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丙型肝炎病毒感染与原发性肝癌的关系

— 不同人群血清 H C V R N A 的调查
`

杨建民 刘为纹 晋华源 (第三军医大学西南医院消化内科 ) 6 3 0 0 3 8

提 要 本文以聚合酶链反 应 ( P C R )对重庆地区各种慢性肝病 (C L D
, , ~ 1 8 2 )和献血员

( n 一 35 )血清 H C v R N A 的存在状况进行了初步调查
。

结果发现
:

① H C v RN A 在原发性肝癌

( P H C )
、

肝硬化 ( L C )
、

慢性肝炎 (C H )及献血员中的检出率分别为 36
.

6% ( 3 4 9/ 3 )
、

31
.

7% ( 2 0 /

6 5 )
、

1 5
.

4% ( 4 / 2 6 )和 2
.

9% ( l / 5 5 ) , ②多数 H CV R N A 阳性 C L D ( 4 1 / 5 8 )与 H B s

gA 或 H BV

D N A 双阳性
,

单纯 H C V R N A 阳性见于 1 5
.

1纬 ( 1 4 / 9 5 ) P H C
、

3
.

2% ( 2 / 6 5 ) L C 和 5
.

8 % ( l / 2 6 )

C H
。

此资料提示约 20 % P H C 可能与 H CV
一

H B V 双重感染有关
,

约 15 % P H C 可能与单独 H C V

感染有关
。

关键词 丙型肝炎病毒
;乙型肝炎病毒 ,聚合酶链反应 ,肝肿瘤

国外资料表明 H C V 感染与 P H C 的发

生密切相关
` , ’ 。

国内血清抗
一

H C V 调查也提

示存在这种相关性
` , , 。

然而
,

血清抗
一
H C V 不

但未能反映有无病毒血症
,

而且试剂敏感性

和特异性差异较大
` 3

,
` , 。

我们亦曾发现血清抗
一

H C v 与 H C v R N A 的检测结果并不完全一

致 (5)
。

目前 国内 尚未 见 以 P C R 检 测 H CV

R N A 研究 H C V 感染与 P H C 关 系的报道
。

为进一步阐 明 H C V 感染与我国 P H C 的相

关性
,

我们应用 P C R 对不同 C L D 及献血员

血清 H C V R N A 的存在状况进行了调查
。

材料与方法

1
.

1 调查对象

1 8 2 例 C L D 均系本院 1 9 9 1~ 1 9 9 2 年的住院患

者
。

其中
,

P H C 9 5例
,

男 8 6例
,

女 7例
,

平均年龄 4 8
.

5

士 1 0
.

9岁
,

有 39 例获病理和 /或手术诊断
,

余 54 例

根据典型临床表现
、

A F P
、

B 超和 C T 等资料临床确

诊
。

L C 63 例
,

男 42 例
,

女 21 例
,

平均年龄 4 6
.

8士

1 1
.

4 岁
.

C H 2 6 例
,

其中慢性迁延型 (C P H ) 6 例
,

慢

性活动型 ( CA H ) 20 例
,

男 21 例
,

女 5 例
,

平均年龄

.37 3士 n
.

2 岁
。

A I
J

T 正常且 H B s A g 阴性的健康献

全军
“
八五

”

青年基金课题

血员 35 例
,

男 18 例
,

女 17 例
,

平均年龄 34
.

5士 7
.

1

岁
。

血清分离后于 一 20 ℃冻存待检
.

1
.

2 试剂

引物
:

H C v 内外引物的序列起止位点
、

扩增片

段长度及来源同前报道
`” 。

H BV 引物位于 S 基因保

守区
,

起自 839 R 和 4 2 7
,

分别为 21 和 22 N T
,

扩增片

段长 41 3 b p
,

由中科院上海细胞所合成
.

其 它
:

A M v 逆转录酶为 rP
o m eg

a

公司产品
,

D N A 聚合酶
、

R N a s
i
n 、

d N T P 及 P e R 缓冲液均 由华

美公司提供
。

1
.

3 病毒核酸提取

H CV R N A 提取
:

参照文献方法
` , , ` ,
加以改进

。

待检血清 1 0 0产1
,

加裂解液 ( 0
.

Zm
o
l /L T i r s 一H e l

,
p H

7
.

5
,
2 5m m

o
l / L E D T A

,
0

.

3m o
l /L N

a
C I

,
2% S D S )

一0 0产 l
,

蛋白酶 K 至终 浓度 2 0 0拌g /m l
。

3 7 ℃温 育
` s m in 后

,

加入 。一%焦碳酸二乙醋 (D E P C ) 8 0产1
,

以

酚 /氯仿 /异戊醇 (25
:

24
:

1) 抽提一次
,

抓仿抽提一

次
.

在水相 内加入等体积冷异丙醇和 1 4陀糖 原
,

一 7 0℃沉淀 3 o m in
,
4 ,C 1 8 0 0 0 9 离心 1 5m i n ,

沉淀物

以 9 5 %乙醇 4 0 0川离心洗涤一次
,

继以半导体冻干

机抽干
,

溶于 10 川经 D E P C 处理的水中
,

于 一 70 ℃

冻存待检
。

H B V D N A 提取
:

与 H C V R N A 相似
。

血 清

10 即 1经 S D S 裂解
、

蛋白酶 K 消化
、

酚氛仿抽提
、

乙

醇及终浓度为 。
.

3m ol / L 的 N a
A C ( p H 6

.

4) 沉淀后
,

重悬于 10 川 T E 缓冲液中
,

一 20 ℃冻存待检
。
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1
.

4 病毒基 因扩 增

C H V RNC P R A
:

采用逆转录
一

巢式 PC R
,

以逆

转录与第一轮 P C R 同步法进行
.

见我们以前报

道
` s ’ .

H B v D N A P C R
:

反应体积 2 0卜 l
,

由 1 5产l反应混

合液 (含 i o x p C R 缓冲液 2拜l
、

1 0拜m o
l / L H B V 正负

链引物各 l产 l
,

每种 Zm m o l / L d N T p Z拌l
、
D N A 聚合

酶 0
.

6U )和 5川待检样品组成
.

采用水浴手工操作
,

循环参数为 9 3℃ 4 5 5 ,
5 5℃ 6 0 5 ,

7 0 0C 一5 05
,

反复 3 5

周
。

1
.

5 扩增产物分析

取产物 1 0闪在含澳乙锭的 2%琼脂糖凝胶中电

泳后
,

紫外灯下观察荧光条带
。

1
.

6 准确性监控

严格参照 K w
o k 等

` 7 ,

提出的防污染措施进行操

作
。

每批实验自血清处理至 P C R 结束均设立阴阳性

对照
。

2 结果

2
.

1 方法敏感性和特异性

H C V R N A P C R
:

分别取 H C v R N A 阳性血清

一5拜1
、

3 0产 l
、

6 0拜 l
、
5 0拌 l和 1 0 0拌l

,

以水补足 1 0 0产1
,

经提

取 R N A 后检测
,

15 川血清即可检出
,

与文献 ( 5川血

清中可检出 H CV R N A ) ` , ,
相似

。

以水代替血清抽

提
,

则结果阴性
.

电泳位置符合理论值
.

H B V D N A P C R
:

以 I n g 重组 H BV D N A 加入

1。即 l正常血清抽提
,

沉淀以 T E 缓冲液 10 倍梯度

稀释
,

使每 5川待检样品依次含初始重组 H B V D N A

量 l o o p g
、

10P g
、

l p g
、

l o of g
、
i o f g

、
一f g 和 1 0 o a g

,

结果

敏感性可达初始量 l f g
,

与国内外同类方法敏感性相

同
。

阴性对照阴性
,

电泳位置符合 41 3b p
.

2
.

2 H CV R N A 在不同人群 中的检出

35 例献血员中检出 1 例
,

阳性率为 2
.

9%
。

26

例 C H 中检出 4 例
,

其中 6 例 C P H 检出 1例
,

20 例

C A H 检出 3 例
,

总阳性率 1 5
.

4 %
.

6 3 例 L C 检出 2 0

例
,

阳性率 31
.

7%
。

93 例 P H C 检出 34 例
,

阳性率

36
.

6环
。

P H C 组与献血员或 C H 组比较及 L C 组与

献血员组比较均有显著差异 ( p < 。
.

001 ~ 。
.

0 5 )
,

但

P H C 组与 L C 组比较或 L C 组与 C H 组比较
,

则均无

明显差异 ( P > 0
.

0 5 )
.

其中
,

分别有 1 5
.

1环 P H C
、

3
.

2环 L C 和 3
.

8 % C H 表现为单项 H C V R N A 阳

性
,
P H C 组与 L C 组比较有显著差异 ( 尸 < 0

.

05 )
。

H B s
A g 和 H BV D N A 均 阴性的 P H C 中

,

则 H CV

R N A 阳性率达 5 6写 ( 1 4 / 2 5 )
,

见附表
。

附表

T a b l e

G
r o u P

2 17 例不同人群血清 H C V 和 H BV 感染标志的检出情况

D e t e c t io n r a t e o f H C V R N A a n d H B V r e P l i e a t i n g m a r k e r s i n d i f f e r e n t g r o u P s o f P o P u l a t i o n

N o
.

o f P o s i t i v e t o P o s i t i v e t o P o s i t i v e t o b o t h N e g a t iv e t o b o t h

e a s e s H C V R N A H B V
一

M H C V R N A 邑 H B V
一

M H C V R N A & HB V
一

M

B d o n o r s

C H

L C

P H C

35

2 6

6 3

9 3

1 ( 2
.

9 )

1 ( 3
.

8 )

2 ( 3
.

2 )

1 4 ( 1 5
.

1 )

1 ( 2
.

9 )

2 0 ( 76
.

9 )

3 4 ( 54
.

0 )

4 8 ( 5 1
.

6 )

0 ( 0
.

0 )

3 ( 1 1
.

5 )

1 8 ( 2 8
。

6 )

2 0 ( 2 1
,

5 )

3 3 ( 9 4
.

3 )

2 ( 7
.

7 )

9 ( 1 4
.

3 )

1 1 ( 1 1
.

8 )

P
o s it iv e H B V

一

M m e a n s t h a t t h e s a m p le w
a s p o s

it i
v e t o l诬」3 s

A g o r H B V D N A a n d N e g a t iv e H B V
一

M

m e a n s t h a t t h e s a m p l
e

w
a s n e g a t i

v e t o b o t h H B
s A g a n d H B V D N A

2
.

3 H B V 标志在不 同人群中的检 出

本组 18 2 例 C L D 中
,

有 1 62 例做过 H BV 血清

五项免疫学标志检查
,

其中 H I3s
A g 等一项以上标志

阳性者 I n 例
,

将这些病例视作存在 H B V 感染
。

为

了明确隐匿性及不确定的 H B V 感染
,

便于进一步了

解 H C V 和 H B V 单独和双重感染情况
,

对 51 例 H B
-

s
A g 阴性和 20 例未作 H B V 五项标志检查的 C L D

及 3 5 例献血 员作 了 H BV D N A 测 定
.

在 此 7 1例

C L D 中
,

P H C 和 L C 占 6 6 例
,

单项抗
一

H sB 阳性占 7

例
,

五项标志全阴性占 ?3 例
。

结果
,

H B V D N A 在此

71 例 C L D 中共检出 32 例
,

35 例献血员中检 出 1

例
。

结合 H BS A g 和 H B v D N A 测定
,

本组 21 7 例中

有 6 8 例 P H C ( 7 3
.

1% )
、

5 2 例 L C ( 8 2
.

5% )
、

2 3 例

C H ( 8 8
.

5% )和 1 例献血员 ( 2
.

9 % )存在 H B V 感染
,

见附表
。
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讨论

国外流行病学调查
、

临床随访和 实验研

究均一致提示
,

丙型肝炎不仅与肝癌的发生

密切相关
,

而且是发达国家中肝癌
、

肝硬化和

慢性肝炎的主要病因
“ ’ 。

我国血清抗
一

H C V

的调查也表明 H C V 感染与我国肝癌和肝硬

化的发生有关
。

北京地区报告抗
一
H C V 在肝

癌
、

肝硬化和慢性肝炎中的检出率分别高达

38
.

5%
、

4 2
.

6%和 1 0
.

5% ~ 1 2
.

1%
` , , 。

但由

于抗
一

H C V 的存在不能直接反映有无病毒血

症
,

而且试剂敏感性和特异性差异较大
,

以致

难 以确切说 明 H C V 感染与我 国肝癌的关

系
。

因此
,

本文应用 P C R 方法对重庆地区不

同人群血清 H C V R N A 和 H B V D N A 的存

在状况进行了调查
。

根据本文资料
,

H C V 在肝癌
、

肝硬化
、

慢

性肝炎及献血员中的感染率分别为 36
.

6%
、

3 1
.

7%
、

15
.

4 %和 2
.

9 %
。

值得注意的是
,

这

些 人群中分 别有 1 5
.

1%
、

3
.

2 %
、

3
.

8 % 和

2
.

9%表现为单独 H C V 感染
,

2 1
.

5%
、

2 8
.

6%
、

n
.

5%和 。%表现 为 H C V 与 H BV 双 重感

染
。

这些资料表 明
,

重庆地区的肝癌
、

肝硬化

和慢性肝炎
,

虽以 H B V 感染占多数
,

但 H C V

感染也占相 当的比重
,

这种感染多以与 H B V

双重感染的形式存在
。

同时也提示 确有约

15 %肝癌的发生可 能与单独 H C V 感染有

关
。

由于巢 式 P C R 测定 H C V R N A 较抗
-

H CV 敏感和特异
,

故本资料基本上能反映重

庆地区不同慢性肝病及献血员中的 H C V 感

染状况
。

值得指出
,

不同 H C V 株基因序列变

异较多
,

日本毒株与我国毒株序列较接近
,

由于目前尚未弄清 中国毒株保守区的序列
,

国内均采用 日本毒株序列的引物进行检测
.

应用此组根据日本毒株保守区序列设计的引

物检测
,

H C V R N A 的阳性率在输血后丙型

肝炎只有 76 %
`6) 。

故上述慢性肝病中 H C V

的实际感染率可能高于本文结果
。

可以推测
,

随着乙 型肝炎防治水平的不断提高
,

今后乙

型肝炎的发病率将会趋于下降
,

而丙型肝炎

的相对患病率则可能会上升
。

因此
,

丙型肝炎

与肝癌的关系及其防治研究值得引起重视
。
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h T er el ati on sh i P b et w e enh eP ati ti s Cvi r usi n fe eti on an dP ri
-

m ar yh eP ati c e ar ci n om a: Ani n v esti gati on on s er umH CV

R Ni Ani d f fern et Po P ul ati on s

Y an gJi anmi n ,

L i u
W

e iw e n ,

J i
n H u a y u a n (块p a r t m e n t o f G

a s t r o e n t e r o 一o g y
,

so
u th w

e s t H o s p i t a l
,
T h i r

d

M i lit a r y M
e d i

e a l C o l l e g e ,

C h o n g q i n g
,
6 3 0 0 3 8 )

A b s t r a e t A p r e l im in a r y i n v e s t i g
a t i

o n o n t h e s e r u m H C V R N A in 1 8 2 p a t i e n t s w it h d if f e r -

e n t e h r o n ie li
v e r d i

s e a s e s a n d 3 5 b lco d d
o n o r s

w
a s p e r fo r m e d w i t h

” n e s t e d
"

p o ly m e r a s e e h a i r r e -

a e t i o n
.

T h e f i n d in g s
w

e r e a s f o l lo w
s :

① S e r u m H C V R N A w
a s d e t e e t e

d in 3 6
.

6 % ( 3 4 / 9 3 ) 。 a s e s

o f p r im a r y h e p a t i
c C a r e

i n o m a ( P H C )
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羞聋裹有继
胰头癌合并+ 二指肠不转位 2 例

孙文兵 何振平 李云 山
.

何 云
`

(第三军医大学西南医院肝胆外科中心 ) 6 3。。 3 8

例 1 男
,

46 岁
。

主诉
:

上腹部胀痛 3 月余
,

皮

肤
、

巩膜黄染 2 月余
.

发育正常无畸形
。

B 超及 C T

均提示胰头占位
,

胆道一致性扩张
.

手术探查证实为

胰头癌晚期合并十二指肠不转位
。

行胆囊空肠拌式

内引流术
,

术后恢复顺利
,

出院
。

例 2 男
,

54 岁
。

主诉
:

间歇性右上腹痛 8 月余
,

皮肤
、

巩膜进行性黄染 2 月余
.

发育正常无畸形
。

B

超及 C T 提示胰头占位
,

胆道一致性扩张
。

手术探查

证实为胰头癌晚期合并十二指肠不转位
.

行胆总管

空肠拌式内引流术
,

术后恢复顺利
,

出院
.

料
,

未见有合并十二指肠不转位的记载
,

本组 2 例病

人系我科一月之内所收治
,

从此情况看
,

两者合并率

可能比记载的要高
,

两者之合并率尚需进一步临床

观察
。

胰头癌和十二指肠不转位的内在联系未见有报

道
,

胰头和十二指肠在胚胎发育上关系密切
,

胰头癌

常常合并十二指肠不转位对于胰头癌发生学的遗传

因素是一个较好的佐证川
,

有待进一步探索
。

关键词 胰腺肿瘤
;

十二指肠疾病
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讨论

十二指肠不转位是一种少见的先天性十二指肠

形态变异
,

因其往往不伴有病理生理改变
,

较少引起

人们的重视
。

复习我科 15 年来 82 例胰头癌病例资
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