
作者简介：鹿永，男，主管检验师，主要从事分子免疫临床研究工作。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ＸＡＳｈａｏ＠１２６．ｃｏｍ。

·临床检验研究论著·

ＣＨＢ患者 ＭＣＰ１表达与肝活检组织学积分相关性研究
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　　摘　要：目的　研究单核细胞趋化蛋白１（ＭＣＰ１）在慢性乙型病毒性肝炎（ＣＨＢ）患者肝脏活检组织和血清的表达。方法　

采用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）对１２４例ＣＨＢ炎患者和２０例对照组血清 ＭＣＰ１水平进行检测，采用免疫组化和实时荧光定量

ＰＣＲ检测ＣＨＢ患者肝组织中 ＭＣＰ１蛋白和ｍＲＮＡ表达。结果　对照组和ＣＨＢ组血清中 ＭＣＰ１水平分别是（２６５±４４）ｎｇ／Ｌ

和（１５７±８０）ｎｇ／Ｌ，ＣＨＢ组血清 ＭＣＰ１水平显著低于对照组（狋＝５．３５５，犘＜０．０１）。ＣＨＢ患者血清 ＭＣＰ１水平与肝组织炎症分

级（狉＝０．３５３，犘＝０．０１１）和纤维化分期（狉＝０．４９６，犘＜０．０１）呈正相关。肝组织中 ＭＣＰ１ｍＲＮＡ水平与炎症分级和纤维化分期

呈正相关（狉＝０．４６５，犘＜０．０１；狉＝０．４９３，犘＜０．０１）。肝组织中 ＭＣＰ１蛋白表达与炎症分级和纤维化分期呈正相关（狉＝０．４８６，

犘＝０．００１；狉＝０．５４２，犘＜０．０１）。结论　ＣＨＢ患者血清中 ＭＣＰ１水平下调，ＭＣＰ１表达水平与肝组织炎症分级、纤维化分期呈

正相关。
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　　乙型肝炎是广泛流行的传染性疾病，该病严重威胁人类健

康。乙型肝炎大部分是感染乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）引起的，该

病的临床转归主要决定于 ＨＢＶ与宿主之间的相互作用，如病

毒不能及时被清除可引起慢性肝炎、肝硬化乃至肝癌等不良后

果。慢性乙型病毒性肝炎（ＣＨＢ）的病理改变主要是肝脏正常

组织结构的破坏和大量单个核细胞浸润。有资料研究显示单

核细胞趋化蛋白１（ＭＣＰ１）在抗病毒免疫中扮演着重要作

用［１４］，但 ＭＣＰ１在ＣＨＢ患者血清和肝组织中的表达水平如

何及是否参与了肝脏病理损伤时单个核细胞的浸润，目前尚未

见报道。因此，作者以ＣＨＢ患者血清和肝活检组织为研究对

象，观察 ＭＣＰ１表达情况及其与肝脏组织学分级、分期的关

系，现分析如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２００９年３月到２０１１年６月中国人民解

放军第一二三医院的ＣＨＢ患者１２４例，其中，男性８１例，女性

４３例，年龄２１～６５岁。患者符合ＣＨＢ诊断标准
［５］。对照组

为乙肝表面抗原阴性且体检正常的健康者，其中，男性１２例，

女性８例，平均年龄３８．２岁。

１．２　仪器与试剂　Ｔｒｉｚｏｌ（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），实时荧光定

量ＰＣＲ试剂盒（日本 ＴａＫａＲａ公司），ＭＣＰ１单克隆抗体、人

ＭＣＰ１酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒（美国Ｒ＆Ｄ公司）。

ＤＮＭ９６０２酶标分析仪（北京普朗公司），ＷＤ９４ＢＢ凝胶成像

·４９９· 国际检验医学杂志２０１４年４月第３５卷第８期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｐｒｉｌ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．８



分析仪（北京六一仪器厂），ＤＡ７６００荧光定量ＰＣＲ仪（广州达

安公司）。

１．３　标本收集　采集ＣＨＢ患者和对照组人群血液，室温自

然凝固，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，收集血清后于－２０℃保存待

测。采用Ｂ超引导下经皮穿刺获取肝活检组织，一部分用

１０％甲醛固定，用于免疫组化或病理检查；另一部分－７０℃保

存，用于实时荧光定量ＰＣＲ。

１．４　ＥＬＩＳＡ检测血清中的 ＭＣＰ１水平　按试剂说明书操

作，标准品采用双复孔，以标准浓度曲线计算出待测血清

ＭＣＰ１水平。

１．５　免疫组化检测 ＭＣＰ１在肝组织中的表达水平　用１０％

甲醛固定肝活检组织１２～１６ｈ，石蜡包埋，４μｍ连续切片。经

过烤片、脱蜡、梯度乙醇水化，然后以３％ Ｈ２Ｏ２ 室温１０ｍｉｎ，

ＰＢＳ冲洗３ｍｉｎ，连续３次；１％ＢＳＡ室温１０ｍｉｎ，甩去ＢＳＡ后

加 ＭＣＰ１单抗５０μＬ（１∶２５稀释），４℃过夜；第２天ＰＢＳ冲

洗３次，每次３ｍｉｎ；加辣根过氧化物酶标记二抗５０μＬ，３７℃

孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗３次，每次３ｍｉｎ；最后经ＤＡＢ显色，苏

木素复染，梯度乙醇脱水，二甲苯透明和中性树脂封片再镜检。

免疫组化结果参照文献［６］进行半定量分析。

１．６　实时荧光定量ＰＣＲ检测肝组织 ＭＣＰ１基因表达　首先

按试剂说明书操作提取总 ＲＮＡ，进行ｃＤＮＡ 的合成，根据

ＭＣＰ１和βａｃｔｉｎ特异基因序列设计引物，βａｃｔｉｎ上游引物５′

ＡＧＣＡＡＧＡＧＡＧＧＣＡＴＣＣＴＣＡＣ３′，βａｃｔｉｎ下游引物５′

ＡＡＣＡＴＧＡＴＣＴＧＧＧＴＣＡＴＣＴＴＣ３′；ＭＣＰ１上游引物

５′ＣＴＣＡＴＡＧＣＡＧＣＣＡＣＣＴＴＣＡＴＴＣ３′，ＭＣＰ１下游引

物５′ＣＡＣＡＧＣＴＴＣＴＴＴＧＧＧＡＣＡＣＴＴＧ３′。引物由上

海鼎安生物科技有限公司合成。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计学分析，计

量资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　两组血清 ＭＣＰ１表达水平比较　对照组和ＣＨＢ组血清

ＭＣＰ１水平分别是（２６５±４４）ｎｇ／Ｌ和（１５７±８０）ｎｇ／Ｌ，ＣＨＢ

患者血清中 ＭＣＰ１水平显著低于对照组，差异有统计学意义

（狋＝５．３５５，犘＜０．０１）。

２．２　ＭＣＰ１在肝活检组织中的表达　ＲＴＰＣＲ结果显示：

ＣＨＢ患者肝组织 ＭＣＰ１的基因相对表达量是０．０３４３±

０．０３２３（βａｃｔｉｎ为参照基因）。免疫组化结果显示：肝细胞、胆

管上皮细胞、汇管区浸润的炎性细胞及窦周隙单个细胞均表达

ＭＣＰ１。在病变部位附近的肝细胞，特别是增生的肝细胞

ＭＣＰ１表达较强。胆管上皮细胞 ＭＣＰ１也呈阳性表达；窦周

隙散在的细胞 ＭＣＰ１呈强阳性表达，从存在位置和形态学上

分析，可能为星状细胞；汇管区和纤维形成区的浸润细胞

ＭＣＰ１表达各异，大部分细胞不表达，形态学上判断可能主要

为淋巴细胞；有部分细胞呈中度阳性表达，形态学判断可能为

单核细胞；部分散在细胞 ＭＣＰ１呈强阳性表达，与窦状隙散在

的 ＭＣＰ１阳性细胞相似。见图１（见《国际检验医学杂志》网

站主页“论文附件”）。

２．３　ＣＨＢ患者 ＭＣＰ１水平与肝组织炎症分级、纤维化分期

的关系　按病毒性肝炎分级、分期标准
［５］，肝组织纤维化分期

为１～４期，炎症分级为１～４级。经统计学分析，ＣＨＢ患者血

清中 ＭＣＰ１水平与肝组织炎症分级、纤维化分期呈正相关（狉

＝０．３５３，犘＝０．０１１；狉＝０．４９６，犘＜０．０１）。肝组织ＭＣＰ１ｍＲ

ＮＡ表达与炎症分级、纤维化分期呈正相关（狉＝０．４６５，犘＜

０．０１；狉＝０．４９３，犘＜０．０１）。肝组织 ＭＣＰ１蛋白表达与炎症分

级、纤维化分期呈正相关（狉＝０．４８６，犘＝０．０１；狉＝０．５４２，犘＜

０．０１）。见图 ２（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文

附件”）。

３　讨　　论

ＭＣＰ１作为配体主要趋化表面携带其相应受体的单核／

巨噬细胞，后者是机体抗感染的关键成分［７］。相关实验数据显

示，ＭＣＰ１ 在抗病毒感染
［８９］及多种疾病中发挥着重要

作用［１０］。

ＨＢＶ感染后，细胞免疫应答对病毒清除起关键作用，如机

体不能有效清除病毒，将引起不良后果。有研究显示ＣＨＢ患

者存在免疫功能失调［１１１２］。本研究发现 ＣＨＢ患者外周血

ＭＣＰ１水平低于对照组，表明 ＨＢＶ可能影响宿主细胞 ＭＣＰ

１表达以利于其自身生存。

普遍认为趋化因子具有多源性［１３１４］。本研究发现 ＣＨＢ

患者肝活检组织的肝细胞、胆管上皮细胞、汇管区浸润细胞和

窦状隙散在的细胞均不同程度的表达 ＭＣＰ１，这与其他学者

发现ＣＨＢ患者肝细胞 ＭＣＰ１表达呈阴性存在差异
［１４］。本研

究也发现，病变部位肝细胞表达 ＭＣＰ１较强，提示 ＭＣＰ１表

达可能受局部因素影响。

ＣＨＢ患者肝脏炎症坏死区有大量淋巴细胞和单核细胞浸

润，它们在活化状态下也可分泌大量细胞因子，这些细胞因子

可能会诱导 ＭＣＰ１表达。ＣＨＢ患者肝脏病变特征为不同程

度的炎症坏死和纤维化。本研究结果显示ＣＨＢ患者血清中

ＭＣＰ１水平及肝活检组织中 ＭＣＰ１水平与肝组织炎症分级、

纤维化分期均呈正相关，提示 ＭＣＰ１在ＣＨＢ致病机制中可能

扮演着重要作用。

活化的星状细胞在肝组织纤维化形成中起重要作用［１５］，

体外培养人肝脏星状细胞表现出肌成纤维细胞样表型，且

ＭＣＰ１以剂量依赖方式可刺激星状细胞迁移
［１６］，因此可以认

ＭＣＰ１在体内影响纤维化形成。纤维形成区和窦状隙浸润的

星状细胞 ＭＣＰ１表达呈强阳性，进一步证实其在促纤维化中

的作用。

ＣＨＢ的发病机制很复杂，机体在与病毒相互作用过程中

能否有效清除病毒是决定ＣＨＢ患者转归的关键因素。本研

究结果提示 ＨＢＶ可能通过下调宿主 ＭＣＰ１表达以利于其自

身生存，ＭＣＰ１与肝脏组织学积分相关，参与了肝组织的病理

损伤过程，在ＣＨＢ的致病机制中起着非常重要的作用。
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活化，使血液呈高凝状态，随着患者病情的进展，凝血因子被消

耗，患者血液呈低凝状态而导致出血。除此之外，一些白血病

细胞还可释放促凝物质，这些都是引起患者凝血功能紊乱的原

因。故血液科医生应对白血病患者的凝血进行连续监测以评

估患者凝血功能受疾病影响情况，检验人员也要对患者连续检

测结果进行回顾分析，以便及时向临床报告危急值。

综上所述，凝血功能检查已成为广泛使用的临床常规检测

项目，随着检验诊断技术的不断发展，可用于为临床服务的凝

血项目会不断增加，不同类型疾病与凝血功能变化间的关系会

更加明确。因此，临床医生和检验人员都应高度重视凝血功能

检查，加强沟通，有效使用这些项目为患者服务，保证疾病的治

疗更合理、更安全。
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