






采用酶标法检测健康人血清TIMP含量为164 20 ng/mL

慢迁肝 慢活肝及肝硬化患者与健康人相比分别升高

10 % 36 % 62 % 并发现血清TIMP与血清胶原酶

活性呈负相关 与肝纤维化程度密切相关. 1999 年

Murawaki et al [4]报道健康人血清TIMP-1浓度为155

17 ng/mL(酶标法) 慢迁肝 慢活肝及肝硬化患者与

健康人相比分别升高18 % 35 % 63 %. Lichtinghagen et al [5]

认为外周血白细胞MMP-2 MMP-9 TIMP-1 和

TIMP-2的mRNA水平与血清中蛋白浓度无关 血循环中

MMP-2/TIMP-1的比值与肝纤维化程度相关. 聂青和 et al [6]

用固相致敏红细胞黏附技术检测肝硬化患者血清TIMP-1

和 TIMP-2 阳性率分别为 73.6 % 61.2 % 且血清

TIMP-1和TIMP-2含量与肝组织中二者的表达水平有

明显相关性 认为TIMP-1和TIMP-2 特别是TIMP-

1可作为一种有价值的肝纤维化的诊断指标. 多数研究

证实 血清TIMP-1 与血清P P 型胶原密切相

关. 目前越来越多的研究人员将血清(浆)TIMP-1 水平

看作肝纤维化诊断指标 但是需要与其他指标联合分

析. 郑敏 et al [7]初步研究认为测PBMCs 内的 TIMP-

1mRNA MMP-1/TIMP-1的mRNA比值对慢性肝炎肝

纤维化诊断有较大价值 并且二者联合检测可使灵敏

度达82.86 % 特异度达100 % 而血清TIMP-1对肝

纤维化的早期诊断有一定价值 灵敏度为65 % 特异

度为75 % 这与Murawaki et al [8]的报道一致 若三者

联合检测将使特异度达到100 %. Li et al [9]用酶标法检

测酒精性肝病患者血清TIMP-1水平 并与组织学对比

发现血清 TIMP-1在酒精性脂肪肝时不增高 而在早期酒

精性肝纤维化时即有增高 增高水平与肝纤维化程度呈正

相关. Koulentaki et al [10]ELISA法检测19例处于黄疸期的急

性病毒性肝炎患者血清TIMP-1 2 发现血清TIMP-2

水平与正常对照组比较明显增加 而血清TIMP-1浓度

与正常人比较无明显改变. Boeker et al [11]对59例慢性丙

型肝炎 19例丙肝肝硬化 30名健康人血清TIMP-1水

平的变化研究后发现:正常对照组 慢性肝炎无肝纤维

化者 慢性肝炎伴有肝纤维化者  肝硬化者. 对于其他

病因引起的肝纤维化 血清TIMP-1是否也同样具有较

强的特异性有待于深入研究.

1.3.2 参与调节肝纤维化形成的细胞因子的检测  血清中

的TGF-β1(细胞抑制法和酶标法)与正常人有较大的重
叠 其诊断价值国内尚无一致观点. 罗瑞红 et al [12]认为

血清TGF-β1有助于诊断肝硬化和S2期以上的肝纤维
化 与血清HA同时检测时 可粗略估计肝纤维化的程度.

李成忠et al [13]报道200例慢性肝炎患者中 仅个别纤维

化病例血清TGF-β1水平显著高于正常人 认为血小板
数量 肝组织炎症程度 血清和血浆中含量不同等因素

影响其临床应用的价值. 郑敏 et al [7]用酶标法检测了60

例慢性肝炎患者血清TGF-β1含量 认为其对肝纤维化
的诊断价值不大. 郑敏 et al 已报道用定量PCR法检测

PBMC中TGF-β1 mRNA水平 并初步发现其在PBMC中

含量与在肝组织中的含量差异无显著性 且认为肝纤

维化患者PBMC中TGF-β1和 IFN- mRNA含量的比
值可能有较大的临床意义.

1.3.3 反映慢性肝损伤指标  蔡卫民 et al 研究认为血清

腺苷脱氨酶(ADA) 谷光甘肽-S- 转移酶(GST)等反映

慢性肝损伤较 ALT为佳. Walsh et al [14]认为ALT与肝纤

维化相关性较差. Tran et al [15]认为凝血酶原指数是判断肝

纤维化的最佳指标之一. Oberti et al [16]检测了63例慢性肝

病患者凝血酶指数 GGT alpha2巨球蛋白等指标 认为

凝血酶指数对诊断肝硬化有重要意义. 李成忠 et al [13]认为

GGT可作为有无肝纤维化的指标之一 A/G比值可作为判

断肝纤维化程度的指标之一. 其他可用于辅助诊断的指标

还有 -球蛋白 IgG AFP APOAI 等.

1.4 影像学诊断  超声 CT和(或)MRI的合理选用及相

互对照验证 有助于动态观察.  使用量化或半量化标准

观察肝脏的弹性 肝脏体积 肝脏表面的边缘 肝包膜厚

度 肝实质 肝内血管和胆管 脾脏和脾静脉以及胆囊等

指标的改变 对肝纤维化的诊断和评估病变的活动度可提

供有价值的参考资料. 现有的资料表明 门静脉主干 门

静脉每分钟血流量参数 脾厚度 脾静脉宽度及肝右叶最

大斜径等参数的改变与肝纤维化程度有较好的相关性.

2   乙型肝炎肝纤维化的治疗

目前将肝纤维化治疗分为去除致病因子(彻底治疗原发

病) 抗肝纤维化治疗及对症支持疗法 至今已获公认[17].

2.1 彻底去除原发病因极为重要 抗肝纤维化治疗亦不

可忽视  干扰素和拉咪呋啶抗HBV 作用已获承认

虽不理想 但至今尚无更好者. 使用这些药物祛去病毒

仍有赖于机体免疫功能 所以在用药同时请勿使用免

疫抑制剂为好. 中医中药抗HBV已有较多的报道 但确

切疗效尚待证实. 现有人主张拉咪呋啶加中医中药(如乙

肝散)治疗亦获益. 业已公认去除病因后 肝纤维化仍可

继续发展 因而有必要进行抗肝纤维化治疗.

2.2 抗肝纤维化治疗

2.2.1适应证  (1)若HBV DNA和HBeAg阳性 ALT>正

常2倍 血清胆红素升高<正常2倍 应予抗病毒治疗

剂量 疗程 疗效考核标准详见有关规定. 蔡卫民 et al

进行的肝纤维化动物实验研究显示 在炎症明显活动

期 胶原合成 分泌增加 但其降解也增加 胶原沉积

增加不明显 血清肝纤维化指标也可明显异常 暂不考

虑抗肝纤维化治疗.  但也有人主张抗病毒治疗的同时抗

肝纤维化治疗 (2)若HBV-DNA和HBeAg阴性 肝活检

证实肝纤维化程度>2期(S2)或血清肝纤维化指标>正常

上限值 ( sx ± ) 应予抗肝纤维化治疗. 或经降酶
降黄疸等对症治疗后血清肝纤维化指标仍异常者 亦

应抗肝纤维化治疗 (3)所谓健康乙型肝炎病毒携带者

(血清HBV DNA和HBeAg阳性 但肝功能正常); (4)明

显肝硬化者或明显黄疸 腹水者 或伴有其他严重器

质性疾病者 目前尚无适宜的抗肝纤维化治疗方法.
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2.2.2 抗肝纤维化药物疗效评价  详见有关报道[18].

2.2.3 抗肝纤维化药物  目前国内外学者报道的抗肝纤维

化药物多达数十种 但多限于动物实验或因较大的毒

性而在临床研究中停止使用. 最近 Dubuisson et al [19]

报道用去甲肾上腺素拮抗剂(OHDA  6-羟基多巴胺)或特

异的 1肾上腺素受体拮抗剂(prazosin)阻断交感神经信

号传导 可以抑制肝纤维化的发展. 因肾上腺素受体拮

抗剂安全性大 故有望用于临床治疗. 国外尚无一种抗

纤维化药物获得药品管理机构批准用于临床 我国已

有两种抗肝纤维化药物获得国家药品管理局(SDA)批准.

一种为注射用重组人 干扰素 1 MU/支 9 mo为一

疗程. 前 3 mo 1次 /d 1支 /次 肌注 后6 mo隔日1

次 1支 /次 肌注. 治疗组总有效率为66 %(显效率为

24.2 %) 对照组总有效率为16.2 %(显效率为7.4 %) 两组

比较差异显著. 另一种为解放军302医院研制的复方鳖甲软

肝片 以鳖甲 赤芍 黄芪 冬虫夏草 板兰根等中药组

成. 在临床上报道较多的抗肝纤维化中药复方有北京友谊

医院研制的以丹参 黄芪为主的10味中药组成 816 方

和上海中医药大学研制的以桃仁 虫草菌丝 丹参及松黄

等组成319肝平胶囊(扶正化瘀319方). 上海第二医科大学新

华医院等对汉防己甲素(Tet)进行了体外 动物实验与临床研

究 均证明有较好的抗肝纤维化作用. 广泛应用的还有西列

宾胺 维生素E 硫酸锌 虽无明显副作用 但疗效有限.
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0    引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma  HCC)是人类最常见

的恶性肿瘤之一. 在世界范围内居男性最常见恶性肿瘤

的第7位 居女性第9位 在中国被列为男性恶性肿

瘤的第3位 仅次于胃癌和食管癌. 全世界每年大约43.7

万人被诊断为HCC 其中约一半发生在中国. 多数

HCC在发现时已进入进展期 恶性程度高 其5 a 存

活率小于3 %[1]. 近年来的流行病学和实验室研究初步表

明 HCC的主要发病因素有乙型肝炎病毒(hepatitis B

virus  HBV)或丙型肝炎病毒(hepatitis C virus  HCV)慢

性感染 黄曲霉素B1(aflatoxin B1  AFB1)的摄入以及酗酒.

在我国 HBV慢性感染是一种最常见的致病因素 在启

东和广西的某些地区还有AFB1摄入这一因素同时存在.

1   HBV与HCC的关联:流行病学证据

HCC在不同国家或地区发生率差别很大 男性HCC年

乙型肝炎病毒慢性感染和肝癌发生
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发生率在莫桑比克高达112.9/10万 而在欧洲多数国家

仅为3/10 万 这种地理位置上的差异与世界范围内的

HBV感染率基本一致. 来自大多数地区的数据证实HCC

发病率与乙型肝炎表面抗原(hepatitis B surface antigen

HBsAg)携带率呈正相关. 另一方面 HCC患者中HBsAg

携带率与所处的地区密切相关 HCC高危地区 塞内加

尔为61.2 南非为61.6 香港为82.0 中国大陆

为86.0 菲律宾为70.0 ;中危地区希腊为45.9 ;低

危地区美国为14.7-17.9 [2,3].

        在中国 至少80 的HCC发生于HBsAg携带者

而HBsAg携带者中HCC发生率显著高于不带HBsAg的人

群. 在一项对22 707位中国台湾居民的长达6 a的前瞻性调

查中 Beasley et al发现HBsAg阳性人群中HCC年发生

率为528/10万 而HBsAg阴性个体仅为2.5/10万 相对

危险性为217 并发现携带HBsAg与其他癌症和肝内转

移癌之间没有联系 证明了HCC与HBV持续感染之间关

联的特异性[4].

        HBV感染发生在HCC发生之前 围产期感染并转为

慢性过程是HCC发生的危险因素之一[5]. 在诸如南部非

洲 中国台湾和新加坡等HBV感染发生率较高的地区

HCC常发生于较年轻的个体(50岁以下) 甚至在儿童

而在欧洲和美洲 HCC多发生于50岁以上的个体.

        对于这些看起来十分可靠的数据应该指出两点. 第

一 上述所谓HBV慢性携带者仅指HBsAg携带者 尚不

包括HBV隐匿型感染[6]. 最近的一项研究显示 在某些所

谓 HCV相关 的HCC组织[7]和血清标本[8,9]中也存在HBV

序列 提示至少在部分 HCV 相关 的HCC 病例中

HBV隐匿型感染也是一种可能的致癌因素[6,9]. 第二 上

述流行病学研究数据只是表明HBV慢性感染与人HCC有

关 要证实HBV参与人HCC发生还需许多直接证据 主

要包括实验研究和针对HBV的干预疗法对HCC发生的影

响的研究.

2   HBV和HCC的关联: 实验室证据

几个方面的实验室研究已经确立了HBV和HCC之间有着

明显且特异的联系 但这种联系仅限于HBV持续性感染.

2.1 动物模型的研究  HBV是一种嗜肝DNA病毒 呈环

状的DNA部分为双股 基因组长度仅为3 200 bp左右

但却有6个部分重叠的开放阅读框架. 三种动物嗜肝病毒

与HBV在形态和基因组结构上极为相似 即土拨鼠肝炎

病毒(woodchuck hepatitis virus WHV) 地松鼠肝炎病

毒(ground squirrel hepatitis virus  GSHV)和中国家鸭乙型

肝炎病毒(duck hepatitis B virus DHBV) 他们都是部分

双股DNA病毒 有与HBV相似的S抗原 C抗原和DNA

聚合酶(P)等编码区. HBV WHV和GSHV还有第四个基

因编码框 X基因 编码x蛋白. HBV与WHV GSHV

和DHBV之间同源核苷酸比例分别为70 % 50 %和40 %

都能引起肝脏慢性持续感染 形态学上类似于慢性肝炎.

近20 a来人们对于WHV与HCC的研究为HBV的致癌

作用提供了一系列间接的 但却强有力证据. 从幼龄时

感染WHV的土拨鼠几乎100 %在 3 a之内发生HCC

而未感染的土拨鼠HCC自然发生率极低 虽然DHBV

持续感染也能引起病毒DNA整合入肝细胞并能造成基

因重排 但其致癌能力至今还未确立[10].

2.2 HBV DNA转基因动物研究  HBV感染具有明显的

种属特异性 如何建立与人自然感染情况相似 但又

经济方便的HBV感染动物模型一直困扰着科学家们. 向

小鼠受精卵或早期胚胎中注射HBV DNA或其片段 由

此在子代小鼠中部分成为HBV转基因小鼠. 目前已成功

地进行了HBV S 基因及X基因的转基因研究 结果是

有启示意义的.

        Kim et al [11]在1991年首先报道 涉及到HBV x蛋白

(HBV x protein  HBx)编码区的转基因可诱发小鼠癌前变

异肝细胞病灶(foci of altered hepatocytes FAH)和HCC 表明

了HBx在肝脏的致癌性. 在其后的研究中 Koike et al [12,13]表

明 HBx致癌性的强弱与其表达水平有关.

         另一个HBV转基因动物模型是Chisari et al [14]制备的.

他们把含PreS1/S2的HBV DNA片段与小鼠白蛋白启动子

一起构建成重组体 这种转基因小鼠肝细胞中大量表达

HBsAg(p25 gp27)及 PreS1/S2多肽(p43 gp45) 导致大

部分肝细胞中这些蛋白异常储积于滑面内质网内 形成毛

玻璃样细胞. 在这些小鼠肝脏中 出生后6 mo开始出现

FAH 9 mo出现肝细胞腺瘤 存活12-34 mo的 31只动

物中 有8只出现HCC (25.8 %)[15]. 然而 这一模型中有

2个事实值得注意. 首先在肝实质的肿瘤前期病灶FAH及

肿瘤细胞中 HBsAg表达明显减弱或已停止 这种HBsAg

表达与HCC发生和进展的关系在HBV持续感染的人肝脏

中也存在[16] ;其次 Chisari模型中所用的重组体合有HBx

编码序列 尚不知道这一模型中有无HBx表达 因而不

能完全除外HBx的致癌作用.

2.3 HBV DNA的体外细胞转染实验  Schaefer et al [17]用

HBV DNA转染经SV40大T抗原(SV40-TAg)基因永生化的

小鼠肝细胞系FMH202和转化生长因子 α(transforming
growth factor α  TGFα)永生化的小鼠肝细胞系AML12
得到了稳定表达HBV颗粒的克隆 这些克隆都获得转化

能力. 此外 用HBV DNA转染永生化细胞系NIH3T3和

HepG2细胞系也使其转化. 应用HBV DNA中部分片段进行

细胞转染观察显示 x蛋白编码基因最有可能是一种肿瘤

基因 在高水平表达的情况下能在短期内引起细胞转化.

然而 这些体外实验结果能够在多大程度上反映体内情

况 在自然感染的人或动物肝脏中 x蛋白表达水平远低

于上述转染细胞或转基因动物肝组织. 实际上 直到最近

才在WHV感染的土拨鼠肝脏内经免疫沉淀浓缩和高度敏

感的化学发光检测技术证明x蛋白的存在[18]. 在HBV感染

的人肝组织中HBx含量可能更低 其检测始终是一个相

当困难而又充满争议的问题.

2.4 HBx的功能及其与人HCC发生的关系

2.4.1 HBx的功能  HBx是一种154 aa 小肽 其功能仍
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未完全搞清. 在WHV x 蛋白为病毒复制所必需 但

对HBV的复制没有如此重要. 已报道HBx有许多功能

其中与宿主细胞的生长调节有关的功能可能与HCC发

生有关. (1) 反式激活其他基因:主要是应用几个细胞系(包

括HepG2 HuH7和NIH3T3)发现的. 其靶基因既有病毒

序列 也有细胞序列. 前者包括HBV基因组中C基因P/

EnhI/II  S1 基因P/EnhI/II S2 基因P/EnhI/II 和 X基

因P/EnhI HIV-1的LTR HSV的TK MMTV的LTR

RSV 的 LTR SV40 的 P/Ehn 和 CMV的 P/Ehn 后者

包括M- 肌动蛋白 白蛋白和 α- 球蛋白等编码基因
HLA-DR/MHC 全属硫蛋白及β-干扰素 丙氨酸tRNA
(tRNAAla) 原癌基因 c-myc c-jun c-fos ras raf

以及AP-2 NF-kB 增强子结合蛋白(EBP) TATA

结合蛋白(TATA-BP) TGFb CDK2 和 CDC2 等细胞

调节因子的编码基因[19]. 基于上述体外实验结果 目前

认为HBx可能通过反式激活某种类型细胞中的生长调节

基因而参与人HCC发生. 已发现人肝脏中胰岛素样生长

因子II (insulin-like growth factor II  IGF II)基因在某些

散在的(肝小多角细胞)或灶性分布的(小细胞性不典型增

生)小肝细胞内先后活化 而 IGF II 表达与HBx表达有

关 提示HBx 可能通过活化某些肝细胞中的 IGF II 基

因 引起这种细胞的增生形成肝实质的小细胞性不典

型增生 参与HCC发生[20]. 最近的观察已表明肝小多角

细胞不仅参与肝脏实质修复 而且见于较晚期的混合

细胞性FAH中[21] 可能与这些癌前病灶中小细胞性不

典型增生有关. (2) 结合p53蛋白的能力: p53蛋白由 P53

肿瘤抑制基因编码 具有调节细胞周期和细胞凋亡

以及DNA修复等功能 与肿瘤细胞的恶性生长紧密关

联. P53基因突变可导致p53蛋白失去上述功能 导致

细胞恶变. Feitelson et al [22]报道HBx可与野生型p53结

合 导致后者灭活 这被认为是HCC的另一发病机制.

(3) 干扰细胞DNA修复:近年来的研究显示 HBx可与细

胞内的一种DNA修复相关蛋白结合 这种结合导致宿

主细胞对紫外线损伤的抵抗力降低 这提示HBx 也可

通过干扰细胞DNA修复过程而参与HCC发生. 此外 还

有报道称HBx和 p53的结合也可阻断这种DNA相关蛋

白的功能. 但实际上 这种蛋白间的结合在HBV感染的

人肝组织中并不常见[23-25].

2.4.2 HBV感染的人肝组织及HCC中HBx的表达  尽

管已在WHV感染的土拨鼠肝组织中成功地检测到x蛋

白 但在人肝组织中检测HBx却非常困难[23,24]. 这可能由

于其表达量远低于WHV x蛋白或其半衰期短.

        应用重组的HBx或人工合成的HBx片段 已经制

备了至少22个多克隆或单克隆抗体 其中多数被认为

是特异的 适用于HBx 的免疫组化 免疫沉淀 免疫

印迹或酶联免疫测定. 然而 不同实验室应用各自生产

的抗体进行的免疫组化和免疫沉淀结果非常不一致 难

以评价. 为了澄清这一问题 Su et al[24]从5个实验室收

集了上述抗体中的11个 对其进行了鉴定. 结果表明

几乎所有抗体都识别黏附于纤维素膜上的HBx 但与

组织内的HBx结合的特异性或亲和力多数不完全合格.

应用多种抗体进行免疫组化和免疫沉淀反应 他们在

HBV相关的肝硬变及HCC组织中显示出了HBx 表明

其只存在于HBV慢性感染的肝脏中 仅见于胞质中. 阳

性细胞包括FAH内或外的肝细胞 肝小多角细胞以及

HCC细胞. 阳性细胞数在肝硬变组织中少 在有的FAH

和HCC组织中较多 这不同于HBsAg和HBcAg的表达.

后二者虽然在慢性乙型肝炎及肝硬变组织中常广泛表

达 但在FAH及其形成的结节中表达明显减弱 HCC

组织中表达基本停止. 由于癌周肝硬变实质大部分被变

异肝细胞病灶或结节占据 其HBsAg和HBcAg表达水

平远低于不荷HCC的肝硬变. 这些数据表明 在HCC

发生(肝实质细胞 变异肝细胞病灶FAH 变异肝细胞

结节 HCC)的过程中 HBx 表达得到选择性地保持

提示他参与人HCC发生. 他们的结果还表明 无论是在

HCC中 还是在肝实质中 HBx 和 p53 表达的组织学

及亚细胞分布都不同 在其匀浆中也未发现他们的免

疫共沉淀证据. 这表明二者在人肝组织及HCC中独立存

在[25].

2.4.3 HBx与人HCC发生  有充足的体外及动物实验证

据表明HBx 是一种致癌基因 但要在人体肝脏证实这

一点还需大量证据. Feitelson et al [19,22]提出HBx通过结合

p53而灭活其功能是HBV诱发HCC发生的一个重要机

制 但HBV感染肝脏中HBx和 p53独立存在这一事实

不支持上述假说[25]. 基于HBx表达在HCC组织及某些癌

前病灶中的选择性保留 HBx对多种细胞生长调节因子

的反式激活作用 以及HBV感染人肝脏中IGF II和HBx

表达的密切关系 有理由认为HBx 可通过反式激活某

些生长调节基因而参与人HCC发生[10,20,24].

3   HBV和HCC的关联:临床干预研究

尽管已报道多种制剂可抑制慢性乙型肝炎患者体内HBV

的复制 其中包括针对病毒DNA的反义核酸 但目前

尚无法安全清除肝细胞内的整合型病毒序列. 只有提高

人群的卫生及健康水平 实行大规模的疫苗接种才能从

根本上控制HBV的传播. 目前已有70多个国家进行儿童

普遍预防接种. 在出生后 3 mo 内进行预防接种已经使

HBV传播发生率及病毒携带者的出现率显著降低. 如果

上述免疫保护作用能够导致相应人群中HCC发生率显

著降低 将是HBV感染与人HCC发生之间因果关系的

直接证据.

        HCC多发于40-60岁的成年人 因此要全面观察

HBV免疫接种后HCC发生率的降低至少需40 a. 已有证

据表明 这种接种免疫已经导致接种人群中HCC发生率

显著减低. 在中国台湾 HCC是一种较常见的儿童恶性

肿瘤 100 %发生于HBV携带者. 1997年的一项统计报告

显示 在6-14岁年龄组 HCC年发生率已由1981-1986年

的0.7/10万降至1986-1990年的0.57/10万 1990-1994年
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又降至0.36/10万 HCC年发生率在1974-1984年间出

生的儿童中为0.52/10万 在1984-1986年间出生的儿

童中降到0.13/10万[26]. 来自韩国的最新统计资料表明

即使在成人 通过注射HBV疫苗进行人工免疫也能显著

降低HCC发生的危险性[27].

         上述数据表明 人HCC发生确与HBV持续感染有

关. 同时也显示 通过全球性地HBV 疫苗接种 人类

会在很大程度上预防HBV相关HCC的发生.

4   HBV感染诱发HCC的可能模式以及肝实质内的 癌

前病变

HBV相关的HCC发生机制仍未完全搞清. 较有影响的模

式有以下三个: (1) HBV DNA嵌入激活某些原癌基因

(2) HBx的反式激活其他肿瘤相关基因 (3) HCC发生的

多阶段模式(多步多击理论)和抵抗细胞(R细胞)理论[10].

        肿瘤的发生是一个逐渐演进的过程 人体某些部位

发生的增生性病变容易演变为癌 称为癌前病变. 已提

出的人肝脏内 癌前病变 主要包括以下五种.

4.1 肝实质的大细胞性改变(large-cell change LCC)  又称

肝细胞异型增生(liver cell dysplasia). 1973年由Anthony et al [28]

描述 是指肝细胞体积增大 伴核增大 核多形及多

个核出现 多年来一直被某些作者认为是 癌前病

变 . 然而 近年来的研究表明肝实质细胞的这种改变

不是癌前病变 而是对某些致病因子的反应 可能反映

了肝细胞的有丝分裂障碍[21,29].

4.2 肝实质的小细胞性改变(small-cell change SCC)  又

称小细胞性异型增生(small-cell dysplasia) 是 1983 年

Watanabe et al [30]在HBV相关的肝硬变中观察到的一种

改变. 作者认为 某些类型的SCC 尤其是小细胞性病

灶或结节 可能是一种真性不典型增生 是肝脏的癌前

病变.

4.3 腺瘤样增生(adenomatoid hyperplasia AH)  这种结

节性病变首先被日本学者Arakawa et al描述 是指硬变

肝脏中体积明显大于其周围结节的结节状病变. 多数AH

直径 0.8-2.0 cm 常有几个汇管区 可通过高清晰度

的超声波检查发现并被手术切除. 依其是否伴有SCC把

这种病变分为普通型AH和不典型AH. 已经知道前者不

过是体积较大的再生结节 与HCC的关系不如后者密

切. 但对后者的的性质仍所知甚少 这一点可以由其拥

有许多摸棱两可的描述性名称反映出来[10]. 因此 国际

工作组建议使用 伴肝细胞异型增生的结节 (dysplastic

nodule)代表后者 以取代其他描述性名称[31]. 近年来的

研究表明 部分不典型AH属肝细胞单克隆性增生[32,33].

4.4 变异肝细胞病灶(FAH)和结节(nodules of altered

hepatocytes)  FAH 是指由细胞学和细胞化学表型明显变

异的成熟肝细胞组成的局部病灶. 这种病灶最先在给予

亚硝胺类致癌剂的大鼠肝脏内被发现 后来相继在包括

大鼠 小鼠 土拨鼠 火鸡 鱼类以及转基因小鼠几种

动物模型中被显示 在化学致癌物 放射线及致癌病

毒诱发的肝癌发生早期出现. 大量的证据表明 FAH是

肝细胞肿瘤的前体 可演变为肝细胞腺瘤和HCC[34]. 实

际上 FAH在10 a前已被用作评价药品致癌性的一个指

标[35]. 最近的研究表明 在Bannasch模型上得到的大部

分知识都能用于解释人HCC的发生 FAH也见于人肝

硬变及其他慢性肝脏病变中 属于HCC前期病变 伴有

SCC的FAH应被看作肝实质的癌前(恶性前期)病变[21].

4.5 肝硬变  由于约80 %的HCC发生于硬变肝脏内

100 a来肝硬变都被认为是HCC的前期病变. 然而 不

同类型的肝硬变之间发生HCC 的可能性有很大差别

FAH发生率及其平均直径也不相同 另一方面 并不

是所有的HCC都发生在肝硬变出现之后. 因此 认为肝

硬变本身是一种癌前病变的观点在概念和医疗实践上都

是不全面的 肝硬变与HCC之间不是因果关系. 在病理

发生过程中二者可能有某种联系 但他们是两个不同

的 可分开的病理过程. 这正象Theise评论的那样 如

果说二者有联系 那也更象堂兄弟 而不是父子关系[36].
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0   引言

疫苗的概念是在200 a前 Jenner发现事先接种牛痘能够

阻止天花的发生之后首先提出的. 近 100 a 来 疫苗的

开发和应用已成为医学科学的重大成就之一 且已广

泛用于传染病的预防和治疗. 这些疫苗成功的原因在于

他能够有效地诱导机体产生保护性抗体. 然而 对某些

细胞内病原菌如结核杆菌 利什曼原虫以及寄生虫等

这些抗体几乎不起作用 因为对这些病原体的防御更多

地依赖于细胞免疫 而不是抗体介导的体液免疫. 对如

乙型肝炎病毒(HBV) 丙型肝炎病毒(HCV) 人类免疫缺

陷病毒(HIV) 疟原虫等感染 则可能需要细胞免疫和体

液免疫的双重介导.

        1995年前医学界普遍认为 疫苗只作预防疾病用.

随着免疫学研究的发展 人们发现了疫苗的新用途 即

可以治疗一些难治性疾病. 从此 疫苗兼有了预防与治

疗双重作用 治疗性疫苗属于特异性主动免疫疗法. 现

在准获使用的疫苗来自杀死或灭活的完整细胞 重组蛋

白或减毒的活病原体 都能刺激机体产生抗体. 然而除

了减毒活疫苗如水痘-带状疱疹病毒疫苗外 其他疫苗

并不能特异的诱导细胞免疫 此外 如果用减毒活疫

苗来预防诸如HIV之类的病毒感染 可能给疫苗制备和

接种疫苗的人群带来危险. 因此 积极寻找既能同时诱

导体液和细胞免疫应答又具安全性的疫苗 实乃当务
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之急. 最近出现的新型疫苗如核酸疫苗 T细胞疫苗

树突状细胞疫苗等彻底改变了疫苗多为蛋白 只能预防

的经典概念 引进了治疗性疫苗和核酸及细胞疫苗的新

内容 大大拓展了人们对疫苗组成和功能的认识 被称

为是疫苗学的第三次革命. 因他们不但具有传统疫苗的

一般功能 且能激发机体特异性细胞和体液免疫应答

用于临床现症患者的治疗. 故称之为新概念疫苗.

         新概念疫苗与传统疫苗的区别表现在:(1)成分不同:

传统疫苗多为死疫苗 /减毒活疫苗或重组亚单位疫苗

新型疫苗则为编码无毒力抗原蛋白的病毒核酸或能激发

特异性机体免疫应答的细胞疫苗 (2)机制不同:传统疫

苗主要靠病毒的抗原蛋白刺激机体产生中和性保护抗

体 新型疫苗不仅能刺激机体产生保护性抗体 而且

能激发特异性细胞免疫应答 (3)作用不同:传统疫苗只能

起到一定的预防作用 新型疫苗不仅能预防疾病 而且

更能起到特异的治疗作用 治疗性疫苗具有更广泛的应

用前景.现就治疗性疫苗的新概念以及目前在慢性乙型肝

炎中的研究现状作一简要的概述.

1   核酸疫苗

所谓核酸疫苗(nucleic acid vaccine) 是将含编码外源蛋

白基因的质粒DNA 直接导入动物组织 外源基因于体

细胞中表达后 表达产物被提呈 与主要组织相容性复

合物(MHC)结合 刺激机体产生相应的抗体和细胞毒性

T淋巴细胞(CTLs) 分别介导体液免疫和细胞免疫应答.

这种外源基因是抗原的来源 具有疫苗的功能 又称为

DNA疫苗 由于不需任何化学载体 故又称裸DNA疫苗[1,2].

        1990年Wolff et al在做小鼠基因治疗试验时偶然发

现 将编码基因的质粒DNA直接注射入动物肌肉细胞

内 能在动物体内表达抗原并诱导机体产生免疫应答.这

一发现打开了通往新的免疫途径的大门. 由于不加任何

佐剂或载体 故又称裸DNA免疫.1994年在日内瓦召开

的专题会议上将这种疫苗定名为核酸疫苗. 核酸疫苗的

出现或许将是疫苗发展史上的一次革命. 现已做了大量

的DNA疫苗的动物试验. 主要包括流行性感冒病毒 乙

型肝炎病毒 人类免疫缺陷病毒 狂犬病毒 淋巴细胞

性脉络丛脑炎病毒 疟原虫和支原体及肿瘤的预防和治

疗研究等[3-9].

        迄今 国外已有至少4种DNA疫苗被批准进入 期

临床试验. 1996年美国FDA批准对健康志愿者进行艾滋

病DNA疫苗人体实验. 1998年MacGregor et al首次报道

了DNA疫苗治疗艾滋病病毒HIV-1感染者的人体实验

结果. 据最新消息 英国已经批准在今年8月开始进行一

种专门针对非洲人的HIV DNA 疫苗的 I 期临床试验.

1998年 美国海军宣布他们已经成功地在健康人体上检

测了针对疟疾的DNA疫苗 他们认为这种疫苗最早得到

广泛应用将可能在2005年. 目前 DNA免疫接种的领域

正在迅速发展 已经发展的现行疫苗不仅使用DNA 而

且还包括附加物 他有助于DNA进入靶细胞 或者起到

佐剂的作用 刺激或诱导免疫应答[10-13].

1.2 乙肝病毒核酸疫苗  乙型肝炎核酸疫苗就是将乙型肝

炎病毒(hepatitis B virus  HBV)一种或几种抗原的编码基

因直接注入宿主体内 该基因能在宿主细胞内转录和表

达 并继而诱生特异的体液和细胞免疫应答. 这类疫苗

不含蛋白质或多肽 仅含核酸 在体内表达后具有疫苗

功能 被称作乙型肝炎核酸疫苗 包括DNA疫苗和RNA

疫苗 主要是指DNA疫苗. 近年来兴起的核酸疫苗的研

究已在乙肝的防治中显示出诱人的应用前景 引起了国

内外学者们的关注. 与传统的血源疫苗和基因工程相比

乙肝DNA疫苗有很多优点 如:比乙肝血源疫苗相对安

全;比基因工程多肽疫苗的制备简单 快捷; 性质更稳定

便于保存和运输; 乙肝DNA疫苗还可通过对目的基因的

构建 选择所需的抗原决定簇 可以对同种异株的病毒

产生免疫应答 发挥交叉保护作用. 更为重要的是 乙肝

DNA疫苗可在机体的真核细胞中表达糖基化抗原蛋白

并可按照病毒抗原的天然构象进行折叠 模拟了病毒的

自然感染过程 不仅可以诱导针对HBsAg的保护性抗-

HBs产生 而且可以同时诱发特异的细胞免疫 所以兼

有预防和治疗作用 不久的将来乙肝病毒核酸疫苗将应

用于临床[14,15].

2   T细胞疫苗

T细胞疫苗原是指将T细胞或体外T细胞表位多肽刺激

产生的T 细胞作为疫苗接种 用于治疗某些自身免疫

疾病.但将依据MHC-I类分子特异的多肽结合基序(MHC

binding motif)合成的多肽 在体外诱导产生的抗原特异

性细胞毒T淋巴细胞(CTL) 用于治疗病毒性疾病 则是

近几年的新思维 新设想[16] 将T细胞从过去应用为靶

细胞转变成效应细胞 为T细胞疫苗的概念增添了新的

内涵.

2.1 T细胞疫苗与CTL反应  自从Doherty和 Zinkernagel

发现CTL能够杀伤外源微生物感染细胞 而且这种杀伤

作用依赖于CTL对外源多肽和自身分子(MHC)的双重识

别之后 越来越多的研究表明:病毒特异性的CTL介导的

细胞免疫具有清除病毒的功能 是宿主防御病毒感染的

主要机制之一. 正因为此 CTL表位及CTL介导的细胞

免疫应答的研究受到越来越多的关注. 传统的病毒疫苗

(减毒或灭活) 含有完整的病毒蛋白质 以刺激机体产

生抗体为主 难以有效诱导产生MHC-I 类限制性的

CTL和清除细胞内病毒颗粒. 目前临床应用的过继免疫治

疗如LAK 细胞 CD3-AK 细胞均为非特异杀伤细胞

靶向性差.因此 有学者已直接用单个或多个CTL多肽导

入体内(多肽疫苗) 诱导机体产生特异性CTL应答[17-19]

虽然能够观察到CTL应答 但有时滴度不高 可能是由

于较短的CTL多肽更易被血清蛋白酶降解 从较短的(通

常为几个-十几个氨基酸)多肽中去除一个或两个氨基酸

将改变其结合HLA的能力;若将几个多肽交联 既可能

形成新的CTL表位 诱导特异性CTL失败 又可能产
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生针对多肽的抗体; 另外 低剂量抗原皮下注射可以产

生免疫应答 而高剂量静脉注射则可能引起免疫耐受.

2.2 治疗病毒性肝炎  T细胞疫苗是用多肽在体外诱导产

生特异性CTL 后者被克隆 扩增 筛选和鉴定后 仅

将MHC-I类限制的CD8+ T细胞输入机体 诱导细胞免

疫应答产生 从而解决了多肽疫苗存在的上述问题 而

且直接回输CTL 可以人为地控制CTL的强度 避免其

过度 导致大量受染肝细胞死亡 也可避免其过低 无

清除病毒作用.

        治疗性疫苗被认为是抗病毒治疗的一个重要方向

已有研究者进行了探索. 其中DNA疫苗和HLA限制的识

别HBc表位的细胞毒T淋巴细胞疫苗能够活化细胞和体

液免疫应答. 在转基因鼠中 这种治疗性疫苗能够打破

免疫耐受 但人体研究尚待开展. 因此 我们在国家自然

基金的资助下 利用转染了HBV基因(S+S1)或(S+S1+S2)

的小鼠骨髓瘤SP2/0细胞皮下注射 形成的皮下移植瘤

HBV小鼠模型和HBV基因转染细胞系 发现MHC-I限

制的CTL表位多肽体外诱导的特异性CTL 在体内外对

HBV感染细胞均具有杀伤作用 可能成为病毒性疾病或

肿瘤免疫较好的疫苗后选之一[20,21].

3   树突状细胞疫苗

树突状细胞(dendritic cell DC)是专职抗原呈递细胞

能有效地将抗原呈递给 T 淋巴细胞 从而诱导CTL活

化. 荷载抗原的DC具有疫苗的功能 故称树突状细胞疫

苗.荷载的抗原既可以是病毒抗原 HLA限制的CTL 表

位(8-10 个氨基酸的短肽)基因 也可以是肿瘤细胞 还

可以是编码肿瘤抗原的基因.由于 DC 细胞疫苗可以不依

赖于CTL靶细胞 又有较高的抗原呈递效率 正成为新

一代疫苗的代表[22] .

3.1 研究意义及现状  核酸疫苗诱导特异性免疫应答产生

已被大量的实验室证实 但普遍存在着抗体滴度不高

CTL杀伤率不强等问题. 其原因可能与病原体感染后 抗

原呈递细胞(APC) 尤其是树突状细胞数量减少 功能降

低有关[23-26]. 如何绕过或提高DC免疫功能低下 诱导出

更强有力的 更具广泛性的免疫应答 应当成为基因疫

苗和免疫治疗亟待解决的突出问题之一. 业已证实 DC

是目前发现的功能最强的抗原呈递细胞 也是唯一能激

活初始T细胞的抗原呈递细胞[27]. 因此 应用抗原或抗

原多肽体外冲击致敏DC 然后将之回输或免疫接种荷

瘤宿主或带病毒特异性抗原的宿主 进行免疫治疗 利

用DC与肿瘤细胞融合成为新型带有DC功能及肿瘤特异

抗原的融合细胞瘤苗的报道[28] ;以及利用病毒载体将带有

肿瘤或病毒抗原的编码基因转染DC 使之在DC内持续

表达相应特异性抗原 诱导产生特异性抗肿瘤或抗病毒

免疫反应等方法应运而生.

3.2 DC在HBV发病机制中的作用  近年来 越来越多

的证据表明 由DC激活的细胞免疫特别是CTL介导的

免疫反应 在HBV发病机制中发挥着十分重要的作用.

一般认为 细胞免疫功能低下是HBV感染慢性化的主

要原因.作为主要的抗原呈递细胞 DC的功能缺陷将直

接影响T细胞的免疫反应. 已有实验证实DC可诱导肿瘤

细胞免疫耐受 但婴幼期免疫耐受是否与此有关尚需进

一步研究. Oka et al [29]使用HBV转基因鼠(HBVTg)模型研

究PBMC来源的DC与免疫接种后应答的关系 发现疫

苗接种后应答者DC功能明显强于无应答者. 在另一些实

验中有潜在DC功能的HBV? Tg 经免疫接种治疗后无

HBsAg和HBeAg的表达 HBV DNA滴度也较低. DC功

能较差者治疗前毫无反应 两组治疗前HBsAg HBeAg

和HBV DNA浓度无差异. 提示DC活化程度可作为判断

免疫治疗预后的指标.研究发现 DC 免疫可以打破

HBVTg对CTL的免疫耐受 而且转基因鼠不能产生抗?

HBs只与DC功能缺陷有关 与T B细胞功能无关. 经

IFN处理后DC可上调表达MHC和T细胞抗原(KLM). 国

内外学者已有报道慢性乙型肝炎患者外周血DC功能明

显低下 抗原呈递不足可能是导致HBV感染慢性化的原

因之一[30].

       近年来 科学家在几种动物模型中进行了乙肝DNA

病毒感染的 感染与免疫 机制研究 取得明显进展.

应用四聚体和细胞质内细胞因子染色在慢性乙型肝炎患

者进行的细胞免疫应答的研究 阐明了慢性乙型肝炎的

基础免疫缺陷. 这些基础实验研究对评价各种疫苗和候

选疫苗的治疗作用是极其重要的. 1998年国外开始用乙

肝病毒基因转移鼠为动物模型研究乙肝病毒治疗性疫苗

的抗病毒作用. 同年在法国 日本也开始用乙肝病毒某

些基因片段表达的多肽加上各种不同佐剂配制的治疗性

疫苗作临床研究 观察这种多肽疫苗对慢性乙肝病毒携

带者的治疗作用. 其结果揭示 这种疫苗对乙肝病毒基因

转移鼠有抗病毒作用 单一应用特别是与抗乙肝病毒药联

合应用 对慢性乙肝病毒携带者有一定的疗效. 1999年美

国研制了新的多肽治疗性疫苗 并对这种治疗性疫苗的免

疫学作用进行了深入研究. 美国这一研究具有很大意

义 因为这一研究中 作者提出了一些免疫学检测方法

这些检测方法不仅可以预测治疗效果 而且还初步证

明 治疗性疫苗可以打破慢性乙肝病毒感染患者最主要

的免疫学反应紊乱 即对乙肝病毒及其抗原不产生免疫

应答-免疫耐受状态. 我国学者闻玉梅 et al报告 现在

有多种治疗性乙肝疫苗正在进行临床前期或临床研究

由复旦大学与北京生研所合作开发的重组治疗性乙肝疫

苗(YIC)已通过了国家药品监督管理局认证.

          免疫耐受是造成慢性乙肝病毒携带者呈持续病毒感

染状态的主要原因之一 也是治疗上最难解决的问题.

现有治疗慢性乙肝的抗病毒药对慢性乙肝病毒携带者疗

效不佳 其主要原因是这些抗病毒药可以抑制乙肝病毒

复制 但不能清除乙肝病毒 对机体的免疫耐受状态的

逆转没有肯定的作用. 从发展趋势来看 乙肝病毒治疗

性疫苗将成为本世纪对慢性乙肝病毒感染特别是慢性乙

肝病毒携带者治疗研究领域的热点 他与现有抗乙肝病
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毒药物的联合应用 将成为一种新的治疗方法.
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