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摘要　用原位分子杂交方法动态观察 Solt-Farbe r模型实验大鼠肝癌发生的启动、 促进、 发展 , 癌形成各阶

段 c-myc, N-ras的表达及其与病理改变及 γ-GT酶表达的关系。 结果 , 这两种癌基因在促癌阶段出现高表达 ,

继而略下降 ,诱癌中期以后随增生结节的发展和癌的形成呈增加的趋势 ,与γ-GT酶的表达有一定的吻合性。诱

癌中晚期 c-myc , N-ras的表达增高与癌变关系密切。结果表明 , c-myc和 N-ras在肝癌的发生中有协同作用 ,从

分子水平进一步证实肝细胞增生结节与肝细胞癌变关系密切。
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Abstract　 The relationship among the expression o f c-myc, N-ras, histolog ic al terations and the

expression o fγ-GT was investiga ted during the stag es of ini tia tion, promo tion, developm ent and

neoplasia o f chemical hepa tocarcinogenesis in rats using in situ hybridization and histochem-

ist ry. Hepa tocarcinogenesis w as induced acco rding to the model o f So lt and Farber. Th e resul ts

show ed that the expression of these two oncogenesis w ere increased started a t promo tion stag e,

fo llow a li tt le decreasing, then increased again. From the middle stage of hepa tocarcinogenesis,

the expression of c-m yc, N-ras wa s increased and co rrelated wi th the expression o fγ-GT, the

pro g ression o f neoplastic nodules and the forma tion of hepatocellular carcinom a. A close rela-

tion betw een increased expression of c-m yc, N-ras and the w as found in middle and late stages

of hepatoca rcinogenesis. The present da ta suggest that there might be a synergism betw een c-

myc and N-ras in hepa tocarcinogenesis. It is further confi rm ed that there is a close cor relation

betw een hepatocy tic nodules and the by molecular biologic tech nique.

Key words　 experimental hepatocellular carcinoma, in situ hybridization, c-myc, N-ras, animal

experim ent

中图法分类号　 Q 342. 3; R-332

　　肝细胞的癌变是一个多因素参与 ,多阶段发展的

过程。 癌基因是一类具有转化正常细胞潜能的 DN A

序列。 c-myc、 N-ras基因在化学诱发肝癌的发生过程

中常呈激活状态或表达水平提高 [1～ 3 ] ,提示它们在实

验肝癌的发生中可能起着某种直接的作用。为探讨这

两种癌基因在肝癌发生的启动、促进、发展及癌形成

各阶段的表达特点及其与病理形态学改变的关系 ,我

们用原位分子杂交和组织化学技术 ,动态观察了化学

诱发大鼠肝癌变过程不同阶段细胞癌基因表达与异

常形态学及异常组化表型的关系。
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1　材料和方法

1. 1　动物模型的建立

6周龄雄性 Wistar大鼠 40只 , 体重 150 g～

170 g ,随机分实验组 ( A组 , 28只 )与对照组 ( B组 ,

12只 )。实验组依据 Sol t- Farber模型
[4 ] ,步骤为: 腹

腔单剂量注射二乙基亚硝胺 ( DEN)作为启动剂 ,剂

量为 200 mg /kg体重 ; 2周 ( W) 后给含 0. 015%二

乙酰氨基芴 ( 2— AAF) 的饲料 , 实验第 3周末行肝

2 /3大部分切除术 ( PH) , 继续喂含 0. 015% 2-AAF

的饲料至第 4周末 , 此为选择性促癌程序 ; 换正常饲

料观察至第 50周。对照组单剂量腹腔注射生理盐水 ,

喂正常饲料。 各组分别于第 2、 4、 25、 50周末处死

动物 , 每组 3～ 5只。 取肝每叶最大径处最大切面组

织 , 厚 3 m m, 放入 4℃丙酮∶ 95%酒精 ( 1∶ 1 /v∶

v ) 液固定 , 低温石蜡包埋 , 切片 4μm～ 5μm。

1. 2　病理形态学观察及组化染色

肝脏病理形态学观察及 r-谷氨酰转肽酶 ( r-GT)

组化染色按文献报道方法进行。用电脑化图形扫描分

析系统检测 r-GT灶的个 /cm
2 , mm

2 /cm
2 , 等平面及

立体量化指标。

1. 3　原位分子杂交

生物素标记 c-m yc cDN A探针 (美国 EN ZO公

司及北京中山生物技术公司 ) , 生物素标记 N-ras

cDN A探针 (北京中山生物技术公司 ) ,原位分子杂交

试剂盒 (美国 EN ZO公司 )。染色过程: ( 1) 常规脱

蜡 , 水化 ; ( 2) 0. 2 mol HCl 20 min; ( 3) 洋地黄液

5 min; ( 4) 40μg /m L蛋白酶 K 37℃ 15 min; ( 5) 4%

多聚甲醛 10 min; ( 6) 1% H2O2甲醇液 10 min; ( 7)

预杂交 40℃ 4 h; ( 8)加生物素标记探针杂交液 42℃

36 h; ( 9)按试剂盒说明书操作 , AEC显色 , 苏木素

复染 , AEC封片剂封片。 每次染色均设有阳性对照

(已知阳性片 )、空白对照 (已知阳性片加预杂交液代

替杂交液 ) 和阴性对照 (已知阴性片 )。原位杂交阳

性结果半定量标准见表 1。
表 1　原位分子杂交半定量标准

Table 1　 Semi-quantity standard for in situ hybridization

评分 Score

1 2 3 4 5 6

染色范围
Staining range

< 10% ～ 30% ～ 50% ～ 70% ～ 90% > 90%

染色强度

Signal intensi ty

浅红色

Ligh t red

红色

Red

深红色

Brick red

2　结果

2. 1　病理形态学改变

实验组: 1)诱癌阶段 ( A1组 ,予 DEN 2W后 ) ,

肝脏眼观和镜观均无特殊改变 ; 2)促癌阶段 ( A2组 ,

予 PH及 0. 015% 2-AAF 2W后 ) , 肝表面及切面密

布针尖至粟粒大小灰白或透明结节。镜下: 多个变异

肝细胞灶和结节 ,以嗜碱性细胞结节为多 , 并见卵圆

细胞、 间质细胞增生 , 多灶肝细胞坏死 ; 3) 诱癌发

展中期 ( A3组 , 实验 25W) , 肝表面数个芝麻大小灰

白或透明结节。镜下以嗜酸性细胞+ 结节为主 , 偶见

透明细胞结节 , 出现早期大结节肝硬变 ; 4) 癌形成

阶段 ( A4组 , 实验 50 W , 结束 ) , 肝表面粗糙 , 多

个大小不一灰白结节 ,最大者 4 cm× 3. 5 cm× 3 cm。

镜下 45%大鼠有肝癌形成 ,主要为肝细胞癌 ,癌细胞

呈团块状分布 , 较多较大的肝细胞增生灶 (嗜酸或嗜

碱或透明细胞组成 )。

对照组: 无特殊改变。

2. 2　γ-GT改变

各组在长期诱癌过程中各时期 r-GT发生情况

见表 2。实验组 r-GT灶出现于实验第 4周末 ,即促癌

程序结束后 ,随病变发展 , r-GT灶不断增大 (平面和

立体指标 ) , 而灶的数目略减少。

表 2　 DEN长期诱癌过程中各时期 r-GT灶发生情况

Table 2　Detect ion of r-GT positive foc i in liver tissues in diff erent stages of DEN induced hepatocarciogenesis in rats

组别

Group

动物数
No. o f

animals

No. /cm2

x-± s

mm /cm2

x-± s

mm2 /No .
x-± s

No. /cm3

x-± s

mm3 /No.
x-± s

A1 5 0 0 0 0 0

A2 5 27. 0± 15. 0* 4. 25± 2. 20* 0. 15± 0. 07* 550. 8± 364. 5* 0. 08± 0. 06*

A3 5 39. 6± 9. 7* 29. 63± 11. 88* 0. 85± 0. 49* 548. 8± 377. 1* 0. 84± 0. 62*

A4 8 21. 0± 6. 4* 42. 47± 9. 19* 2. 27± 1. 10* 190. 7± 101. 9* 2. 93± 2. 08*

B1 3 0 0 0 0 0

B2 3 0. 3± 0. 7 0. 04± 0. 08 0. 13± 0. 04 5. 0± 11. 3 0. 01± 0. 03

B3 3 0. 1± 0. 2 0. 01± 0. 02 0. 08± 0. 00 2. 1± 4. 7 0. 01± 0. 02

B4 3 0. 1± 0. 1 0. 01± 0. 01 0. 08± 0. 04 2. 3± 2. 7 0. 02± 0. 03

* : 与相应 B组比较 Compa red with matching g roup B. P < 0. 01

39广西科学　 1998年 2月　第 5卷第 1期



表 3　 c-myc, N-ras mRNA原位分子杂交半定量结果

Table 3　 The results of c-myc, N-ras mRNA in situ hybridization with semi-quantity scores

组别

Group

诱癌时间

Experiment time

(周 W eek)

c-myc m RAN N-ra s m RNA

n

肝组织
(平均得分 )

Liv er tissue
( Average sco r e)

结节和 /或 HCC
(平均得分 )

Nodule and /o r HCC
( Ave rage sco re)

肝组织

Liver tissue
(平均得分 )

( Average sco re )

结节和 /或 HCC
(平均得分 )

Nodule and /o r HCC
( Average scor e)

A1 2 5 0 N A 3 NA

A2 4 5 5+ * 0+ * 3. 6 1*

A3 25 5 1* 2* 2. 8 2. 8

A4 50 8 3. 4 4 3. 2 3. 7

N A: 无此项改变 No t available; + : 与 A3相比 Compa red with A3, P < 0. 05* : 与 A4相比 Compared with A4, P < 0. 05 .

2. 3　原位分子杂交

原位分子杂交的对照各组实验结果均符合实验

要求 ,对照各组仅见肝小叶中央静脉旁少许肝细胞有

c-myc, N-ras表达。实验组各时期 c-myc m RN A, N-

ras m RN A检出情况见表 3。实验组在癌启动阶段

( A1)仅有 N-ras m RN A位于肝小叶中央静脉及小叶

周边区及汇管区旁肝细胞内。促癌阶段 ( A2) , 出现

较多染色强的 c-myc和 N-ras阳性表达细胞 ,主要位

于变异肝细胞灶 , 多呈胞浆型 (图 ) , 极少核型 ; 而

嗜碱性结节中仅有少量 N-ras m RN A检出 , 末能检

到 c-myc m RN A。诱癌中期 ( A3, 实验 25 W) 嗜碱

性细胞结节内出现 c-myc癌基因的表达 , N-ras阳性

细胞较前一时期增多 ,结节外 c-m yc和 N-ras阳性细

胞较前一时期明显减少 ; 癌形成期 ( A4) , 两种癌基

因的表达明显增加 , 以癌细胞灶及增生结节为主 ,其

染色强度也明显高于病灶外肝细胞。

图 1 Fig . 1

3　讨论

实验性肝癌的发生 , 是在化学致癌物作用下 ,肝

细胞被启动 , 继而出现肝细胞增生灶 , 增生结节 (细

胞群 1→细胞群 2…… ) , 至肝细胞癌。本模型实验条

件下 , DEN单剂量给予作为启动剂 ,使一定数量肝细

胞被致癌物启动 ,继而施与选择性促进程序。所用的

2-A AF抑制正常肝细胞的增生 , 而被启动了的肝细

胞不被 2-AAF抑制 , 在肝切后迅速增生形成大量肝

细胞增生性病变 (包括增生灶和增生结节 ) , 此模型

将肝癌形成的启动和促进过程分开 ,有利于研究启动

和促进的机理及影响因素。所诱发的肝细胞增生性病

变是启动肝细胞的直接后裔 ,且为同时发生 ,同步生

长 ,有利于研究其在癌形成不同阶段的特性 ,及其向

癌演变的规律。这些增生性病灶被认为是癌前病变 ,

其绝大多数病灶可停滞或改建成类似正常的肝细胞 ,

最终仅个别病灶演变为癌。

已知 N-ras基因表达蛋白属于 G蛋白家族 , 与

跨膜信号的传递有关 ; c-m yc具有与核 DN A结合的

磷蛋白基因密码 , 与 DN A复制有关。在肝细胞再生

过程中 ,有这两种癌基因短暂的表达增加 [2, 5 ] ,在化学

致癌物诱发大鼠肝癌变过程中 c-m yc, N-ras的异常

表达已有不少报道 [2, 3 ] , 涉及癌基因表达与肝细胞形

态学改变及组化表型变化关系的报道不多 [6, 7 ]。 本实

验观察了大鼠肝癌变整个过程不同阶段 c-myc, N-

ras癌基因的改变 , 发现在肝变异细胞 , 肝细胞增生

性病变 (包括灶和结节 )以及肝细胞癌中 , 均检测到

表达增加的上述两种癌基因 ,而且两者的表达随病变

进展呈增加的趋势。表明这些癌基因直接参与肝细胞

的癌变 ,它们的高表达对维持肝癌细胞的恶性表型具

有重要意义。

研究表明 ,癌发生需要两种或更多种癌基因的协

同作用和连续作用才能导致癌的形成。 Land H用小

鼠前列腺为模型作用研究 [ 8] , 发现单独导入 ras或

m yc只诱发癌前损伤 ,而 ras与 myc共转染的表达则

有明显的癌生长。 本实验从促癌阶段至癌形成过程

中 , c-myc, N-ras呈相伴存在 , 表达平行增高 , 提示

二者具有协同作用。

关于 N-ras和 c-m yc的协同作用 , 认为由于
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N-ras表达异常 , 致使跨膜信号传递改变 , 进而启动

c-myc核癌基因 , 使细胞 DN A合成加强 , 细胞分裂

增加 , 最终导致细胞增殖失控而形成肝癌 [9 ]。我们注

意到 ,在启动阶段 ,部分肝细胞内即有 N-ras m RN A,

而 c-m yc m RN A在促癌阶段才出现 , 晚于 N-ras癌

基因的表达。肝细胞增生结节中 , c-myc在诱癌发展

阶段出现 ,也迟于 N-ras的表达 ,与上述观点相符合。

γ-GT是胚胎肝细胞合成的酶 , 成熟肝细胞则不

表达。当肝细胞损伤后新生的和癌变的肝细胞γ-GT

水平则会重新升高。在实验性肝癌发生过程中 ,γ-GT

的出现被认为是肝癌前病变的特征和标志 [10 ]。 根据

我们的实验结果 ,启动阶段 N-ras已有表达 ,早于γ-

GT的表达 ; 促癌阶段 , 肝细胞增生结节内γ-G T明

显阳性 ,所检测的癌基因仅 N-ras有少量表达 ;相反 ,

结节外肝组织中两种癌基因的表达均较高 , 而γ-GT

却呈阴性 ; 诱癌中后期 , γ-GT灶和 c-myc, N-ras癌

基因表达在病变分布上有一定的吻合 ,癌基因表达的

范围较γ-GT灶要大。表明癌基因表达与γ-GT的再

现在实验性肝癌变过程中有各自的规律和特点。 γ-

GT的表达主要集中在肝细胞增生性病变及癌变部

位 ,即与肝细胞异型性变的关系比较密切 ,异型性大

者γ-GT的表达程度高 ; c-m yc, N-ras在形态异常不

明显的肝细胞中也有表达 ,它们从诱癌中期才较明显

地分布于增生结节及后期的癌灶中 , 因为 2— AAF

又是一种弱的肝致癌物 , 加上肝大部分切除的刺激 ,

这些可能是促癌阶段增生结节外肝细胞中 c-myc, N-

ras表达明显增高形成一高峰的原因。这种表达反映

的很可能是细胞的复制活跃程度。与 Co rral
[ 2] , Sin-

ha
[3 ]报道相似 , 我们观察到在诱癌中晚期 c-m yc, N-

ras表达的增高与肝细胞癌变关系密切 , 并从分子水

平进一步证实了肝细胞增生结节 (嗜碱 ,嗜酸或透明

细胞结节 ) 与癌变关系密切。
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