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肝癌患者肝移植术前外周血 AFP mRNA的表达与肿瘤复发及患者生存
的关系

蔡金贞1 ,郑　虹1 ,朱志军1 ,邓永林1 ,潘　澄1 ,张雅敏1 ,张建军1 ,蒋文涛1 ,王　亮1 ,沈中阳1 3 ,傅志仁2 ,丁国善2 ,张友磊2

(1.天津市第一中心医院器官移植中心 ,天津 300071 ;2.第二军医大学长征医院全军器官移植研究所 ,上海 200003)

[摘要 ]　目的 :探讨原发性肝细胞肝癌患者在肝移植术前外周血 AFP mRNA的表达及其与术后肿瘤复发、患者预后的关系。

方法 :以 2003年 2月～2004年 2月收入天津市第一中心医院的 31例肝细胞肝癌行原位肝移植患者为研究对象 ,采用实时定量

RT2PCR检测患者术前外周血 AFP mRNA表达水平 ,均采用尸体供肝经典原位肝移植。以 SPSS 12. 0软件分析 AFP mRNA的

表达与患者术后肿瘤复发及生存的相关性。结果 :31例患者中有 10例 AFP mRNA表达阳性 ,表达量为 57～10 400 copy/μg ,中

位数为 360 copy/μg。患者 Child2pugh分级 ,肿瘤的大小、个数 ,病理 Edmond分级与术前 AFP mRNA的表达水平无关。肿瘤

TNM分期为Ⅲ～Ⅳ期的患者 AFP mRNA的阳性表达率显著高于Ⅰ～Ⅱ期患者 ( P = 0. 001) ;脉管浸润的患者 AFP mRNA的表达水

平显著高于无脉管浸润者 ( P = 0. 029)。肝移植术前 AFP mRNA阴性组的无瘤生存及总体生存显著高于 AFP mRNA阳性组。

结论 :术前 AFP mRNA表达的水平是肿瘤复发的危险因素 ,是术前可能存在肝外微转移的指标 ,可作为预后的判断因子。
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Relationship bet ween pre2transplantationα2fetoprotein messenger RNA expression in peripheral blood with

tumor recurrence and survival rate in HCC patients
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[ ABSTRACT] 　Objective :To assess the relationship between pre2t ransplantationα2fetoprotein messenger (A FP) RNA expres2
sion in peripheral blood with tumor recurrence and survival rate in HCC patient s. Methods : Thirty2one HCC patient s receiving

i n si tu liver t ransplantation f rom Feb. 2003 to Feb. 2004 were included in this study. Real2time quantitative RT2PCR was used

to determine the expression level of AFP RNA in peripheral blood of all patient s. All the cases were followed up for tumor re2
currence and survival rate. The SPSS 12. 0 software was used to analyze the relationship between A FP mRNA expression with

tumor recurrence and survival rate. Results : Ten of the 31 patient s were positive of A FP mRNA ,with the quantity being 57 to

10 400 copies/μg RNA (median value : 360 copies/μg RNA) . Patient s’Child2pugh grade ,tumor size ,tumor number ,and tumor Ed2
mond grade were not related to pre2transplantation AFP mRNA expression. Patients of p TNM Ⅲ2Ⅳstages had a significantly higher

AFP mRNA expression than those of p TNMⅠ2Ⅱstages ( P = 0. 001) ; patients with vascular invasion had a significantly higher expres2
sion than those without ( P = 0. 029) . Patients who were negative of AFP mRNA before transplantation had a significantly higher sur2
vival rate than those positive of AFP mRNA. Conclusion : The results suggest that the pre2transplantation levels of AFP mRNA in pe2
ripheral blood may be a risk factor for recurrence and/ or metastasis after transplantation in HCC patients ; it may also be an indicator for

extra2hepatic micrometastasis before transplantation and can be used for predicting prognosis.
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　　肝癌行肝移植术后 ,肿瘤的复发和转移率仍较

高。肝癌早期即可侵袭血管进入血循环 ,复发性或

伴有肝外远处器官转移的肝癌周围静脉血液中是否

存在播散的肝癌细胞或微小转移灶 ( micrometasta2
sis) ,多年来一直倍受人们瞩目[1 ,2 ]。及早检出血循

环中的肝癌细胞 ,对指导治疗、判断预后有着重要意

义。目前国外 A FP mRNA在肝移植术后肿瘤复发

的意义上存在争议[3～5 ] ,国内肝癌肝移植术患者

A FP mRNA的表达与术后复发的研究尚未见报道。
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本研究拟通过检测肝细胞肝癌患者术前外周静脉血

液 A FP mRNA表达来探讨其与肿瘤复发性转移以

及对患者的无瘤生存及总体生存的影响。

1　对象和方法

1. 1　病例选择　选择 2003年 2月～2004年 2月天

津市第一中心医院术前经 B超、CT及 A FP水平诊

断为肝癌 ,术后经病理确诊为肝细胞肝癌行肝移植

的患者 31 例 ,其中男性 29 例 ,女性 2 例 ,年龄在

37～62岁 ,中位年龄 49 岁。对照组 10 例 ,为随机

选择的同期肝炎肝硬化行肝移植患者 ,年龄 35～60

岁 ,中位年龄 53 岁 ,两组间无显著性差异。病例剔

除标准 :入院时患者检查已明确诊断肿瘤有远处转

移 ;术后病理诊断排除肝细胞肝癌 ;治疗过程中因各

种原因不能配合以及不愿合作的患者 ;无法随访的

患者。

1. 2　临床资料 　31 例肝癌患者中 ,乙型肝炎病毒

感染 30例 ,丙型肝炎病毒感染 1例。Child2Pugh分

级 A级 14例 (45. 2 %) ,B级 7例 (22. 6 %) ,C级 10

例 (32. 3 %) 。肿瘤最大径 0. 9～14 cm ,其中 < 5 cm

16例 (51. 6 %) ,≥5 cm 15 例 (48. 4 %) 。肿瘤结节

数 < 3个 26 例 ,其中单发肿瘤 16 例 , ≥3 个 5 例。

TNM分期Ⅰ期 6例 (19. 4 %) ,Ⅱ期 6例 (19. 4 %) ,

Ⅲ期 15 例 (48. 4 %) , Ⅳa 期 4 例 (12. 9 %) 。病理

Edmondson分级 Ⅱ级 18 例 ( 58. 1 %) , Ⅲ级 8 例

(25. 8 %) ,Ⅳ级 5例 (16. 1 %) 。合并脉管侵犯 16例

(51. 6 %) 。3例合并有单支的门静脉癌栓 ,其中有 1

例为门静脉主干癌栓 ,患者术后 4 个月门脉再次形

成癌栓。术前肝切除 6 例 (19. 4 %) ,行 TACE 7 例

(22. 6 %) ,放疗 1 例 (3. 2 %) ,未针对肿瘤加以治疗

者 17例 (54. 8 %) 。

1. 3　A FP mRNA 的检测 　患者行肝移植手术当

天 ,于手术前留取肘静脉血 10 ml。采用淋巴细胞分

离液分离有核细胞 ,用 TRIzol试剂提取总 RNA ,逆

转录合成 cDNA。采用实时定量 R T2PCR的方法 ,

通过 GeneAmp PE25700 软件系统检测样本 A FP

mRNA的表达。R T2PCR 引物由上海浩源生物技

术有限公司合成。上游引物 : 5′2TgA AgA ggg

AAg ACA TAA CTg23′;下游引物 : 5′2AgC AgC

CCA AAg AAg AA T23′;探针 :5′2ACA CAA AAA

gCC CAC TCC AgC23′。质量控制 : GeneAmp PE2
5700型 PCR 仪在核酸扩增过程中实现实时定量 ,

每 8 s检测 1 次 PCR 产物量 ,获得核酸扩增的 S形

动力学曲线。本实验以模板起始拷贝数的自然对数

为横坐标 ,以循环阈值为纵坐标 ,获得直线型标准曲

线 ,斜率为 - 4. 092 ,线性相关系数 r = 0. 992。

1. 4　治疗方法　患者均采用尸体供肝经典原位肝移

植 ,术后常规应用 FK506、MMF、甲强龙抗排斥治疗。

符合 Milan标准的患者为 15例 ,超出 Milan标准的患

者为 16例。术后超出Milan标准的 16例患者均进行

了化疗 ,化疗开始的最早时间为 2周 ,大多数患者于

术后第 4、5周开始。符合Milan标准的患者 7例行化

疗 ,8例未行化疗。化疗方案 : (1)表柔比星 40 mg ,第

1天静脉滴注 ; (2) 52氟尿嘧啶 500 mg ,顺铂 20 mg ,连

续静滴 4 d ; (3)基因工程α22b干扰素 (商品名 :安福

隆) 100万单位连续肌内注射4 d。肝移植术后 1 年以

内 ,每隔 1个月化疗 1次 ,共4～6次。

1. 5　随访　患者肿瘤复发转移为无瘤生存的随访

终点 ,患者死亡为随访总体生存终点 ,详细记录在随

访期内的相关并发症、肿瘤复发时间、部位、单发或

多发及治疗情况 ,术后的抗排斥治疗及抗肿瘤治疗

情况。

1. 6　统计学处理 　用 SPSS 12. 0 统计软件对数据

进行分析及图表处理。总体累计生存率和无瘤 (无

复发)累计生存率由 Kaplan2Meier 方法获得。生存

曲线间的比较通过 log2rank test ,组间相关性分析

采用 sp ss相关分析 ,均为双尾分析 ,计数资料采用

χ2 检验 ,计量资料采用组间 t检验。

2　结　果

2. 1　术前外周血的 A FP mRNA 的表达 　实验组

31例患者在肝移植术前共有 10例 (32. 3 %)患者在

外周血检测出 A FP mRNA 的表达 (图 1A) ,表达量

为 57～10 400 copy/μg ,中位数为 360 copy/μg ,有

21例 (67. 7 %)的患者术前表达为阴性 (图 1B) 。对

照组的 10例单纯肝硬化患者 ,9例为阴性表达 ,1例

为 78 copy/μg。两组间有显著差异 ( P < 0. 01) 。

2. 2　各种临床因子与术前 A FP mRNA 表达的关

系　患者的性别、年龄、Child2p ugh 分级、肿瘤的大

小、肿瘤的个数、是否符合 Milan 标准、病理 Ed2
mond分级与术前 A FP mRNA 的表达阳性率及表

达量无显著相关性。肿瘤的分期与 A FP mRNA 的

阳性表达 : Ⅰ期患者 1/ 6 例 , Ⅱ期患者 1/ 6 例 , Ⅲ期

6/ 15例 ,Ⅳa 期 2/ 4 例 ,其中在 Ⅰ期与 Ⅱ期 , Ⅲ期与

Ⅳa 期患者间 A FP mRNA 的表达无显著性差异 ,

Ⅰ～Ⅱ期与Ⅲ～Ⅳa 期患者间存在非常显著性差异

( P = 0. 001) 。脉管浸润的患者 A FP mRNA的表达

阳性率 (8/ 16)显著高于无脉管浸润者 (2/ 15 , P =

0. 029) 。
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图 1　实时定量 RT2PCR检测 AFP mRNA的表达

Fig 1　AFP mRNA expression determined by

real2time quantitative RT2PCR

A : Positive ; B : Negative

2. 3　肝移植患者术前 A FP mRNA 对无瘤累计生

存率及总体累计生存曲线的影响　以肝癌患者术前

的 A FP mRNA 的阳性表达及阴性表达分为两组 ,

由 Kaplan2Meier曲线可见肝移植术前阳性表达组

与阴性表达组的无瘤累计生存曲线有非常显著性差

异 ( P = 0. 000 1 ,图 2) 。由 Kaplan2Meier 曲线可见

肝移植术前阳性表达组与阴性表达组的总体累计生

存曲线有非常显著性差异 ( P = 0. 000 4 ,图 3) 。

图 2　患者肝移植术前 AFP mRNA表达与

无瘤生存曲线的关系

Fig 2　Tumor free survival curves of patients

who were AFP mRNA positive and negative

before liver transplantation

图 3　患者肝移植术前 AFP mRNA的

表达与总体生存曲线的关系

Fig 3　Overall survival curves of patients

who were AFP mRNA positive and negative

before liver transplantation

2. 4　肿瘤复发情况　10例术前阳性表达的患者 8

例分别在术后的 3、4、4、4、5、8、8、11个月 (平均 5. 9

个月)出现了肿瘤的复发 ,肺、肝、骨骼的转移与复

发。2例未出现肿瘤的复发与转移。21例术前阴性

表达患者有 6例患者分别在 8、12、14、15、15、18 个

月 (平均 13. 7 个月)出现了肿瘤的复发。二组间存

在非常显著性差异 ( P = 0. 001) 。

3　讨　论

　　原发性肝细胞癌是我国最常见的消化道恶性肿

瘤之一[6 ] ,理论上肝移植是肝细胞癌治疗的最佳选

择 ,但是早期开展的肝癌肝移植患者 ,50 %～70 %的

病例在移植肝或远处复发 ,即使符合 Milan 标准的

肝癌患者的 5年存活率也在 70 %左右。目前 ,影响

肿瘤复发的临床因素、标准都无法准确预测肿瘤的

复发[6～8 ]。肝移植术后肿瘤复发的机制仍未被人们

所认识。

3. 1　肝癌患者肝移植术前外周血 A FP mRNA 的

表达水平 　31 例患者在肝移植术前共有 10 例

(32. 3 %)患者在外周血检测出 A FP mRNA 的表

达 ,表达量为 57～10 400 copy/μg ,中位数为 360

copy/μg ,有 21 例 (67. 7 %)患者术前为阴性。目前

国内外文献报道肝癌患者的肝切除术前检测的

A FP mRNA 的表达率大概为 30 %～60 %不等 , Iji2
chi等[9 ]报道为 36 % ,赵挺等[ 10 ]应用巢式 R T2PCR

检测 102 例 P HC、A FP mRNA 的阳性率 56. 86 % ,

刘扬等[11 ]报道巢式 R T2PCR 检测其周围静脉血中

A FP mRNA ,21例伴有肝外远处器官转移的原发性

肝癌患者血液 A FP mRNA 均表达阳性 (100 %) ;19

例复发性肝癌中有 7例血液 A FP mRNA 表达阳性
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(36. 8 %) 。因此 ,阳性表达的率与不同病患人群的差

异有关 ,也可能与实验室之间的系统误差有关 ,本组

病例的 A FP mRNA表达情况与国外文献比较基本

相似。

3. 2　患者术前 A FP mRNA 阳性表达率与肿瘤复

发关系　肝脏位于体循环与门静脉系统的交汇处 ,

血液供应相当丰富 ,肝癌细胞在早期即可侵袭血管

进入外周循环 ,肝癌的这一特点使在外周血中检测

肝癌细胞成为可能。A FP mRNA 在细胞质内是翻

译、合成 A FP的物质基础 ,游离在外周血中的 mR2
NA 非常不稳定 ,易被 RNA 酶降解。因此 , A FP

mRNA只能存在于尚具活性的肝癌细胞中[12 ] ,在排

除包括生殖器肿瘤在内的其他有关因素干扰的前提

下 ,在外周血中检测到 A FP mRNA 就能肯定肝癌

细胞在原发部位已经突破血管壁并侵袭入外周血

中。本结果证实 ,外周血癌细胞中 A FP mRNA 的

表达与肝癌患者肿瘤的血管浸润、肿瘤复发密切相

关 ,因此可以认为 ,外周血 A FP mRNA 是肝癌细胞

存在于外周血的直接证据 ,是肝癌发生血管浸润并

形成或可能形成转移的重要标志 ,也是肝癌患者肝

移植术后肿瘤复发的肿瘤复发的根源[1 ,2 ,13 ]。因此 ,

术前 A FP mRNA 的阳性表达显示肿瘤细胞通过脉

管浸润而进入外周血 ,可能导致肝移植术前的外周

血中存在游离的肿瘤细胞 ,并且可能存在未被临床

发现的微转移病灶 ,在肝移植术后 ,微转移的肿瘤迅

速生长 ,从而导致肿瘤在移植术后的复发。

3. 3　患者术前 A FP mRNA 阳性表达的临床意义

　(1)寻找更好的诊断为转移的方法 ,并且在供体极

度缺乏时将此类患者列为相对禁忌证。(2)在术前

对此类患者进行抗肿瘤的治疗。(3)在术中尤其无

肝期寻求靶向定位的核素放疗及其他治疗的可能

性。(4)术后严格规律的抗肿瘤治疗 ,包括抗肿瘤血

管生成药物的治疗。(5)密切随访 ,及早发现肿瘤的

复发 ,积极的行抗肿瘤的综合治疗 ,可能获得良好的

带瘤生存。

　　综上所述 ,肝移植术前的 A FP mRNA 表达水

平是肿瘤复发的危险因素 ,是术前可能存在肝外微

转移的指标 ,术前的高表达患者可能预示肿瘤微转

移的风险 ,可作为预后的判断因子。
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