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　　摘要：目的　探讨肝癌组织中血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）蛋白表达与外周血液中甲胎蛋白（ＡＦＰ）
ｍＲＮＡ表达在原发性肝细胞癌转移中的意义。方法 　 用巢式逆转录 ＰＣＲ法检测 ２０例肝癌患者术前外

周血液中的 ＡＦＰｍＲＮＡ，对其手术切除标本采用免疫组化方法检测 ＶＥＧＦ蛋白表达，结合临床病理资料

进行配对分析。结果　（１）２０例原发性肝细胞癌中 １０例 ＶＥＧＦ为阳性表达，其表达情况与临床病理参

数无明显相关；（２）２０例肝癌中 １３例 ＡＦＰ≥２００μｇ／Ｌ，１５例外周血液中 ＡＦＰｍＲＮＡ阳性；（３）ＶＥＧＦ阳

性的 １０例病例中有 ９例在外周血中可检测到 ＡＦＰｍＲＮＡ。结论　（１）肝癌组织 ＶＥＧＦ和外周血中 ＡＦＰ

ｍＲＮＡ检测都可作为判断原发性肝癌有无血行转移倾向的指标，前者较为简单，而后者较为客观准确。

（２）对肝癌高危人群的普查和肝癌术后随访，应用外周血中 ＡＦＰｍＲＮＡ的检测方法较血清 ＡＦＰ水平更

加敏感。
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　　目前虽然对原发性肝细胞癌治疗的手术技术

及相关辅助治疗取得了较大进步，但其预后仍不理

想。导致治疗失败的主要原因是转移和术后复发。

如果能够利用有效的检测手段对肝癌的转移倾向

做出早期准确的判断，将有助于制定有针对性的个

体化治疗方案，减少肝癌术后转移及复发的可能。

本研究旨在探讨原发性肝细胞癌中血管内皮生长

因子（ＶＥＧＦ）蛋白表达与肝癌微转移指标———外周

血液中甲胎蛋白（ＡＦＰ）ｍＲＮＡ的相互关系，以了解

两者在肝癌转移中的意义。

１　资料与方法

１．１　一般资料

研究对象为中南大学湘雅医院 １９９９年 ４月 ～

２０００年 ５月普外科住院的部分肝癌患者 ２０例。

均经手术切除及病理组织学切片确诊。其中男 １６

例，女 ４例。年龄 １９～７０（平均 ４６）岁。

１．２　免疫组织化学染色

１．２．１　标本　切除肝癌标本常规行石蜡包埋，取

５μｍ厚连续切片行病理学检查和 ＶＥＧＦ免疫组化

检测。

１．２．２　试剂　兔抗人 ＶＥＧＦ单克隆抗体及免疫组

织化学 ＳＡＢＣ试剂盒购自武汉博士德生物工程有限

公司。

１．２．３　方法和结果判断　按 ＳＡＢＣ试剂盒说明操

作。阳性对照由试剂公司提供，阴性对照以 ＰＢＳ取

代一抗。ＶＥＧＦ的表达阳性为肿瘤细胞胞浆或胞膜

染成棕黄色。评价采用半定量计分法：高倍镜下计

数 １０００个肿瘤细胞，将阳性肿瘤细胞的百分率和

染色强度分别计分，具体如下：（１）阳性细胞的百

分率 ＜５％０分，５％ ～２５％１分，２６％ ～５０％２分，

５１％ ～７５％３分，＞７５％４分。（２）阳性细胞的染

色强度为无染色 ０分，淡棕黄色 １分，中等棕黄色 ２

分，深棕黄色或胞浆中出现深棕色斑块 ３分。（１）

＋（２）为总积分。０分为阴性，１～３分为弱阳性

（＋），４～７分为强阳性（＋＋）［１］。

１．３　 巢式逆转录聚合酶链反应 （ｎｅｓｔｅｄｒｅｖｅｒｓｅ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｎｅｓｔｅｄ

ＲＴＰＣＲ）

于手术开始前抽取外周静脉血 ７ｍｌ分装。２ｍｌ

离心测血清 ＡＦＰ浓度，另 ５ｍｌ肝素抗凝，行巢式

ＲＴＰＣＲ，具体步聚为：（１）有核细胞制备，采用红

细胞溶解法；（２）抽取细胞总 ＲＮＡ，应用 ＴＲＩＺＯＬ试

剂（ＬｉｆｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓＩｎｃ，Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，ＵＳＡ）提取，提

取后取 ２μｌ测 ＯＤ２６０／２８０值，以了解 ＲＮＡ有无降

解；（３）ｃＤＮＡ合成，采用 Ｐｒｏｍｅｇａ公司生产的逆转

录试剂盒，具体操作按说明进行；（４）巢式 ＰＣＲ，引

物设计参照文献［２］，由 Ｔａｋａｋａ公司合成，ＰＣＲ循环

条件如下，３０μｌ反应体系，９４℃变性 ３０ｓ，（５４℃退

火 ３０ｓ，７２℃延伸 ４０ｓ，进行 ３０个循环；５）产物在

１．８％琼脂糖凝胶上行电泳后观察结果，按设计要

求逆转录及巢式 ＰＣＲ产物分别为 １７４ｂｐ和 １０１ｂｐ。

１．４　统计学分析

应用 ＳＰＳＳ软件包，组间计数采用 χ２检验的四

格表确切概率法校正（Ｆｉｓｈｅｒ′ｓｅｘａｃｔｔｅｓｔ），Ｐ＜０．０５

认为有显著差异。

２　结　 果

２．１　原发性肝细胞癌标本 ＶＥＧＦ表达及其与肿瘤

临床病理学的关系

本组 ２０例肝癌中，１０例 ＶＥＧＦ为阳性表达。

其中弱阳性 ６例，强阳 ４例。ＶＥＧＦ的表达强弱与

是否合并肝硬化、肿瘤的大小及有无门静脉癌栓无

关（表 １）。

表 １　 ＶＥＧＦ表达与临床病理学的关系

临床参数
ＶＥＧＦ的表达

阴性 弱阳性 强阳性
χ２值 Ｐ值

肝硬化

　无

　有

２

８

３

３

０

４
６．０００ ０．１９９

肿瘤直径

　≤３ｃｍ

　＞３ｃｍ

４

６

０

６

０

４
６．０００ ０．０５０

门静脉癌栓

　无

　有

７

３

４

２

４

０
９．０００ ０．０６０

２．２　外周血液中 ＡＦＰｍＲＮＡ结果及其与肿瘤临

床病理学的关系

本组 ２０例患者中有 １５例术前外周静脉血中

ＡＦＰｍＲＮＡ为阳性（图 １），阳性率为 ７５％。此检验

结果亦与肿瘤临床各参数无关（表 ２）。

６０２
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检测的临床意义

１７４ｂｐ：ｃＤＮＡ产物；１０１ｂｐ：巢式 ＲＴＰＣＲ产物

图 １　ＡＦＰｍＲＮＡ阳性

表 ２　 外周血 ＡＦＰｍＲＮＡ与临床病理学的关系

临床病理指标
外周血ＡＦＰｍＲＮＡ

阴性 阳性
χ２值 Ｐ值

肝硬化

　无

　有

１

４

４

１１
０．０８９ １．０００

肿瘤直径

　≤３ｃｍ

　＞３ｃｍ

０

５

４

１１
１．６６７ ０．５３０

门静脉癌栓

　无

　有

２

３

１０

５
１．１１１ ０．３４７

２．３　外周血 ＡＦＰｍＲＮＡ与血清 ＡＦＰ水平及 ＶＥＧＦ

表达的关系

为了解 ＡＦＰｍＲＮＡ与 ＡＦＰ在高危人群普查中的

意义，本研究将 ＡＦＰ≥２００μｇ／Ｌ认为阳性。本组

ＡＦＰ阳性率为 １３／２０，小肝癌（直径≤３ｃｍ）的 ４例

中 ３例为阳性。外周血 ＡＦＰｍＲＮＡ阳性率（１５／２０）

较血清 ＡＦＰ阳性率高（Ｐ ＜０．０５）；而 ＶＥＧＦ的表

达与外周血 ＡＦＰｍＲＮＡ表达之间无统计学差异（Ｐ

＞０．０５）。在 ＶＥＧＦ阳性的 １０例中，有 ９例可在外

周静脉血中发现 ＡＦＰｍＲＮＡ（表 ３）。
表 ３　 ＶＥＧＦ、血清 ＡＦＰ及外周血 ＡＦＰｍＲＮＡ的关系

项目
外周血ＡＦＰｍＲＮＡ

阴性 阳性
χ２值 Ｐ值

ＶＥＧＦ基因
　阴性

　弱阳性

　强阳性

４

１

０

６

５

４

６．０００ ０．１９９

血清ＡＦＰ
　≥２００μｇ／Ｌ

　＜２００μｇ／Ｌ

１

４

１２

３
５．９３４ ０．０３１

３　讨 　 论

手术切除仍是目前治疗肝癌的主要方法，但进

展期肿瘤（ＴＮＭ ＩＩＩＩＶ期）在手术切除甚至行原位

肝移植术后复发率都较高［３］。肝癌切除术后复发

的可能原 因 目 前认为 有：（１）肝癌为 多中 心性；

（２）切缘有残余的癌细胞；（３）肿瘤侵犯门静脉或

发生镜下转移等。而肝移植术后出现肝癌复发则

可能与外周血液中存在游离的癌细胞有关。进一

步探讨肝癌的分子转移机制将有助于评估肝癌切

除术后的预后［４］。

近年来随着 ＰＣＲ技术的成熟与完善，可以通过

对外周血液中 ＡＦＰｍＲＮＡ的检测而证实其中有无肝

癌细胞。目前此种方法愈来愈受到重视，认为它是

肝癌发生微转移（即用常规临床病理学方法不能检

出的非血液系统恶性肿瘤的转移）的重要检测指

标。采用巢式逆转录 ＰＣＲ技术，文献报道［５］可以

从 ２ｍｌ外周静脉血中检测到 １０个左右的肝癌细

胞，特异度和灵敏度都较高。本组病例术前外周血

ＡＦＰｍＲＮＡ的阳性率为 ７５％，显著高于 ＡＦＰ阳性率

（６５％）（Ｐ＜０．０５）。而且肿瘤直径≤３ｃｍ的４例

患者术前外周血液中的 ＡＦＰｍＲＮＡ均为阳性，而血

清 ＡＦＰ水 平 １例 阴 性，１例 ≥ ２００μｇ／Ｌ，２例 ≥
５００μｇ／Ｌ。此结果提示 ＡＦＰｍＲＮＡ不仅可以反应

ＡＦＰ的表达情况，而且对小肝癌的早期诊断及术后

随访较血清 ＡＦＰ水平似乎更敏感、更有意义。

ＶＥＧＦ是促血管新生最重要的生长因子。目前

认为其诱导肿瘤血管新生的作用机制有：（１）ＶＥＧＦ

可以促进内皮细胞迁移和增殖［６］；（２）是新生血管

内皮细胞的抗凋亡因子［７］；（３）ＶＥＧＦ可以增加血

管通透性，促进血浆蛋白外渗形成纤维素支架，从

而为内皮细胞的迁移和血管的生长提供支持［８］；

（４）ＶＥＧＦ还可以激活蛋白水解酶系统，包括尿激

酶及基质金属蛋白酶，促进细胞外基质降解，从而

促进血管新生［９］。本研究发现其表达情况与有无

门静脉癌栓无关，而后者被认为是判断肝癌有无肝

内转移的重要临床指标。因此我们推测 ＶＥＧＦ主要

反映肝癌肝外血行转移的特性。这一点也通过与

ＡＦＰｍＲＮＡ的配对分析得以证实：ＶＥＧＦ阳性的病例

中有 ９０％可以在外周血中发现癌细胞。

本研究结果提示，肝癌组织 ＶＥＧＦ和外周血ＡＦＰ

ｍＲＮＡ检测都可作为评估肝癌转移的指标。前者较

为简单易行，而后者则更为客观和灵敏。理论上，

如果术前外周血 ＡＦＰｍＲＮＡ阳性，可于术前行全身

化疗，以减少术后转移的机会。同样，肝癌组织的

ＶＥＧＦ表达情况亦也可达到类似效果。两者对指导

７０２
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原发性肝癌的个体化辅助治疗方案都有重要的参

考价值。
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Ｍｉｒｉｚｚｉ综合征伴发自发性肝破裂１例
樊巍巍，汪东文，陈新娜
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　　患者　男，７６岁。因突发上腹部
疼痛 ３２ｈ入院。体查：体温 ３６．７℃，
脉搏 ９８次／ｍｉｎ，呼吸 ２０次／ｍｉｎ，血压
１２０／８０ｍｍＨｇ，急性痛苦面容，全身皮
肤黏膜黄染，心肺检查无异常。腹略

膨隆，全腹压痛、反跳痛及肌卫，以剑

突下为重。墨菲氏征阳性，肝区轻叩

痛，移动浊音阴性，肠鸣音减弱，１次／
ｍｉｎ。白细胞 ２１．４×１０９／Ｌ，中性０．９０。
尿常规：尿胆原 （－），胆红素 （－）。
血、尿淀粉酶正常。腹部透视：膈下未

见游 离 气 体，未 见 气 液 平 面。Ｂ超：
肝、脾、肾未见异常，胆囊约 ８．５ｃｍ×
３．１ｃｍ大小，壁毛糙，厚 ０．４ｃｍ，内可
见多个强光团。胆总管 ０．６ｃｍ，内未
见结石声影。左肝外叶上段后方可见

６．９ｃｍ×６．１ｃｍ大小液性暗区，体位变
化后体积变小。 腹部 ＣＴ示腹腔内积

　　收稿日期：２００３－１２－１８。

　　作者简介：樊巍巍（１９７７－），女，河南邓

州人，武警湖南总队医院医师，主要从事普外

科方面的研究。

液，胆囊结石并胆囊炎。腹腔穿刺抽

出深黄色匀质胆汁样液体，无杂质。

诊断：（１）急性弥漫性腹膜炎；（２）梗
阻性黄疸；（３）胆囊结石并急性胆囊
炎。急诊剖腹探查。术中见：腹腔内

有黄绿色胆汁样液体约 ５００ｍｌ。肝表
面光滑，无明显结节，肝左外叶脏面见

两处约 ０．８ｃｍ×０．２ｃｍ大小浅表糜烂
灶，有 胆 汁 外 渗。胆 囊 约 １．１ｃｍ ×
１０ｃｍ×２１ｃｍ，张 力 大，囊 壁 充 血 水
肿，囊内可扪及大量结石，胆囊三角、

胆囊壶腹部、十二指肠及周围组织致

密粘连，胆囊体部呈“Ｌ”型折叠，扪及
胆囊管有质硬结石嵌顿，胆囊管行径

与胆总管行径平行且压迫胆总管，肝

总管扩张，约 １．２ｃｍ左右，证实为 Ｍｉ
ｒｉｚｚｉ综合征，常规行胆囊切除、胆总管
探查 Ｔ管引流、左肝外叶脏面糜烂灶
修补术。左、右肝管 及 胆 总 管 通 畅。

于左肝外叶脏面放置腹腔引流管。引

流管与 Ｔ管分别引出腹腔。术后检查
标本，见胆囊管内有 ３枚约 ０．２ｃｍ×

０．２ｃｍ×０．２ｃｍ大小质硬结石嵌顿。
术后腹腔引流管前 ５ｄ每日引流出约
７０～１２０ｍｌ黄绿色胆汁样液体，术后
第 ６天始每日引流出约 ２～５ｍｌ黄绿
色胆汁样液体，术后第 ９天经 Ｔ型管
造影显示肝左外叶无造影剂漏出，拔

除腹腔引流管，术后 ３０ｄ拔除 Ｔ型管
痊愈。

讨论　Ｍｉｒｉｚｚｉ综合征常引起胆道
梗阻、急性化脓性胆管炎、败血症、肾

功能衰竭等，但并发自发性肝破裂者

临床极罕见。胆汁性腹膜炎病情凶险

紧急，病死率高达 ２８．６％，因此，此类
患者需急诊手术治疗。手术以胆道减

压、肝修补最为理想。国内亦有其它

胆道疾患致自发性肝破裂的报道（王

斌，等．中国普通外科杂志，２００２，１１
（３）：１５４．）。因此在胆道疾病剖腹
探查遇有胆漏时，需仔细探查肝面，警

惕自发性肝破裂存在的可能性，以防

漏诊。

８０２




