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三、讨论

慢性重型肝炎晚期患者病情危重，在进行体外人工肝治疗

巾更易发生行发症，五u严重的过敏反应、血流动力和内环境紊

乱，从而增加治疗风险并影n向远期疗效。本组MARS治疗前均

不需投用激素和预防性抗炎药物，治疗中血流动力指标增加并

稳定改善，治疗后除了有轻微‘过降的』『}L小板减少外，束发现

有任何严重不良反应，血液相容性较满意．MARS以其良好的

血流动力学稳定作用以及对重型肝炎患者的肝脏、肾脏、脑等

多脏器和系统功能的明显治疗效果，使得该种治疗的安全性和

原发性肝癌患者外周血Y

mRNA—H亚型的检测

韩国庆豢成勇

有效性非常具有临床应用优势。

研究引入MELD进行了初步的尝试。根据治疗前对应的病

死率预铡看，超过40分的患者其3个月病死率为1(XP／0，但是经

过阶段MARS治疗，MELD分值明显降至平均28．5，其预计病

死率降为76％左右，这与研究最后的患者转归十分接近。MELD

作为新的终末期肝病预后评估模式，预后评分模式科学台理，

有临床实用价值。
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及时发现外周血中的肿瘤细胞，不仅对判断肿瘤的转移、复

发具有重要价值，对指导临床制定治疗措施亦有重要意义。以

逆转录聚台酶链反应(RT PCR)方法检测原发性肝癌(HCC)

患者外周血Y 谷氨酰转移酶mRNA—H亚型(GGT mRNA—

I』)，寻找血循环中肝癌细胞，预测肝癌血行播散及甲胎蛋白

(AFP)阴性肝癌诊断方面的意义。

一、资料与方挑

1．检测对象：原发性肝癌患者38例，男30例，女8N，年

龄23～68岁，均经病理、影像学及血清AFP检查确诊。对照组

42例，其中肝转移癌7倒(原发病为胃癌者3例，结肠癌3例，

前列腺癌1例)。急性肝炎6例，慢性病毒性肝炎15例，肝硬化

8例，健康志愿者6例。

2．标本收集和RNA抽提：各组千晨起空腹抽外周静脉』I【l

5 ml，枸橼酸钠抗凝，以淋巴细胞分离液密度梯度离心法分离

外周血单个核细胞(PMNC)。收集1 8例手术切除及肝穿刺获得

的肝癌组织。标本冻存于一80"C。用TRIzol试剂提取PMNC驶

肝癌组织总RNA。

3．RT PCR反应：以RNA为模板，合成eDNA，再以

cDNA为模板进行PCR扩增，反应引物序列为“1：正义5
7

GG
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ATTCTCCCAGAGATTGCC 37，反义5’一GAAGGTCAA

GGGAGGTTACC一3’。引物由上海生工生物工程公司台成。反

应条件为：预变性94℃3 Ill[P,；变性94℃30 s，退火58℃

30 S，延伸72℃30 s，循环30次I最后72E延伸8rain，得到

反碰终产物，13 g／L的琼脂糖凝胶电泳，紫外光下观察。预期

PCR产物片段为300 bp。

4．统计学分析：采用z2检验，四格表确切概率法及等级

相关分析法。

二、结果

1．外周血GGTmRNA H的表达：38例肝癌患者中，16

例外周血检出GGTmRNA H，阳性率为42．1％。而7例肝转移

癌、2 1例急慢性肝炎、8例肝硬化及6例健康人外剧血

GGT【11RNA“H均为阴性。

2．外周血GGTInRNA—H表达与肝癌分期及临床病理参数

的关系：在38例肝癌患者中，I期2例，GGTmRNA—tt阳性

l例，1I期11例，附炷3例，Ⅲ期16例，阳性6例}Ⅳ期9例，

阳性6例。GGTmRNA—H刚性率与肝癌临床分期呈显著相关

性，舟一1．00，P=0．001。38例肝癌患者按不同的临床参数进

行分组，检测结果，见表l。可见柏肝内转移、f J静脉癌栓及远

处转移组外周血的阳性率显著高于无肝内转移、门静脉癌栓和

远处转移组。

3．外周血GGTmRNA—H与AFP之间的关系：AFP

<25 IItg／L的5例患者中有2例外周血GGTmRNA一儿阳|生，

AFP在25～200“g／L之间的15例患者中发现阳性者6例，

AFP>200 tag／L的18例患者，有8例阳性，可见血清AFP值

的高低与肝癌患者外周血GGTmr)NA—H的阳性率无相关关系

(x2=0，059，Y>0．05)。

4．原发性肝癌组织GGTmRNA H的表达：18例肝癌癌

组织中有17例检出GGTmRNA H，该2 7例阳性者中有8例外

周血检出GGTinRNA II，1例癌组织阴性患者的外周『|Ⅱ
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表1外剧血Y 谷氨酰转移酶mRNA H亚型与

临床参数的关系(例，％)

Fisher精确概率．’P=0．017，”P=0 003

GGTnlRNA H也阴性。

三、讨论

应用逆转录聚台酶链反应技术，扩增肿瘤患者外周血肿瘤

细胞“标志性”靶RNA来证实血中肿瘤细胞的存在，是新近发

展起来的检测外周血和骨髓中肿瘤细胞的新技术㈦。GGTmRNA

亚型转化与肝细胞癌变有密切的关系，GGTmRNA—H亚型足

HCC的特异陛GGTmRNA类型⋯。

结果显小，42．1％的肝癌患者外周血GG’FmRNA H旧}生，

而肝转移癌、肝炎、肝硬化及健康人外周血GGTmRNA—it均

为阴性。而且外周血GGTmRNA—H的阳性率与肝癌TNM分期

有显著相羌性，tr N M分期越晚，其阳性率越高。因此

GGTmRNA—II阳性提示HCC患者在临床分期E偏于后期，预

后较差。研究资料还表明，原发性肝癌外周血GGTmRNA—H

的阳陛率在有肝内转移、门静脉癌栓及远处转移组的阳性率显

著高于无肝内转移，f J静脉癌桦和远处转移组，有远处转移的

HCC患者，其外周血中全部检出GGTmRNA H阳性，提币检

测HCC．患者外周血GGTuLRNA H表达对仙训自无血行播散和

远处转移有重要价值。对外周血GGTmRNA H阳性而影像学

尚束发王见转移证据的患者．应祝为转移高危患者，进行综合治

疗，并严密随访，以及早发现转移病灶。肝癌直径<5 CI]-I与>

5 cnI的两组患者，外周血GGTmRNA H阳。降率差异无昂著性，

这表明肝癌细胞血行播散在早期即已经开始，即使足小肝癌，

其血行摇散也不容忽视，这与临床上小肝癌术后复发、转移率

较高相一致。

研究结果显示，血清AFP的高低与外周血GGTmRNA H

的阳性率无相关性，检测外周血中GGTmRNA H可以作为

AFP阴性或低值HCC的有价值的补充诊断方法，临床上联合

检测血清AFP及外周mGGTmRNA H两项指柿，将可提高肝

癌的确诊率。
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有研究表明抗HBs的出现并不标志乙型肝炎病毒(HBV)

复制的停止。套式聚台酶链反应(PeR)既能保持常规PCR的

特异性义能提高检测灵敏度，因而受到关注。

一、资料与方法
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1．对象：64例均为1999年6月～2000年12月江苏省无锡

市传染病医院门诊及住院的患者，急性肝炎(AH)6例、慢性

肝炎(CHB)47例、慢比无症状携带者(AsC)1l例；为表述

方便，设定HBV血清标志物(HBVM)1～5项排列顺序为(¨

乙型肝炎病毒表面抗原(HBsAg)，(2】抗HBs，(3)乙型

肝炎病毒e抗原(HBeAg)，(4)抗HBe和(5)抗HBc，

以出现阳性的序号为该模式的代码，如模式代码l 2 3代表

HBsAg，抗HBs，HBeAg均阳性而抗HBe和抗HBc均

阴性，余类推。

2方法：(1)IIBV标志物以IMx系统检测，IMx全自动

快速免疫发光分析仪及试剂由美国Abbott公司提供。(2)套式

PCR检测IIBV DNA及序列分析：将100 ul血清用经典酚氯法

常规提取HBV DNA作模板，舢人引物P-、P2在扩增体系中扩

增，产物经琼脂糖凝胶电泳与鉴定后，再自Ⅱ人引物P，、P，第2

次扩增。产物经琼脂糖凝胶电泳，澳乙锭显色后在紫外灯下观

察，在513 bp处存在荧光条带为ml生。鉴定后GlAqmck纯化
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