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肝癌中 HBV和 HCV基因和抗原的分布及意义 
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Distribution and Significance of HCV and HBV Genes and Their 

Related Antigens in Hepatocellular Carcinoma 

WANG Wen—liang，WNAG Cbun-jie，SHI Jian-g~o，WANG 

(巩 州 ，TheFourthMaua,yMed／ea／￡ 矾奸，3(／’衄 710032，C．h／na) 

Abs自mct：HCV RNA and HBV X gene were detected by in situ hybridization and HCV core、C33e∞血 fIs and 

HB~Ag Weld locaIized immunohistochemlcaI method．Results~owed(1)The positive rate of HCV RNA and 

HBV X gene w 40％(55／136)and 82％ (I12／l36)in HCC respectively，b吐h of them weI_e positive sil]lu1． 

taneously，34％(46／136)．HCV RNA was loealized in the cytoplasm of㈣ 咖 s cells and h印劬蝌晒．the 

pc~itlve cells dismbuted in scarer．1ocal or diffusion pattens．The distribudon of HBV X gene in HCC cancer． 

0Ils cells showed cytoplasm，nuclear and nuclear-cytoplasm，the positive calls distributed{ust as that of HCV 

RNA．(2)Ⅲle positive rates of HCV C33c and core antigens in HCC weI_e 81％(133／164)and 86％(141／ 

164)respectively，and C33c antigenwasloc~izedinthe calq~erou8 cellsintrac3~oplasmieally．eitherintheform 

offocal or diffusein disuibution，some were accesstothe nuclearmgmbllt~g．Not onlyWS．BHCV eolt~ antigen 

posidve stain distributed in the nuelei of the al1cer0L1s cell but it wa搴also found in the cytoplasm．c33e antigen 

posidve cells were foeal in distribution in HCC．Core~ lgerl nuc lear positive cell waa 0bserved 11101~ aften in 

ca／icerl~tlL$tissues，and cytoplasmic positive cell was predominant in pa ancer伽s tisan~．(3)The detection 

mte of H in HCC was 75％(123／164)，C33c and HBxAg positive simultaneously were 63％(103／164)． 

HCV infectionisfamiliarin HCCof OUT eoulqtry，HBV andHCV overlappinginfection accounted 8 certain 

proportionin cases studied，whichmi playan important roleinthe development ofHCC． 
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摘要：采用原位分子杂交方法检测HCVRⅣA及HBV X基因；采用免疫组织化学方法研究HCV核心抗原，非结构区 

c33c抗原及} 山 在肝细胞肝癌中的定位及分布。结果表明(1)HCV RNA、HBV x基因在肝细胞肝癌组织检出率 

分别为40％(55／136)和82％(112／136)。HcVILNA定位于癌细胞的胞浆内，阳性细胞呈散在、灶状及弥漫分布三种 

形式；HBV X基因在肝癌细胞中的分布呈胞浆型、棱型及棱浆型，阳性细胞也呈上述三种分布形式；(2)HCV c33c抗 

原、核心抗原在肝细胞肝癌中的阳性率为81％(133／164)及嘶％(141／164)。C33e抗原定位于癌细胞及肝细胞的胞 

浆内；核心抗原既定位于癌细胞核中，又可定位于胞浆中。G33c抗原阳性细胞以灶状分布为主；而核心抗原阳性细 
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胞在癌组织以弥漫棱阳性常见，在癌旁肝组织以胞浆阳性为主；(3)I丑k ĝ在肝细胞肝癌中的检出率为75％(123t 

164)．c33e和Ⅲ 二者同时阳性占63％(】衄／164)。HCV感染在我国肝细胞肝癌中比较普遍，HCV和 ⅢⅣ重叠 

感染 占相当比例，可能在肝细胞肝癌的发生中起着重要作用。 

关键词：肝肿瘤；丙型肝炎病毒；乙型肝炎病毒；抗原；免疫组织化学；原位分子杂交 

中圈分类号：R7375．7 文献标识码：A 文章编号：10if3—517．．5(2o01)04—0325—05 

丙型肝炎病毒(Hepatitis C virus，HCV)与肝细胞 

肝癌(Hepatoeelkdar ea~inoma HCC)的关系日趋引起 

各国学者的关注，目前已有大量的研究证明HCV感 

染与 HCC的发生密切相关l1 J，但多为检查血清 

HCV相关抗体 或 RT-PCR法检测组织 中的 HCV 

RNA，缺乏形态学依据，不能很好地反映HCV感染 

与肝脏病变的关系。本文应用原位分子杂交及免疫 

组织化学方法对 164．例肝细胞肝癌及其癌旁肝组织 

中的 HCV RNA．c33c抗原、核心抗原(Core antigen， 

c)的分布进行了研究，同时结合 HBV感染’睛况，分 

析 HBV和／或 HCV与 HCC发生的关系。 

1 材料与方法 

1．1 标本来源 

164例 HCC组织为西京医院 1986～1997年外 

科手术切除标本，并经病理证实，其中76例带有癌 

旁肝组织。所有标本均经 10％福尔马林 固定，脱 

水，常规石蜡包埋，制备5ban厚连续切片。 

1．2 试剂来源 

含 HCV 5 非编码 区的 eDNA，pGEM质粒，含 

HBVX基因的 pMM15等质粒、抗 HCV核心区抗原 

2B株单克隆抗体，由北京军事医学科学院基础医学 

研究所逯好英教授惠赠，抗 HCV C33e 2116株单克隆 

抗体由北京医科大学肝病研究所惠赠，兔抗 nBxAg 

多克隆抗体由美国费城 Fox Chase癌症中心提供， 

ABC试剂盒购自Vector Lab，地高辛随机引物标记试 

剂盒购自德国 8oehfingerMarmbeim公司。 

1．3 探针制备及原位杂交 

含 HCV 5 非编码区 eDNA pGEM质粒及含 HBV 

X基因的 pblldl5质粒提取及酶切片段回收参照分 

子克隆实验指南进行 J，分别得到257b口的HCV非 

编码区片段及 554bp的 HBV X基因，探针标记按说 

明书标准操作，原位杂交参阅文献l8 略加改进，主要 

在于调整探针浓度。 

1．4 免疫组化染色 

抗 HCV核心抗原 2B株单克隆抗体按 !：3∞稀 

释，抗 HCV C33e抗原2B6株单克隆抗体：竣1：150稀 

释，抗}Ⅱk 多克隆抗体按1：200稀释，其余操作按 

Vector说明书进行。 

1．5 对照实验 

阳性对照选自血清HCY RNA阳性肝穿组织，阴 

性对照选择 HCV RNA及抗体阴性肝穿组织，此外， 

无论是原位杂交，还是免疫组化，均设计了替代、空 

白对照，以保证结果的特异、可靠。 

2 结果 

2．1 HCV RNA、HBV X基因在 HCC中的分布 

HCV RNA、HBV X基因在HCC中的检出率分别 

为40％(55／136)及 g2％(I12／I36j，二者阿日彳阳性占 

34％(46／136)。阳性杂交信号为紫蓝素，细颗粒状， 

HCV RNA位于癌细胞的胞浆内，呈灶状或弥漫分布 

(见封3彩图版 1．A)，HBV X基因以胞浆阳性为主， 

也可见核阳性或核浆阳性(见封3彩图版1-B)，阳性 

细胞呈散在、灶状或弥漫分布。 

2．2 HCV C33e、核心抗原及 HBxAg在HCC中的分 

布 

应用抗 HCV C33e、核心抗原单克隆抗体及抗 

ⅢkAg多克隆抗体对 164例 HCc组织及 76例癌旁 

肝组织进行相关抗原检测，阳性物质为棕黄色均匀 

细颗粒状，C33e抗原位于癌细胞及肝细胞胞浆内， 

紧靠核周，在胞浆内呈局灶或弥漫分布(见封3彩图 

版1-C)。C33c阳性细胞呈散在、局灶、弥漫三种分 

布形式，癌组织中以散在，局灶型分布为多见．癌旁 

肝组织中以弥漫阳性为主。HCV核心抗原既定位 

于肝细胞或癌细胞核中，又可定位于这些细胞的胞 

浆中，不同病例，或以胞浆阳性为主，或以胞核阳性 

为主，或二者同时阳性；但在肝细胞肝癌组织中， 

HCV核心抗原以弥漫胞核阳性多见(见封 3彩图版 

1．D)，癌旁肝组织中多为 HCV核心抗原胞浆阳性。 

HBx．~g的阳性主要分布于癌细胞及肝细胞胞浆内 

(见封3彩图版 1．E)，但在部分病例可见肝细胞及癌 

细胞核阳性．在同一切片双标记观察I-m~g和HcV 

C33e抗原阳性细胞有部分重叠(见封 3彩图版 1． 

F)，二者阳性细胞分布并不完全一致。无论是 HCV 
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C33c、核心抗原还是 I-IBxAg，在 HCC组织的不同标 

本或同一标本的不同区域，均有二者表达的强弱不 

等。阴性对照实验为阴性，阳性对照实验为阳性。 

2．3 HCV C33c抗原、核心抗原及 nBxAg在 HCC中 

的检出率及相互关系 

三种抗原在 HCC中的检出率见表 1。经统计学 

x2检验，C33c抗原在 HCC癌组织及其癌旁肝组织 

的检出率无显著差异(P>0．05)，核心抗原在 HCC 

癌组织中的检出率明显高于其在癌旁肝中的检出率 

(P>0．01)，而 I-m-,Ag在癌旁肝中的阳性率显著高 

于癌组织(P>0．05)；在 HCC癌组织中 HCV核心抗 

原的检出率明显高于 C33c抗原及 HBxAg的检出率 

(P>0．05)；在癌旁肝组织中，HBxAg的阳性率明显 

高于 C33c及核心抗原的阳性率(P>0．01)。在所研 

究HCC病例中，三种抗原阳性率无显著差异(P> 

0．05)。 

裹 1 HCV C33e、核心抗原(c)丑 HB g在 HCC殛其癌 

旁肝中的植出宰 

病理诊断 倒数 a3c C 

164 1位(62％) 123(75％) 

76 49(65％) 37(勰％) 

164 133(81％) 141(86％) 

HBxAg C33c和 HBxAg 

癌组织 

癌旁肝组织 

癌及癌旁肝 

105(64％】 

曲(91％) 

123(75％】 

69(42％】 

42(55％) 

lo3(63％) 

3 讨论 

应用原位分子杂交及免疫组织化学方法对 

HCV RNA及其相关抗原的检测，国内外仅有少数报 

道L9 ，且仅为对抗 HCV抗体阳性小样本肝穿组 

织进行检测。本文是 对太样本 HCC组织中 HCV 

RNA、C33c、核心抗原和 HBV X基因及 nBxAg的分 

布进行了研究。实验中设计了严格对照，证明结果 

是特异可靠的。HCV RNA可定位于 HCC的癌细胞 

胞浆中，进一步证实了前人的工作，此外，本实验中 

HCV RNA在 HCC中的检出率为4o％，略高于以往 

用 RT—PCR检测血清 HCV RNA的结果，但较 HCV 

C33c抗原及核心抗原的检出率明显为低，分析其主 

要原因是存在 RNA的降解丢失，可能是组织蜡块保 

存较久，造成 RNA的降解。 

C33c抗原、核心抗原是目前 HCV抗体检测试 

剂盒中的主要组成成分，C33c抗原是 HCV基因表 

达产物中一个重要的优势表位抗原，它由 HCV NS3 

基因编码，NS3基因编码的蛋白为一多功能蛋白质， 

具有丝氨酸蛋白酶、核苷三磷酸酶及解旋酶等多种 

酶的活性u J，尤其是解旋酶，它可能参与HCV A 

复制时 RNA基因组的展开。核心抗原由 HCV的结 

构基因编码表达，富含碱性氨基酸，表明核心蛋白可 

能和病毒 RNA结合构成核衣壳。C33c抗原、核心 

抗原在HCC中的高表达，揭示 HCV在癌细胞中的 

增殖复制是活跃的，这从另一侧面证实了 HCV RNA 

在肝细胞、肝癌细胞中复制的结果【1 。 

应用抗 HCV C33c、核心抗原两种单克隆抗体对 

HCC中 HCV相关抗原进行检测，结果显示 C33c抗 

原位于肝癌细胞或肝细胞胞浆内，核心抗原在肝细 

胞及癌细胞中既有胞核阳性，也有胞浆阳性，或二者 

同时阳性。核心抗原阳性肝细胞及癌细胞多呈弥漫 

分布。有研究表明，核心蛋白的 99—102氨基酸之 

间可能存在着一个DNA结合域，并且在核心蛋白中 

还可能存在着几个核定位信号及几个蛋白激酶 A 

和C的认别位点，说明核心蛋白可能是一种基因调 

节蛋白D4,153。HCV核心蛋白转基因鼠研究证明核 

心蛋白能直接诱导 HCC的发生【” J。因此，核心蛋 

白核阳性的出现，为分析其致病机理提供了新的思 

路。 

nBxAg在 HCC中的分布与文献报道基本一 

致 。本文研究结果 ，HCV C33c抗原、核心抗原 

与 HaxAg在HCC中的阳性率比较无显著差异，但其 

混合感染为 63％，而在 164例 HCC中伴有 HCV和／ 

或 HBV感染为 95％，揭示 HCV和 HBV是我国 HCC 

发生的主要生物致病因素。以往国内外研究表明， 

HBV是HCC发生的主要致病因素之一，近年来对 

HCV与 HCC发病关系的研究表明，HCV在 HCC发 

生中具有重要作用 ，特别是在 日本尤为重要【9．1 。 

目前许多研究者认为 HBV和 HCV混合感染或重叠 

感染是 HCC发生的重要原因之一【 。 

人原发性 HCC的发生是一个多因素、多阶段极 

其复杂的过程。HBV和／或HCV长期慢性感染是其 

致病因素之一。综合分析，我国HCC发生的可能机 

理如下 ：(1)HBV和／或 HCV感染引起肝细胞的反复 

损伤坏死和增生，最后导致肝细胞癌变LI6 ；(2)HBV 

x基因整合到肝细胞基因组，通过插人突变、染色体 

重排或 HBV X基因表达产物的反式激活作用引起 

肝细胞基因表达的改变 ～1。有资料表明x蛋白 

可形成一个新的、非常小的蛋白激酶，它一方面可以 

通过增加细胞内原癌基因表达产物 c-myc、c-fos的 

活性 ，另一方面，x相关蛋白激酶活性能通过磷酸化 

改变许多细胞内蛋白的功能状况，使肿瘤抑制基因 

Rb-1、p53的失活等，从而起动或促进恶性转化L33 ； 

(3)HCV核心抗原可能影响细胞基因组的表达调 
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控，并进而影响细胞 的增生、分化导致肝细胞癌 

变 ；(4)tfCV基因表达产物通过干扰细胞内第二 

信使传递途径而改变细胞基因表达，或通过生产因 

子(IGF-II、TGF．n等)、癌基因、DNA结合蛋白的激 

活而间接影响细胞的生长、分化等【“， 。在不同个 

体的 HCC发生中，可能以某一种致癌方式为主，或 

者几种方式同时存在协同作用而致癌变的发生 

HBV和HCV在 HCC中的真正作用机制及其相互关 

系，有待于通过细胞转染及动物模型建立等，以便进 
一 步在分子水平阐明HBV和HCV的致癌机理。 
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。 王文亮等：肝癌中HBV和HCV基因及抗原的分布及意义 (正文见P325) 

图1 HCVRNA，C33e抗原、HBV x基因、HB 在HCC组织中的分布 

A．HCC组织，HCVRNA阳性信号位于痞细胞浆内，阳性细胞呈局灶型分布 {]SH x 4O0)；B,HCC组织．HBVx基困 

阳性信号位于癌细胞棱、浆内、阳性细胞呈局灶型分布 {USH x 4OO)；C，HCC组织，HCVC33e抗原位于癌细胞浆 

内，阳性细胞呈局灶型分布【ABC×4OO)；D，HCC组织，HCV核心抗原位于癌细胞桩内，阳性细胞呈弥漫型分布 

【ABCx 4OO)；E，Hcc组织，HBxA暑阳性物质位于癌细胞浆内．阳性细胞呈局灶型分布 (ABC×4OO)；F，HCCJlI织 

HBx&g~IC33e阳性物质位于癌细胞及肝细胞浆内 HBxA 棕色，c33e呈紫色，阳性细胞呈局灶型分布 (ABC艰 

染色x 4OO)。 

Fig．1 Distribution HCVRNA 33cantigen，HBVX gen~eore aIll nandHBxAginHCCtmsues 

A,The Positive signals 0fHCVRNA aTeIoealizedinthe eytcptasmofcanc啪 岫 ceils． positive ceils are distributedinlocsl 

自 H x 400)；B,The p惦i ve signals HⅡV x啪 e are 10calized in the nuclei and the cytoplasm canc盯呲s ceils,il~ 
positive cellsweit~foealin djshibu血nⅡSH x 400】：C，TIIeHCVC33c antigens at'eIoealizedinthe cytoplasm nf甜|Icer咄 cells, 

positive cells are Ioeal in disl~ibutlonf̂BC x aOO)；D．The HCV CDI~．antigens a hcalized in the nuclei,its po血ire cells are 

diffuse in dlstri~．1don f̂BC×400)皿 HBxAg POsitire substances are Ioacalized in the cytoplasm 0f e明cem cells， 

协 pestlve eelIsare10caIindistribufion(ABc x 400)；F,Thepositive substances ofHBxAg and C33e antigen areIoealizedinfire 
cytoplasm 0fc帅c啪 l玛andhepatocytic cellg,HBxAgpositiveis showed as wncok：randC33c a p1．Lrple,itspositive cells are 

IocaI in distrbutionf̂BC double stining x 400)． 

Note：KSH--In sicu hvbridizalion',ABC--Avitin bi~in—peroxidose complextechnique． 
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