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H C C 癌组织和癌旁组织中 H C V R N A

检测及半定量分析
“ ’
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(中山医科大学附属第三医院病毒性肝炎研究室
;
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提 要 H C V 相关 H C C 腐组织能检出 H C V R N A 负链
,

但许多学者检测不到或对其检侧方

法的准确性产生怀疑
。

作者收集 13 例 H C V 相关 H C C 标本
,

采用严格的负链检测方法和 P C R 半定

量方法系统地比较了 H C C 癌组织和癌旁组织中 H C V 总 R N A 和负链的检出情况及其数量关系
。

H C C 癌组织和癌旁组织中
,

H C V R N A 负链检出率分别为30
.

8% ( 4 / 1 3) 和 69
.

2 % ( 9/ 1 3 )
,

平均滴

度分别为 3
.

5和 29
.

2
,

两者平均相差 8
.

4倍 (0 ~ 10 0倍 )
。

癌组织中 H C v R N A 负链只有癌旁组织中

H CV 总 R N A 的 l / 9 1
.

6
.

本研究结果提示
,

H C C 癌组织中的确能检出 H C V R N A 负链
,

但水平较

低
.

这种可能存在的低水平 H C V 复制对 H C C 的影响可能不大
。

因而
,

临床观察和流行病学研究所

揭示的 H C V 与 H C C 相关的基础可能存在于 H C C 发生过程的早期
,

即启动或早期克隆扩增阶段
。

主题词 癌
,

肝细胞
. R N A

,

病毒 /分析

中图号 R S一2
.

6 3

许多资料 表明
,

丙型肝炎病毒 ( H c v )与

肝细胞癌 ( H C C )有着密切的关系
〔 , 〕 。

近来采

用 P C R 技术从 H C C 癌组织和癌旁组织中扩

增 出 了 H CV R N A 的 正
、

负链
[ ,

·
3〕

,

提 示

H C V 可能在 H C C 癌组织 中复制
。

这无疑在

认识 H C V 与 H C C 关系方面进了一大步
。

但

有 的学 者 仍认 为 在 H C C 癌 组 织 中 H c v

R N A 的数量太低或检不出负链而持 否定态

度 [` ]
。

日本学者从 H C V 相关 H C C 癌组织建

立的细胞株中
,

用 P C R 和原位杂交也未能检

出 H C V R N A 5j[
。

另外
,

负链检测方法因受逆

转录 酶 灭活 不全
、

二 级结 构引导 逆转录 和

T a q D N A 聚 合酶 可能具有逆转录活性等因

素的影响
,

其 准确性受到怀疑
〔 6〕 。

因而
,

作者

采用严格的负链检测方 法和半定量分析方

法
,

比较 了 H C C 癌 组织和癌旁组织 中 H C V

总 R N A 及负链的检出情况和数量关系
,

进

一步探讨了 H C V 与 H C C 相关的机制
。

1 材料与方法

L I 标本收集

7 0例 H C C 手术切除标本收集于本校附

属第一 医院和肿瘤医院
。

由有经验的病理专

业人员小心分离出癌组织和癌旁组织分别储

存于液氮中
,

供细胞总 R N A 抽提用
。

患者均

来源于南方地区
,

广东 55 例
,

湖南 9例
,

江西 2

例
,

海南 2例
,

福建 1例
,

广西 1例
。

1
.

2 细胞总 R N A 提取

细胞总 R N A 提取参照 C h o m e z y n s k i 等

的一步酸性 异硫氰酸肌
一

酚
一

氯仿抽提法川
。

提 取的总 R N A 溶于 T E 液 中
,

用紫外分光

光度计测定其纯度和含量
,

并稀释至 0
.

1 9 /

L
,

一 4 0
`

C保存
。

1
.

3 H C V 总 R N A 检测

H C V 总 R N A 检测采用参照 iL n
等建立

① 美国 中华医学基金 会 ( C M B) 部分资助课题
; ② 第一作者

,

1 9 6 3年出生
,

男
,

博士研究生
,

主治医师
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13
.

7和 l / 91
.

6
。

采用等级相关分析法统计分

析显示
,

癌组织中 H C V 总 R N A 和负链检出

与癌旁组织 中 H C C 总 R N A 和 负链检 出高

度相关
,

其相关系数分别为 0
.

8 4 6 2和 0
.

8 1 66
,

P 值均 < 0
.

0 0 5
。

2
.

3 H C V R N A 检测结果与临床资料的关系

根据患者长期生活地 区的 H C C 死亡率

的不同
,

7 0例 H C C 患者中
,

49 例来源于高度

流行 区 (发病率显著高于全国平均水平 )
,

21

例来源于中度流行区 (发病率与全国平均水

平无显著差异 )
。

它 们中 H C V 相关 H C C 例

数分别为 9例和 4例
,

组织中 H C V 总 R N A 平

均滴度分别为 3 74 和 20 0
,

两者之间均无显著

差异
。

癌旁组织肝硬化程度与 H c v R N A 检

测及半定量分析结果 见表 2
。

70 例 H c c 中
,

癌旁组织有不同程度肝硬化者为 85
.

7写
,

其

中 H C V 相 关 者 为 92
.

3肠
,

H C V 无关者 为

8 4
.

2 %
。

H C V 相关 H C C 的平均年龄 4 2
.

4岁
,

无关 H C C 的平均年龄 44
.

9岁
,

两者无显著

差异
。

性别也与 H C V R N A 检测结果无关
。

表 1 H C C 组织中 H C V R N A 半定量分析结果

标本号
血 清

抗
一

H CV H C V R N A

癌组织 H C V R N A

总 R N A

Z X 1 0

2 X 1 0

负 链

癌旁组织 H CV RN A

总 R N A 负 链

H C C
3

H C C s

H C C I :

H C C
I ,

H C C
Z。

H C C
3:

H C C
3。

H C C
一 3

H C C
; ,

H C C
: ,

H C C
` 。

H C C , 。 。

H C C
一。 ,

+

N D
I )

2 又 1 0 2

2 X 1 0 3

2 又 1 0 2

2 X 1 0
4

2 又 1 0

2 又 1 0 2

++

2 X 1 0 2 2 X 1 0 2 又 1 0
3

2 义 1 0 2

2 X 1 0

2 X 1 0

2

2 X 1 0

2 X 1 0 3

2 X 1 0 2

2 X 1 0

Z X 1 0

2 又 1 0

++++

2 X 1 0+++

N D

N D

2 X 1 0 2

Z X 1 0

2 只 1 0 2 2 X 1 0 4

2 X 1 0 2

2 X I O 2

2 X 1 0

DDDDDDDDDDNNNN DNNNNNNN

1 )未检 测

表 2 H CV 总 R N A 滴度与肝硬化的关系

例 数
癌旁组织肝硬化

”

0 1 2 3
总 分 牙士 s

0 1 2 3

H C V 无关 H C C

H CV 相关 H C C

5 7

l 3

7 8

2 5

1
.

3 7 士 0
.

8 4

1
.

9 2士 0
.

9 5 > 0
.

0 5

225223

H C V 总 R N A 滴度

1
.

5 0 士 0
.

7 1 ) 0
.

0 5

O乙
0.工,lO乙今自Z X 1 0

1一 2

2 X 1 0 3一 4

> 0
.

0 5

4 0 0

1
.

7 1士 1
.

1 1

2
.

5 0 士 0
.

5 8 ( 0
.

0 5

1) 根据早
、

中
、

晚期
,

参照 K n

od
e ll 计分方式 ; 2) 与 HC V 无关组进行 t 检验
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3 讨 论

日本 H C C 中
,

抗
一

H C V 检 出 率 为 5 4
.

6%
。

我国的检出率为 n 写~ 27
.

1% l0[ 〕
。

临床

配对研究表明
,

抗
一

H C V 阳性是 H C C 的独

立危险因素
,

其相对危险率为 7
.

3 [“ ]
。

P e R 技

术问世后
,

H C V 感染与 H C C 的紧密关系得

到 了进 一 步证实
。

H C C 患者血 液中
,

H C V

R N A 检出率为 23 % 10[ 〕 。

癌组织和癌旁组织

中
,

H C V R N A 检出 率分 别为 4
.

1%和 10
.

2 % 31[
。

本次结果显示
,

抗
一

H C V 检查出率 为

1 4
.

8写
,

癌组织和癌旁组织中
,

H C V R N A 检

出率分别为 1 2
.

8 %和 15
.

7%
,

抗 一 H C V 或 /

和组织 H C V R N A 检 出率为 1 8
.

6写
。

进一步

采用半定量的方法分析发现
,

H c v 总 R N A

在上述两组织 中的数量不同
。

癌组织和癌旁

组织 中
,

H C V 总 R N A 滴度 平均相差 13
.

7

倍
。

以上结果提示
,

部分 H C C 患者存在 H C V

感染
,

其癌组织中 H C V R N A 的数量远比癌

旁组织低
。

国内
、

国外都有文献报道癌组织中可检

出 H C V R N A 负链 .z[
’ 〕

。

负链的存在标 志着

H C V 在癌组织 中复制
。

然而
,

W i l l e m s
等认

为负链的检测方法受许多因素影响
,

解释结

果需谨慎 61[
。

我 们严格按 W ill e m s
等 的建议

操作
,

仍有部分患者能检出低水平 的 H C V

R N A 负链
,

这表现癌 组织 中 H C V R N A 负

链确实存在
,

但水平非常低
。

这种低水平的负

链可能有以下来源
:

①血液或血液 中的淋巴

细胞
;②癌组织中的浸润炎症细胞或其它正

常细胞
; ③ H C C 癌细胞

。

采用 免疫组织化学

或 P C R 技术能从上述细胞中检出 H C V 抗

原或核酸 〔卜 ” 〕。

进一步采用原位杂交或原位

P C R 可明确这一点
。

癌组织负链的检出与癌

旁组织负链高度相关
,

提示 H C V R N A 负链

在癌组织中存在或 H C V 在癌组织中复制不

是独立事件
。

根据本文的结 果
,

H C C 癌组织 中
,

即使

有 H c V 感染或复制
,

也 是低 水平 的
。

由于

H C C 系肝细胞经过启动
、

促进和进展等多个

步骤后形成的癌细胞克隆
。

这种庞大的克隆

中个别细胞存在 H C V 感染或复制
,

对整个

H C C 消长的影响不会太大
。

因而
,

我们认为

流行病学和临床观察研究所揭示的 H C V 与

H C C 的相关基础可能存于细胞克隆形成的

早期
,

即启动或早期克隆扩增过程
。

高水平

H C V R N A 与肝硬化计分升高正相关提示

H C v 感染有促进肝硬化形成的趋势
,

肝硬化

可能是 H CV 与 H C C 相关的中介因素之一
。
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e o u l d n o t d e t e e t o r d o u b t e d t h e a e e u r a e y o f t h e m e t h o d s i n

o f H C V R N A n 一i n u s 一 s t r a n d s
.

U s i n g s t r ie t H C V R N A m i n u s 一 s t r a n d d e t e e t io n

a n d s e m i q u a n t if i e a t io n m e t h o d s ,

w e e o m P a r e d t h e t o t a l H C V R N A a n d H C V R N A m i n u s -

s t r a n d s i n e a n e e r o u s a n d P e r i e a n e e r o u s t is s u e s o f H C C e a s e s i n o u r 1 3 e a s e s o f H C V
一 r e la t e d

H C C s
.

H C V R N A m i n u s 一 s t r a n d s w e r e d e t e e t e d i n 3 0
.

8% a n d 6 9
.

2% f r o m e a n e e r o u s a n d

p e r ie a n e e r o u s t is s u e s o f t h e s e e a s e s r e s p e e t i v e l y
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T h e o v e r a g e t i t e r s w e r e 3
.

5 a n d 2 9
.

2 r e -

s P e e t i v e l y
.

T h e a m o u n t o f H C V R N A m i n u s 一 s t r a n d s i n e a n e e r o u s t i s s u e s w e r e 8
.

4 t im e s

s m a l l e r t h a n t h o s e o f H C V R N A m i n u s 一 s t r a n d s a n d 9 1
.

6 t im e s s m a l l e r t h a n t h o s e o f t h e t o
-

t a l H C V R N A i n t h e i r o w n p e r i e a n e e r o u s t i s s u e s
.

T h e s e r e s u l t s s u g g e s t e d t h a t H C V R N A

m i n u s 一 s t r a n d s e x i s t e d i n H C C t is s u e s i n d e e d
,

b u t t h e l e v e l s m ig h t v e r y lo w
.

T h e e f f e e t o f t h i s

l o w l e v e l r e p l ie a t i o n o f H C V o n t h e o n e o g e n e s is o f H C C m ig h t b e l im i t e d
.

T h u s ,
t h e b a s e o f

t h e r e l a t io n s h i P b e t w e e n H C V a n d H C C
,

w h ie h h a s b e e n d e m o n s t r a t e d b y m e a n s o f e l i n i e a l

r e s e a r e h e s a n d e p id e m i o l o g i e a l in v e s t i g a t io n s ,

p o s s ib l y d e p e n d s u p o n t h e e a r l y s t a g e o f t h e

h e p a t o e a r e in o g e n e s i s
, n a m e l y i n i t i a t i o n o r e a r l y e l o n e e x p a n s i o n s t a g e

.

S u b j e c t h e a d i n g s e a r e i n o m a ,

h e p a t o e e l l u l a r ; R N A
, v i r a l / a n a l y s is


