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［摘要］　目的：定量检测大鼠肝细胞癌发生发展过程中转化生长因子（ＴＧＦ）β１／２及其受体ＴβＲⅠ／ⅡｍＲＮＡ的表达水平。

方法：成年ＳＤ雄性大鼠随机分为实验组和对照组，实验组利用二乙基亚硝胺诱导建立大鼠肝细胞癌模型，分别于第１～１８周

分批处死动物（肝癌组３只，对照组１只）。取肝组织标本作组织切片和病理检查；抽提肝组织ＲＮＡ并逆转录，实时荧光定量

ＰＣＲ技术分析ＴＧＦβ１／２、ＴβＲⅠ／Ⅱ ｍＲＮＡ表达水平，以βａｃｔｉｎ为内参照。结果：相对于βａｃｔｉｎ，正常大鼠肝脏ＴＧＦβ１和

ＴＧＦβ２的ｍＲＮＡ含量分别为０．００７６±０．００２８和０．００１６±０．００１１；ＴβＲⅠ和ＴβＲⅡ分别为０．００３４±０．００１４和０．０６１２±

０．０４３３。在大鼠肝癌发生发展过程中ＴＧＦβ１和ＴＧＦβ２的表达逐渐升高，ＴβＲⅠ和ＴβＲⅡ基因的表达则逐渐下降。结论：

肝癌细胞中ＴＧＦβ１和ＴＧＦβ２及ＴβＲⅠ和ＴβＲⅡ基因表达水平的变化可能使ＴＧＦβ对肝癌细胞的抑制作用减弱，ＴＧＦβ及

其受体介导的信号转导通路在肝癌发生发展过程具有重要作用。
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　　转化生长因子（ＴＧＦ）β是一种具有控制增殖和分化等

生物过程的自分泌或旁分泌生长因子［１］。ＴＧＦβ及其受体、

细胞内下游信号转导分子的突变在脏器纤维化和肿瘤等疾

病的发病中发挥重要作用［２］，ＴＧＦβ在肝脏的正常生理功

能、肝纤维化和肝癌的发生发展中都非常重要，准确地分析

ＴＧＦβ及其受体在肝细胞癌发生发展中的表达有助于了解

它们在肝癌发生发展中的作用，为研究肝癌诊断和潜在的治

疗靶点提供帮助。为此，我们制备了二乙基亚硝胺（ｄｉｅｔｈ

ｙｌｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅ，ＤＥＮＡ）诱导大鼠肝细胞癌模型，通过逆转录

荧光实时ＰＣＲ技术定量分析了 ＴＧＦβ１／２及其受体 ＴβＲ

Ⅰ／Ⅱ基因在肝癌发生发展过程中表达水平的动态变化。

１　材料和方法

１．１　试剂及主要仪器　成年ＳＤ雄性大鼠购自上海实验动物

中心。ＴＲＩｚｏｌ和ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅡ试剂盒购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司，ＤＥＮＡ购自Ｓｉｇｍａ公司，ＰＣＲ引物及ＴａｑＭａｎ荧光探针由

上海中科开瑞公司合成，ＰＣＲ试剂购自上海申能博彩公司，其

他试剂均为国产分析纯。石蜡切片机为德国ＬｅｉｃａＲＭ２１３５
型，ＢＩＯＲＡＤｉＣｙｃｌｅｒｉＱ荧光定量ＰＣＲ仪检测和分析。

１．２　 大鼠肝癌模型制备［３］和病理检测 　ＤＥＮＡ 按照

１１００００的比例溶解于大鼠饮用水后供肝癌诱导组大鼠自

由饮用，每天新鲜配置，共１４周。对照组大鼠饮用未添加

ＤＥＮＡ的饮用水。每周断颈处死３只实验组大鼠和１只对

照组大鼠，分别取新鲜肝脏组织立即冻存于液氮和中性甲

醛。次日将中性甲醛固定标本石蜡包埋并作组织切片和病

理检查。实验共进行了１８周。

１．３　大鼠肝癌组织总ＲＮＡ和ｃＤＮＡ第一链制备　１００ｍｇ
肝脏组织中加入 ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ１ｍｌ制备总 ＲＮＡ，５μｇ总

ＲＮＡ样品用ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅡＲＴａｓｅ１μｌ逆转录ｃＤＮＡ第一链。

１．４　引物设计　ＴＧＦβ１、ＴＧＦβ２、ＴβＲⅠ、ＴβＲⅡ和βａｃｔｉｎ基因

ＰＣＲ引物和ＴａｑＭａｎ探针序列如下：ＴＧＦβ１Ｆ：５′ＡＡＣＴＡＣ

ＴＧＣＴＴＣＡＧＣＴＣＣＡＣ３′，ＴＧＦβ１Ｒ：５′ＴＧＴＧＴＣＣＡＧ

ＧＣＴＣＣＡ ＡＡＴ ＧＴＡ３′，ＴＧＦβ１ＴＭ：ＦＡＭ５′ＣＡＧ ＡＡＧ

ＴＴＧＧＣＡＴＧＧＴＡＧＣＣＣＴＴＧＧＧ３′ＴＡＭＲＡ，ＴＧＦβ２Ｆ：

５′ＡＴＧＴＧＣＡＧＧＡＴＡ ＡＴＴ ＧＣＴＧＣＣ３′，ＴＧＦβ２Ｒ：５′

ＴＧＧＴＧＴＴＧＴＡＣＡＧＧＣＴＧＡＧＧ３′，ＴＧＦβ２ＴＭ：ＦＡＭ

５′ＴＧＴＴＧＴＧＴＧＴＣＴＧＡＡＣＴＣＣＡＣＡＧＡＴ３′ＴＡＭＲＡ，

ＴβＲⅠＦ：５′ＡＣＣＴＴＣＴＧＡＴＣＣＡＴＣＣＧＴＴ３′，ＴβＲⅠＲ：５′

ＣＧＣＡＡＡＧＣＴＧＴＣＡＧＣＣＴＡ Ｇ３′，ＴβＲⅠＴＭ：ＦＡＭ５′

ＣＡＧＡＧＣＴＧＴＧＡＧＧＣＣＴＴＧＡＧＡＧＴＧ３′ＴＡＭＲＡ，ＴβＲ

ⅡＦ：５′ＣＣＣＴＡＣＴＣＴＧＴＣＴＧＴＧＧＡＴＧＡ３′，ＴβＲⅡＲ：５′

ＧＡＣＧＴＣＡＴＴ ＴＣＣＣＡＧＡＧＴＡＣ３′，ＴβＲⅡＴＭ：ＦＡＭ５′

ＣＡＧＧＴＧＧＧＡＡＣＡＧＣＧＡＧＡＴＡＣＡＴＧＧ３′ＴＡＭＲＡ，β

ａｃｔｉｎＦ：５′ＧＣＣＡＡＣＡＣＡＧＴＧＣＴＧＴＣＴＧ３′，βａｃｔｉｎＲ：

５′ＣＡＣＡＴＣＴＧＣＴＧＧＡＡＧＧＴＧＧ３′，βａｃｔｉｎＴＭ：ＦＡＭ５′

ＡＧＧＡＧＣＡＡＴＧＡＴＣＴＴＧＡＴＣＴＴＣＡ３′ＴＡＭＲＡ。

１．５　定量ＰＣＲ反应和分析　依照文献［４］，同一组织中各基

因与βａｃｔｉｎ的初始模板量的比值为２
Ｃｔ（βａｃｔｉｎ）－Ｃｔ（ｇｅｎｅｓ），代表组

织中各基因相对表达水平。双侧ｔ检验。

２　结　果

２．１　ＤＥＮＡ诱导大鼠肝细胞癌　第１周至第３周的诱导组

大鼠的肝脏大体观同对照组大鼠没有明显区别，但镜检可以

观察到肝脏组织的炎性浸润，第４周之后可以发现诱导组大

鼠肝脏肝缘不再锐利，肝脏表面色泽较之对照组暗淡，肝脏

表面触之不光滑，第５周镜检可见的肝硬化表现，第７周肉

眼可见肝硬化结节，第９周诱导组大鼠中１只肝脏可以在镜

下观察到微小的癌巢，第１０周所有３只诱导组大鼠具有癌

灶，随着病程进展，以后各周的肿瘤结节明显增大，镜下可见

典型的粗梁型肝癌，第１１周后肿瘤结节肉眼可见。
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２．２　大鼠正常肝脏组织中ＴＧＦβ１、ＴＧＦβ２、ＴβＲⅠ和ＴβＲ

Ⅱ基因表达　定量ＰＣＲ的复孔实时荧光值曲线拟合良好，

实验体系稳定，利用荧光值曲线和Ｃｔ 值就可以计算靶基因

和βａｃｔｉｎ的比值，也可以进行的ＴＧＦβ１和ＴＧＦβ２以及ＴβＲⅠ
和ＴβＲⅡ之间表达水平的比较。在大鼠正常肝脏组织中ＴＧＦ

β１相对于βａｃｔｉｎ的ｍＲＮＡ含量是０．００７６±０．００２８，ＴＧＦβ２
为０．００１６±０．００１１，ＴβＲⅠ的 ｍＲＮＡ 含量是０．００３４±

０．００１４，ＴβＲⅡ则相对较高为０．０６１２±０．０４３３。

２．３　ＴＧＦβ１、ＴＧＦβ２、ＴβＲⅠ和ＴβＲⅡ在肝癌发生发展过程中

的表达　见图１。在大鼠肝脏经过诱导后逐渐从炎性改变到

肝硬化到肝癌逐渐恶化的过程中ＴＧＦβ１和ＴＧＦβ２表达逐

渐升高，在使用ＤＥＮＡ诱导后直到肝癌发生前的肝脏损伤和

肝硬化时期的肝脏组织中 ＴＧＦβ１相对正常组织明显升高

（Ｐ＜０．０５），而出现肝癌之后的大鼠肝脏的ＴＧＦβ１表达则相

对于正常肝脏和肝癌前期的肝脏组织都有非常明显的表达升

高（Ｐ＜０．０１和Ｐ＜０．０５），ＴＧＦβ２表达水平在大鼠肝癌发生

后则同正常肝脏和肝癌前期肝脏相比均有明显升高（两者均

Ｐ＜０．０１），但是在肝癌发生前同正常组比较没有明显差异。

受体ＴβＲⅠ和ＴβＲⅡ在这一模型中和其相应的配体ＴＧＦβ１和

ＴＧＦβ２的变化正好相反，ＴβＲⅠ和ＴβＲⅡ随着肝癌的发生发展

逐渐下降，ＴβＲⅠ虽然在肝癌前期阶段同正常肝脏相比没有统

计学的差异，但是其下降趋势是存在的，直到肝癌阶段则其表

达同正常肝脏和肝癌前期组织均有明显差异（Ｐ＜０．０５），而

ＴβＲⅡ则在诱导早期到肝硬化阶段即有明显下降，同正常肝脏

相比具有明显差异（Ｐ＜０．０５），这种降低水平在已发生肝癌的

大鼠肝脏中同样具有明显差异（Ｐ＜０．０５）。

图１　大鼠肝细胞癌发生发展过程中ＴＧＦβ１／２、ＴβＲⅠ／Ⅱ ｍＲＮＡ相对于βａｃｔｉｎ的表达水平
上图为不同肝组织的平均表达水平。ＰｒｅＨＣＣ为ＤＥＮＡ诱导组大鼠在未发生肝癌的前９周的肝组织，ＨＣＣ为９周以后发生肝癌的大鼠肝组

织。Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１与正常大鼠比较；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１与ＰｒｅＨＣＣ组比较；下图为每周大鼠肝组织中相应基因表达水平的动

态变化。Ｎ为正常大鼠肝组织的平均值（ｎ＝１８），其他为ＤＥＮＡ诱导组大鼠肝组织的平均值（ｎ＝３）

３　讨　论

　　我们利用实时荧光定量ＰＣＲ技术在大鼠肝癌模型上观

察了肝癌发生发展过程中的２种主要ＴＧＦβ和种主要受体

的基因表达变化。结果发现，从炎性变化到肝硬化到肝癌逐

渐进展过程中，ＴＧＦβ及其受体表达水平的变化正好相反，

ＴＧＦβ１和ＴＧＦβ２随着肝癌的进展逐渐上升，这种升高的趋

势ＴＧＦβ１和ＴＧＦβ２是一致的，说明其中可能存在的负反馈

机制使ＴＧＦβ表达升高，然而肝癌细胞本身的ＴＧＦβ受体的

减少可能又在一定程度上降低了细胞对这一细胞因子抑制作

用的敏感性，而这一系列的变化可能造成了肝癌的进一步发

展。所有上述变化一方面可以作为观察指标，检测ＴＧＦβ及

其受体的含量可以用于诊断和监测肝硬化和肝癌的不同阶

段，同时这些变化又可以为我们寻找分子水平治疗肝癌的靶

点提供线索。ＴＧＦβ基因的表达水平在相当大的程度上决

定肝脏的纤维化程度［５，６］，了解ＴＧＦβ及其受体的表达分布

对进一步的肝硬化的研究十分重要，在我们的模型中肝硬化

阶段ＴＧＦβ１和ＴβＲⅡ的表达水平就有明显升高和降低，提

示它们在肝硬化中也发生变化，并值得进一步深入研究。
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