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原发性肝癌患者外周血中肝细胞特异性

AFP mRNA检测及意义

袁育红 , 胡品津
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摘　要:【目的】寻找一种敏感的方法以检测原发性肝癌患者外周血中肝细胞特异性 AFP mRNA 。【方法】巢式 RT-PCR

检测外周血有核细胞成分中 AFP mRNA。【结果】49 例肝癌中 17 例检出AFP mRNA ,阳性率 35%, 其中 9 例证实有转移的 6

例阳性(67%)。 19 例肝硬化 、6 例急性肝炎 、8 例慢性肝炎 、5例肝良性肿瘤 、6 例肝内胆管癌 、11 例肝转移癌 、13 例健康对照

组均为阴性。外周血细胞 AFP mRNA 的存在与肝内肿癌灶的数目 、是否有门静脉癌栓形成 、远处器官转移与肿瘤的 TMN 分

期密切相关 ,与血清 AFP浓度无关 。【结论】检测肝癌患者外周血 AFP mRNA , 可帮助早期发现肝癌细胞的血行播散。
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The Clinical significance of Detection of Hepatocellular

Specif ic AFP mRNA in Peripheral Venous Blood from Patients

with Hepatocellular Carcinoma
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Univ erisity of Medical Sciences , Guangzhou 510080 , China)

Abstract:【Objective】A sensitive method w as at tempted to detect the hepatocellular specific AFP mRNA

in peripheral venous blood from patients w ith hepatocellular carcinoma.【Methods】Reverse transcription coupled

w ith tw o-step polymerase chain reaction(Nested RT-PCR)was used to detect AFP mRNA expression in the pe-

ripheral blood obtained from patients with HCC and control g roups.【Results】Detection of AFP mRNA expres-

sion w as positive in 17 of 49 HCC patients(35%).9 patients with clinically distant metastasis 6 were positive

(67%).As control ,AFP mRNA was not detected in samples from 19 cirrhosis ,6 acute hepatitis ,8 chronic hep-

atitis ,5 benign liver tumo r ,6 int ra-hepatobiliary carcinoma ,11 secondary liver cancer , and 13 no rmal healthy vol-

unteers.The presence of AFP mRNA in blood seemed to be correlated w ith numbers of tumor foci in the live , the

presence of portal vein thrombosis , distant metastasis and TNM stages of HCC , but have no co rrelation with

serum AFP level.【Conclusions】The presence of AFP mRNA in peripheral blood may be used as an indicator of

circulat ing HCC cells ,which might predicate hematogenous spreading metastasis of tumo r cells in HCC patients.

Key words:liver neoplasm;polymerase chain react ion;alpha fetopro teins;metastasis

　　原发性肝细胞癌(HCC)是我国最常见的恶性

肿瘤之一 ,由于肝癌细胞容易侵犯血管 ,血行播散

早 ,切除和移植后复发率高。转移的肿瘤细胞有时

长期处于休眠状态 ,生长缓慢而未被发现[ 1] 。因此

早期发现HCC 患者周围血是否有肝癌细胞 ,对判

断肿瘤的转移和复发 、指导临床治疗有重要价值。

由于循环中癌细胞数目少 ,鉴别良恶性细胞有困

难 ,使细胞学和免疫组织化学在检测转移癌细胞的

144 中山医科大学学报(Acad J SUMS), 2000 , 21(2):144～ 147

DOI :10.13471/j.cnki.j.sun.yat -sen.univ(med.sci).2000.0055



应用受到限制[ 1] 。逆转录多聚酶链反应(RT-PCR)

因敏感性高 ,特异性强已用于扩增组织特异性 mR-

NA ,以检测实体肿瘤血循环中肿瘤细胞和微小转

移[ 2] 。我们采用巢式 RT-PCR检测肝细胞特异的

AFP mRNA 在外周血有核细胞成分中的表达 ,探

讨其在诊断肝癌细胞血源性播散的意义 。

1　材料及方法

1.1　检测对象

原发性肝癌 49例 ,男 42例 ,女 7例 ,中位年龄

53.6岁 ,符合 1990年《中国常见恶性肿瘤诊治规

范》原发性肝癌诊断标准 。其中临床确诊的肝外器

官转移 9 例 , 6 例肺转移 , 2例广泛腹膜转移 ,1 例

盆腔转移 。肝内胆管癌(病理证实)6例;肝转移癌

11例;肝硬化 19例;急性肝炎 6例 ,其中药物性肝

炎 、急性甲肝和乙肝各 2例;慢性病毒性肝炎 8 例 ,

其中丙肝 2例 ,慢性乙肝 6例;肝良性肿瘤 5例 ,其

中肝血管瘤 3 例 ,肝囊肿 2 例。例为 1996 ～ 1997

年住院病人 。正常对照 13例 ,男 8例 ,女 5 例 ,中

位年龄 41岁。

1.2　细胞的 RNA制备

取受检查者的新鲜肝素抗凝血 5 mL ,采用分

层密度梯度离心法获取外周血单个核细胞

(PMNs),用改良的异硫氰酸胍-酚-氯仿一步法提

取总 RNA
[ 3]
。取 2例手术切除 HCC组织 、癌旁组

织 、远处正常肝组织 , 2 例正常胃粘膜组织 , 人

HepG2肝癌细胞株和人 MCF-7乳腺癌细胞株抽提

总 RNA 。

1.3　嵌套 RT-PCR

cDNA 的合成:取 1 μg 细胞总 RNA , 65 ℃ 10

min后移至冰浴 , 加入随机引物 1 μL , 各种 10

mmol/L dNTP 2μL ,AMV 逆转录酶 1 μL , RNasin

10 U , 10 ×RT 缓冲液 2 μL , 25 mmol/ L M gCl2 4

μL ,反应体积 20μL。42 ℃1 h后 95 ℃5 min , -

20 ℃保存。

嵌套 PCR:本实验以检测 β 微球蛋白(β2M)

mRNA 为系统内参照 ,因其在大多数人细胞中均有

稳定的高表达。所用引物参照文献[ 4 , 5] ,由中科

院上海生物工程研究中心合成 , 引物序列如下:

β2M:正义链 5′-ACCCCCACTGAAAAAGATGA-3′,反

义链 5′-ATCTTCAAACCTCCATGATG -3′;AFP 外引

物:5′-CTCTTCCAGCAAAGCACACTTC-3′和 5′-

CTCTTCAGCAAAGCAGACTTC-3′;AFP 内引物:5′-

GCTGACACATTATTATCGGACAC -3′和 5′-AGCCT-

CAAGTTGTTCCTCTGT-3′。第 1轮 PCR取上述反

应产物5 μL ,分别扩增AFP 和 β2MG 。每 50μL 反

应体积含:12.5 pmol AFP 含 3′端及 5′端外引物或

12.5 pmol β2MG 3′端及 5′端引物:10×PCR缓冲

液 5μL;10 mmol/L dNTP 1 μL;25 mmol/L M gCl2

2μL;Taq 酶 2 U 。93 ℃变性 30 s , 54 ℃退火 45

s ,72 ℃延伸 45 s ,循环 35 次后 72 ℃延伸 7 min。

第 2轮 PCR取上述AFP 反应产物 5μL 作模板 ,加

入 12.5 pmol含 3′端及 5′端内引物 ,余反应体系和

反应条件同前。阳性对照用 HepG2肝癌细胞株和

手术肝癌组织总 RNA ,阴性对照用未做 RT 的总

RNA 做模板 ,空白对照以双蒸水代替。

1.4　结果分析

取第 2轮 AFP PCR扩增产物和 β2MG扩增产

物在 15 g/L 琼脂糖电泳 ,溴化乙锭染色 ,紫外灯下

观察。AFP mRNA 阳性者可见 282 bp , 内对照

β2M 为 120 bp 。PCR的阳性结果以电泳扩增带为

判断标准 。统计分析用 SPSS for Window s 6.0 软

件包在计算机上统计 ,用 χ2检验分析组间差异。

2　结　果

2.1　AFP mRNA的检测结果

49例HCC患者中 ,17例 AFP mRNA 阳性 ,阳

性率 35%。HCC外的各种良恶性肝病和健康对照

组者均为阴者 ,与 HCC组比较 P 均<0.05。手术

切除的 2例肝细胞癌组织中 1例阳性 ,癌旁组织和

远处正常肝组织 AFP mRNA 均为阴性。HepG2

人肝癌细胞株总 RNA 有 AFP mRNA 表达。2 例

正常胃粘膜组织和 MCF-7人乳腺癌细胞株表达阴

性。所有外周血和组织 RNA 同时都有 β2M mR-

NA阳性表达。

2.2　HCC患者外周血 AFP mRNA与临床参

数的关系

根据手术和/或影像学如 CT 、MRI 、胸片等所

得的临床参数 ,包括肿瘤的大小 、肝内肿瘤灶的数

目 、是否有门静脉癌栓形成 、淋巴结转移 、远处器官

转移和肿瘤的 TMN 分期对 HCC 患者进行分组 ,

各组外周血中 AFP mRNA 阳性率见表 1。AFP

mRNA 检出率与患者年龄 、性别 、肝炎病毒标志物 、

肿瘤在肝内的位置 、肝功能 Child-Pugh分级(P <
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0.05)无关 。

表 1　HCC 患者外周血 AFP mRNA 与临床参数的关系

Table 1　Relationship betw een detection of AFP m RNA

in the blood and various clinical parameters

n n(AFP mRNA , +)/1 r(AFP mRNA , +)/(%) P

l(Tumor size)/ cm

　<5 14 　　　　　2 14

　≥5 35 15 43 0.117

n(tumor foci in liver)/ 1

　one 20 3 15

　multi 29 14 48 0.016

n(Portal vein thrombosis)/1

　Present 14 8 57

　Absent 35 9 26 0.037

n(Lymphaden metastasis)/1

　Present 9 2 22

　Absent 40 15 38 0.629

n(Distant metastasis)/1

　Present 9 6 67

　Absent 40 11 28 0.026

n(TNM stages)/1

　Ⅰ +Ⅱ 14 2 14

　Ⅲ+Ⅳ 35 15 43 0.045

2.3　AFP mRNA与血清 AFP质量浓度的关系

血清AFP 质量浓度正常组的外周血AFP mR-

NA阳性率显著低于血清 AFP 升高组(46%, 16/

35), P <0.05(表 2)。

表 2　AFP mRNA阳性率与外周血清AFP 质量浓度间的关系

Table 2　Relationship betw een detection of AFP m RNA in

the blood and serum AFP concentration

ρAFP / (μg/L)
n(AFP mRNA)/1

+ -
n (AFP mRNA , +)/ (%)

<20 1) 1 13 7

≥20 ～ 200 2) 6 7 46

≥200～ 400 3) 3 4 43

≥400 4) 7 8 47

　AFP mRNA positive ra tes between g roup 1), 2)and 3), P >0.05

2.4　敏感性试验

将不同数量的 HepG2 细胞加入到 1 ×106 个

MCF-7细胞中 ,提取总 RNA 并行 RT-PCR ,可检测

到AFP mRNA的最低限是 1×106 个 MCF-7细胞

中混有 10个 HepG2细胞 。

2.5　随　访

16例 HCC 患者成功随访 3 ～ 4个月 ,其中 11

例AFP mRNA阴性者 ,初治时无远处器官转移 ,随

访期间无 1 例发生远处器官转移 。另外 5 例外

AFP mRNA 阳性患者 ,其中 2 例在初治时已有肺

转移 。另外 3例在随访中未见远处器官转移 。

3　讨　论

聚合酶链反应(PCR)能快速扩增肿瘤细胞内

特异基因或 DNA 片段 ,这种技术可查出 100×107

正常细胞中的一个异常细胞和组织学正常的骨髓

的微小残余病变[ 6] 。恶性肿瘤细胞能继续表达具

有其起源组织特征的特异性标志物 ,检测组织特异

性 mRNA优于检测以蛋白为基础的试验 。由于肝

细胞和肝癌细胞会产生 AFP ,在外周血有核细胞成

分中查到 AFP mRNA 则表明血循环中有恶性或良

性肝细胞。近来国外陆续有该方法检测 HCC微小

转移的研究报道
[ 7 ～ 10]

。

Komeda[ 7] 报道用巢式 RT-PCR 检测 64 例

HCC外周血 AFP mRNA ,阳性率(36%)与本组

(34.7%)相似 。房殿春[ 8 ～ 9] 用该方法检测 31 例

HCC阳性率为 48.4%,健康志愿者 、转移性肝癌和

肝脓肿全部阴性。Funaki[ 10] 报道用更敏感的 3 步

PCR法检测 4例肝炎和 1例健康志愿者均阴性。

本研究的非HCC 患者外周血 、肝组织和胃粘膜组

织均为阴性 ,与国内外的研究结论相似
[ 7 ～ 10]

。若

有少量坏死肝细胞经过肺循环中巨噬细胞清除后

仍进入血循环 ,则可检测到 AFP mRNA 。本研究

阳性组与阴性组间的转氨酶高低无差异 ,说明 AFP

mRNA的阳性并非由肝细胞破坏释放引起。我们

认为即使不能完全排除 HCC 时有良性肝细胞释放

到血中 ,但其数量要足够大 ,才能在外周血中检出 ,

而且良性肝细胞产生 AFP mRNA 的可能性较

HCC细胞小[ 5] 。因此认为外周血检出AFP mRNA

对判断血中HCC细胞有非常高的特异性。

本方法能检出在 1×10
6
个细胞中混有的 10

个肿瘤细胞 ,以一般患者平均 2×106 个 PMNs/mL

计算 ,1 mL 血中如混有≥20个 HCC 细胞即可检

测出 ,即当循环中有 104个肿瘤细胞时即可检出。

有研究认为 AFP mRNA阳性的患者肿瘤组织

总体积 、肿瘤最大直径明显增加与当肿瘤增大时肿

瘤细胞释放入血中增加有关
[ 5 ,7]

。本组尽管肿瘤

直径增加时 AFP mRNA 阳性的倾向性增加 ,但无

显著性差异 ,与房殿春
[ 8]
的结果相似。临床确定有

门静脉癌栓形成者 , AFP mRNA 阳性率明显较阴

146 中山医科大学学报(Acad J SUMS), 2000 , 21(2)



性者高 ,与国内外[ 8 ,10] 研究相似 , 提示阳性率与

HCC细胞的血源性播散密切相关 。本组有/无淋

巴结转移组AFP mRNA阳性率无显著性差异。临

床上确定有远处器官转移组的阳性率高于无远处

器官转移组 ,与多组研究结果相似[ 5 , 7 , 8 , 10] 。现认

为周围血 AFP mRNA 阳性可作为血循环中有恶性

或良性肝细胞标志 ,在HCC患者中 ,阳性预示癌细

胞血源性转移 。国内外的随访研究均认为阳性者

发生远处转移的机会较阴性者大[ 10] 。

AFP 作为较特异的肿瘤标志物已被广泛用于

HCC的诊断 。但血清 AFP 浓度不能反映肝癌的转

移[ 10] 。有报道[ 5] AFP mRNA 阳性的 HCC 血清

AFP 浓度明显高于阴性者 。房殿春[ 8] 报道 AFP

mRNA 阳性与阴性组间血清 AFP 阳性率均无显著

差异。本组 HCC AFP mRNA 阳性组和阴性组血

清AFP 平均质量浓度无显著性差异;AFP mRNA

阳性率并不随血清 AFP浓度上升而增加 。AFP 升

高者 AFP mRNA阳性率仅为 46%,表明血中有分

泌AFP 的蛋白并不意味着血循环中有肝癌细胞 ,

相反 AFP mNRA 阳性者 17例中血清AFP 升高者

16例 ,提示血中有能产生AFP 的细胞存在
[ 10]

。因

此 ,检测外周血 AFP mRNA 比血清 AFP 在诊断

HCC微小转移更有意义。
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·简　讯·

中山一院骨科承办第六届全国骨肿瘤学习班暨研讨会

1999 年 11 月 30 日～ 12 月 2 日 ,受中华骨科学会骨肿瘤学组委托 ,中山一院骨科承办了第六届全国骨肿瘤学习班暨研讨

会 ,会议在南海市西樵山举行。这次会议 , 汇集了全国 20 个省市 、142 位专家代表 ,其中副高以上职称 74 人。本届学习班研

讨会邀请了国内长期从事骨肿瘤病理 、影像学 、临床及基础研究方面的知名专家教授 31人 , 其中 18 位教授作了不同专题的讲

座 ,不但详细介绍国内外在骨肿瘤临床及基础方面的新进展 , 还结合他们自己研究的丰富经验进行了讲解 ,使与会者获益非

浅。学习班显示了中山医科大学骨肿瘤中心在骨肿瘤临床 、放射和病理三方面诊治的优势。李佛保 、韩士英 、丘钜世 、黄兆

民 、孟悛非等教授们精彩的专题讲座 , 获一致好评 ,扩大了对外影响 , 同时 , 全国骨肿瘤学组初步决定在我院骨科设立全国骨

肿瘤诊治中心。学习班同时还召开了多位委员参加的扩大研讨会 , 研讨了骨肿瘤诊断治疗的评估标准 ,支持《中华骨科杂志》

推荐的化疗方案 、国际保肢功能评定标准 、合并症和各种重建方法的评估标准 , 并提出在今后的学术会上予以使用和推出修

改意见 ,以逐渐形成我国自己的评定标准。

(谭美珍)
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