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　　本研究采用血清学、肝组织病理学、免疫组织化学及实

时定量ＰＣＲ等方法，对８例急性、亚急性重型乙型病毒性肝

炎存活病例的肝炎病毒标志物、ＨＣＶＲＮＡ、ＨＢＶＤＮＡ及前

Ｃ区变异情况进行随访检测，以观察其远期预后。

１　资料和方法

１．１　病例来源和随访情况　１９８９年７月～１９９３年３月我

院临床诊断为急性、亚急性重型乙型病毒性肝炎存活病例８
例，诊断符合中华医学会传染病与寄生虫学分会、肝病学分

会联合修订（西安，２０００）的病毒性肝炎防治方案急性、亚急

性重型病毒性肝炎诊断与分型标准［１］，其中男性７例，女性１
例，年龄８～４９岁，平均３０岁。全部患者进行跟踪随访１０
年，随访期间，对患者的临床表现、免疫指标和病理检查进行

随访观察。

１．２　检测方法　运用ＴＥＩＣＨＮＩＣＯＮ全自动血液生化分析

仪查肝功能；用ＥＬＩＳＡ或ＲＩＡ法检测血清肝炎病毒标志物；

用实时荧光定量ＰＣＲ法检测 ＨＢＶＤＮＡ或 ＨＣＶＲＮＡ；运

用ＰＣＲ＋ＥＬＩＳＡ法检测 ＨＢＶ前Ｃ区ｎｔ１８９６Ｇ→Ａ的终止

变异（ｎｔ１８９６Ｇ→Ａ）；采用 Ｍｅｎｇｈｉｎｉ法抽取肝组织，经石蜡

包埋连续切片，在光镜下进行肝组织病理检查；用ＰＡＰ法检

测肝组织中 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｃＡｇ、ＨＣＶＮＳ３区抗原定位。

１．３　住院情况　８例均有深度黄疸、昏迷，其中３例有腹水、

肝浊音界缩小。３例病程为１周内，５例为２～４周内。

ＡＳＴ／ＡＬＴ为０．９９～１．５５（１．３３±０．１８１）；总胆红素为

２８０．４～３４９．４（３１６．０２±２４．１１０）μｍｏｌ／Ｌ；白蛋白／球蛋白比

为０．４９～１．９８（１．１９±０．５８８）；凝血酶原活动度 ＰＴＡ 为

２９．５８％～４４．２３％ ［（３７．００±４．８３７）％］。急性期８例两次

均检测出血清 ＨＢＶＩｇＭ 阳性，抗ＨＡＶＩｇＭ 阴性，６例抗

ＨＣＶ阴 性；ＨＢｓＡｇ 均 为 阳 性，抗ＨＢｓ 均 为 阴 性，７ 例

ＨＢｅＡｇ阳性，４例抗ＨＢｃ阳性，２例抗ＨＣＶ阳性，抗ＨＡＶ

ＩｇＭ均为阴性。５例行肝穿病理检查符合重型肝炎病理学

改变。所有患者经积极保肝、退黄、血制品等支持治疗，肝功

能均恢复正常，复查血清肝炎病毒标志物无改变。

２　结　果

２．１　随访血清病毒标志物结果　有１例患者 ＨＢｓＡｇ转为

阴性，伴随抗ＨＢｓ阳性，同时 ＨＢｅＡｇ阴性。７例抗ＨＢｅ阳

性，抗ＨＢｃ阳性７例，２例抗ＨＣＶ阳性，８例抗ＨＡＶＩｇＭ
均为阴性。

２．２　实时荧光定量ＰＣＲ法检测 ＨＢＶＤＮＡ及 ＨＣＶＲＮＡ
结果　１例患者 ＨＢＶＤＮＡ检测结果小于正常检测线，余７
例患者 ＨＢＶＤＮＡ检测结果均高于正常检测线，结果分别

为：２×１０４、３×１０４、５×１０６、４×１０５、４×１０５、２×１０７、６×１０４

ｃｏｐｙ／ｍｌ。６例患者 ＨＣＶＲＮＡ检测结果小于正常检测线，２
例患者检测结果高于正常检测线，分别为２×１０５、３×１０６

ｃｏｐｙ／ｍｌ。

２．３　随访肝组织病理及免疫组化情况　共有５例患者病理

诊断为慢性病毒性肝炎，２例患者病理诊断为肝硬化，１例

ＨＢｓＡｇ阴性患者肝组织表现为轻度肝细胞损伤。免疫组化

结果为：ＨＢｓＡｇ阴性患者其 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ及 ＨＣＶＮＳ３均

为阴性，５例慢性病毒性肝炎患者 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ为阳性，

ＨＣＶＮＳ３为阴性，肝硬化患者 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ、ＨＣＶＮＳ３均

为阳性。

３　讨　论

　　重型病毒性肝炎临床经过凶险、复杂，并发症多，病死率

高，预后差，其中急性、亚急性重型肝炎，国外报道病死率高

达８０％～９０％［２］，国内报道病死率为３５．６％～６８．４％［３］。

　　本组８例乙型急性或亚急性重型病毒性肝炎存活者，存

活期超过１０年，随访时大多数患者无临床症状或症状不明

显，肝功能异常或轻度异常，而病理检查３例为慢性肝炎轻

度（Ｇ２Ｓ２），２例为慢性肝炎中度（Ｇ３Ｓ３），２例为肝硬化。血清

学检查７例乙肝病毒标志物阳性，２例乙、丙肝炎病毒标志物

全部阳性。免疫组化检查，７例肝组织中均可见到乙型肝炎

病毒标志物，其中２例尚可见到丙型肝炎病毒标志物。提示

血清肝炎病毒标志物检查阴性，并不能排除体内肝炎病毒的

存在，肝组织中肝炎病毒的持续存在是引起慢性化的主要原

因［４］，而乙肝感染 ＨＣＶ又加重肝组织损害［５］。３例血清学

检查与急性期相比，ＨＢｅＡｇ阴性，抗ＨＢｅ阳性，ｎｔ１８９６Ｇ→
Ａ的终止变异阳性，提示乙型肝炎病毒前Ｃ区基因发生变

异，也可能是加重慢性肝损害的因素之一［６，７］。

　　８例存活者中，急性期临床诊断为乙型肝炎，而随访时部

分肝组织中尚可见到丙型肝炎病毒标志物，考虑主要与患者

急性期使用血制品有关。１９９３年以前，我国尚未对献血者强

制实行抗ＨＣＶ筛选，且抗ＨＣＶ检测技术到目前尚不稳定，

故血制品的的使用有导致输血性肝炎发生的可能，且以丙型
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肝炎较为常见［８］。但也不能排除急性与 ＨＢＶ重叠或混合感

染及出院后通过日常生活接触、不洁注射等途径感染丙型肝

炎病毒的可能性。
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　　以往研究［１］发现根据肺癌的发病环节寻找肺癌防治的

有效靶点是降低肺癌的发病率、死亡率及提高其生存率的重

要途径之一。本研究应用免疫组织化学方法观察非小细胞

肺癌（ＮＳＣＬＣ）中ＶＥＧＦ的表达，探讨它在ＮＳＣＬＣ发生发展

中的意义。

１　材料和方法

１．１　标本来源　收集自１９９９年１月至２０００年１０月间我院

病理科存档的肺癌手术标本蜡块，共６０例，其中肺癌组织、

癌旁组织（距癌灶边缘３ｃｍ）各６０例，肺大泡切除术中取正

常肺组织２０例。本组病例中男性４２例，女性１８例，年龄

３２～７４岁，平均年龄（５８．５±１２．３）岁。所有标本经病理证实

均为ＮＳＣＬＣ，按 ＷＨＯ《肺肿瘤组织学分型》（１９８１）标准分

类：鳞癌３６例，腺癌２４例；肿瘤组织分化程度：高分化１５
例，中分化２４例，低分化２１例；按１９９７年国际抗癌联盟标

准进行ＰＴＮＭ分期：Ⅰ期１６例，Ⅱ期３１例，ⅢＡ期１３例；有

淋巴结转移者４４例，无淋巴结转移者１６例。

１．２　试剂　ＶＥＧＦ、ＣＯＸ２多克隆抗体（兔抗）及链霉菌抗

生物素蛋白过氧化物酶免疫组化染色试剂盒均为美国Ｓａｎ

ｔａＣｒｕｚ公司产品，购自北京中山生物技术有限公司。

１．３　免疫组织化学染色　采用微波修复ＳＰ染色技术，进

行ＶＥＧＦ和ＣＯＸ２在ＮＳＣＬＣ组织、癌旁组织及正常肺组织

的免疫组化的标记，三者的方法、步骤及结果判定标准是一

致的，免疫组织化学染色技术的具体操作步骤严格按照试剂

盒要求进行。

１．４　结果判定　每批染色设定阴性空白对照（以ＰＢＳ代替

一抗），同时用已知阳性标本作为阳性对照；ＶＥＧＦ和ＣＯＸ２
蛋白主要位于细胞质中，细胞质显示棕黄色颗粒为阳性表

达；阳性强度判断：（－）为无显色，（＋）为＜２０％癌细胞阳

性，（）为２０％～５０％癌细胞阳性，（）为＞５０％癌细胞阳

性。

１．５　统计学处理　采用ＳＴＡＴＡ（７．０版）进行χ
２检验；应用

Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析软件处理 ＶＥＧＦ和ＣＯＸ２两指标

间的相关性。

２　结　果

２．１　ＶＥＧＦ的表达　ＶＥＧＦ阳性染色定位于癌细胞质中，

不同区域的染色程度差异不明显，阳性产物呈弥散或散在的

棕黄色 颗 粒。ＶＥＧＦ 在 ＮＳＣＬＣ 组 织 中 阳 性 表 达 率 为

７８．３３％（４７／６０），明显高于ＶＥＧＦ在癌旁组织的阳性表达率

２３．３３％（１４／６０），而正常对照的肺组织中ＶＥＧＦ表达呈阴性

或弱阳性表达，阳性表达率仅为１０％（２／２０），三者之间具有

显著统计学意义（Ｐ＜０．００１）。

　　ＶＥＧＦ在ＮＳＣＬＣ中的表达与临床分期、淋巴结转移的
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关系密切，随着肿瘤分期期次的升高和淋巴结的转移，

ＶＥＧＦ的阳性率明显上升（Ｐ＜０．０１）；与组织分化程度、组织

学分型以及肿瘤大小无关（表１）。

表１　ＶＥＧＦ表达ＮＳＣＬＣ病理特征的关系

指　标
ＰＴＮＭ分期

Ⅰ Ⅱ Ⅲ

组织分化

高分化 中分化 低分化

淋巴结转移

无 有

组织学分型

鳞癌 腺癌

肿瘤大小

≥３ｃｍ ＞３ｃｍ
－ １０ ２ １ ５ ６ ２ １０ ３ ７ ６ ８ ５
＋ ４ ０ ０ ３ １ １ ０ ４ ２ ２ ２ ２
 ２ ２１ １ ７ １２ ５ ４ ２０ １４ ８ ７ １７
 ０ ８ １１ ０ ６ １３ ２ １７ １３ ８ ７ １２
阳性合计 ６ ２９ １２ １０ １８ １９ ６ ４１ ２９ １８ １６ ３１
阳性率（％） ３７．５ ９３．５５９２．３ ６６．６７ ７５ ９０．４８ ３７．５ ９３．１８ ８０．５５ ７５ ６６．６７ ８６．１１

χ２ ２１．４４２６ ３．１８４５ ２１．４３４３ ０．２６１９ ３．２０７９
Ｐ ０．００００ ０．２０３ ０．０００ ０．６０９ ０．０７３
确切概率 ０．００００ ０．１９６ ０．０００ ０．４２０ ０．０７２

２．２　ＶＥＧＦ和ＣＯＸ２之间的相关性　从本研究结果中发现

ＶＥＧＦ和ＣＯＸ２的表达存在一定的相关性，ＣＯＸ２高表达

者其ＶＥＧＦ的表达亦增高，而ＣＯＸ２低表达者，ＶＥＧＦ的表

达也下降。应用Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析软件处理ｓｐｅａｒｍａｎ
等级相关系数为０．７１７５，经假设检验，相关有统计学意义，

Ｐ＜０．００１。表明ＶＥＧＦ和ＣＯＸ２的表达呈正相关，ＶＥＧＦ和

ＣＯＸ２可能相互作用，共同参与ＮＳＣＬＣ的发生、发展和淋巴

结的转移过程。

３　讨　论

３．１　ＶＥＧＦ的表达与 ＮＳＣＬＣ的关系　Ｈａｎａｈａｎ等［２］于

１９９６年提出了血管生成的开关平衡假说，认为血管生成受血

管生成促进因子和血管生成抑制因子的共同调控，其中

ＶＥＧＦ作用最强，是目前研究较为广泛的血管生长正调控因

子。本研究结果显示，ＶＥＧＦ在 ＮＳＣＬＣ组织中的表达明显

高于癌旁组织，而正常对照的肺组织中ＶＥＧＦ表达呈阴性或

弱阳性表达。这与国内外文献［３，４］结果基本一致，表明

ＶＥＧＦ与ＮＳＣＬＣ关系密切。同时，ＶＥＧＦ阳性表达与肿瘤

的临床分期、淋巴结转移均有明显关系。ＶＥＧＦ阳性表达多

见于临床分期晚、伴有区域性淋巴结转移者。随着临床病程

的发展，肿瘤不断的侵袭、生长，肿瘤体积随之增大，使瘤细

胞和淋巴管的接触增加，肿瘤细胞较易侵入淋巴结，促进淋

巴结转移；此外，在具有转移趋向的肿瘤组织中 ＶＥＧＦ呈高

表达，这会导致血管形成加剧，肿瘤血管生成增多，可为肿瘤

组织提供生长所需的营养和氧分；而肿瘤新生血管往往结构

异常，功能也不成熟，如管壁不完整、缺乏基膜等，使肿瘤细

胞极易穿透而进入血管，从而促使肿瘤细胞通过血液转移到

远隔器官；ＶＥＧＦ可进一步增强新生血管的通透性，增加癌

细胞远处扩散的几率，提示ＶＥＧＦ与ＮＳＣＬＣ的生长、浸润和

转移有密切关系。但ＶＥＧＦ的表达与ＮＳＣＬＣ组织学分型和

组织分化程度无关，目前国内外研究结果尚不能统一，这可

能是由于影响ＮＳＣＬＣ病理特征的因素很多以及其本身生物

学的复杂性，需要临床进行更加详尽的研究。

３．２　ＶＥＧＦ、ＣＯＸ２在ＮＳＣＬＣ组织中表达的相关性　本研

究结果显示，在所有ＣＯＸ２阳性表达者，ＶＥＧＦ大多呈中度

或高表达，而ＣＯＸ２无表达或低表达者，ＶＥＧＦ表达也随之

降低；ＶＥＧＦ和ＣＯＸ２的表达呈正相关。表明在 ＮＳＣＬＣ的

血管生成中，ＣＯＸ２和 ＶＥＧＦ作为两个重要的因子相互作

用，共同参与肿瘤血管的形成，ＣＯＸ２与 ＶＥＧＦ具有密切相

关性［５，６］。
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