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Abstract
AIM: To identify the clonal origin of multinodular 
hepatocellular carcinoma (HCC) and evaluate its 
clinical implications.

METHODS: A total of 116 HCC nodules in 44 
patients with multinodular HCC were evaluated 
in the study. The expression of P53 and alpha-fe-
toprotein (AFP) in HCC was detected by immu-
nohistochemistry. The mutations in Bcl-10 gene 
and the exon 7 of P53 gene were detected using 
polymerase chain reaction-single-strand confor-
mation polymorphism (PCR-SSCP) and DNA 
sequencing. Mitochondrial D-loop sequence 
variation was analyzed using PCR and DNA 
sequencing. These biomarkers were combined to 
identify the clonal origin of multinodular HCC.

RESULTS: Of 44 cases of HCC detected, 22 
were categorized as multicentric occurrence 
(MO), and the remaining 22 were categorized as 
intrahepatic metastasis (IM). Significant differ-
ences were noted in HBeAg, position of nodules, 
cirrhosis, portal vein tumor thrombus and mi-
croscopic tumor thrombus, and differentiation 
degree (Edmondson grading) of the major nod-
ule between patients with multicentric HCC and 
those with intrahepatic metastatic HCC (P < 0.05 
or < 0.01). The tumor-free survival and overall 
survival of patients with multicentric HCC were 
significantly longer than those of patients with 
intrahepatic metastatic HCC (20.7 ± 4.5 mo vs 6.3 
± 1.3 mo and 29.1 ± 4.4 mo vs 10.1 ± 1.5 mo, re-
spectively; P < 0.05 and 0.01). Multivariate anal-
ysis revealed that IM/MO was an independent 
affecting factor for either tumor-free survival or 
overall survival of HCC patients.

CONCLUSION: Multi-biomarker approach 
permits identification of the clonal origin of 
multinodular HCC. Patients with multicentric 
HCC might have a more favorable outcome than 
patients with intrahepatic metastatic HCC.
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■背景资料
肝细胞癌 (HCC)
是世界范围内常
见 的 恶 性 肿 瘤 . 
HCC中, 多结节者
占12%-19%. 多结
节肝癌的来源既
有单一原发肿瘤
的肝内转移, 即单
中心性发生(IM), 
又有各个结节单
独存在的多中心
性发生 .  HCC的
病死率在全世界
所有癌症中占第3
位, 是我国第2位
癌症死亡原因. 目
前对 IM和MO的
分组尚缺乏一个
统一、公认的金
标准.

■同行评议者
肖恩华, 教授, 中
南大学湘雅二医
院放射教研室; 丁
惠国 ,  主任医师 , 
首都医科大学附
属北京佑安医院
肝病消化科; 范学
工, 教授, 南方医
科大学南方医院
消化内科研究所
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摘要
目的: 探讨多指标多技术手段联合分析多结
节肝癌细胞克隆来源的价值及临床意义. 

方法: 选择44例多结节肝癌共116个结节肝癌
组织, 应用免疫组织化学SP法检测P53、AFP
蛋白在各癌结节中的表达, 银染PCR-SSCP技
术结合基因测序检测P53 exon7、Bcl-10基因
在结节间的表达差异, PCR结合直接测序检测
mtDNA D-Loop 区的序列在各癌结节中的异
同情况, 分析多结节肝癌各癌结节的克隆起源
是否相同. 

结果: 44例多结节性肝癌经5项指标检测, 联
合判断为MO者22例, IM者22例. HBeAg、肿
瘤分布、肝硬化、门静脉及镜下癌栓、主瘤
的Edmondson病理分级等在MO组与IM组间
存在显著性统计学差异(P <0.05或<0.01). MO
组无瘤生存时间明显长于IM组的无瘤生存时
间(20.7±4.5 mo vs  6.3±1.3 mo, P <0.05); MO
组生存时间明显长于IM组的生存时间(29.1±
4.4 mo vs  10.1±1.5 mo, P <0.01). IM/MO是无
瘤生存时间和生存时间的独立影响因素.

结论: 联合检测多结节肝癌组织中P53、AFP
蛋白, P53 exon7、Bcl-10基因及线粒体DNA 
D-Loop区序列在各癌结节间的表达差异, 有
助于鉴别其细胞克隆来源; 多中心性来源多
结节肝癌疗效及预后较好.

关键词: 多结节肝癌; 克隆起源; 临床意义
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0  引言

肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是世界

范围内常见的恶性肿瘤. HCC中, 多结节者占

12%-19%[1]. 多结节肝癌的来源既有单一原发

肿瘤的肝内转移, 即单中心性发生(Intrahepatic 
metastasis, IM), 又有各个结节单独存在的多中

心性发生(multicentric occurrence, MO)[2]. 2种细

胞克隆来源的HCC在治疗方法和预后上存在着

明显不同[3-4]. 临床上对此加以区分对治疗前的

评估、治疗方法的选择和治疗后生存率的预测

有重要的意义.

1  材料和方法

1.1 材料 HCC组织标本来自我院2004-04/2007- 
08手术切除肿瘤组织, 诊断均经病理证实. 实验

组44例患者116个癌结节, 其中男38例, 女6例, 
年龄23-64(中位年龄42)岁; 44例中41例患者有

HBV感染史. 选取16例单结节肝癌患者, 每例取

不相连的两块手术切除肿瘤组织为单结节对照

组Ⅰ. HCC伴有肉眼门静脉癌栓患者4例, 每例

取癌和癌栓各一块为单结节对照组Ⅱ. HCC患

者术前均未行化疗. 正常对照组5例, 来自肝移

植供肝与肝外伤切除肝组织. 收取组织标本前均

已履行告知义务, 并签署知情同意书.
1.2 方法 
1.2.1 P53蛋白、AFP蛋白免疫组织化学法分析: 
石蜡标本切成4 μm蜡膜, 行SP免疫组织化学法

染色, 光镜下观察结果. 根据参考文献[5]报道

方法, 作半定量分析, 在排除非特异性染色前提

下, 以肿瘤细胞核和(或)质中出现黄色、棕黄

色、棕褐色为阳性细胞. 计分方法为: A按切片

中细胞着色程度计分, 不着色: 0分; 淡黄色: 1分; 
棕黄色: 2分; 棕褐色: 3分. B按切片中阳性细胞

的比例计分, 每例随机观察5个视野(400倍), 计
算总细胞数不少于1000个, 按阳性细胞所占百

分数分为: 显色细胞数≤5%: 0分; 显色细胞数

5%-25%: 1分; 显色细胞数25%-50%: 2分; 显色

细胞数50%-75%: 3分; 显色细胞数>75%: 4分. 

■相关报道
Nakano et al 报道, 
在多结节发生的
HCC中, 手术切除
后, 多中心性起源
的HCC比单中心
性起源的生存率
高 ,  预后也较好 . 
Yasui et al报道, 同
时性MO在手术切
除后, 3年生存率
为70%, 3年无瘤
生存率为39%, 明
显优于IM.

表  1  P53 exon7 PCR引物序列

     
引物	                           序列

                                    扩增片断

				                 长度(bp)

F1     5'-GGAATTCTCCTAGGTTGGCTCTGAC-3'       144

R1     5'-GGAATTCAAGTGGCTCCTGACCTGGA-3'

F2     5'-TCCTAGGTTGGCTCTGAC-3'	                131

R2     5'-CAAGTGGCTCCTGACCTG-3'

表  2  Bcl-10 PCR引物序列

     
引物	                           序列

                                    扩增片断

				                 长度(bp)

F1     5'-TCTCCTTCTTCCCCATTACCC-3'	                  262

R1     5'-TGGAGGATCCTCCTTGTCC-3'

F2     5'-GGACCCGGAAGAAGCGCCATCTCC-3'        186

R2     5'-GATCCTCCTTGTCCTCGGACTC-3'
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析模型中分析. 各检验均以α = 0.05(双侧)为显

■创新盘点
本研究联合运用
免疫组织化学分
析、PCR-SSCP
分析结合基因测
序、线粒体DNA 
(mtDNA)D-Loop
区序列分析方法
等多种技术手段, 
对多结节HCC组
织中多指标在各
癌结节间的表达
差异进行筛查, 以
期利用多指标、

多技术手段之间
的相互验证、相
互补充, 更准确地
对多结节HCC各
癌结节的克隆起
源是否相同进行
判定.

每例标本染色积分 = A×B, 若积分≤1判为阴

性, >1为阳性.
1.2.2 P53 exon7与Bcl-10基因突变分析: 用北京

天根公司血液/细胞/组织基因组DNA提取试剂

盒抽提组织标本的DNA. 分别以两对引物扩增

P53 exon7与Bcl-10基因(表1-2); “巢式PCR”
(nest PCR)扩增: 应用引物F1R1完成第1次PCR; 
取PCR产物为模板进行SSCP分析(PCR-SSCP方
法同文献[6]); 将异常泳动条带切胶回收, 后以

引物F2R2完成第2次PCR. 将第2次PCR扩增产

物直接测序, 测序仪为ABI3730XL. 将肿瘤组织

P53 exon7与Bcl-10 gene第2次PCR反应扩增序列

与正常肝组织的序列进行比对, 并与GenBank中
的标准序列对照, 寻找确定突变位点. 
1.2.3 mtDNA D-Loop区序列分析: 根据mtDNA 
D-Loop区的序列设计引物[7], F: 5'-ATTCTAA
CCTGAATCGGAGG-3', R: 5'-GATGCTTGC
ATGTGTAATCT-3'. PCR反应条件: 95℃预变

性5 min, 95℃ 1 min, 55℃ 1 min, 72 ℃ 2 min, 
35循环, 72℃延长7 m i n. 对P C R产物直接测

序, 测序引物为F、R, 由于mtDNA D-Loop区
有多个poly C结构, 测序时增加2条引物: F2: 
5'-AATACTTGACCACCTGTAG-3'和F3: 5'-CCT
ATGTCGCAGTATCTGTC-3'. 利用DNAstar软件

将肿瘤组织mtDNA D-Loop区序列与正常肝组

织的序列进行比对, 并与mtDNA数据库(http://
www.mitomap.org/)对照. 
1.2.4 MO与IM的判断标准: 同一细胞克隆起源

的癌结节间基因表达一致 ,  为单中心性起源; 
不同细胞克隆起源的癌结节的基因表达不一

致或不全一致, 为多中心性起源[8-9]. 本研究以

P53、AFP蛋白免疫组织化学分析, P53 exon7、
BCL-10基因突变分析, mtDNA D-Loop区序列分

析等5项联合作为判别多结节肝癌各癌结节细

胞克隆起源异同的指标; 如多结节肝癌中各癌

结节5项指标相同者, 判定为细胞克隆起源相同, 
即为IM; 如多结节HCC中各癌结节5项指标不相

同或不完全相同者, 判定为细胞克隆起源不相

同, 即为MO.
统计学处理 应用SPSS for Windows 13.0统

计学分析软件, 对所得数据进行统计学处理. 样
本率的比较用卡方检验或四格表确切概率法. 
无瘤生存时间(复发时间)及生存时间单因素分

析中应用Kaplan-Meier法, 并用Log-Rank test检
验组间差别, 多因素分析采用Cox比例风险回归

模型, 单因素分析中P≤0.1的因素纳入多因素分

表  3  多指标联合判定克隆起源及其与临床特征的关系

     
观察指标	                 多中心性(n )       单中心性(n )           P  

性别				                  0.188

    男		        21	               17	

    女		          1	                 5	

年龄(岁)				                  0.228

    ≤42		          9	               13	

    >42		        13	                 9	

饮酒				                  0.135

    有		          2	                 7	

    无		        20	               15	

血小板计数(×109/L)			                -

    <100		          0	                 0	

    ≥100		        22	               22	

病毒标志			 

    HBsAg(+)	       20	               21            0.613

    HCVAb(+)	         0	                 0            -

    HBeAg(+)	         9	                 1            0.006

    HBeAb(+)	       12	               16            0.121

肿瘤大小[主瘤](cm)			                 0.122

    ≤5		        11	                 6	

    >5		        11	               16	

肿瘤个数			                   1

    <3		        14	               14	

    ≥3		          8	                 8	

肿瘤位置				                  0.026

    左半肝		         1	                 7	

    右半肝		       15	               13	

    左右均有	         6	                 2	

肝硬化				                  0.021

    有		        19	               12	

    无		          3	               10	

包膜(主瘤)			                 0.060

    完整		        11	                 5	

    不完整或无	       11	               17	

AFP(μg/L)				                 0.322

    阳性≥20	       14	               17	

    阴性<20	         8	                 5	

门静脉癌栓及镜下癌栓		                0.015

    有		          2	                 9	

    无		        20	               13	

转移及与周围粘连			                 0.176

    有		          4	                 8	

    无		        18	               14	

分化程度(主瘤Edmondson分级)	               0.026

    高分化(ⅠorⅠ-Ⅱ)       2	                 3	

    中分化(ⅡorⅡ-Ⅲ)     18	               10	

    低分化(ⅢorⅢ-Ⅳ)       2	                 9	

组织学分类			                 0.545

    相同		        11	               13	

    不同或不全相同	       11	                 9	 　
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著性标准.

2  结果

2.1 MO与IM的判断 实验组中共有22例判断为

MO(50%), 其中18例为二中心起源, 4例是三中

心起源; 22例判断为IM. 对照组Ⅰ中16例单结节

HCC患者各不相连的2块手术切除肿瘤组织, 及
对照组Ⅱ中4例患者HCC及门静脉癌栓组织中5
项指标表达一致, 均判断为IM. 正常对照组5例
中5项指标表达均为阴性. 
2 . 2  M O 组 与 I M 组 的 临 床 病 理 参 数 比 较 
HBeAg、肿瘤分布(位置)、肝硬化、门静脉及

镜下癌栓、主瘤的病理分化程度(Edmondson病
理分级)等临床病理参数在MO组与IM组间存在

显著性统计学差异. HBeAg(+)、肝硬化、门静

脉及镜下无癌栓和/或主瘤的病理分化程度(Ed-
mondson 病理分级)为高、中分化者, MO发生的

机率高(表3-4).
2.3 MO组与IM组无瘤生存时间(复发时间)及生

存时间 5例患者因初次治疗行肝移植术剔除, 2

例患者失访; 37例多结节性HCC患者获得随访, 
随访方式包括门诊、住院复查、信访、电话随

访及现场随访. 截至2008-12-01, MO组10例复

发, 6例死亡; IM组15例复发, 13例死亡. MO组无

瘤生存时间(20.7±4.5) mo明显长于IM组的无

瘤生存时间(6.3±1.3) mo, 组间差异有统计学意

义(P <0.05); MO组生存时间(29.1±4.4) mo明显

长于IM组的生存时间(10.1±1.5) mo, 组间差异

有统计学意义(P  = 0.006). 无瘤生存时间(复发时

间)及生存时间曲线见图1-2.
2.4 无瘤生存时间(复发时间)及生存时间的多因

素分析 单因素分析中, HBsAg、癌栓、年龄、

包膜和发生类型是无瘤生存时间的独立影响因

素; 癌栓、肝硬化、年龄和发生类型是生存时

间的独立影响因素. 而在多因素分析中, 仅有

HBsAg、年龄和发生类型是无瘤生存时间的独

立影响因素; 年龄和发生类型是生存时间的独

立影响因素(表5-6).

■应用要点
本研究联合检测
多结节HCC组织
中 P 5 3、A F P 蛋
白, P53 exon7、
Bc l -10基因及线
粒体DNA D-Loop
区序列在各癌结
节间的表达差异, 
有助于鉴别其细
胞克隆来源. 多中
心性来源多结节
HCC疗效及预后
较好, 对其应加强
术前护肝等治疗, 
以争取手术切除
机会, 提高总的治
疗效果.

表  4  肿瘤位置、分化程度的卡方分割分析

观察指标                 多中心性(n )        单中心性(n )        P 值

肿瘤位置				                  0.241

    左或右半肝	     16	               20	

    左右均有	       6	                 2	

分化程度(主瘤Edmondson分级)	               0.015

    高、中分化	     20	               13	

    低分化		       2	                 9	

表  5  单因素分析与无瘤生存期和生存期有关的因素

     
因素

				           P 值

		                        
n

     无瘤生存期 生存期

AFP(-/+)			   11/26      0.142      0.378

HBsAg(-/+)		    3/34      0.037      0.142

HBeAg(-/+)		  29/8        0.828      0.428

HBeAb(-/+)		  12/25      0.715      0.638

肿瘤大小(主瘤)(≤5/>5 cm)	 12/25      0.276      0.098

病理分级(高/中/低分化)	   2/29/6   0.198      0.309

癌栓(无/有)		  28/9        0.011      0.018

肿瘤个数(<3/≥3)		  24/13      0.452      0.960

肿瘤位置(右/左/左右)	 23/8/6     0.065      0.352

肝硬化(无/有)		  11/26      0.082      0.028

转移(无/有)		  26/11      0.834      0.727

年龄(≤42/>42岁)		  17/20      0.001      0.015

性别(男/女)		  32/5        0.071      0.182

饮酒(无/有)		  30/7        0.807      0.869

包膜(无/有)		  24/13      0.044      0.167

发生类型(IM/MO)		  19/18      0.022      0.006
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图  1  MO组与IM组无瘤生存期(复发时间)曲线图.
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图  2  MO组与IM组生存时间曲线图.



www.wjgnet.com

2742                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2009年9月18日     第17卷     第26期

3  讨论

HCC的病死率在全世界所有癌症中占第3位[10], 
是我国第2位癌症死亡原因. 多结节性HCC中如

各个癌结节间为互相独立的原发癌灶, 则为多

中心发生; 如各个癌结节间为相互联系的转移

癌灶, 则为单中心发生. 对前者的研究应重点针

对HCC发生的分子机制, 而后者应是其发展的

分子机制. 目前对IM和MO的分组尚缺乏一个统

一、公认的金标准, 在我们前期的研究中将P53 
exon7基因PCR-SSCP, P53、AFP蛋白免疫组织

化学等指标, 应用于对HCC的原发癌与复发癌

克隆起源鉴别研究, 取得了良好的效果[4]. 故我

们在近期的研究中将P53 exon7基因PCR-SSCP, 
P53、AFP蛋白免疫组织化学等指标, 应用于

对多结节HCC的克隆起源鉴别研究中. 有研究

显示Bc l-10基因在HCC组织中存在高突变率, 
提示该基因在H C C发病机制中起着重要的作 
用[11]. 故我们在近期的研究中将Bcl-10基因PCR-
SSCP分析应用于对多结节HCC的克隆起源鉴

别研究中. 近年来有学者将mtDNA D-Loop区的

突变类型分析应用于区分HCC的起源问题[7]. 因
此在我们的近期研究中, 将mtDNA D-Loop区
突变谱类型分析应用于多结节H C C各癌结节

克隆起源的鉴别. 本研究联合运用免疫组织化

学分析、PCR-SSCP分析结合基因测序、线粒

体DNA (mtDNA)D-Loop区序列分析方法等多

种技术手段, 对多结节HCC组织中多指标在各

癌结节间的表达差异进行筛查, 以期利用多指

标、多技术手段之间的相互验证、相互补充, 
更准确地对多结节HCC各癌结节的克隆起源是

否相同进行判定. 结果显示, 实验组44例多结节

HCC中判定为多中心性起源的为50%(22/44), 与
Utsunomiya et al的报道接近[12], 再次证实了多中

心性起源在HCC发生中的重要性. 理论上同一

肿瘤来源的组织有着一致的基因序列, 本研究

对照组Ⅰ的16例单结节HCC均判断为IM, 吻合

性良好. 而HCC发生门静脉癌栓转移, 是HCC肝
内转移的最直接证据, 应与原发癌灶具有同一

细胞克隆来源, 也即有相同的基因序列, 本研究

对照组Ⅱ中4例伴有癌栓的HCC均判断为IM. 提
示我们的实验方法准确性高. 

本组病例结合各项临床病理参数进行分

析后发现 :  H B e A g、肿瘤分布(位置)、肝硬

化、门静脉及镜下癌栓、主瘤的病理分化程度

(Edmondson病理分级)等在MO组与IM组间存

在显著性统计学差异, 提示上述临床病理参数

是区分多结节性H C C细胞克隆起源的重要因

素. 直径较小, 并伴高分化病理分级的HCC常被

认为未发生转移, 有较好的预后[13]. 病毒性肝硬

化是公认的致HCC因素, 是发生HCC的超高危

险因素, 一旦发生“癌变”即说明已经进入了

“高致癌状态”, 因此在“致癌土壤”上同时

发生多个“肿瘤”是可能的, 是MO发生的原因

之一[14]. 本研究结果支持上述观点. 
HBeAg是一种可溶性蛋白, 他与DNAP和

HBV DNA密切相关, 是HBV活动性复制和有传

染性的重要标志. HBeAg持续阳性表明肝细胞

损害较重, 研究表明血清HBeAg阳性也是HCC
复发的独立风险因素和预后不良指标[15]. 本组

资料显示, HBeAg在区分MO和IM时有显著性

差异, 提示活动性HBV是发生MO的重要因素. 
主瘤病理分级较高时, HCC具有较高的侵袭性

和转移性, 因此发生IM的可能性较大[12]. 本组

IM组低分化病例占40.91%, 而MO组为9.09%. 
高、中分化与低分化存在显著性差异, 提示主

瘤为低分化HCC时发生的多结节为IM可能性大. 
Nakano et al [16]报道, 在多结节发生的HCC中, 手
术切除后, 多中心性起源的HCC比单中心性起

源的生存率高, 预后也较好. Yasui et al [3]报道, 同
时性MO在手术切除后, 3年生存率为70%, 3年无

瘤生存率为39%, 明显优于IM. 在对本组37例多

结节HCC进行随访统计分析后, 发现多中心性

表  6  多因素分析与无瘤生存期和生存期有关的因素 (Forward LR)

     
因素			          B	            P 值	               Exp(B)	           95%CI

无瘤生存期				  

    HBsAg(-/+)		  -1.744             0.012             0.175             0.045-0.678

    年龄(≤42/>42岁)		 -1.550             0.001             0.212             0.083-0.545

    发生类型(IM/MO)		 -1.151             0.012             0.316             0.129-0.775

生存期				  

    年龄(≤42/>42岁)		 -1.143             0.023             0.319             0.119-0.853

    发生类型(IM/MO)		 -1.384             0.011             0.250             0.086-0.727

■同行评价
本研究采用多指
标多技术手段联
合分析多结节肝
细 胞 癌 ,  发 现 多
中心性来源多结
节肝癌疗效及预
后 较 好 ,  具 有 理
论价值.
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组的平均复发时间及生存时间明显长于单中心

性组. 在多因素分析中, IM/MO亦是无瘤生存时

间和生存时间的独立影响因素. 说明MO的预后

较IM的为好. 此结论为我们手术治疗多结节性

HCC提供了理论依据, 多中心性多结节HCC实

际上是第一原发癌存在的同时还存在着另一个

不同的癌灶, 即第二原发癌, 对于多中心性多结

节HCC行手术切除只是增加了手术的难度, 手
术时并无潜在性的转移病灶, 一个癌灶从发生

到形成需要一个相当长的时间, 因而术后复发

的时间较晚, 手术疗效好. 
总之, 我们认为联合检测多结节HCC组织

中P53、AFP蛋白, P53 exon7、Bcl-10基因及线

粒体DNA D-Loop区序列在各癌结节间的表达

差异, 有助于鉴别其细胞克隆来源. 多中心性来

源多结节HCC疗效及预后较好, 对其应加强术

前护肝等治疗, 以争取手术切除机会, 提高总的

治疗效果.
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