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　　摘要：目的　探讨外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）端粒酶活性的检测在肝细胞癌（ＨＣＣ）患者中的意

义。方法　采用聚合酶链反应 －酶联免疫吸附测定（ＰＣＲＥＬＩＳＡ）检测 ＨＣＣ、肝脏良性肿瘤、慢性肝病

患者及正常人血 ＰＢＭＣ和 ＨＣＣ组织端粒酶活性。结果　端粒酶活性在 ＨＣＣ患者的血 ＰＢＭＣ和癌组织

分别为 １．２９±０．６８和 １．４０±０．８８，取端粒酶活性 ＞０．７为阳性标准，则 ＨＣＣ肝癌组织阳性表达的

２８例全部为 ＰＢＭＣ阳性表达，两者有显著一致性（Ｋａｐｐａ＝１，Ｐ＜０．００１）。血 ＰＢＭＣ端粒酶活性在肝

脏良性肿瘤组为 ０．６５±０．３２，慢性肝病组为 ０．４３±０．２３，正常对照组为 ０．３８±０．１４，均显著低于

ＨＣＣ组 （分别 Ｐ＜０．０１，＜０．００１，＜０．００１）。ＨＣＣ中，在血清 ＡＦＰ高表达（＞２００μｇ／Ｌ）的 １８例

中 ＰＢＭＣ端粒酶活性全部为阳性（１００％），在血清 ＡＦＰ低表达（＜２００μｇ／Ｌ）的 １２例中有 ８３．３％

（１０／１２）ＰＢＭＣ端粒酶活性为阳性，差异有显著性（Ｐ ＜０．００１）。且端粒酶活性的阳性率显著高于

血清 ＡＦＰ（１８／３０，６０％，Ｐ＜０．０１）。结论　ＨＣＣ患者的血 ＰＢＭＣ端粒酶活性可准确反映癌组织端粒

酶的表达情况，检测血 ＰＢＭＣ端粒酶活性可能是一种灵敏、微创的早期诊断肝癌的有效方法。
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　　端粒酶的激活被认为是细胞癌变的重要一步，

因此肿瘤细胞中普遍存在高的端粒酶活性［１，２］。多

个研究［３，４］报道肝细胞癌（ＨＣＣ）患者肝组织端粒

酶活性增高可作为诊断肝癌的标志物之一 ，但

ＨＣＣ患者外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）端粒酶活性在

肝癌诊断中的意义却甚少报道。本研究采用 ＰＣＲ

ＥＬＩＳＡ检测 ＨＣＣ患者 ＰＢＭＣ中端粒酶活性，以探讨

ＰＢＭＣ端粒酶活性在早期诊断肝癌方面的意义。

１　材料和方法

１．１　检测对象及分组

１．１．１　ＨＣＣ组　 ３０例。为湘雅医院 ２００２年 ３

月 ～２００２年 １０月收治的 ＨＣＣ手术患者，男 ２３例，

女 ７例；年龄 ２１～７２岁，平均年龄 ５１岁。手术切

除后立即取出 肝 癌 组 织 （取 材 时 避 开 中 心 坏 死

区），液氮冻存，所有癌组织均经病检证实诊断。

术前 １周内清晨空腹抽取外周静脉血 ３ｍｌ，肝素抗

凝，从肝癌组织及外周血中分离获得 ＰＢＭＣ后液氮

冻存。

１．１．２　肝脏良性肿瘤组　 １０例。均为肝脏海绵

状血管瘤患者，所有血管瘤经病检证实。男 ３例，

女 ７例；年龄 ３９～５７岁，平均年龄 ４６．３岁。术前

１周内清晨空腹抽取外周静脉血 ３ｍｌ，肝素抗凝，从

外周血中分离获得 ＰＢＭＣ。

１．１．３　慢性肝病组　 ３０例。男 １５例，女 １５例；

年龄 ２２～５４岁，平均年龄 ４３．５岁。其中包括慢性

乙型肝炎 １８例和肝硬化 １２例，诊断均符合 ２０００

年西安会议修订的病毒性肝炎诊断标准［５］。收集

ＰＢＭＣ同肝脏良性肿瘤组。

１．１．４　正常对照组　 ３０例。男 １５例，女 １５例；

年龄 ２５～３５岁，平均年龄 ３２．２岁。均为在校的健

康志愿学生，收集 ＰＢＭＣ同肝脏良性肿瘤组。

１．２　方法

１．２．１　ＰＢＭＣ分离　 外周静脉血 ３ｍｌ，肝素抗

凝，用淋巴细胞分离液离心，常规分离获得 ＰＢＭＣ，

Ｈａｎｋ液洗涤细胞 ２次，计数。

１．２．２　端粒酶活性检测　

（１）检测原理　 端粒酶以其自身的 ＲＮＡ为模

板合成端粒的重复序列加至生物素标记的引物上，

产物行 ＰＣＲ扩增后与地高辛标记的探针杂交。杂

交产物与酶标板结合，加入过氧化氢酶标记的抗地

高辛抗体及过氧化氢酶的底物显色。根据吸光度

的大小判定酶的活性。

（２）检测方法　使用端粒酶 ＰＣＲＥＬＩＳＡ试剂盒

（ＢｏｅｈｒｉｎｇｅｒＭａｎｎｈｅｉｍ 公司），操 作按说 明书 进行。

细胞或组织经裂解后 ４℃，１６０００ｇ离心 ２０ｍｉｎ，

－８０℃保存上清液备用。在０．５ｍｌＥｐｐｅｎｄｏｆ管中依

次加入 ２５μｌ反应混合液（含生物素标记的 Ｐ１ＴＳ

引物，Ｐ２引物，Ｔａｑ酶，ｄＮＴＰ等）及 ５μｌ细胞提取

液，加水至 ５０μｌ并以石蜡油封闭。将反应管置于

ＤＮＡ扩增仪（ＰＥ４８０）中进行以下循环：２５℃ ３０

ｍｉｎ逆转录，９５℃ ５ｍｉｎ灭活端粒酶，９４℃ ３０ｓ→

５０℃ ３０ｓ→７２℃ ９０ｓ循环 ３０个周期，再 ７２℃ １０

ｍｉｎ充分延伸。ＰＣＲ产物变性后与地高辛标记的探

针杂交，再在酶标标记板上与抗地高辛 －过氧化物

酶、ＴＭＢ底物及反应终止液共同孵育。酶标仪测定

样品在波长 ４５０ｎｍ处的吸光度，吸光度 ＞０．７为

端粒酶活性阳性［６］，待测样品 ＯＤ值 ＝实测 ＯＤ值

－阴性对照 ＯＤ值。阳性对照为试剂盒提供的永生

化的人胚肾细胞（２９３细胞株），阴性对照为杂交

液。

１．３　统计学分析

计量资料以 ｘ±ｓ表示，采用 ｔ检验；率的比较

采用 χ２检验；一致性采用 Ｋａｐｐａ检验进行统计学处

理。Ｐ＜０．０５差异有显著性。

６８１
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２　结　果

２．１　ＨＣＣ患者 ＰＢＭＣ和肝组织端粒酶活性

端粒酶活性在 ＨＣＣ患者的 ＰＢＭＣ和肝癌组织分

别为 １．２９±０．６８和 １．４０±０．８８，两者比较无显

著差异（Ｐ＞０．０５），取端粒酶活性 ＞０．７为阳性

标准，则肝癌组织阳性表达的 ２８例均为 ＰＢＭＣ阳

性表达，ＨＣＣ肝癌组织阴性的 ２例在 ＰＢＭＣ亦为阴

性，两者有显著一致性（Ｋａｐｐａ＝１，Ｐ＜０．０１）。

２．２　各组血 ＰＢＭＣ端粒酶活性的比较

血 ＰＢＭＣ端粒酶活性在肝脏良性肿瘤组为０．６５

±０．３２，慢性肝病组为 ０．４３±０．２３，正常对照组

为 ０．３８±０．１４，均显著低于 ＨＣＣ组（分别为 Ｐ ＜

０．０１，＜０．００１， ＜０．００１）。肝脏良性肿瘤组和

慢性肝病组血 ＰＢＭＣ端粒酶活性与正常对照组比较

无显著差异（Ｐ均 ＞０．０５，表 １）。血 ＰＢＭＣ端粒酶

活性在 ＨＣＣ组阳性率为 ９３．３３％（２８／３０），在肝脏

良性肿瘤组为 ４０．０％（４／１０），在慢性肝病组阳性

率为 ６．７％（２／３０），在正常对照组均为阴性（０／

３０）。

表 １　 各组血 ＰＢＭＣ端粒酶活性的比较 （ｘ±ｓ）

组 别 ｎ 端粒酶活性

ＨＣＣ组 ３０ １．２９±０．６８

肝脏良性肿瘤组 １０ ０．６５±０．３２１）

慢性肝病组 ３０ ０．４３±０．２３２）

正常对照组 ３０ ０．３８±０．１４２）

　　注：１）与ＨＣＣ组比较Ｐ＜０．０１，２）与ＨＣＣ组比较Ｐ＜０．００１

２．３　 ＨＣＣ 患者的血 ＰＢＭＣ端粒酶活性与血清

ＡＦＰ之间的关系

ＨＣＣ中，在血清 ＡＦＰ高表达（≥ ２００μｇ／Ｌ）的

１８例 中 ＰＢＭＣ端粒酶活性全部 为 阳 性 （１８／１８，

１００％），在血清 ＡＦＰ低表达（＜ ２００μｇ／Ｌ）的 １２

例中有 ８３．３％ （１０／１２）ＰＢＭＣ端粒酶活性为阳

性；端粒酶活性的阳性率（２８／３０，９３．３３％）显著

高于 血 清 ＡＦＰ阳 性 率 （１８／３０，６０．０％，Ｐ ＜

０．０１）。在血清 ＡＦＰ低表达的 １２例中，端粒酶活性

为 １．０１±０．７１，在高表达血清 ＡＦＰ的 １８例中，端

粒酶活性为 １．４８±０．６０，端粒酶活性在两者之间

差异无显著性（Ｐ＞０．０５，表 ２）。

２．４　血 ＰＢＭＣ端粒酶活性与 ＨＣＣ临床分类的关

系

端粒酶活性在肝癌 ＴＮＭ Ｉ，ＩＩ期与 ＩＩＩ期［７］，有

无门静脉癌栓，有无肝外转移，肿瘤直径 ＜５ｃｍ与

≥ ５ｃｍ［８］之间差异均无显著性（Ｐ＞０．０５，表 ２）。

表 ２　 ＨＣＣＰＢＭＣ端粒酶活性与临床分类的关系

临床分类 ｎ
端粒酶Ａ值

（ｘ±ｓ）
Ｐ

端粒酶活性 （％）

≥０．７ ＜０．７
Ｐ

ＴＮＭ分期

　Ｉ，ＩＩ

　ＩＩＩ

１６

１４

１．１７±０．６９

１．４３±０．６６
０．３０２

１４（８７．５）

１４（１００．０）

２（１２．５）

０（０）
０．２７６

门静脉癌栓

　（＋）

　（－）

１２

１８

１．４３±０．７４

１．２０±０．６３
０．３６９

１１（９１．７）

１７（９４．４）

１（８．３）

１（５．６）
０．６４８

肝外转移

　（＋）

　（－）

１１

１９

１．４４±０．７６

１．２１±０．６３
０．３８４

１０（９０．９）

１８（９４．７）

１（９．１）

１（５．３）
０．６０７

肿瘤直径

　≥５ｃｍ

　＜５ｃｍ

２４

６

１．３５±０．６７

１．０７±０．７１
０．３７３

２３（９５．８）

５（８３．３）

１（４．２）

１（１６．７）
０．３６６

血清ＡＦＰ

　≥２００μｇ／Ｌ

　＜２００μｇ／Ｌ

１８

１２

１．４８±０．６０

１．０１±０．７１
０．０６１

１８（１００．０）

１０（８３．３）

０（０）

２（１６．７）
０．１５２

３　讨　论

端粒酶用于肿瘤发病机制和诊断已有较多的

研究，但在诊断方面，主要检测的是组织端粒酶活

性。新近发展的 ＰＣＲＥＬＩＳＡ技术，能够快速定量检

测端粒酶活性，可以检测出外周血中 １０个 ＨｅｐＧ２

细胞的端粒酶活性［６］，被认为是可靠和敏感的诊断

ＨＣＣ和术后复发的标记物。本组中，在 ＨＣＣ肝癌

组织阳性表达的 ２８例全部为血 ＰＢＭＣ阳性表达，

ＨＣＣ肝癌组织阴性的 ２例在血 ＰＢＭＣ亦为阴性，两

者有显著一致性。此外，ＰＢＭＣ端粒酶活性在 ＨＣＣ

的表达明显高于肝脏良性肿瘤组、慢性肝病组、正

常对照组，提示 ＰＣＲＥＬＩＳＡ检测 ＨＣＣＰＢＭＣ端粒酶

活性可以很好反映 ＨＣＣ肝癌组织端粒酶活性的表
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达情况。而且，血 ＰＢＭＣ端粒酶活性在 ＨＣＣ患者的

阳性表达率高于血清 ＡＦＰ阳性率，尤其在血清 ＡＦＰ

浓度 ＜２００μｇ／ＬＨＣＣ患者中，有 ８３．３％（１０／１２）

的患者 ＰＢＭＣ表达端粒酶活性，提示 ＰＢＭＣ端粒酶

活性是较血清 ＡＦＰ检测 ＨＣＣ更敏感的指标，有助

于 ＨＣＣ的早期诊断，特别是隐匿性 ＨＣＣ的发现，对

血清 ＡＦＰ阴性 ＨＣＣ有重要诊断价值。但本组例数

较少，结论有待进一步验证。

Ｏｈ等［９］比较肝脏癌前病变和 ＨＣＣ的组织端粒

长度及端粒酶活性发现，在癌前病变已经出现了端

粒的缩短及端粒酶活化，端粒酶活性越高越容易发

展成为肝癌。本研究中，ＨＣＣ患者血或肝组织 ＰＢ

ＭＣ端粒酶活性的阳性率与 ＨＣＣＴＮＭ分期、有无门

静脉癌栓、有无肝外转移、肿瘤直径之间无相关性，

提示端粒酶活化与 ＨＣＣ分期、是否转移、肿瘤大小

无关，表明端粒酶的活化在肝癌早期就已经开始，

ＰＢＭＣ端粒酶活性对 ＨＣＣ微小转移、复发的早期发

现可能亦有重要意义。
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名称为国际肝胆胰协会中国分会（ＴｈｅＣｈｉｎｅｓｅＨｅｐａｔｏＰａｎｃｒｅａｔｏＢｉｌｉａｒｙＣｈａｐｔｅｒｏｆｔｈｅＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＨｅｐａｔｏＰａｎｃｒｅａｔｏＢｉｌｉａｒｙ

Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ）。按照国际肝胆胰协会规定，中国分会每 ２年召开一次学术研讨会，第一次学术研讨会将于 ２００４年 １２

月上旬在武汉召开。会议征稿内容包括：（１）肝胆胰疾病的基础研究；（２）肝胆胰疾病的影像学诊断；（３）肝胆胰良、
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治疗和化疗问题；（１５）肝移植；（１６）胰腺移植；（１７）肝胆胰手术中的止血技术或止血剂的应用；（１８）肝胆胰围手术

期护理。
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