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摘要"目的 观察肝癌癌变过程中端粒酶逆转录酶!234564"#!3#$!#增殖细胞核抗原!%&’7"和凋亡活性的改变$分析

它们在肝癌发生发展过程中的意义%方法 所用标本包括 89 例原发性肝细胞肝癌#,* 例肝炎性肝硬变及 ,. 例慢性病毒

性肝炎$采用原位杂交法检测 234564 和 !3#$!:#6’7 表达$免疫组化 ;% 法检测 %&’7 表达$用 +<"=> 末端 ?’7 原

位标记技术进行凋亡细胞检测% 结果 在慢性病毒性肝炎#肝炎性肝硬变及原发性肝细胞肝癌中&234564 阳性表达率分

别 为 1@A.B!11C,."#D*E9F!8+C,*" 和 @+E.F!88C89"’!"#$! 阳 性 表 达 率 分 别 为 1*E,F!9C,."#80E8F!*1C,*" 和 ,,E+
!*.C89"’凋 亡 细 胞 阳 性 率 分 别 为!*9E+!8E9"F#!1.E,!*E."F和!DE9!1E+"F’%&’7 分 别 为!)9E1!*E@"F#!8@E+!9ED"F和

!.*E,!@E1"F% 2"4564#!"#$!#%&’7 及凋亡细胞阳性表达率在慢性病毒性肝炎#肝炎性肝硬变及原发性肝细胞癌各组

中未见相关!!!0E0,"% 结论 肝炎及肝硬变的癌变是一个由量变到质变的过程$2"4564 和 ""#$" 基因的过表达#%&’7
升高及凋亡活性下降与肝细胞的恶性转化有关%
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近年来$人们已经将癌症研究的重点转向癌前病

变$特别是癌前病变的基因改变上%但迄今为止$对癌

与癌前病变的早期诊断仍然非常困难%本研究以肝炎

和肝硬变癌变过程不同阶段的肝组织为研究对象$采

用原位杂交法和 +<3=> 末端原位标记技术对肝炎及

肝 硬 变 癌 变 过 程 中 端 粒 酶 逆 转 录 酶 !234564"#
!3#$!#增殖细胞核抗原!%&’7"表达及凋亡 细 胞 指

数进行检测$以探讨它们在肝硬变恶变潜能和预后方

面的临床意义$为癌前病变的诊断及癌变趋势的判断

提供较客观的依据%

1O材料和方法

1A1O临床资料

1,9 例标本取自本院及中山大学附属三院病理

科的外检病例&慢性病毒性肝炎 ,. 例!其中乙型肝炎

,1 例$丙型肝炎 , 例’男 +1 例#女 *8 例$平 均 年 龄

8,A+ 岁"$肝炎的诊断符合 1@@, 年制定的(病毒性肝

炎防治方案标准)*1+ ’肝炎性肝硬变 ,* 例!乙型肝炎

性肝硬变 8, 例$丙型肝炎性肝硬变 9 例’男 +/ 例#女

** 例$ 平均年龄 8DA9 岁"’ 原发性肝细胞肝癌 8@ 例

!选择的病例均有肝炎病史$ 其中有乙肝病史者 8+
例$丙 肝 病 史 者 . 例’男 +/ 例#女 1@ 例$平 均 年 龄

,1A. 岁"% 肝硬变及原发性肝细胞癌均由病理学诊断

确诊% 各组性别#年龄无显著差异% 标本均用 1/F中
收稿日期"*//,31*3*/
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性福尔马林液固定! 常规石蜡切片!!" 染色作病理

组织学观察!对符合本实验要求者再做 # 片 $!!% 厚

连续切片!分别进行免疫组化"原位杂交和细胞凋亡

检测#
&’()方法

&’(’&)原位杂交 探针来自中山大学医学院病理学教

研室!为地高辛标记 *+,"-,).-/0 和 .+%1.).-/0!
主要步骤为$ 切片脱蜡水化后!2’&)%3456)!74 处理!
&22)!85%4 蛋白酶 9 消化!$:多聚甲醛固定!;2:乙

醇脱水!每片滴加 (2)!4 杂交液%&)!85!4).-/0 探针!
(22)!85%4 鲑精 </0!&)!85%4 二硫苏糖醇!=2:甲酰

胺!(!<>?*@ABC 液!4)%85%4 葡聚糖!D!EE7&! 置湿盒

中 $()"杂交 4DF(()*!(!EE7 洗 G 次!马血清%&#&)22&
封闭!抗地高辛碱性磷酸酶复合物%&$=22&室温孵育

4)*!缓冲液 H%I!)#’=!,AJK+!74)&22)%%3456!/@74)&=2)
%%356&洗涤 (2)%J?’ 缓冲液 HHH%I!);’=!,AJ+!74)&22)
%%3456!/@74)&22)%%3456!L874()(=2)%%3456&洗涤 ()
%J?’ 氮 蓝 四 唑 + 五 溴 + 四 氯 + 三 吲 哚 磷 酸 酯

%/M,5M7HN&显色!甘油明胶封片’ 分别以反义探针"
不加探针和 -/0 酶处理切片为阴性对照’ 结果判

断$ 阳性信号为胞质和胞核蓝紫色颗粒! 阳性细胞

数!=:则判定为阴性%+&!阳性细胞数 =:F(=:为弱

阳性%"&!阳性细胞数 (=:F=2:为中度阳性%""&!阳

性细胞数#=2:为强阳性%"""&’
&’(’()免疫组化 EN 法观察 N7/0 表达 N7/0 试 剂

盒为 <@O3 公司产品!以细胞核内出现红色颗粒状物

质为阳性细胞’N7/0 以计数 (22 个细胞核中阳性细

胞百分率作为细胞增殖指数’
&’(’G))GP+Q! 末端 </0 原位杂交 采 用 GP+Q! 末 端

</0 原位标记试剂盒%武汉博士德公司产品&!按说

明书方法进行操作’ M7HN5/M, 予以显示’ 当细胞核

中出现紫蓝色颗粒时为阳性细胞!实验设立阳性与阴

性对照’结果观察随机计数 (22 个细胞以凋亡细胞阳

性率作为凋亡细胞指数’
&’G)统计学处理

采用 E0EE)&2’2 软件进行 "( 检验"638JKCJ. 回归

分析和 N>@AK3? 相关分析’

())结果

(’&)*+,"-,)%-/0 表达

在慢性病毒性肝炎"肝炎性肝硬变及原发性肝细

胞肝 癌 中!*+,"-, 的 阳 性 率 依 次 为 &;’D:%&&5=D&"
R(’#:%$G5=(&和 ;G’D:%$$5$#&!其中在慢性病毒性肝

炎中全为弱阳性表达!肝炎性肝硬变及肝癌中则为中

度阳性及强阳性表达’统计分析表明肝炎性肝硬变及

肝癌中 *+,"-, 表达明显高于慢性肝炎组%!!2’2&&!

但肝癌与肝炎性肝硬变中 *+,"-, 阳性表达差异无

显著性%!#2’2=&!详见表 &’

(’().+%1.)%-/0 表达

在慢性病毒性肝炎"肝炎性肝硬变及原发性肝细

胞肝癌中!.+%1.)%-/0 阳性率依次为 #5=D%&(’=:&"
(&5=(%$2’$:&和 (D5$#%==’G:&!统计分析表明肝炎性

肝硬变及肝癌中 .+%1. 的阳性表达率明显高于慢性

病毒性肝炎组 %!!2’2&&! 但肝癌与肝炎性肝硬变中

.+%1. 阳性表达率无显著性差异%!#2’2=&’
(’G)细胞增殖及凋亡细胞指数检测结果

N7/0 全为细胞核阳性着色!凋亡细胞阳性主要

表现为细胞核着色!但少数细胞也可细胞质着色’ 在

慢性病毒性肝炎"肝炎性肝硬变及原发性肝细胞肝癌

中! 细胞增殖指数逐渐升高! 阳性率分别为 %&#’&%
(’;&:"%$;’G%#’R&:和%D(’=%;’&&:!后两组与第一组

比较差异有显著性%!!2’2&&(而凋亡细胞指数在慢性

病毒性肝炎"肝炎性肝硬变及原发性肝细胞肝癌中则

逐渐下降!阳性率分别为%(#’G%$’#&:"%&D’=%(’D&:
和 %R’#%&’G&:! 后两组与第一组比较差异有显著性

%!!2’2&&’
(’$)相关性分析

在 慢 性 病 毒 性 肝 炎" 肝 炎 性 肝 硬 变 及 肝 癌 中

*+,"-,".+%1."N7/0 和 凋 亡 细 胞 指 数 之 间 无 明 显

相关性%!#2’2=&’

G))讨论

肿瘤发 生 的 分 子 基 础 是 胞 核 内 遗 传 物 质 </0
分子出现量和质的异常!细胞癌变需要癌基因的激活

及抑癌基因的抑制或缺失)(*’ 端粒是染色体端粒核酸

和蛋白的复合物!维持染色体稳定并决定细胞分裂寿

命’ 端粒酶通过催化端粒合成!保持端粒长度而保证

细胞持续分裂能力!其异常激活与肿瘤发生+发展密切

相关)GF=*!端粒酶活性由其重要组分 *+,"-, 决定)D"#*’
有研究表明 .+%1. 产物可直接激活 *+,"-, 基因转

表 &))慢性病毒性肝炎!肝炎性肝硬变及肝癌中 *,"-, 和

.+%1.的表达

!"#$% &’()*++,-.+ -/ 0+!&1! ".2 3+453 ,. 6789 3,))0-+,+
".2 866

SA3TI "
*+,"-,UVW .+%1.UVW

V VV VVV .@K>U:W V VV VVV .@K>U:W

7X! =D && 2 2 &&U&;’DW D 2 & #U&(’=W

7JAA*3KJK =( G2 R = $GUR(’#WY &R & ( (&U$2’$WY

!77 $# (& &$ ; $$U;G’DWY &= D = (DU==’GWY
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录!从而影响端粒酶活性"!#"$% 本研究选取慢性病毒性

肝炎# 肝炎性肝硬变及肝癌病例观察其 #$%&’% 和

($)*(+)’,- 表达! 结果为肝炎性肝硬变及肝癌中

#$%&’% 和 ($)*( 表达均显著高于慢性病毒性肝炎!
提示 #$%&’% 和 ($)*( 可能在肝炎性肝硬变的癌变

中起作用! 但肝炎性肝硬变与肝癌比较两者均无差

异!提示肝炎性肝硬变的细胞可能已具备癌变潜能%
应用抗 ./,- 单克隆抗体! 可显示正处于增殖

状态的细胞核% 本研究显示!./,- 在肝癌及肝硬变

中的表达率均显著高于慢性肝炎组!且从慢性病毒性

肝炎&肝炎性肝硬变&肝癌! 细胞增殖指数由低到

高!而凋亡指数则由高到低!结果引起细胞增殖能力

增强!细胞数目大量增加而出现肿瘤% 从各种动态急

剧变化可以看出!细胞癌变过程表现出一个由量变到

质变的过程!当量变发展到一定阶段就会出现质的变

化% 细胞增殖及凋亡指数在慢性病毒性肝炎#肝炎性

肝硬变及肝癌中出现的显著性变化!说明其在肝硬变

癌变过程中可能起着某种极其重要作用!并可能联同

甲胎蛋白"01$等成为肝癌早期诊断的一个标志物%
本 研 究 观 察 到 #%&’%#($)*(#./,- 及 细 胞 凋

亡在肝炎性肝硬变及肝癌中的分布基本一致!进一步

从分子病理学上显示肝炎性肝硬变与肝癌的发生密

切相关!可能的机制为 ($)*( 基因的持续存在激活了

细胞增殖及凋亡的相关基因!后者又反馈性刺激 )*(
基因的增殖!形成环路状的级联放大!使增殖信号不

断加强"00$% 因此!在临床上积极治疗和预防肝纤维化

及肝硬变的发生就显得甚为重要!鼓励慢性病毒性肝

炎患者尽可能做肝穿活检!明确肝纤维化及肝硬变的

有无或’和(程度!可为临床治疗提供明确的病理形态

学依据%
掌握肝炎性肝硬变这一癌前病变的分子病理学

及临床特征是提高肝癌早期诊断率和治愈率的关键%
本组资料显示!从慢性病毒性肝炎到肝炎性肝硬变是

细胞从良性向恶性转化的关键过程!一旦出现了肝硬

变就意味着某些细胞发生了恶性转变!如果进一步发

展 就 可 能 形 成 肝 癌! 所 以 对 慢 性 病 毒 性 肝 炎 组 织

./,- 阳 性 率 增 加 # 凋 亡 指 数 下 降 及 #$%&’% 和

($)*( 强阳性表达!即使未形成肝硬变的患者也应视

为高危癌前病变状态! 应当积极治疗和密切随访!以

达到早期诊断和治疗的目的%
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