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Abstract 
AIM: To determine the expression of caspase-3 
in liver tissues of patients with chronic hepatitis 
B (CHB), chronic hepatitis C (CHC), or nonal-
coholic steatohepatitis (NASH) and to analyze 
their clinical and pathological significance.

METHODS: Immunohistochemistry was used 
to determine the expression of caspase-3 in liver 
tissues from 70 patients with CHB, 50 patients 
with CHC, 50 patients with NASH, and 15 nor-
mal people.
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■背景资料
慢性乙型肝炎、
慢性丙型肝炎和
非酒精性脂肪性
肝炎常可引起肝
硬化、肝癌, 严重
危害人们的健康. 
其发病机制目前
尚不详. 目前, 对
于细胞凋亡调控
机制的研究成为
肝炎发病机制研
究的热点. 

RESULTS: The positive rates of caspase-3 ex-
pression in CHB, CHC and NASH were signifi-
cantly higher than that in normal hepatic tissue 
(57.1%, 72.0%, 82.0% vs 18.8%; all P < 0.05). 
Caspase-3 expression was closely related with 
hepatic cell apoptosis (r = 0.356, P < 0.001). The 
positive rates of caspase-3 expression increased 
with the increase in the degree of pathological 
injury (all P < 0.05). 

CONCLUSION: The expression of caspase-3 in 
CHB, CHC and NASH is closely related with 
liver cell apoptosis. Overexpression of caspase-3 
may play an important role in the development 
of hepatitis.

Key Words: Caspase-3; Chronic hepatitis B; Chronic 
hepatitis C; Nonalcoholic steatohepatitis; Apoptosis
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摘要 
目的: 检测慢性乙型肝炎、慢性丙型肝炎和
非酒精性脂肪性肝炎中Caspase-3的表达, 探
讨其临床及病理学意义. 

方法: 应用免疫组织化学方法检测Caspase-3
在70例慢性乙型肝炎, 50例慢性丙型肝炎, 50
例非酒精性脂肪性肝炎和15例正常肝组织的
表达. 

结果: (1)Caspase-3在慢性乙型肝炎、慢性
丙 型 肝 炎、非 酒 精 性 脂 肪 性 肝 炎 中 的 表
达(57.1%、72.0%、82.0%), 高于其在正常
肝组织中表达(18.8%), 差异有统计学意义
(P <0.05); 并与肝细胞凋亡密切相关(r  = 0.356, 
P <0.001); (2)Caspase-3在慢性乙型肝炎、慢
性丙型肝炎和非酒精性脂肪性肝炎随病理损
伤程度加重其阳性表达率增高, 有统计学意义
(P <0.05). 

结论: Caspase-3与慢性乙型肝炎、丙型肝炎

■同行评议者
王怡 ,  主任医师 , 
天津市传染病医
院, 天津市肝病研
究所
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■研发前沿
肝细胞凋亡是造
成肝脏损伤和肝
脏疾病最基本的
中心环节, Caspase
家族是肝细胞凋
亡过程中重要的
启动者和执行者
之一. 而Caspase
抑制剂的临床研
究、应用可能成
为下一步研究的
前沿和热点.

和非酒精性脂肪性肝炎的肝细胞凋亡密切相
关, 并参与肝炎的发病过程. 

关键词: Caspase-3; 慢性乙型肝炎; 慢性丙型肝炎; 

非酒精性脂肪肝; 细胞凋亡
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0  引言

慢性乙型肝炎、慢性丙型肝炎和非酒精性脂肪

性肝炎常可引起肝硬化、肝癌[1-5], 严重危害人

们的健康[6-8]. 其发病机制目前尚不详. 近年来, 
细胞凋亡调控机制的研究成为研究肝炎发病机

制的热点. 细胞凋亡(apoptosis)又称程序性细胞

死亡(programmed cell death, PCD), 是机体在生

理和病理性刺激下为保持内环境稳定, 由基因

控制和酶促反应下的一种自主有序的死亡[9-12]. 
Caspase-3是导致细胞凋亡发生的关键步骤凋亡

信号传导的共同通路[13,14]. 本研究应用免疫组织

化学检测Caspase-3在慢性乙型肝炎、慢性丙型

肝炎和非酒精性脂肪性肝炎中的表达, 探索其

与肝细胞凋亡的关系, 与肝组织炎症活动度、

肝纤维化程度的关系, 探讨其在肝炎的病理生

理过程中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2011-012/2012-05唐山市传染病医

院就诊的慢性乙型病毒性肝炎患者70例, 慢性

丙型肝炎50例(以上诊断标准符合2000年修订

的病毒性肝炎防治方案[15]), 非酒精性脂肪肝肝

炎50例(以上诊断标准符合2010年修订的非酒

精性脂肪性肝病诊疗指南[16]), 研究对象总数170
人, <30岁组38人, 30岁组114人, 45岁组18人. 另
选用同期15例非肝脏疾病死亡的正常肝组织作

对照. 所选病例行肝穿活检, 标本常规用40 g/L
中性甲醛固定, 石蜡包埋. 兔抗人多克隆抗体

Caspase-3试剂盒、凋亡检测试剂盒均购自北京

中杉金桥生物技术有限公司. 
1.2 方法

1.2.1 临床肝脏活检: 170例患者均进行1秒钟肝

脏穿刺术, 所获取标本用40 g/L甲醛溶液固定, 
常规石蜡切片, 行HE染色, 免疫组织化学检测丙

肝病毒标志物, 依据2000年修订的病毒性肝炎

防治方案及2010年修订的非酒精性脂肪性肝病

诊疗指南进一步将肝脏损害程度分为轻度、中

度、重度. 
1.2.2 Caspase-3免疫组织化学检测: 采用免疫组

织化学染色PV两步法检测肝组织中Caspase-3
的表达. 按常规程序操作, 一抗工作液浓度: Cas-
pase-3 1∶50, DAB显色. 设阳性和阴性对照. 阴
性对照采用PBS代替一抗. Caspase-3的表达阳性

为细胞浆和细胞核中有棕黄色颗粒. 每个切片

随机选取不重叠5个高倍视野(400倍), 用Motic 
Med数码医学图像分析系统分别测定每个视野

阳性染色部位的光密度, 取其平均值即得切片

的平均光密度值. 用平均光密度代表Caspase-3
在肝组织中的表达水平. 每例组织切片随机观

察5个高倍视野, 阳性细胞数≤10%为阴性(-), 
>10%为阳性(+). 
1.2.3 细胞凋亡的检测: 采用T d T介导的脱氧

核甘酸切口末端标记法(TdT-mediated x-dUTP 
nicke-nd labeling, TUNEL)检测肝细胞凋亡. 

统计学处理 采用SPSS16.0软件对数据进行

χ2检验, Fisher's test及Spearman等级相关分析, 

P <0.05有统计学意义. 

2  结果

2.1 研究对象临床、病理资料 研究对象年龄构

成见表1, 不同肝炎类型患者的年龄构成未见差

异(χ2 = 3.928, P  = 0.416), 表明3组研究对象年龄

组成结构基本相同, 具有可比性. 在慢性乙型肝

炎、慢性丙型肝炎及非酒精性脂肪性肝炎3组
肝炎肝组织病理分型比较差异无统计学意义(χ2 
= 0.191, P  = 0.996, 图1, 表2).  表明3组研究对象

病理组成结构基本相同, 具有可比性. 
2.2 Caspase-3的表达与肝细胞凋亡 Caspase-3在
慢性乙型肝炎、慢性丙型肝炎及非酒精性脂肪

性肝炎肝组织中的表达(表3, 图2)与TUNEL检测

的肝细胞凋亡的表达(图3)具有相关性(r  = 0.356, 
P <0.001). Caspase-3在慢性乙型肝炎、慢性丙

型肝炎及非酒精性脂肪性肝炎中的表达明显

高于正常肝组织, 差异有统计学意义(P <0.001). 
Caspase-3在非酒精性脂肪性肝炎中表达明显高

于慢性乙型肝炎, 差异有统计学意义(P <0.05); 
Caspase-3在慢性乙型肝炎和慢性丙型肝炎中的

表达未见异常, 无统计学意义(P >0.05). 无论何

种类型的肝炎, Caspase-3在各病理类型的表达

存在差异(P <0.05, 表4), 进一步分析Caspase-3在
重型肝炎中的表达阳性率高, 轻型肝炎表达阳



杨海峰, 等. Caspase-3在慢性病毒性乙、丙型肝炎及非酒精性肝炎中的表达及意义			             3703

www.wjgnet.com

■相关报道
Ribeiro等通过实
验发现 N A S H 肝
组织中凋亡越明
显, 炎症程度越加
重. 表明凋亡与炎
症有着高度的相
关性. Zender等报
道, 急性肝功能衰
竭常由肝炎病毒
引起 ,  预后较差 . 
对于如何防治肝
细胞的凋亡和维
持肝脏的正常功
能是当前的关注
焦点.

性率最少, 差异有统计学意义. 

3  讨论

随着细胞凋亡概念的引入, 人们开始从细胞凋

亡的角度来审视肝炎的发生、发展. 目前认为, 
肝细胞凋亡增加是肝炎发病的一个重要途径, 
研究发现许多酶参与凋亡, 半胱天冬酶是其中

重要的一种. 
细胞凋亡是受细胞外微环境和细胞内基因

调控的一种细胞主动性死亡方式[17,18]. 其中Cas-
pase-3是最关键的蛋白酶, 不仅是凋亡的关键

执行者, 也是细胞凋亡过程中的主要效应因子
[19-21], 本组资料用TUNEL法检测细胞凋亡显示: 
在肝细胞凋亡的细胞中多有Caspase-3表达, 且
肝细胞凋亡随Caspase-3表达的增高而增加. 发
生凋亡的细胞的染色质浓缩、边缘化, 核膜裂

解、染色质分割成块状和凋亡小体等典型的凋

亡形态. 本组资料显示: Caspase-3的表达与肝细

胞凋亡分布区基本一致, 具有显著相关性, 说明

Caspase-3参与肝细胞凋亡的信号传递过程. 
肝细胞凋亡发生在肝细胞更新时, 凋亡小

体(apoptotic bodies)很快被邻近的吞噬细胞所吞

噬, 不引起炎症反应[22-24]. 但在慢性乙型肝炎、

慢性丙型肝炎、等多种肝病时, 机体为维持自

身生理状态, 细胞结构发生变化: 细胞质和染色

体浓缩, DNA断裂成200 bp左右的片段, 大量凋

亡小体形成, 可见大量点状坏死及碎屑样坏死

的肝小叶, 即以细胞凋亡的形式停止细胞代谢, 
阻止病毒的复制, 清除病毒感染的细胞, 同时肝

脏功能受影响. 可见肝损伤实质主要是肝细胞

表  1  不同肝炎类型研究对象年龄构成情况

     
年龄(岁)

  慢性乙型肝炎  慢性丙型肝炎 非酒精性脂肪性肝炎

 n     ％  n     ％  n     ％

>30 13   18.6 10   20.0 15   30.0

30- 47   67.1 35   70.0 32   64.0

45- 10   14.3   5   10.0   3     6.0

合计 70 100.0 50 100.0 50 100.0

表  2  不同肝炎类型研究对象组织病理分型比较

     
病理分型

慢性乙型肝炎 慢性丙型肝炎 非酒精性脂肪性肝炎

 n   ％  n   ％  n   ％

轻度 30 42.0 21 42.0 20 40.0

中度 28 40.0 20 40.0 20 40.0

重度 12 17.1   9 18.0 10 20.0

表  3  Caspase-3在不同类型肝炎中的表达

     
肝炎类型  n

TUNEL阳性 Caspase-3阳性

 n   ％  n   ％

慢性乙型肝炎 70 45 64.3 40 57.1

慢性丙型肝炎 50 40 80.0 36 72.0

非酒精性脂肪性肝炎 50 45 90.0 41 82.0

正常肝组织 15   4 26.7   3 20.0

表  4  Caspase-3在不同肝炎不同病理分型肝组织中的
表达

     

肝炎类型 病理分型  n
        Caspase-3

阳性数(n ) 阳性率(％)

慢性乙型肝炎 30 12  40.0

  轻型 28 18  64.3

  中型

  重型 12 10  83.3

 χ2 7.544

 P 0.023

慢性丙型肝炎

  轻型 21 12   57.1 

  中型 20 15   75.0

  重型   9   9 100.0

 χ2 Fisher's Exact Test

 P 0.049

非酒精性脂肪性肝炎

  轻型 20 13   65.0

  中型 20 18   90.0

  重型 10 10 100.0

 χ2 Fisher's Exact Test

 P 0.034
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■创新盘点
Caspases家族的
研究多集中在肿
瘤方面, 肝炎领域
的相关研究较少, 
且大多局限在动
物实验阶段.

凋亡[25,26]. 因此, 慢性乙型肝炎和慢性丙型肝炎

的发病机制均与细胞凋亡有关[27,28]. NASH起因

很复杂, 但认为此病最初的损伤是由于继发于

外周胰岛素抵抗而发生的脂解作用增加和高胰

岛素血症所导致的肝细胞脂肪沉积. 进一步的

损伤则是因为脂肪过氧化造成肝细胞脂肪变性

时产生活性氧族(reactive oxygen species, ROS)
而引起氧化应激. 这导致了细胞凋亡的Caspase
家族级联反应的发生、并生成一些细胞因子引

起炎症反应和出现肝星状细胞激活而引起纤维

化[29,30]. 本组资料显示: 在慢性乙型肝炎、慢性

丙型肝炎和非酒精性脂肪性肝炎中存在大量肝

A B

DC

图  1  HE染色镜下观察结果(HE, ×400). 细胞核深蓝色, 胞浆及纤维组织呈深浅不等的红色. A: 正常组肝组织; B: 乙型肝炎

肝组织; C: 丙型肝炎肝组织; D: 非酒精性脂肪性肝炎肝组织.

A B

DC

图  2  Caspase-3在肝组织中的表达(PV, ×400). Caspase-3定位于细胞浆和/或细胞核, 呈棕黄色. A: 正常组肝组织; B: 乙型

肝炎肝组织; C: 丙型肝炎肝组织; D: 非酒精性脂肪性肝炎肝组织.
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细胞凋亡, 说明肝细胞凋亡是慢性乙型肝炎、

慢性丙型肝炎和非酒精性脂肪性肝炎的一种重

要病理变化. 本组资料还显示: 在慢性肝炎的肝

组织中, 凋亡细胞越多, 肝脏损伤程度越重. 提
示如果凋亡细胞增多至能足够抗拒机体吞噬作

用, 过剩凋亡的肝细胞可能激发肝脏损伤, 这与

Leist等[31]研究结果一致. 
本研究显示, 慢性乙型肝炎、慢性丙型肝

炎、非酒精性脂肪性肝炎病理损伤程度与Cas-
pase-3的表达呈正相关, 表明Caspase-3凋亡系统

的激活, 可能促进了肝脏炎症反应. 本研究还显

示, Caspase-3在非酒精性脂肪性肝炎中表达明

显高于慢性乙型肝炎, 非酒精性脂肪性肝炎除

直接或通过促进并存的其他肝病的进展,导致

肝衰竭和肝细胞癌外, 还参与2型糖尿病和动脉

硬化的发病, 多种因素可能是导致Caspase-3表
达增高, 有待进一步研究, Caspase-3在慢性乙型

肝炎和慢性丙型肝炎中的表达未见异常, Cas-
pase-3在不同肝炎中的表达为Caspases抑制剂应

用于肝炎治疗提供理论和实验依据. 
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■应用要点
基础研究证实, 细
胞凋亡在炎症的
发生和发展过程
中起重要作用. 因
此, 检测Caspase-3
在肝炎中的表达, 
结合临床生化指
标为深入研究肝
炎发病机制提供
实验依据, 对肝炎
的诊断、治疗、
疗效、观察、预
后监测具有重要
的 临 床 价 值 ,  为
Caspase抑制剂应
用于肝炎治疗提
供理论依据.
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图  3  TUNEL检测的凋亡细胞(HE, ×400). 胞膜完整、核改变, 见核固缩及染色质边聚, 细胞核有棕黄色颗粒. A: 正常组肝组

织; B: 乙型肝炎肝组织; C: 丙型肝炎肝组织; D: 非酒精性脂肪性肝炎肝组织.
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■同行评价
本文通过对细胞
凋亡关键酶Cas-
pase-3的检测, 来
探讨慢性乙型肝
炎、丙型肝炎及
非酒精性脂肪性
肝炎的发病机制, 
选 材 好 ,  立 题 新
颖, 视角独特.


