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原发型肝癌的肝内 H B V D N A整合状况

吕 凌 彭文伟 何树初 谢彦博

( 附属第三 医院传染病科 )

提 要 应用 韶P 标记的克隆 H B V D N A 片段探针对30 例原发型肝癌病人的肝内组织进行了 D N A

电泳转移 S o ut h er n 杂交
。

结果检出 H B V D N A 整合者 21 例 (7 O % )
,

其中癌组织 整 合 者 18 例 ( 60 % )
,

癌外组织整合者 16 例 ( 53 写 )
,

双份组织均整合者玲例 (拐 % )
。

杂交带分析发现
,

不同例和 同例肝内不同

组织的 H B V D N A 整合模式都不相同
,

提示整合具随机性并可能发生整合和 /或侧 翼序列的基因重排
。

由于探针含 H B V 鉴因组中 1
.

4一 2
.

s k b 的D N A 顺序
,

故结果实际反映 S 基因及其下游增强 子的整合状

况
。

荃因重排和增强子插入整合并活化细胞原癌基 因的致癌机理在本文也进 行 了 初步探讨
。

关妞词 原发型肝癌 H B V D N A 整合 基因重排 增强子

大量证据表 明
,
乙型肝炎病毒 ( H B V )感染

与原发型肝癌 ( H C C )发生有关
。

基于 H C C肝内

常检出 H B V D N A 整合
,

现认为 H B V 是 H C C

的致癌因
一

子
。

晚近研究提示
,

这 有 赖 于 整合

H B V D N A 作用诱导肝细胞转 化
【̀ ’ 。

中国作为

H B V 感染高流行区和 H C C 高发区
,

有关此项

研究巫需展开
。

为此
,

我们选 30 例 H C C患者
,

对其肝内癌灶和癌外双份组织的 H B V D N A 整

合状况作如下初步研究
。

材 朴 与 方 法

研究对象 为 1 9 8 6年 5 月~ 1 9 8 6年 1 2月广

州四所医院 ( 中山一院
、

中山二院
、

肿瘤医院
、

华侨医院 ) 外科切除的30 例H C C病人
。

病人平

均年龄 51 士 9
.

8岁
,

男女比 6
.

5 : 了
。

每例无菌

取血清及肝 内组织
,

后者包括癌灶组织及癌灶

3 c m 外之肝组织
。

组织去血污后 立 即液 氮 冻

存
。

实验方法

1
。

血清 H B V 标记检 测 H sB A g
、

H B s
-

A b
、

H B s P H S A R 为 R I A 法
,

H B c A b
、

H B e A g
、

H B e A b 为 E L IS A 法
。

2
.

克隆 H B V D N A 片段探针制备 自B a m H

I 酶切的重组质粒PT H Bv ( D r
、

p
.

p r i e e
赠予 )

中纯化 1
.

4 k b带 S 基因和其下游增强子的 H B V
-

D N A 片段进行缺口 翻译
〔“ 」。 反应液 体积 50 川

,

含 H B V D N A O
.

5件g ,
0

.

0 2 m M d A T P
、

d G T p
、

d T T p ( B R L )
, 5 ` 一 ( a 一 3 2 p )一 d C T p ( A m e r s h a m )

,

以及 D N A 多聚酶 I / D N A 酶 I ( B R L )
。

1 s oC

育 9 0分钟后过 小 1 X l i c m G 一 s o s e p h a d e x 柱
。

集并峰管洗脱液即 为 探 针
,

液 闪 测 比 放 为

1
.

4 又 1 0
“ e Pm / 林g

。

`

3
.

组织 D N A 提取 液氮中压碎组织
,

加 10 0件g / m l 蛋白酶 K 消化
、

酚 提和透析
,

再

加 10 0件g /匕 1 胰 R N A 酶消化
、

酚提和透析
。

内析液测 D N A 浓度后 理℃备用
〔“ , 。

4
。

组织 D N A 酶切
、

电泳
、

转移
、

杂 交和

放封 自显影 用 E c O R I
、

H i n d 兀 或 T a q l

( B Oe 址 in g er / m a n n he i m ) 消化或未消化的组织

D N A 经琼脂糖凝胶电泳分离后
,

紧 贴 eZ at 一

P r o b e
滤膜 ( B i o

艰
a d ) 作快速电泳 转 移

。

然后

按 M o l e c u l a r C l o n n i n g 一书所载之方法 进 行

杂交和放射自显影
` “ ’ 。

实 验 结 果

肝内 H B V D N A 状态 H B v D N A 一般以二

种状态存在于肝 内
,

即 游 离型和 /或整合型
。

游 离 型 杂 交 带 成 3
.

k2 b ,

整 合 型 杂 交 带

> 3
.

业 b 〔` ’ 。 图 l 示 H C C 肝内之 H B v D N A 状

态
。 a 为癌灶组 织 D N A 杂 交 图

,

其中 H 行

( iH dn l 酶 切 ) 有 2 条 > 3
.

kZ b 的 整 合 型 条

带
,

反映染色体有 2 个 H B v D N A 整合位点
。
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果序列重排基因其功能足以影响细胞 生长调

控
,

则后果可能就是细胞转化
〔” 。

3
.

肝内 H B v O N A 整合与病 理改 变 本

文肝癌组织病理分型以梁索型和假腺管型以及

低分化型为主
,

与他人报道相似
`“ 」。

各型癌组

织都有 H B v D N A 整合
,

仅整合率有别
。

可见

病毒整合对癌组织分化可能无决定影响
。

癌外

组织大 多 数 ( C A H + 活动型 肝硬化 = 77 % )

有碎屑坏死的病理改变
,

后者持续活动和继发

的肝细胞再生既可有助于病毒整合又可促使发

生基因重排
〔 `〕 。

4
.

H B V O N A 整合与H C C致痛机理 关于

H B v D N A 整合与H C C 的致癌机理有以下几种

推测
:

①病毒增强子插入整合活化细胞原癌基

因 `“ ’ , ② 整合和 /或侧翼序列基因重排使细胞

生长分化失控
〔 ` ’ ; ③ 整合序列和侧 翼序 列形

成融合基因混合转录和表达
〔 ’ “ ’ ; ④其它 遗 传

结构和功能异常如逆转录等
〔 ` 。」。

目 前 研究对

前二者了解较为深入
。

现 已发现
,

动物和人肝

内有包括一系列增强子在内的嗜肝病 毒 D N A

整合
〔“ ’ , 被整合的 H C C 细胞中有包括 m cy

、

cL
a 、

和 N一 r as 等许多原癌基因的激 活 和异常

表达
〔 ’ 。 J ; 整合和 /或侧翼序列的基 因重排也屡

见不鲜
〔 ` J。

据认为
,

这些可能都是肝细胞转化

的原因
〔` ’ 。

从本文结呆来看
,

H C C 肝内 H B V

D N A 整合比较普遍
,

说明整合可能是 癌变的

遗传结构基础 ; 良性和恶性组织的病毒整合模

式不同
,

反映癌细胞中的整合和 /或侧 翼序列

可能已发生基因重排
,

由于 H C C 与碎屑坏死常

相伴随
,

提示肝细胞坏死对整合和重排可能具

促进作用
。

可以设想
,

整合和重排如果影 响细

胞生长分化则其后果将是细胞转化
。

转化细胞

的单克隆选择和增殖必然是肿瘤发生
〔` 3 。

更重

要的是本文所用片段探针仅含 H B V 基因组中

的 S一基因和其下游增强子
,

后者插 入 整合并

活化原癌基因的致 H C C 机理看 来 也 很 有可

宜旨
。

5
.

肝内H B V状态与血清 H B V 标记 一般

认为
,

高发区 H C C 患者其 H B s A g 携带率为

50 ~ 8 0 %
,

我们的结果是 80 %
,

反映两者高度

相关
。

如按一种以上 H B v 标记阳性计
,

则本

文病例 93 % ( 2 8 / 3 0) 有 H B V 感 染 证据
,

故相

关程度更著
。

换言之
, 6 例 H B s A g阴性 H C C ,

4 例 ( 6 6
.

7 % ) 血清其它 H B V 标 记证 实曾有

H B V 感染
,

共 H C C 可能与之有关
。

此外
,

本

文全部 H eB A g 阳性病 例 和 90 % H BS P H S A R

阳性病例肝内均检出 游 离型 H B v D N A
,

说明

这二种标记与H B v D N A游离状态关系一致
。
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