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· 临床论著 ·
肝细胞癌患者石蜡包埋肝组织HBV ccc DNA的检测 

胡双烨  徐晨  赵雨来  李智彬  徐东平  刘永明  杨媛  赵景民  成军  苏何玲  侯俊  钟彦伟

【摘要】  目的   检测肝细胞癌患者肝组织中乙型肝炎病毒共价闭合环状DNA（HBV ccc DNA），

探讨其在肝细胞癌发生、发展中的意义。方法   选取20例肝细胞癌患者的癌及癌旁组织，经10%福尔

马林固定、石蜡包埋、连续切片，采用0.05%多聚赖氨酸进行处理。经不降解质粒的ATP依赖的DNA

酶（PSAD酶）消化后，应用原位滚环扩增（in situ RCA）结合原位跨缺口PCR扩增技术检测肝组织

中ccc DNA的表达。结果    20例肝癌患者标本中有17例检测到HBV ccc DNA阳性信号，为蓝色或紫

蓝色并呈团块状，定位于细胞核。肝癌患者癌及癌旁组织HBV ccc DNA阳性率分别为10%（2/20）和

85%（17/20），差异具有显著统计学意义（P ＜ 0.01）。结论    肝细胞癌患者癌旁组织病毒复制水平

高于癌组织。
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【Abstract】   Objective    To detect the intrahepatic covalently closed circular DNA (ccc DNA) in 

patients with HBV-related hepatocellular carcinoma (HCC) and to investigate its significance in progression 

of HCC. Methods    The paired tumor and adjacent non-tumor tissues of 20 cases with HCC were selected, 

respectively. The samples were fixed by 10% formaldehyde, paraffin imbedded and treated with 0.05% poly-

L-Lysine. The liver tissue sections were treated by plasmid-safe ATP-dependent DNase (PSAD) and the 

expression of intrahepatic ccc DNA was detected by in situ rolling circle amplification (RCA) combined with 

in situ polymerase chain reaction (PCR) targeting the gap region. Results    HBV ccc DNA was expressed 

in 17 of 20 subjects and located in the nuclear compartment with clustering, staining blue or blue-violet. 

The positive rate of HBV ccc DNA in HCC and their adjacent tissues were 10% (2/20) and 85% (17/20), 

respectively, with significant difference (P ＜ 0.01). Conclusion    The level of HBV replication in the tumor-

adjacent tissues was higher than that of the tumor tissues of patients with HCC.
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肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）是

全球第5大恶性肿瘤，位居肿瘤相关性死亡的第三

位[1]。全世界每年约53万例HCC患者，其中约60%
由HBV感染引起[2]。在我国，HBV感染是HCC发

生的主要危险因素[3]，约90%的HCC患者为HBV长

期携带者。共价闭合环状DNA（covalently closed 
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circular DNA，ccc DNA）是HBV生命周期中重要

的复制中间体，是乙型肝炎病毒mRNA和前基因组

RNA（pregenomic RNA）的原始合成模板，以稳

定的HBV ccc DNA池的形式持续存在于肝细胞核，

处于不断更新和变化的动态平衡之中，其数量能够

维持在既能保证病毒复制但又不会造成细胞溶解的

范围。研究表明，慢性乙型肝炎进展到终末期，随

着病毒复制的减少，HBV ccc DNA成为肝内HBV 
DNA的主要存在形式[4-5]。HCC常发生在HBV感染

终末阶段，因此，检测肝癌患者肝内HBV ccc DNA
对于了解HCC的发病机制具有重要意义。以往对于
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HBV ccc DNA的检测多选择外周血单核细胞或肝组

织标本，采用Southern blot、选择性PCR或荧光定量

PCR等检测法。但以上方法均不能解决在高rcDNA
（relaxed circular DNA）背景条件下出现的假阳性

问题。本研究应用原位滚环扩增（rolling circular 
amplification，RCA）结合原位PCR扩增技术检测

肝癌患者癌及癌旁组织中HBV ccc DNA的表达，再

通过免疫组织化学的显色方法在显微镜下观察其在

肝组织内的定位及分布情况，将扩增产物直接与肝

组织细胞特征紧密联系，在分子水平上将组织形态

与基因表达相联系，以此来探讨HBV ccc DNA在肝

细胞癌患者肝组织中的表达及意义。

资料与方法

一、研究对象

收集中国人民解放军第302医院2011年9月至

2012年9月行手术切除的肝细胞癌患者20例，其中

男性15例，女性5例，年龄32～67岁（平均年龄

48.25岁）。入组患者血清HBsAg均为阳性，临床资

料见表1。每例肝癌患者取癌组织和癌旁组织，所

有标本均经10%福尔马林固定，石蜡包埋后5 μm连

续切片，经0.05 %多聚赖氨酸处理后使用。HCC诊
断均经术后病理证实。选取非乙型肝炎病毒感染肝

组织为阴性对照。

二、主要试剂及仪器

不降解质粒的ATP 依赖的DNA酶（Plasmid-
SafeTM ATP-dependent DNase，EPIBIO公司产品）；

phi29DNA聚合酶（NEB公司）；Taq DNA聚合酶

（TaKaRa公司）；碱性磷酸酶标记的抗地高辛酶

标复合物（SIGMA公司）；NBT/BCIP（nitro-blue-
tetrazolium/5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate，四

氮唑蓝/5-溴-4-氯-3-吲哚磷酸盐）染色试剂盒、蛋

白酶K（博士德生物公司）。相关引物由上海生工

生物工程有限公司合成及标记。原位PCR仪为美国

Thermo PX2型。

三、方法

1. 组织切片预处理：组织切片60℃烘烤2 h后，

常规脱蜡至水后，蛋白酶K消化处理。

2. PSAD酶消化：按照说明所述该酶所需环境

及温度，设定反应体系为：PSAD酶0.2 μl，反应缓

冲液1 μl，ATP溶液0.4 μl，H2O 13.4 μl。30℃消化

30 min，70℃灭酶活性30 min。
3. 滚环扩增（rolling circular amplification，

RCA）反应及跨缺口原位PCR扩增（in situ PCR）
反应：根据我国常见的HBV基因型B、C基因组全

序列，参照文献设计4对引物 [6]。将引物结合体系

滴加在以PSAD酶消化处理过的组织切片上。反

应体系含4对HBV ccc DNA引物和phi29 buffer。
95℃、5 min后向组织切片滴加RCA反应液加盖片

并放入湿盒。反应条件为30℃恒温扩增16 h。扩增

结束后，4%多聚甲醛37℃固定10 min，乙醇梯度脱

水，室温干燥。将含有地高辛标记引物的PCR反应

液滴加至切片上，94℃预变性5 min；94℃、60 s，
55℃、60 s，72℃、90 s，30个循环。扩增结束后用

4%多聚甲醛37℃固定10 min，乙醇梯度脱水。

4. 信号检测：切片经5% BSA封闭后，滴加碱

性磷酸酶标记的抗-地高辛（抗-Dig-AP），37℃孵

育2 h。NBT-BCIP显色按检测试剂盒说明书操作，

暗处室温显色0.5～2 h后水洗以中止反应，0.1%核

快红复染，中性树胶封片镜检。

5. 特异性验证：设置无引物、无地高辛标记

引物、无Phi29酶和DNA聚合酶反应体系，以非

乙型肝炎病毒感染肝组织作为阴性对照组；选择

HBsAg、HBeAg和HBcAb均阳性，HBV DNA ＞ 106 

IU/ml，原位杂交法阳性且肝组织活检标本免疫组

织化学HBsAg弥漫阳性的标本作为阳性对照组。

6. 肝组织中HBV ccc DNA表达的半定量评价：

在组织切片中任意选定5～10个区域，高倍镜（400
倍）下根据切片中阳性信号表达数量/该片中估算

的细胞总量，比例＞ 1%记为阳性。

四、统计学处理

应用SPSS 16.0统计软件，采用Fisher精确检验比

较肝细胞癌患者癌及癌旁组织间HBV ccc DNA阳性

表达率，以P ＜ 0.05为差异具有统计学意义。

表1  入组患者的临床资料

组别 例数  性别（男/女） 手术年龄（岁） HBV DNA（IU/ml）

 HBeAg阳性组   5   4/1 50.10（45～65） 2.88 × 107（1.49 × 102～1.44 × 108）

 HBeAg阴性组 15 11/4 45.20（32～67） 4.08 × 105（44.40～2.45×106）
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结   果

一、HBV ccc DNA的特异性检测

阴性对照组均未见阳性信号表达。阳性对照标

本显示强阳性信号，为紫蓝色且呈团块状，定位于

细胞核，而胞膜及胞浆未见表达。

二、肝癌患者肝组织中HBV ccc DNA的表达

20例肝癌患者标本中有17例（85%）检测到

HBV ccc DNA阳性信号，为紫蓝色呈团块状，定

位于细胞核。其中肝细胞癌及癌旁组织中HBV ccc 
DNA阳性率分别为10%（2/20）和85%（17/20）；

阴性率分别为90%（18/20）和15%（3/20），差异

均具有统计学意义（P ＜ 0.01）。

讨    论

流行病学调查显示，HBV感染与HCC的发生密

切相关。Yu等[7]认为HBV DNA负荷和活跃复制与

HCC的发生密切相关。HBV ccc DNA是HBV持续感

染的关键因素，HBV复制取决于感染的ccc DNA数

和肝细胞转换的动态，探讨其在HCC中的作用对于

深入了解HCC的发病机制有重要意义。以往对于肝

癌患者肝组织HBV ccc DNA的报道多为定量研究，

不能直观地显示其在细胞水平的定位情况。原位滚

环扩增（RCA）反应是一种体外等温核酸扩增法，

其特点是只能有效扩增闭合环状DNA，从而消除整

合HBV DNA的影响。本研究应用PSAD酶消化以消

除HBV rcDNA 的影响，用RCA消除整合HBV DNA
的影响，并在RCA扩增产物的基础上进行原位跨缺

口PCR扩增，提高了扩增的特异性及灵敏度，可直

接观察HBV ccc DNA在肝组织内的定位与分布情

况，为探索两者间的关系提供了一条新的途径。

以往研究对肝癌患者癌及癌旁HBV ccc DNA
表达水平的观点不一。Wong等[4]应用侵入式方法对

HBsAg表达阳性的HCC患者癌及癌旁组织中HBV 
ccc DNA进行定量检测，结果显示癌组织中HBV 
ccc DNA和总HBV DNA载量均高于癌旁组织，且

HBV ccc DNA是癌组织中HBV DNA存在的主要形

式。但这种方法不能排除整合DNA的干扰。而潘爱

萍等[8]采用实时荧光定量PCR法（RT-PCR）检测发

现ccc DNA在癌旁组织中的表达水平高于癌组织，

但差异无统计学意义。

本研究发现癌旁组织中HBV ccc DNA阳性表达

率为85%（17/20），高于癌组织10%（2/20），且

差异具有统计学意义。HBV ccc DNA是病毒活跃复

制状态的重要指标，由此推测癌及癌旁组织中病毒

复制情况不同，癌组织中病毒复制水平可能低于癌

旁组织。而病毒复制减弱可能与HBV DNA整合有

关。HBV DNA与宿主细胞基因组的整合是HBV致

癌作用的关键[9]。HCC患者病史一般较长，多由慢

性乙型肝炎进展至肝硬化并最终导致HCC，发生病

毒DNA整合入肝脏基因组概率增加。Bonilla等[10]发

现HBV相关性肝细胞癌中，85%～95% HBV DNA
在宿主基因中发生了整合。整合影响HBV的复制，

而整合型HBV不再参与复制，HBV在HCC中整合

越多，游离病毒颗粒越少，复制水平则越低 [11]。

Wang等[12]用Southern blot分析检测了23对HCC患者

肝癌组织及相应癌旁组织中HBV S基因序列的整合

情况，结果表明癌组织HBV DNA的整合量显著高

于癌旁组织（83% vs 4%），同时发现癌旁组织中

的游离病毒也显著高于癌组织（61% vs 13%）。本

研究采用RCA技术，消除了整合DNA的影响，所选

取的20例HCC患者均为乙型肝炎相关性肝细胞癌，

HBV ccc DNA在癌旁组织的阳性检出率显著高于癌

组织，提示整合导致游离型病毒复制减低，且癌旁

组织整合的量少于癌组织；推测HCC中癌旁组织游

离病毒复制水平高于癌组织，导致HBV ccc DNA阳

性表达率高于癌组织。

HBV ccc DNA被认为是肝脏发生病理性改变的

重要原因。本研究20例HCC患者中有17例肝组织检

测到HBV ccc DNA的表达，初步发现HCC患者HBV 
ccc DNA癌旁组织阳性检出率高于癌组织，可见

HCC患者病毒复制有其自身特点。Liaw等[13]研究表

明，抗病毒治疗能显著降低组织内HBV ccc DNA水

平和HCC的发生。因此，通过抗病毒治疗方式等来

清除肝组织中HBV ccc DNA，对于减少肝细胞癌的

发生具有积极的临床意义。
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