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Abstract
AIM: To study the expression of Bcl-2, Bax, Bak and
hepatocytic apoptosis in pathogenesis of hepatitis D.

METHODS: Expression of HDAg, Bcl-2, Bax, Bak and
hepatocytic apoptosis in liver tissues of 77 patients with
hepatitis D were studied by immunohistochemistry and
terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick
end labelling (TUNEL) technique. Meanwhile, the relationship
between expression of HDAg, Bcl-2/Bax and hepatocytic
apoptosis were studied by double labeling and serial sections.

RESULTS: Bcl-2 was mainly expressed in the cytoplasm of
hepatocytes, Bax and Bak mainly in the cytoplasm of hepa-
tocytes and partly in the nucleus of hepatocytes, and HDAg
mainly in the nucleus of hepatocytes. Many HDAg and Bax
or Bak positive cells were distributed among infiltrating
lymophocytes at the periportal region especially at the
advancing edges in the areas of piecemeal necrosis. Many
apoptotic hepatocytes were found to locate near to positive
cells of HDAg. There were positive correlations between
degrees of HDAg expression, Bax or Bak expression, and
hepatocytic apoptosis (t =27.89, P <0.01, P <0.05 t =19.16,
P <0.05 t =18.22).

CONCLUSION: The distribution and expression of Bax, Bak,
HDAg and hepatocytic apoptosis are significantly corre-
lated with the activity of imflammation and the severity of
the liver damage.
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摘要
目的: 探讨 Bcl-2，Bax，Bak 及肝细胞凋亡在丁型肝炎

发病机制中的意义.

方法: 采用 TUNEL 技术和免疫组化单、双标记染色，检

测 77 例丁肝患者肝组织中 HDAg，Bcl-2，Bax 和 Bak 表

达，以及肝细胞凋亡表达. 同时以HDV阴性的67例乙型肝

炎患者作对照.

结果: Bcl-2，Bax 和 Bak 均以肝细胞质表达为主，HDAg

以肝细胞核表达为主. HDAg，Bax和Bak与肝细胞凋亡表

达及分布有相关性(t =27.89，P <0.01，P <0.05 t =19.16，

P <0.05 t =18.22)，四成分在各型肝炎中的表达强度有显

著性差别意义(P <0.05).

结论: HDAg，Bax，Bak 和肝细胞凋亡表达强度及阳性细

胞分布均与肝组织炎症和病理损害程度相关，HDV感染可

诱导肝细胞表达 Bax 和 Bak，增强肝细胞凋亡.
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0   引言

HBV 感染者重叠感染丁型肝炎病毒(Hepatitis  D virus，
HDV)后，其病情加重、病程慢性化和死亡率增高的机
制尚不十分清楚. 病毒性肝炎时常伴有肝细胞凋亡和坏
死. 为了解细胞凋亡因子 Bcl-2/Bax，Bak及其介导的肝
细胞凋亡在丁型肝炎病情重型化机制中的作用，我们
对丁型肝炎患者肝组织 HDAg，Bcl-2/Bax，Bak 及细胞
凋亡表达进行了研究如下.

1   材料和方法

1.1 材料  西南医院 1990-2002 院丁型肝炎患者 77 例，
其中急性肝炎(AH) 8 例，轻度慢性肝炎 ( Mild-CH)17
例，中度慢性肝炎 (Mode-CH)23 例，重度慢性肝炎
(Seri-CH)16 例，重型肝炎(SH) 13 例(急性重型肝炎 1



例、亚急性重型肝炎 6 例、慢性重型肝炎 6 例). 以 67
例 HDV 阴性乙型肝炎作对照，其中 AH 9 例，Mild-
CH 13 例，Mode-CH 17 例，Seri-CH18 例，SH 10
例(亚急性重型肝炎 5 例、慢性重型肝炎 5 例). 所有病
例均经皮肝穿获得肝组织，病理检查确诊，诊断标准
以 2000 年《病毒性肝炎防治方案》为依据. 兔抗人
Bcl-2，Bax，Bak 多克隆抗体为美国 Zymed 公司产品.
丁型肝炎多克隆抗体由本科自行选定的HDV合成肽抗
原经免疫家兔制备. 免疫组化染色的过氧化酶标记的链
霉卵白素(S-P)试剂盒，为美国 Maxin Biotech Inc 产品.
TUNEL 试剂盒为德国 Boehringer Mannheim 公司产品.
1.2 方法  操作步骤按说明书进行. 阳性对照为已知Bcl-
2，Bax 阳性肝癌组织切片，阴性对照选自正常人肝
组织，其血清各型肝炎标志物均阴性. 此外，分别用
鼠血清和PBS代替第一抗体作替代实验. 每张切片先分
别检测 HDAg，Bcl-2，Bax，Bak 和肝细胞凋亡. 免
疫组化和细胞凋亡程度判断: 低倍镜视野阳性细胞少于
1/3 为(+)，2/3 为(++)，大于 2/3 为(+++).
         统计学处理  采用计数资料的χ2 检验和秩相关分析.

2   结果

2.1 肝细胞凋亡  凋亡肝细胞体积变小，胞质收缩，核
固缩，核呈月牙型，或形成核膜疱，致密染色质边
聚(图 1 A)，且可不伴有炎性细胞浸润. 各类丁型肝炎患
者的肝细胞均有不同程度的凋亡，凋亡细胞呈点或片簇
状分布于肝小叶，在门脉周围及坏死灶处较为密集，科
伴有炎症细胞浸润. 急性肝炎和轻度慢性肝炎组比较，
凋亡细胞的阳性程度无显著差异. 中、重度慢性肝炎和重
型肝炎肝细胞凋亡表达明显强于前二者(P <0.05，表1). 丁
型肝炎肝胞凋亡表达强度及阳性率(96%，74/77)略强于
乙型肝炎(93%，64/67)，但无统计学差异.
2.2 HDAg 表达  HDAg 主以肝细胞核表达，其次是胞
质表达. 在坏死灶边缘肝细胞和气球样变性肝细胞质内
有大量的HDAg呈浆型强阳性表达. 中、重度慢性肝炎和
重型肝炎中HDAg阳性细胞呈弥散型、灶型或片簇状分
布于肝小叶内，在门脉周围和坏死灶处较密集(图 1 B);
急性肝炎和轻度慢性肝炎HDAg阳性细胞多呈单个或小
灶状稀疏分布于小叶内. 秩相关分析发现重型肝炎和慢
性肝炎中、重度HDAg表达强于急性肝炎和轻度慢性肝

炎(P <0.05，表 1).

表 1  丁型肝炎肝细胞凋亡和 HDAg 表达

   TUNLE           HDAg
type

- +         ++        +++ +         ++        +++

AH 1 6 1 0 6 2 0

Mild-CH 2          11 4 0          15 2 0

Mode-CH 0 4          16 3 7         10 6

Seri-CH 0 2          10 4 1 9 6

SH 0 1 5 7 0 7 6

R i d i t 分析，以轻度慢性肝炎为标准组，中、重度慢性肝炎和重型

肝炎的 R 值(0.82、0.86 和 0.91)均大于 0.5，P <0.05.

2.3 Bcl-2，Bax 和 Bak 表达  Bcl-2 阳性率为 35.1%(27/

77)，以胞质表达为主，可见核膜表达，但未见核阳性表

达. Bcl-2 阳性细胞以散在分布为主，也可有片状分布

(图 1 C). 肝细胞坏死区少见 Bcl-2 阳性细胞，在少数浸

润的炎性细胞和胆小管细胞可见阳性表达. 结果显示，

急性肝炎和轻度慢性肝炎中Bcl-2的表达明显高于中、重

度慢性肝炎和重型肝炎(P <0.05). 连续切片观察在坏死区

及周围有较多凋亡细胞，而 Bcl-2 在此区却少有阳性细

胞. Bax 和 Bak 阳性率分别为 83.1%(64/77)、65.5%(54/77)，

以胞质表达为主. 急性肝炎和轻度慢性肝炎中，阳性细

胞较少且分散，表达强度也较弱; 中、重度慢性肝炎和

重型肝炎中，阳性细胞呈灶状或片簇状分布于肝小叶周

边，在门脉周围、碎屑状坏死区 Bax，Bak 表达尤为明

显，其表达较急性肝炎、轻度慢性肝炎组明显增强. 乙

型肝炎肝组织中，Bax，Bak表达及阳性细胞分布基本与

丁型肝炎的一致，但片簇状较少见，表达程度稍弱.

2.4 HDAg，Bcl-2，Bax 和 Bak 表达与肝细胞凋亡的

关系  双标记发现，多数凋亡细胞位于 HDAg 阳性部位

或其附近，少数组织中二者无明显解剖学关系; 凋亡可

发生于HDAg阳性细胞，亦可发生在HDAg阴性细胞. 坏

死区及其周围有较多凋亡细胞，而Bcl-2在此区则很少

有阳性信号. 但在TUNEL阳性的其他区域也可见Bcl-2

阳性细胞. 与Bcl-2分布相反，Bax表达阳性区域与肝细

胞凋亡表达和程度密切相关(图 2，表 2).

表 2  肝细胞 HDAg, Bax, Bak 表达与肝细胞凋亡的关系(n, χ test)

HDAgb            Baxa Back

TUNEL

       + (n =29)     ++ (n =30)  +++(n =18)       - (n =13)     + (n =28)   ++ (n =22)     +++ (n =14)        - (n =23)      + (n =22)  ++ (n =19)  +++ (n =13)

 -  2        1               0           2                    0           1                    0                 2         1               0        0

 +                     14        6               4         7                 10            4       3                12          7               3        2

 ++                   11               18               7         4                 14                13       5                 8                  10             13        5

 +++                2        5               7           0    4            4        6               1          4 3        6

aP <0.05, t =19.16, bP <0.01, t =27.89,  cP <0.05, t =18.22 .
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图 2  丁型肝炎患者肝细胞凋亡(红色)和 bax (紫黑色)双标记表达,
DS×400.

3   讨论

细胞凋亡是机体在生长发育和受到外来刺激时清除多
余、衰老和受损伤的细胞以保持体内环境平衡的自我
调节机制. 细胞凋亡过程受到一系列相关基因的调节和
控制. 这种调节机制发生障碍和紊乱与多种疾病的发
生、发展密切相关. 近年研究发现肝细胞凋亡在病毒性
肝炎发病机制中有着重要作用. 细胞凋亡的强弱与患者
病情的轻重直接相关. 线粒体功能改变是决定细胞死亡
的关键因素，而定位于线粒体膜的Bcl-2，Bax和Bak等
蛋白可通过调节线粒体功能而制约细胞凋亡的发生[1-3].

        无能在生理或病理条件下，Bcl-2为细胞凋亡过程

中的一类重要的抑制基因，Bcl-2的高度表达可阻断细

胞凋亡的发生，延长细胞存活时间，而不影响细胞增

生，并在多种正常细胞的激活和发育过程中表达，而在

成熟或走向凋亡的细胞不表达或低表达[4-6]. 已发现病毒

编码蛋白与 Bcl-2 具有同源性，可阻止细胞凋亡的发

生，有利病毒在宿主细胞内的长期潜伏，在不出现细胞

溶解坏死的情况下，造成病毒的持续感染[7-8].

       Bax，Bak 为 Bcl-2 相关蛋白，与 Bcl-2 的作用相

反，能加速细胞凋亡，Bcl-2 表达水平较高时，可形成

Bcl-2 和 Bcl-2 同源二聚体，抑制细胞凋亡; Bax 表达水

平较高时，则形成 Bax 和 Bax 同源二聚体，加速细胞凋

亡. Bax可与Bcl-2蛋白形成异二聚体并使之失活，加强

表达 Bax 形成同二聚体，加速细胞凋亡，因此 Bcl-2 和

Bax二者间的比率影响着细胞的凋亡状况. Bak可直接抑

制 Bcl-2 活性以促进细胞凋亡[4-5, 7-9] .

        Bcl-2蛋白在丁型肝炎的表达与乙型肝炎和正常人
肝组织中的表达无统计学差别意义. 而Bax、Bak表达明
显高于 Bcl-2 蛋白的表达，中、重度慢性肝炎和重型
肝炎中的表达强于急性肝炎和轻度慢性肝炎，重型丁
型肝炎中Bax，Bak 表达强于重型乙型肝炎(P <0.05). 双
标记检测发现 HDAg 与 Bax，Bak 表达及阳性细胞分布
呈一致性. 对各型肝炎 HDAg，Bcl-2 和 Bax，Bak 表
达强度分析发现，HDAg 和 Bax 及肝细胞凋亡均与肝
组织炎症活动和病理损害相关，提示了丁型肝炎发病
机制中 HDAg，Bax，Bak 和细胞凋亡的作用.
        乙肝病毒对 Bax 蛋白表达可能有诱导作用，对 Bcl-2
表达无明显影响，Bax 参与了肝细胞损害过程[11, 16 ]. 认
为丁型肝炎中除了乙肝病毒抗原可诱导肝细胞表达多
种促凋亡因子外，HDAg 也有同样作用，不仅可诱导
Fas/FasL 表达[10, 16]，也可促进 Bcl-2、Bax、Bak 表达.
因此慢性乙肝患者或 HBsAg 携带者重叠 HDV 感染后，
乙肝病毒抗原和丁肝病毒抗原可同时促进多种促凋亡
因子的表达，增强宿主的免疫应答，及肝组织中复制状
态的 HDV 对肝细胞的直接细胞毒性作用[11-16]，一方面
导致肝细胞凋亡，被病毒感染的细胞随之被清除; 另一
方面则导致大量肝细胞坏死，加重病理损害，病情恶
化，临床死亡率增高，预后明显变差. 提示，在丁型肝
炎病情重型化机制中，多种促凋亡因子介导的肝细胞
凋亡可能起了一定的重要作用.
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贺修胜, 陈主初, 田芳, 肖志强, 贺智敏, 关勇军, 李峰, 何春梅, 袁建辉.
湖南  长沙中南大学肿瘤研究所  410078
国家自然科学基金项目 (39970287,30000188)
背景与目的:研究显示鼻咽癌细胞3p14-25存在高频率杂合性丢失位点. 本研究拟寻找与筛选染色体3p21区域与鼻咽癌相关的表达

序列标签(express ed sequence tag,EST),为定位候选克隆鼻咽癌相关新基因奠定基础. 方法:充分利用网上的生物信息资源,采用

定位查找 ESTs,对 ESTs 进行同源性比较分析、筛选;运用逆转录 PCR(reverse transcription-PCR,RT-PCR)方法,检测 ESTs 在鼻咽

癌和正常鼻咽组织中的表达;并用Northern blot杂交方法,检测EST在人其他正常组织及肿瘤细胞系的表达状况. 结果:在3p21区域

筛选到一个在鼻咽癌中表达下调的EST(N31985),在60.00%(3/5)的鼻咽癌细胞株及47.06% (16/34)的鼻咽癌活检组织检测到有EST
(N31985)表达下调,与正常鼻咽上皮组织相比较,差异有统计学意义(P<0.05). 结论:染色体 3p21区域EST(N31985)在鼻咽癌中表达

下调,提示其可能参与鼻咽癌癌变过程.  （世界胃肠病学杂志 2004-06-15）
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