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目的
!

研究细胞凋亡蛋白抑制因子
1

"

HW<]1

%在乙型肝炎"简称乙肝%和非乙肝相关性肝癌患者中表达的意义&方

法
!

收集该院肝癌切除术患者的病例资料和组织标本!分别利用免疫组织化学和
bA+BAJ,NF"B

方法检测患者肝癌癌灶'癌旁和远

癌旁肝组织的
HW<]1

蛋白表达情况&结果
!

在两组患者中肝癌癌灶'癌旁和远癌旁肝组织中!

HW<]1

的表达量依次下降&但是!

在非乙肝相关性肝癌组中!远癌旁肝组织的
HW<]1

表达显著低于肝癌癌灶和癌旁!而在乙肝相关性肝癌组中!远癌旁肝组织的

HW<]1

表达量与癌旁的
HW<]1

表达量无明显差异!却低于癌灶的
HW<]1

表达量&结论
!

HW<]1

是引起乙肝相关性肝癌发生的重

要机制之一!可作为乙肝相关性肝癌患者抑制肝癌发展和清除乙肝病毒潜在的治疗靶点&
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乙型肝炎$简称乙肝&病毒$

DA

I

CB#B#+U@#JG+

#

5Uf

&是肝细

胞肝癌$

DA

I

CB"HAFFGFCJHCJH#,"8C

#

5::

&发生的主要危险因

素'

$

(

*经手术治疗后的乙肝相关性肝细胞癌患者体内
5Uf

仍持续复制#是肝癌治疗耐受的主要因素'

1

(

*细胞凋亡蛋白抑

制因子
1

$

HAFFGFCJ#,D#N#B"J"EC
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HW<]1

&具有

内源性抗细胞凋亡作用'

'.0

(

*同时#

HW<]1

抑制剂能明显降低

乙肝模型小鼠血清中的
5UfVZ<

水平'

6.)

(

*这表明#促进肝

细胞的凋亡可以减少
5Uf

的复制*而目前少见文献报道乙

肝相关性肝细胞癌患者和非乙肝相关性肝细胞癌患者
HW<]1

的表达区别*因此#本研究通过比较乙肝和非乙肝相关性肝细

胞癌患者癌灶组织内
HW<]1

的差异表达#为肝癌患者差异性

治疗提供实验依据*
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资料与方法

?&?

!

一般资料
!

收集
1%$0

年
6

月到
1%$6

年
6

月内在本院进

行肝癌切除的组织标本'包括肝癌癌灶)癌旁$癌灶边缘
1H8

&

和远癌旁肝组织中$癌灶边缘
1

!

6H8

&(#乙肝和非乙肝相关

性肝癌共
1'

例*全部患者术前均是首次进行肝癌切除术#未

进行放疗和化疗治疗*患者术前均进行完善的影像学和血清

学检测#术后均进行病理学检查确认病灶为原发性肝细胞癌*

肝癌病理诊断标准参照/原发性肝癌规范化病理诊断指南

$

1%$6

版&0*本研究通过本院伦理委员会审批*最终#本研究

总共纳入
1'

例原发性肝癌患者#其中
$6

例为乙肝相关性肝癌

组#

/

例为非乙肝相关性肝癌组*

?&@

!

试剂
!

抗兔
HW<]1

抗体$

CN'1%6(

&购自美国
<NHC8

公

司*抗兔
(

.CHB#,

抗体$

U<1'%6

&)山羊抗兔结合辣根过氧化物

酶二抗$

U<$%66

&)

U:<

蛋白质定量试剂盒$

<=%$0)

&和哺乳动

物组织总蛋白提取试剂盒$

<=%$%$

&均购自武汉博士德生物公

司*超敏型
2:9

检测试剂盒$

;3]$$1)

&购自南京凯基公司*

免疫组化检测试剂盒$

]f.(%%$

"

]f.(%%1

&和
V<U

显色试剂盒

$

]f.(%%%

&均购自北京中衫金桥公司*

?&A

!

方法

?&A&?

!

免疫组化检测
!

肝癌癌灶)癌旁和远癌旁肝组织中用

多聚甲醛常规固定
0/D

后#进行石蜡包埋#制作成
'

!

6

$

8

石

蜡切片*常规进行脱蜡至水后进行
52

染色及免疫组化染色*

免疫组化染色严格按照试剂盒说明书操作#即进行枸盐酸煮沸

法抗原修复和
'X

过氧化氢消除内源性过氧化物酶的活性后#

(0'$

重庆医学
1%$-

年
0

月第
0)

卷第
$%

期
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患者一般情况的比较

临床指标 乙肝相关性肝癌组$
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& 非乙肝相关性肝癌组$

#g/

&

6

"

G

"

"

1

9

5Uf.VZ<

$

MT;

#
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&

1&(T$&0

年龄$

MT;

#岁&

6)&-'T/&$( 6-&6%T-&6/ %&)-) %&/1(

性别$男"女&

$$

"

0 6

"

' %&1/( %&6($

肿瘤部位$中央型"周围型&

(

"

) -

"

$ $&/)0 %&$-1

肿瘤分化程度$高"中低&

$1

"

' 6

"

' %&/1( %&')'

微血管侵犯$有"无&

)

"

( 1

"

) %&6$/ %&0-1

肝硬化例数$

#

&

$1

"

$6 0

"

/ 1&1$/ %&$')

:D#F!.]G

7

D

分级$

<

"

U

&

$'

"

1 )

"

1 %&0(0 %&0/1

肿瘤直径大小$

MT;

#

H8

&

'&)T$&' '&'T$&$ %&)'6 %&601

W33=.$6

$

MT;

#

X

&

$%&$T1&/ (&)T6&% %&%66 %&-0/

甲胎蛋白$

MT;

#

,

7

"

89

&

-'(&-T'6)&- )/$&6T'/'&) %&/66 %&-1%

丙氨酸转氨酶$

MT;

#

WR

"

9

&

'%&(T'&1 '%&$T'&1 %&/') %&6)0

血清清蛋白$

MT;

#

7

"

9

&

'1&'T0&- '0&)T0&$ %&-%6 %&1)'

血清总胆红素$

MT;

#

$

8"F

"

9

&

1-&'T6&( 10&1T)&( %&61) %&1)$

6X

牛血清蛋白封闭
'%8#,

#滴加抗兔
HW<]1

抗体$稀释比例

$̂ 1%%

&并
0Y

过夜#然后滴加二抗$

$̂ 1%%%

&#最后再用
V<U

显色剂显色之后进行苏木素复染#透明)干燥)封片后显微镜下

观察*染 色 结 果 用
W8C

7

A.]J" ]FG+ )&%

$

RK<

#

SA!#C

:

M

NAJ,AB#H+

&进行分析#每张片子取
6

个点#最终取平均值表示

目的蛋白相对表达的水平*

?&A&@

!

bA+BAJ,NF"B

检测
!

每
$%%8

7

的肝癌癌灶)癌旁和远

癌旁肝组织中用哺乳动物组织总蛋白提取试剂盒提取组织总

蛋白后#用
U:<

蛋白质定量试剂盒测定蛋白浓度*按每个样

本
6%

$

7

的蛋白质上样#每孔均等质量等体积加入上样孔进行

KVK.]<32

电泳!

$%%f

恒压电泳
(%8#,

%湿转至
]fV4

膜中#

6X

牛 血 清 蛋 白 室 温 封 闭
(% 8#,

%加 抗 兔
HW<]1

抗 体

$

$̂ $%%%

&或抗兔
(

.CHB#,

抗体$

$^6%%

&#

0Y

孵育过夜%洗涤

后#加山羊抗兔结合辣根过氧化物酶二抗$

$^1%%%

&#室温孵

育
1D

*洗涤后#

2:9

试剂盒在化学发光成像系统发光检测*

半定量分析!用
W8C

7

A9CN

软件扫描已扣除背景的目的条带和

相应组别的
(

.CHB#,

条带的灰度值#然后进行比较#所得的比值

为目的蛋白的相对表达量*

?&F

!

统计学处理
!

所有数据采用
K]KK$/&%

统计软件进行数

据分析*计量资料以
MT;

表示#组间比较采用单因素方差分

析$

\,A.bC

M

<Z\f<

&#独立样本
6

检验#相关性分析采用
N#.

,CJ

M

F"

7

#+B#H

分析%计数资料用率表示采用
"

1 检验#组间相关

性分析采用
N#@CJ#CBA

分析#以
9

$

%&%6

为差异有统计学意义*

@

!

结
!!

果

@&?

!

患者一般情况及术后并发症
!

乙肝相关性肝细胞癌组

中#

$1

例最终病理诊断为高分化
5::

#

'

例诊断为中低分化

5::

%

)

例术后病理切片提示微血管侵犯*非乙肝相关性肝细

胞癌组中#

6

例最终病理诊断为高分化
5::

#

'

例诊断为中低

分化
5::

%

1

例病理切片提示微血管侵犯*两组患者除
5Uf

VZ<

水平存在差异之外#其余一般情况差异均无统计学意义

$表
$

&*两组患者均无手术相关死亡病例#其中
)

例患者出现

手术相关严重并发症$

1)&%(X

&#肺炎
'

例$

$'&%0X

&#调整抗

生素后痊愈%断面积液伴感染
1

例$

/&-%X

&#行穿刺引流术后

痊愈%胆漏
$

例$

0&16X

&#保守治疗后好转出院*

@&@

!

免疫组织化学和
bA+BAJ,NF"B

检测结果
!

免疫组化结果

显示#在两组患者中肝癌癌灶)癌旁和远癌旁肝组织中#

HW<]1

的表达量依次下降*但是#在非乙肝相关性肝癌组中#远癌旁

肝组织的
HW<]1

表达显著低于肝癌癌灶和癌旁$

9

$

%&%6

&#而

在乙肝相关性肝癌组中#远癌旁肝组织的
HW<]1

表达量与癌

旁的
HW<]1

表达量无明显差异$

9

(

%&%6

&#却低于癌灶的

HW<]1

表达量$

9

$

%&%6

&#见图
$

*并且#在非乙肝相关性肝癌

组中#远癌旁肝组织的
HW<]1

蛋白表达量显著低于乙肝相关

性肝癌组远癌旁肝组织的
HW<]1

蛋白表达量$

9

$

%&%6

&#而两

组癌灶的
HW<]1

蛋白表达量无明显差异$

9

$

%&%6

&#见图
$

*

bA+BAJ,NF"B

检测结果与免疫组织化学结果相似#见图
1

*

!!

<

!远癌旁肝组织%

U

!癌旁组织%

:

!肝癌癌灶%

V

!两组患者免疫组

化的结果后得到的积分光密度累计值%

$

!

'

!非乙肝相关性肝癌组中远

癌旁肝组织)癌旁组织和癌组织的
HW<]1

免疫组化染色的积分光密度

累计值%

0

!

)

!乙肝相关性肝癌组中远癌旁肝组织)癌旁组织和癌组织

的
HW<]1

免疫组化染色的积分光密度累计值*

图
$

!!

免疫组织化学检测组织内
HW<]1

的蛋白表达
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年
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卷第
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期
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bA+BAJ,NF"BB#,

7

法检测分别检查非乙肝相关性肝癌组中远癌

旁肝组织%癌旁组织和癌组织$

$

!

'

&和乙肝相关性肝癌组中远癌旁肝

组织)癌旁组织和癌组织$

0

!

)

&的
HW<]1

蛋白表达%

U

!

W8C

7

A9CN

软件

分别检测非乙肝相关性肝癌组中远癌旁肝组织#癌旁组织和癌组织

$

$

!

'

&和乙肝相关性肝癌组中远癌旁肝组织)癌旁组织和癌组织$

0

!

)

&的
HW<]1

蛋白印记的灰度值*

图
1

!!

bA+BAJ,NF"B

检测组织内
HW<]1

的蛋白表达

@&A

!

相关性分析
!

对
HW<]1

在乙肝相关性和非乙肝性相关

性肝癌癌灶)癌旁和远癌旁肝组织的表达量与术前临床指标进

行相关性分析发现!乙肝相关性肝癌组中
bA+BAJ,NF"B

检测癌

旁
HW<]1

水平与术前
<9?

水平呈负相关$

5gQ%&6/)

#

9g

%&%11

&%非乙肝相关性肝癌组中免疫组化检测癌灶
HW<]1

水

平与术前
W33$6

呈正相关$

5g%&)'1

#

9g%&%%-

&*其余指标

与
HW<]1

水平无相关性#说明
HW<]1

与
5Uf

载量可能是肝细

胞向癌细胞恶变的主要因素之一*

A

!

讨
!!

论

!!

HW<]+

家族包括
HW<]$

和
HW<]1

等#具有抑制细胞凋亡的

作用'

-

(

*目前已经在多种恶性肿瘤中发现
HW<]+

的高表达#

HW<]$

和
HW<]1

通过抵抗肿瘤坏死因子相关诱导凋亡配体

$

?=<W9

&的作用来抑制癌细胞的凋亡'

/.(

(

*

HW<]$

和
HW<]1

还

可以通过抑制
HC+

I

C+A

家族的活化抑制肿瘤细胞的凋亡'

$%

(

*

bG

等'

$$

(的研究认为#用
HW<]+

的拮抗剂作用于结肠癌细胞后

可以观察到
HC+

I

C+A./

激活并诱导肿瘤坏死因子
)

$

?Z4.

)

&的

产生#继而促进肿瘤细胞的凋亡*

bANAJ

等'

$1

(研究证实#用

HW<]+

的拮抗剂作用于黑色素瘤细胞后#可以观察到
HC+

I

C+A./

和
Z4.

+

U

的激活并促进细胞的凋亡*因此#

HW<]+

通过抑制

HC+

I

C+A./

和
Z4.

+

U

的表达促进肿瘤细胞的增殖*本次研究

中#两组患者肝癌癌灶和癌旁都发现高水平的
HW<]1

的表达#

这与先前报道的结果相类似*肝癌细胞由于基因组和遗传的

不稳定性造成的无性增值的恶性组织#程序性凋亡被抑制#故

而肝癌病灶中抑制肿瘤细胞凋亡蛋白
HW<]1

呈高表达*

本研究在癌灶组织中#乙肝相关性肝癌组的
HW<]1

蛋白

表达量于非乙肝相关性肝癌组相比无明显差异#但是在远癌旁

肝组织中#乙肝相关性肝癌组的
HW<]1

的表达量较非乙肝相

关性肝癌组的远癌旁肝组织明显增高*这说明感染
5Uf

和

不曾感染
5Uf

患者发病因素的不同也会影响肝癌的发展和

进展#也说明
HW<]1

可能是
5Uf

诱导肝癌发生的机制之一*

2NAJB

等'

6

(研究表明
HW<]1

在
5Uf

感染模型小鼠中下调

?Z4.

)

的表达#并抑制肝细胞的凋亡以及是导致抗病毒耐药

的原因之一*在敲除
HW<]$

和
HW<]1

的小鼠中#

5Uf

复制均

被抑制#但是只有完全敲除
HW<]1

的小鼠中
5Uf

复制才可能

被明显抑制'

6

(

*同时#有研究还发现用特异性
HW<]1

抑制剂

作用于
5Uf

感染小鼠时#肝内及血清中
5Uf

表面抗原迅速

下降#并且
5Uf

核心抗原明显被抑制'

)

(

#这说明抑制
HW<]1

的表达能清除体内
5Uf

*因此#

HW<]1

是
5Uf

感染促进正常

肝组织向肝癌发展的重要机制之一#本研究中在远癌旁肝组织

中#乙肝相关性肝癌组的
HW<]1

的表达量较非乙肝相关性肝

癌组的远癌旁肝组织明显增高的结果也进一步证明了这一点*

综上所述#

HW<]1

诱导乙肝相关性肝癌发生和发展的重要

机制之一*因此#

HW<]1

可作为乙肝相关性肝癌患者抑制肝癌

发展和清除
5Uf

的治疗潜在靶点*
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非用于扩容#患者失血量达到自身血容量
'%X

!

0%X

#考虑输

注
=U:

#失血量大于
0%X

血容量应立即输血*患者
5N

(

$%%

7

"

9

可以不输注#

5N

$

-%

7

"

9

应考虑输血#

5N-%

!

$%%

7

"

9

根据患者贫血程度#心肺代谢功能#有无代谢率增高以及年龄

的因素决定*本文每次应用
S?]

方案输血#对心肺功能是否

继续出血情况决定是否输注#常规情况下每个
S?]

方案#

=U:

不大于
)R

*有报道无论在小于或等于
10D

还是在小于

或等于
-1D

'

-./

(

#大量输血患者#

=U:

输注量大于或等于
$%R

后#其病死率随
=U:

用量而增加#从本文死亡
/

个患者可知#

输注
=U:)

!

-0R

#平均输注
1$&6R

#输注
=U:

越多#可能引

起凝血机制改变#加重患者死亡*也有研究报道#根据患者在

小于或等于
10D

输用
44]̂ =U:

比例的不同#分为高$

1&%^

$&%

&中$

$&%

!

1&%

&低$

$&%^1&6

!

0&%

&#

'

个比例组'

(

(

*得出

44]̂ =U:g$̂

$

$

!

1

&时#病死率最低!比例过高或过低#病

死率最高*作者由于
44]

输血严格控制了
44]̂ =U:

比例为

$̂

$

$

!

1

&#未出现过高的情况#过去
44]^=U:

过低情况比

较多见#目前已有很大改观*

血常规应在完成一个
S?]

方案后立即进行检测#但是遇

到紧急情况时
=U:

和血红蛋白水平#往往难以反映患者失血

状态#应结合临床全面评估*因此本研究认为#在患者大量出

血时#尽早按
S?]

比例输注#无需等到实验室出结果#这样便

可提高患者生存率*

A&F

!

新鲜冰冻血浆输注
!

44]

中含有全部的凝血因子#血浆

蛋白
)%

!

/%

7

"

9

#

4#N1

!

0

7

"

9

#其他凝血因子
%&-

!

$&%R

$89

*主要作用!补充凝血因子#运用于多种凝血因子缺乏#

急性或活动性出血及严重创伤#大出血时预防凝血因子稀释#

纠正已知凝血因子缺乏'

$%

(

*

大量输血时为降低患者病死率#输注
=U:)R

后#还需要

输血#应加输
44]

'

$$

(

*根据临床工作总结#在
10

!

-1D

内输注

44]

不宜超过
=U:

输注量#即
44]^=U:g$^$

为好#足量

44]

可纠正
4#N

和多种凝血因子不足#如果
4WU

$

$&%

7

"

9

#就

可以考虑输注冷沉淀'

$1

(

*血常规)生化检测)凝血功能的重复

检测至关重要*依据患者病情#一般执行一个
S?]

后应检测

一次#患者大量输血时#凝血因子稀释时减少#凝血障碍是主要

原因之一*本研究发现输注
=U:$%R

后
4#N

降低#在常规凝

血功能指标中#

4#N

首先降低#降至
$

7

"

9

大约失血
$6%X

#其

他凝血因子活性降至
16X

时大失血
1%%X

#当
<]??

和
]?

延

长至正常
$&6

倍时#凝血障碍的风险就增加了#临床工作体会

到全自动凝血分析仪实验指标#

]?

)

WZ=

)和
<]??

优于半自

动分析仪的实验结果*

A&G

!

]9?

输注
!

大量输血时#输注
=U:$6R

时#研究发现就

可考虑输注
]9?

#使
]9?

'

-6[$%

(

"

9

*如果
]9?

明显下降#

早期输注高比例
44]

#

]9?

可提高患者生存率#降低
=U:

输

注量*

A&H

!

冷沉淀输注
!

输注冷沉淀主要作用在于纠正
4#N

和
1

因

子缺乏#治疗严重出血*本研究输注
=U:$%R

后#应考虑输

注冷沉淀#达到纠正因子缺乏目的*从本文所知#冷沉淀对迅

速提高
4#N

的浓度#对减轻
=U:

应用有较大作用*

通过以上研究#采取个体化输血#制订具体方法#对预防凝

血病发生有较大意义*大量输血患者当输注
=U:

达到
)R

时#还需要较多血制品#血浆和
]9?

就应早期干预治疗*采用

全自动凝血分析仪进行传统凝血试验$

]?

)

<]??

)

WZ=

和

4#N

&#作为评估凝血状态的指示值#仍然有较大价值*
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