纤维化分期按照2000年

9月第10次全国病毒性肝炎修订的诊断标准

进行“。

6统计学分析：抗原表达级别与肝组织纤维化

分期的关系采用秩和检验和spearman相关分析；阳

性率的比较采用Y2检验。所有分析的完成采用

SPSS软件完成。

结 果

1肝癌组织及癌旁组织中HBsAg、HcV抗原表

达：将肝癌组织及癌旁组织中HBsAg、Hcv抗原表

达按无病毒感染、单一病毒感染、HBv和Hcv重叠

感染分为三级，与肝组织分期、血清纤维化水平进行

speafman相关分析(j：挺】、2)。癌组织HB诅g阳性
率为23％，癌旁组织HBsAg阳性率为79％，差异有

统计学意义(Y2=62．75，P<O 05)；癌组织Hcv阳

性率为15％，癌旁组织Hcv阳性率为23％，差异无

统计学意义(Y2=2．08，P>O 05)。

2 HBsAg在肝痈组织及癌旁组织中的分布：

HBsAg位于肝细胞或肝癌细胞的胞浆内，其阳性染

色细胞呈弥漫、灶状或散在分布(图l、2)。

3．HcV Ns3 NS4在肝癌组织及癌旁组织中的分

布：HCv NS3一NS4呈散在小片状或小灶状细胞阳性，

阳性颗粒呈棕黄色，主要定位于肝细胞和肝癌细胞核

周胞质或核膜上，个别细胞可见核着色(图3、4)。

图1 肝细胞肝癌组织内I{HsAg强阳性表达

(免疫组化sP法，×200)

表l 肝癌组织、癌旁组织中HB5Ag、HCV抗原表达与肝组织分期

注：H一10 74，P=0 03；任意两组比较．P<0 01；sPc蛳an相关分析，r；=0 32，P=0 001

表2 肝癌组蜘、癌旁组纠中IIBsA趴Hcv抗原表达与血清肝纤堆化标志物水平比较

*与其他各组比较，q>4 07，尸<0 005；#’J组3、组4比较，q=5 82、6 99，P<0 0I；△与其他各组比较，q>4 86。P<0 0】；▲与

组l、组3比较川=6 14、6 24，P<0 0l；☆与组2、组3比较，q=3 56、3 00，P<O 05。肝癌组织、癌旁组织中H风Ag、HcV抗原表达与HA

spearman相关分析，‘=0 60，l一7 43，P=0 00；肝痈组织、痛旁组织中}msAg、HcV抗原表达与Pm P spcarman相关分析，^=0 09，卜
0 87，P=0 38；肝癌组织、癌旁组织中EⅢ＆Ag、IIcv抗原表达与LN sp㈣n相关分析，‘0 45，f=5 02，P=0 00；肝痛绢织、痈旁组织中
IⅢsAg、IIcV抗原表达与Ⅳ，c spcarman相关分析，r；=0 46．￡=5 17，P=0 00
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图2 肝细胞肝癌癌旁肝组织内HBsAg强阳件表达

(免疫组化sP法，×200)

阳性颗粒呈棕黄色，主要定位于肝细胞和肝癌细胞棱周胞质或

棱膜上个别细胞可见核着色

图3 肝细胞肝癌组织内Hcv Ns3一NS4阳性表达

(免疫组化sP法，×200)

阳什颗粒早棕黄色，主要定位于肝细胞和肝癌纠胞棱岗胞质或

核膜上，个别细胞可见核着色

图4 肝细胞肝癌组织内Hcv Ns3一NS4阳性表达

(免疫组化sP法，×200)

讨 论

我们对肝癌组织、癌旁组织中HBs趣、Hcv抗
原表达与肝组织纤维化分期的相关性进行研究。结

果显示，癌旁组织HBsAg的阳性率为79％，癌组织

HBsAg阳性率为23％，总阳性率为87％(只要癌组

织及癌旁组织巾有一项阳性即认为被感染)，明显高

于Hcv的检出率(28％)和HBv、Hcv混合感染率

(21％)，检出率较国内李君等”。的报道高。本研究

还显示，两种嗜肝病毒虽可在癌组织及痛旁组织表
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达，但有一定差异，HBV主要在癌旁组织表达，而

Hcv在癌组织表达与癌旁组织表达水平相当，提示

HBv、Hcv在细胞转化过程中的生物学行为可能不

一致。HBsAg在癌组织表达较癌旁组织低，可能是

病毒s基凼发生重排或缺失以及HCc变后不利于

H慨Ag表达造成的。本研究表明HBv感染仍是

HcC发病的首要因素，但肝癌患者中Hcv的感染

率也较高，提示Hcv感染可能也是Hcc发生的原

因之一，但不是主要因素；混合感染可导致肝脏病变

加重，促使HCC的发生，与国内外研究结果一

致”’“。本研究显示肝纤维化程度与无病毒感染、

单一病毒感染、HBv和Hcv重叠感染时一致，提示

病毒感染后肝组织炎症反复发生致肝纤维化是

HCC发生的重要中间环节。

肝纤维化是各种慢性肝病发展至肝硬化、肝癌

的主要途径。HA由肝脏间质细胞合成，被认为是

判断肝纤维化或肝硬化的较为敏感的检测指标。有

文献报道，HA既可以反映肝脏纤维增生情况，也可

以反映肝细胞的损伤程度，与血清白蛋白、凝血酶原

时间显著相关⋯。LN是细胞外间质中的一种非胶

原性结构糖蛋白，是基底膜的一种主要成分。LN

水平能反映肝脏的损害和肝组织病变的活动进

程”，且与病情严重程度相关。本研究肝癌组血清

中LN明显增高，与国外研究～致”01。慢性肝病患

者，由于肝脏持续损伤，引起Ⅳc的过度合成，导致

其降解并进入血循环增多，从而慢性肝炎及肝硬化

患者血清Ⅳ一c水平显著上升。“1。PⅢP作为肝脏细

胞外基质中胶原主要成分，能较好地反映肝纤维化

的早期病变。随着肝硬化的发展，肝脏台成的胶原

大量在细胞间质沉积，以致在肝纤维化后期可检出

大量PⅢP。

本研究表明，肝癌肝组织纤维化分期秋和在

HBv、Hcv混合感染中最高，单独Hcv、HBv感染

次之，无病毒感染组最低。肝癌血清肝纤维化水平

在HBv、Hcv混合感染中最高，单独Hcv、HBv感

染次之，无病毒感染组最低，肝癌组织、癌旁组织中

}IBsA窖、Hcv抗原表达与HA、LN、Ⅳ一c成正相关。

肝组织HAI是评价肝癌预后的间接证据“2，而炎

症在纤维化过程中起荤要作用”⋯，我们的研究表

明，有病毒感染背景的肝癌组织，其纤维化程度明显

高于无病毒感染背景者，表明病毒感染会影响肝癌

的预后：一方面病毒的感染是肝癌发牛的原因，另一

方面长期的病毒血症会加重肝脏组织病变，导致肝
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纤维化形成，加快其向肝硬化方向发展。病毒性肝

炎的早期抗病毒干预治疗对肝癌的预后有着积极的

意义。HBv和HCv及其表达产物在肝组织中的持

续存在对肝癌的发生、发展起着怎样的作用，尚有待

于进一步研究。
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一起“瘦肉精”引起的中毒事件HPLC—PDA快速分析

黄宏南华永有兰丽萍

2005年1月29日福建省南平市延平区发生一起“瘦肉

精”(盐酸克伦特罗)中毒事件。村民林某为筹办女儿婚宴，

请亲友帮忙在家中系鸡、杀鸭、制作豆腐并提供便餐；当天共

有43人就餐。午餐后15时左右，2人出现腹痛、呕吐、头痛

等症状，晚餐后陆续有人出现相似的症状，从1月29 30日，

先后有42例患者被送到市第一医院急诊科就诊。经过检

查．症状较重的22侧入院进一步治疗。患者症状主要表现

为心悸、头晕、口干、四肢无力等，体症为四肢抽搐、呕畦、血

压升高、脉搏加快等，抽血检查胆碱酯酶、心肌酶均正常，白

细胞增高。从患者的临床症状与体征分析，似“瘦肉精”中

毒，但此次食物中毒罹患率如此之高97 67％(42／43)，与通

常食用禽畜发生“瘦肉精”中毒的情况不符。而据了解近几

年该地在畜牧养殖生产过程中有使用“瘦肉精”的情况，而毗

邻的塔前镇曾有“瘦肉精”中毒事件发生。另调查林妻在制

作豆腐过程中将家中3年前剩余的“石膏粉”分2次加入豆

浆中．豆浆均未凝固，后由一村民另行购回石膏加^豆浆中

才制成豆腐，再综合患者暴露因素，三间分布等流行病学调

查，怀疑为林家制作豆腐的过程中可能误将以前剩余的“瘦

肉精”作为“石膏粉”加A豆浆的而引起。我们采用高效液相

色谱带二极管阵列检测器(胛LePDA)对可疑食物和患者

作者单位：350001福州．福建省疾病预防控制中心(黄宏南、华

永有)；南平市疾病预防控制中心(兰丽萍)

-疾病控制·

的胃液和尿液等样品进行快速检测(剩余“石膏粉”样品未能

采集到)。主要仪器设备为高效液相色谱仪waLers2695型；

附光电二极管矩阵检测仪(PnA)。色谱条件：色谱柱：德国

Merck RP_18柱4 6 mm×250 mm；流动相0．02 rnol几磷酸二

氢钾：甲醇(70：30)；流速1 0 ml／min．进样量20出；柱温

25℃；扫描波长210～600砌。准确称取1 g左右样品，加入
0 1 Im刖L盐酸5 ml，于旋涡混合器混匀，于超声波清洗器超

声5 m·n．静置15 min，吸取上清液用NaoH调pH值至12左

右，用约50 ml乙醚萃取2次，醚层通过无水硫酸钠滤人蒸发

皿，于70℃水浴蒸干．残渣用浓度为0 Ol mol，L的盐酸2 m【溶

解后过O 2岫滤膜，进样。“瘦肉精”中毒的检测结果为患者
的尿液、豆腐脑、生豆腐、豆腐汤均阳性；其余的为阴性。而

豆腐渣阴性，说明豆腐的原材料不含“瘦肉精”。实验结果证

实了“石膏粉”为“瘦肉精”的假说。调查结果结合患者的临

床表现和实验室检测证实，本次高罹患率的食物中毒事件系

患者共同暴露于含有高浓度“瘦肉精”自制豆腐之故。医院

按照“瘦肉精”中毒对症施救，所有患者症状、体症趋于稳定，

事件得到有效控制。采用高效液相色谱带二极管阵列检测

器测定“瘦肉精”．本方法简单快速，适用于食物中毒样品的

测定，值得推广。

(收稿日期：2005．12．12)
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