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　　提　要　目的:探讨 AFP mRN A的表达与 HBV感染的关系。方法: 采用逆转录 PCR技术对 31例原发

肝癌组织中 AFP mRNA的表达进行了观察。结果: 31例肝癌组织有 26例 ( 83. 9% )检出 AFP mRNA,阳性者

中有 7例同时伴有癌旁肝组织 AFP mRN A的表达 ,此 7例患者均伴有明显的肝硬化。肝癌组织 AFP mRNA

检出率在血清 HBsAg阳性组 ( 86. 9% ) ,伴有肝硬化组 ( 87. 0% )和血清 AFP> 30 ng /ml组 ( 100% )分别显著

高于血清 HBs Ag阴性组 ( 50% )、无伴有肝硬化组 ( 50. 0% )和血清 AFP≤ 30 ng /ml组 ( 46. 02% ) ( P < 0. 05

～ 0. 01)。结论:肝癌组织 AFP mRNA的表达可能与 HBV感染 ,肝细胞再生修复有关。
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　　甲胎蛋白 ( AFP)是一种主要由胎肝细胞和卵黄囊

产生的大分子糖蛋白 ,出生后 AFP蛋白的合成逐渐停

止 ,但当肝细胞发生癌变时 ,这种胚胎抗原的基因被激

活 ,可重新产生大量 AFP。因此检测血清 AFP的产生

水平对原发肝癌的诊断有重要意义。血 AFP水平的升

高可能与肝癌细胞 AFP基因在 mRNA水平上的改变

有关。为阐明肝癌组织 mRNA表达及意义 ,本研究采

用逆转录 PCR技术对原发肝癌组织中 AFP mRNA

的表达进行了观察。

1　材料和方法

1. 1　标本收集和 RNA提取

　　 31例原发肝细胞癌为我院 1994年 1月至 1996年 6月手术切

除标本。手术切下肿瘤后立即收集癌组织和癌旁肝组织 ,剔除

出血、坏死部分后 , - 80℃冻存备用。采用异硫氰酸胍 -酚 -氯仿

一步法提取肝癌和癌旁肝组织总 RN A[1]。经紫外分光和甲醛

变性琼脂糖凝胶电泳鉴定 ,证明制备的 RNA未受到明显的污

染和降解。

1. 2　逆转录反应
　　反应体积 20μl。含 RNA5μg, 3′端 AFP mRNA外引物 10

pmol /L,各种 dN TP 1mmol /L, RNasin 20U及 MLV逆转录酶

200U ( GIBCOBKL) , 37℃反应 1 h。

1. 3　巢式 PCR

1. 3. 1　第一轮 PCR　　取上述逆转录反应产物 10μl加 10 ml

PCR反应液 (含 3′端外引物 15 pmo l /L , 5′端外引物 20 pmo l /L ,

各种 dN TP 200μmol / L, Taq DN A聚合酶 1. 5 U,华美公司 )。

先在 DNA循环仪 ( Perkin Elmer Cetus, 2400型 )上 93℃变性 6

min,然后进入 PCR循环 ,循环参数为 93℃ 40s、 52℃ 40s、 72℃

60s。循环 40次。

1. 3. 2　第二轮 PCR　 　取第一轮扩增产物 3μl加 PC R反应

液 17μl (含 3′端及 5′端内引物各 15 pmo l / L,各种 dN TP 200

μmo l /L , Taq DN A聚合酶 1. 5 U )循环参数为 93℃ 40s、 52℃

40s、 72℃ 60s。循环 40次。最后在 72℃继续反应 10 min。所用引物

参照文献 [2]由上海细胞生物研究所合成 ,引物序列如下:

　　外引物　 5′-ACTGAATCCAGAACACTGCATAG-3′

5′-TGCAGTCAATGCATCT TTCACCA-3′

　　内引物　 5′-TGGAATAGCT TCC ATATTGGAT TC-3′

5′-AAGTGGCT TC TTGAACAAACCGG-3′

1. 4　结果分析
　　取第二轮 PCR扩增产物 10μl, 2%琼脂糖凝胶电泳 ,溴乙

锭染色 ,紫外光下观察并照像。AFP mRN A阳性者可见 101 bp

电泳条带。

1. 5　统计分析
　　采用χ2检验 ,分析各组间差异。

2　结果

2. 1　原发肝癌及癌旁肝组织 mRNA的表达

　　 AFP mRN A阳性肝组织经巢式 PCR扩增和琼脂糖凝胶

电泳 ,可见清晰的产物带型 ,电泳位置符合预测值 ,见附图。31

例原发肝癌组织检出 AFP mRN A 26例 ,阳性率为 83. 9% 。26例

AFP mRN A阳性肝癌中有 7例同时有癌旁肝组织 AFP mRN A

的表达 ,此 7例患者均伴有明显的肝硬化。
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附图　原发肝癌 AFP mRNA的表达　例 2、 3、 5、 7检出

AFP mRNA　 M:分子量标记

Fig　 Expression of AFP mRNA in hepatocellular carci-

noma. AFP m RNA w as detected in cases 2, 3, 5, 7

2. 2　AFP m RNA表达与血清 A FP和 HBs Ag的关系

　　将 31例原发肝癌按血清 HBs Ag和 AFP水平进行分组 ,原

发肝癌 AFP mRNA的表达与以上参数的关系见附表。

附表　 AFP mRNA表达与血清 AFP和 HBsAg的关系

Tab　 The relat ion of AFPl mRNA expression in hepatocellular

carcinoma with serum HBsAg and AFP

AFP mRN A
Group n

Negative Posi tive

HBsAg

　 Negativ e 8 4 4( 50. 0% )

　 Posi tiv e 23 3 20( 87. 0% )*

AFP

　≤ 30 ng /ml 13 7 6( 46. 2% )

　 > 30 ng /ml 18 0 18( 100. 0% )△

* : P < 0. 05v s HBs Ag negativ e;

△: P < 0. 01v s AFP≤ 30 ng /ml

　 　由附表可见 , AFP m RN A检出率在血清 HBsAg阳性组

( 87. 0% )和 AFP> 30 ng /ml组 ( 100% )分别显著高于 HBsAg

阴性组 ( 50. 0% )和 AFP≤ 30 ng /ml组 ( 46. 2% ) ( P < 0. 05～

0. 01)

3　讨论

　 　 Emerson和 Di等
[3, 4 ]报告原发肝细胞癌 AFP

m RNA表达的阳性率为 80% ,本组为 83. 9% ,说明大

部分原发肝细胞癌 AFP基因呈激活状态 ,其产物

m RNA的表达明显增高。本研究还显示血清 AFP水

平≤ 30 ng /m l者肝癌组织中 hAFP mRNA表达者为

46. 2% ,而血清 AFP水平> 30 ng /m l者 hAFP mR-

NA阳性检出率为 100% ,提示肝癌组织 AFP基因表

达可导致血清 AFP水平升高 ,此与 peng等
[5 ]结果一

致。大量研究证明 AFP基因激活具有异质性 ,表现为

基因转录和翻译等不同水平的活化。从本研究结果看 ,

31例原发肝癌中 AFP mRNA表达阳性率为 83. 9% ,

而血清 AFP阳性率为 58. 1% ,提示 AFP基因转录水

平活化频率高于翻译水平的频率。

　　乙肝病毒感染与原发肝癌的发生有密切关系。但

乙肝病毒感染与原发肝癌组织 hAFP m RNA表达的

关系文献中却鲜见报道。Muguti等
[6 ]
报道血清 HB-

s Ag
(+ )
的原发肝癌患者血清 AFP水平显著高于 HB-

s Ag( - )患者 ,认为 AFP水平因 HBsAg状态不同有显

著差异。Lee等
[7 ]
研究亦证明 ,血清 AFP水平增高多

见于血清 HBsAg
(+ )
患者 ,认为检测 HBs Ag

(+ )
患者的

AFP对原发肝癌的诊断更具有价值。本研究采用巢式

逆转录 PCR技术对原发肝细胞癌组织的 AFP mRNA

进行检测发现 ,血清 HBsAg阳性组 AFP mRNA的检

出率为 87. 0% ,显著高于 HBsAg阴性组 ( 50. 0% ) ,提

示 AFP mRNA的表达可能与 HBV感染有一定关系。

HBV致使原发肝癌 AFP mRNA重新表达的确切机

理尚不清楚 ,但根据以往研究推测 HBV复制造成肝

细胞损伤 ,随之发生的肝细胞再生和修复 ,促进了

AFP合成增加 ,可能是造成 HBsAg阳性和 HBs Ag阴

性患者肝癌组织 AFP mRNA表达显著不同的重要原

因 , HBV致原发肝癌 AFP mRNA重新表达的机制可

能是由于 HBV整合致 AFP基因 5′端低甲基化所

致 [5, 8 ]。

　　 Di Bisceg lie等
[4 ]
对原发肝癌癌旁组织进行原位

杂交和免疫组化染色结果表明 ,表达有 AFP mRNA

阳性杂交信号和 AFP抗原的癌旁肝细胞是一类具有

癌前期生物活性的细胞 ,它的出现有可能与癌的进展

和逃避机体免疫监视有一定关联。本研究结果显示 , 26

例 AFP mRNA阳性肝癌中有 7例同时有癌旁肝组织

AFP mRNA的表达 ,且此 7例患者均伴有明显的肝硬

化。大量研究表明 ,多数原发肝癌的发生是循乙型肝炎

→肝硬化→肝癌的途径进行演变。Oka
[ 9]研究血清

AFP在监测肝硬化癌变方面的意义发现 , AFP < 20

ng /ml肝硬化 5年随访的癌变率为 26% ,而> 20 ng /ml

者 5年癌变率为 46%。说明癌旁 AFP mRNA阳性细胞

252　　　　　　　　　　　　　　　　　第　三　军　医　大　学　学　报　　　　　　　　　　　　　　　第 19卷



是具有癌前性质的细胞 ,这些细胞已具有了胚胎或原

发肝癌的某些特征 ,这种胚胎抗原基因的表达可先于

HCC的发生 ,因此通过活检样品检测肝硬化组

织AFP mRNA的表达可能有助于预测肝癌的早期发生。
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A study of the relationship between expression of AFP gene and serum

HBsAg in patients with primary hepatocellular carcinoma
Luo Yuanhui , Fang Dianchun, Lu Rong , M en Rongpu, Liu Weiw en ( Depa rtm ent o f Gastro entero lo g y, Southw est

Hospital, Third M ilitar y Medical Univ e rsity , Chongqing , 630038)

　　 Abstract　Objecti ve: To study the rela tionship be tween expression o f AFP gene and serum HBsAg.

Methods: The expression o f human a lpha-fetopro tein mRN A ( AFP m RN A) w as examined w ith nest rev e rse-

tr anscription polymerase chain reaction ( RT-PCR) in 31 surg ically resected specim ens o f primary hepa tocellu-

la r carcinoma. Resul ts: AFP m RN A was po sitiv e in 26 out of 31 specimens ( 83. 9% ) . O f the 26 positiv e

specim ens, 7 with obvious liv er cir rho sis exhibited AFP m RN A expression in jux tacarcinomatous tissue. The

fr equency o f expression o f AFP mRN A w as significantly higher in specimens o f serum HBs Ag positiv e and

serum AFP> 30ng /ml than in tho se of se rum HBs Ag negativ e and serm AFP < 30ng /ml respectiv ely ( P <

0. 01) . Conclusion: Th e expression of AFP m RNA may be related to HBV infection and regenera tion o f hep-

atic cells.

　　 Key words　 primary liv er cancer; AFP m RNA; RT-PCR.
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