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自发性肝癌的 LEC 大鼠的 GST-P 异常表达和 pS3 基因突变
p53 gene mutations and unusual expression of GST-P in spontaneous hepatocellular carcinoma of Long Evans 

Cinnamon rats 
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原发性肝癌的发病原因及机制尚未完全清楚，可能与多

种因素的综合作用有关。一般采用肝癌的手术标本或化学

致癌的动物进行研究，但标本成分复杂，同质性差，影响因素

多。从遗传学角度看，人体基因的高度杂合性，个体暴露于

致癌物质的种类和量也不同，结果缺乏客观的评价。本实验

采用自发性发生癌的实验动物 LECCLong Evans Cinnamon) 

鼠，利用激光捕获显微切割 C laser capture microdissection , 

LCM)技术，获得同质性的癌细咆，为结果的客观评价奠定了

基础[口，同时，利用 PCR-SSCP 以及 DNA 测序的方法，对

p53 基因进行研究，旨在揭示原发性肝癌发病的可能机制。

1 材料和方法

1. 1 实验动物和器材 15 个月龄和 6 个月龄的 LEC 大鼠

为实验组， SD 大鼠为对照组。实验动物由日本秋田大学实

验动物中心提供。

1. 2 GST-P 免疫纽化染色 将 3 只 15 个月龄 LEC 鼠的肝

脏组织作冰冻切片，在肿瘤结节的部位取材，参照与其连续

的切片的 H-E 染色，选择在病理组织学上确认的肝细胞癌

切片 32 张。另外， 6 个月龄的 LEC 鼠的肝脏切片 32 张作为

对照， SD 大鼠的肝脏切片 32 张作为阴性对照。免疫组化试

剂盒及 GST-P 抗体由日本和光纯药公司(东京)提供 o 具体

方法按说明书进行。 GST-P 表达阳性为细胞质呈棕褐色。

1. 3 LCM 技术捕获癌细胞 LCM 仪器(日本 Olympus 公

司生产的 LM200 型)应用条件: Repeat O. 2 s , Target O. 385 

V , Current 4. 6 mA , Spotsize 30μm ， Temp Rd 24. 90C , power 

40 mW , Duration 44~66 ms。取 5~10μm 厚的连续的冰冻

切片，第 1 张用于 H-E 染色，观察癌细胞的部位。其余各张

用于癌细胞的捕获，将冰冻的白片放于 LCM 的物镜台上，针

对癌细胞发射激光，使癌细胞秸附于塑料转移膜上，连续收

集癌细胞 500~1 000 个，放于有 50μl 的 DNA 消化液的 EP

管中 ， 3rc 孵箱中摇动过夜。

1. 4 DNA 微量提取 试剂盒由日本兰光纯药株式会社提

供，具体方法按说明书进行。

1. 5 p53 基因的 PCR-SSCP 分析 p53 引物序列:外显子 5

第 1 条 GAC CTT TGA TTC TTT CTC CTC TCC ，第 2 条

GGG AGA CCC TGG CAA CCA G。外显子 6 第 1 条 GCC

TCT GAC TTA TTC TTG CTC ，第 2 条 CCC AAC CTG 

GCA CAC AGC TTc.外显子 7 第 1 条 CTG TGC CTC 

CTC TTG TCC CG，第 2 条 TTC TTT GTC CTG CCT GCC 

ACC。采用由日本三光纯药公司提供的 PCR 试剂盒，反应

条件 :95
0

C 变性 1 min ,94 0C 15 s 、 58
0

C30 s 、 68
0

C 1 min ， 40 个

循环，最后 68
0

C延伸 1 min.2%琼脂糖凝胶电泳。

1. 6 PCR-SSCP 分析将 PCR 产物 9μ1 95
0

C 变性后，与 1

μ1 t样液混合后，进行聚丙烯凝胶电泳，电流 10 mA，时间

80 min，然后进行银染，银染按说明书要求进行。

1. 7 DNA ;ý! .j 序 将经纯化的 PCR 产物，经调整浓度后备

作单引物 PCR 反应。总体积 20μ1，反应条件 :950C10s ，

50 0C 5 s , 60 0C 4 min ，共计 25 个循环。单引物 PCR 产物，放

于1. 5 ml EP 管中，其中加入 3 mol 醋酸纳 CpH 4.6) 2μ1 ， 

95% 乙醇 50μ1，置冰上 10 min , 15 000 r/min 离心 30 mín , 

弃上清，干燥， 30μ1 TSR 溶解， 95
0

C 变性 3 min，放入 ABI

PRISM 310 DNA 测序仪进行测序。

2 结果

2.1 LEC 鼠肝脏病理组织学变化 6 个月龄 LEC 鼠黄瘟

消退，肝小叶周边可见增生胆管上皮细胞和小型再生的肝细

胞。 15 个月龄的 LEC 鼠肝脏病理改变可见肝脏形成红色和

白色的肿瘤结节，结节镜下所见为肝细胞癌和胆管纤维化 o

肝细胞呈条索状，可见轻度结构紊乱和细胞异型性，小叶周

边大量假胆管增生(图1)。

图 1 LEC 鼠高分化型肝细胞癌( X200) 

2.2 LEC 鼠肝脏 GST-P 的免疫纽化染色结果 GST-P 表

达阳性为细胞质呈棕褐色颗粒(图 2) 0 15 个月龄 LEC 鼠即
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肝癌组的 GST-P 的表达为 96.97 % <3 1/32) ， 6 个月 LEC 鼠

即肝炎组为 37.50 % (1 2/32) ， SD 大鼠组即对照组为 9.38%

(2/32) 。肝癌组高于其他 2 组，具有非常显著意义 (χ2 检验，

P<O.Ol) 。肝炎组的表达高于对照组的表达，具有显著意义

(χ2 检验 ， P<0.05) 。

图 2 LEC 鼠肝脏(冰冻切片) GST-P 免疫组化结果

A:X200; B:Xl00 

2. 3 p53 基因的 PCR-SSCP 分析 琼脂糖电泳结果:外显

子 5 于 260 bp 左右可见目的带，外显子 6 于 280 bp 左右可

见目的带，外显子 7 于 200 bp 左右可见目的带。 PCR-SSCP

结果:外显子 5 于 260 bp 左右可见 2 条非常相近的目的带，

而外显子 6 、 7 仅可见 1 条目的带。

2. 4 测序结果 外显子 6 、 7 全序列未发现有变异点。外显

子 5 全序列发现 2 处变异点，第 42 位的 ATT → ATG( Il e →

Met) 和第 186 位的 TGG → TGC(Trp → Cys )，即异亮氨酸

变成蛋氨酸和色氨酸变成半脱氨酸。

3 讨论

LEC 鼠是日本北海道大学于 1975 年培育出的自然发生

肝癌的实验动物。从非近交系的 Long Evans 鼠中，根据毛

色不同分为桂皮色的 LEC 鼠和野生色的 LEA (Long Evans 

AgoutD 鼠。 LEC 鼠兄妹近亲交配第 24 代开始，出现急性肝

炎的症状， 50% 以上出现重症肝炎， 2 周以内死亡，与人的重

症肝炎的临床及病理组织学改变非常相似。 6 个月龄的

LEC 鼠与人的慢性肝炎病变非常相似，但肉眼及组织学未发

现与人类相同的典型的肝硬变 o 15 个月龄的 LEC 鼠肝脏全

部肿大，未见黄瘟、贫血、体质量减轻等急性期症状，生化学

检查血清转氨酶轻度升高。生存 l 年以上的 LEC 鼠几乎全

部发生肝细胞癌或胆管细胞癌，具有遗传背景一致的优点。

肉眼可见肝脏肿大，形成红色或白色结节，镜下为肝细胞癌

或胆管细胞癌并伴有胆管纤维化。虽然没有从肝炎到肝硬

化最后发展成肝癌的逐渐演变的过程，但与人类原发性肝癌

的病理形态学上具有相似性。因此， LEC 鼠已经成为理想的

研究自然发生肝癌的动物模型，还广泛应用于急性肝炎的动

物模型[2-'J 。

GST-P 在正常肝细胞中不表达，而在肝癌前病变及原发

性肝癌中高度表达。目前认为 GST-rr( 鼠为 P) 是一种实验

性肝癌新的肿瘤标志物，其特异性不强，但敏感性高 [6.ï]。邓
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居有等[8J 应用双抗体夹心 ELISA 法检测人类血清中 GSTπ

的含量，结果显示原发性肝癌阳性率达 90.6% ，在 AFP<25

μg/L 的肝癌中为 84.6% ，而肝良性占位病变患者血清含量

显著低于肝癌组。本实验肝癌组的 GST-P 表达明显高于肝

炎组和普通的 SD 大鼠组，而肝炎组的表达也高于 SD 大鼠

组，肝癌的表达率高达 97% ，说明 GST-P 作为原发性肝癌的

高敏感性肿瘤标志物具有重要意义。 6 个月的 LEC 鼠发生

肝炎的时候也有较高的表达率，说明 GST-P 的表达对肝细

胞癌的特异性差。与癌变后肝细胞损伤程度有关，对判断肝

脏损伤有重要意义[9.10] 。与 AFP 相比， GST-P 灵敏度较高，

但由于它是一种具有解毒功能的酶，凡是由化学物质、毒物

引起的肝脏损伤和癌变均可表达增高，所以特异性不及

AFP，但两者联合应用可以提高肝癌阳性检出率[1 1. 12J 。

采用 LCM 技术可以获得同质性较强的标本。研究癌细

胞内的 DNA 的变异情况，一般通过组织块匀浆法，即便使用

的标本是肿瘤组织，提取的 DNA 也并非全都是癌细胞的

DNA，其中包括癌细胞、癌前病变细胞、正常细胞以及间质细

胞等，缺乏同质性。 LCM 能够从冰冻切片上直接准确地捕

获癌细胞，同质性强，所获得的 DNA 为癌细胞的 DNA。抑

癌基因 p53 在许多肿瘤中都有突变或异常表达[13.1<1]本实

验结果显示 LEC 鼠 p53 基因外显子 6 、 7 未发现突变，外显

子 5 有 2 处变异，即第 42 位的 ATT → ATG( Il e → Met) 和

第 186 位的 TGG → TGC(Trp → Cys )，异亮氨酸变成蛋氨

酸，色氨酸变成半脱氨酸。在恶性细胞中大多数的碱基突变

是错义突变，从而导致相应氨基酸的改变，当第 2 个等位基

因缺失，这个突变的基因就变成了纯合体，诱导细胞恶变。

改变 p53 功能的突变发生在这个基因的很大的区域内，尤其

是高度保守区。已有报道[15J 相当数量的 p53 突变，其中大

多位于 175 、 249 、 273 和 282 的密码子。突变分析已经鉴定

了 173 、 235 和 239 位的半脱氨酸参与了 DNA 的结合，也是

转录激活和抑制细胞转化的关键因素。本实验发现的一个

变异点是色氨酸变成半肮氨酸，它含有一个 SH 基，该处的

变异涉及到氢键的形成和断裂，由于一级结构的变化，使得

p53 基因的空间结构和功能发生改变，可能减弱了对致癌基

因的调控能力，使癌基因易于暴露和表达。生存 1 年以上的

LEC 鼠均发生肝癌，我们推测 p53 基因此处的点突变，可能

是 LEC 鼠发生肝癌的始动因素。
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成骨细胞 (Hos8603 )与强韧化纳米人工骨支架的联合培养
Combined culture of osteoblast-Iike cells (Hos8603) and nm zirconium dioxide reinforced hyper-porosity tri­

calcium phosphate bone cells scaffold 
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骨组织工程是利用组织工程学方法将一定数量的成骨

细胞接种到具有空间三维结构的支架材料上，在体外或植入

体内联合培养，获得具有一定结构和功能的骨组织山。本实

验观察自制强韧化纳米人工骨支架与建株成骨细胞

CHos8603)联合培养后细胞生长情况和结合数量，以评价该

支架生物相容性及细胞复合能力，为临床应用提供实验依

据。

1 材料和方法

1. 1 强韧化纳米人工骨支架的制备 我科与天津大学材料

学院及中科院固体物理研究所合作研制，材料由纳米氧化错

颗粒与经基磷灰石粉末在一定复合添加剂条件下烧结制成，

孔径 200~300μm，孔隙率 85%~95% 。

1. 2 主要仪器及试剂 DMEM 培养液 CGibco); 小牛血清

(杭州四季青生物工程材料研究所) ;膜蛋白酶 C Gibco) ;成骨

细胞 CHos8603 ，中科院上海细胞所);CO，培养箱 CSanyo) ;倒

置显微镜COlympus) ;扫描电镜(东芝公司)。

1. 3 成骨细胞与支架材料联合培养 成骨细胞 C Hos8603) 

光镜下为圆形，接种 4 h 贴壁，贴壁细胞呈条索状生长，为多

边形、梭形，有较多突起，胞质淡，单核，较大， 1~2 个核仁，具

有典型成骨细胞形态特征。镜下观察细胞长满瓶底 80%~

90% ，常规传代培养。取 1 X 10' Iml 单细胞悬液，负压条件

下接种于 5 mmX5 mmX4 mm 细胞支架上，细胞培养箱中

作用 4 h 后取出复合支架置于 6 孔培养板中，加入培养液联

合培养。

1. 4 支架复合培养体的细胞计数及光镜观察 取联合培养

4 d 的支架材料， PBS 液反复冲洗，加入 5%膜蛋白酶消化液

消化 10 min，吸取消化液冲洗支架材料，使成骨细胞完全脱

落，收集冲洗液中止消化，进行细胞计数并在光镜下观察细

胞形态。将冲洗所得细胞洗涤离心后接种于 25 mmX 10 
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