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MNU诱导大鼠膀胱癌的机制研究 
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【摘 要】目的：研究N一甲基一N一亚硝基脲(N—methyl—N—nitrosourea，MNU)诱导膀胱癌发生的机制。方法：60只sD大鼠随机分 

成实验组和对照组。实验组用 MNU 2 mg／次，2周 1次定期作膀胱内灌注 ，共4次。对照组膀胱内灌以生理盐水0．2 ml，次，每 2 

周 1次，共 4次。第 9周未处死大鼠，随即取大鼠膀胱放入 一8&C液氮中保存。采用免疫组化检测 H—Ras蛋白的表达，RT—PCR 

检测磷脂酶 C￡(PLC￡)mRNA的表达。结果：实验组 50只sD大鼠36只成瘤，4只大鼠死亡，成瘤率为81．82％。对照组 l0只 

大鼠膀胱未见明显变化。免疫组化检测实验组 36只成瘤大鼠中 32只H—Ras蛋白阳性。对照组大鼠膀胱组织中H—Ras蛋白表 

达阴性。RT—PCR，检测实验组和对照组大鼠膀胱 PLC￡的表达。实验组 36只成瘤大鼠PLC￡阳性，对照组 PLC￡表达阴性。 

结论：MNU可诱导大鼠膀胱黏膜发生癌变，其可能机制为引起 H—Ras基因突变并且过表达，同时引起 PLC e mRNA表达增加。 
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were devided into experimental group and control group at 

random．NMU was used to intravesical peffuse per 2 weeks at the 

dose of 2 mg for 8 w in experimental group，while saline was used 

型转化的影响，结果证实在 LPS诱导后 BEC表达了间叶细 

胞标志物，即发生了EMT。 

新的研究还发现上皮细胞发生 EMT后有几个不同转 

归：维持 MFB表型；维持成纤维细胞表型；凋亡；逆转，即重 

新转分化为正常上皮细胞【8l91。可逆性是 EMT的一个重要特 

征，在适宜的微环境条件下，经 EMT所形成的问质细胞又可 

重新转化为具有正常形态和功能的上皮细胞，这一现象又称 

间质一上皮转化(Mesenchymal--epithelial transition，MET)t Ol。 

即肝内胆管及其组成成分肝内胆管上皮细胞损伤消失后，经 

恰当治疗，部分胆管消失区又可重现具有正常结构和功能的 

肝内胆管。因此 EMT可逆性及发生EMT的细胞存在凋亡现 

象的发现为纤维化相关疾病的治疗带来了新的希望 ，如果以 

EMT逆转以及以发生 EMT的细胞凋亡为分子靶点进行干 

预，可能是提高治疗效果的有效策略。 
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in control group．All rats was sacrificed to get the bladder at the end of 8 W．All bladders were stored in negative 80％ liquid nitrogen．Ras 

was detected bv immunohistochemistry．and PLC 8 mRNA wa．s detected by RT—PCR．Resu／ts：Tumor appeared in 36 rats out of 50 rats 

in experimental group．Totally tumor formation rate was 8 1．82％．While there is no tumor appeared in control group．Ras protein W&S positive 

in 32 rats in experimental group by immunohistochemistry．while negative in control group．PCR showed PLC￡ mRNA was positive in 

experimental group，while negative in control group．Conclusion：MNU could induce the oneogenesis in bladder．The possible mechanism 

was MNU make Ras actived and PLC￡overexpressed． 

【Key words】MNU；BIadder cancer；Meehanism；H—Ras；PLC￡ 

1 材料和方法 

1．1 动物模型的建立 

将 6o只8周龄雌性 SD大鼠随机分为实验组，对照组。实 

验组50只，对照组 l0只。N一甲基 一N一亚硝基脲(N—methyl—N— 

nitrosourea，MNU)用pH为6-0的PBS溶液按照浓度为 10 mg／ml 

溶解，溶解后的 MNU每次在 60 min内用完。两组动物处理 

均用 10％水合氯醛按照 1 ml／kg剂量常规麻醉后仰卧位固定 

与操作台上 ，常规消毒后。下腹正中切开腹壁，暴露膀胱 ，实 

验组用 MNU(Applichem Germany)灌注，每两周 1次，连续灌 

注 4次，每次0．2ml／只。每次灌注后逐层关闭大鼠腹壁。对照 

组灌注用生理盐水0．2ml／次，每 2周 1次，共 4次。第 9周末 

处死大鼠。 

1．2 免疫组化 

免疫组化采用 sP法 ，每个蜡块取 4 mnl厚连续切片做 

免疫组化染色具体染色方法按试剂盒说明书进行。兔抗鼠 

Ras单克隆抗体购 自Santa有限公司，sP免疫组化试剂盒和 

抗体稀释液购自北京中杉公司。 

1-3 引物设计 

参照在 GenBank查找大鼠PLCe基因序列 ，利用 primer 

premier5和 oligo6软件自行设计 PLCe特异引物序列，经 

BLAST检索后由大连宝生物工程有限公司合成。选取 8一肌 

动蛋白(13一actin)为内参照物。PLCe上游引物：5’一CATGGA 

AGG ATA AGC GTT GGT一3’，下游引物 ：5’一CCC AAGTCC 

CGT GrIT AAG A一3’，PCR扩增片段长度为 395 bp；B—actin 

上游引物序 ：5’一GGG ACC TGA CTG ACT ACC TC一3’，下游 

引物 5’一CGTCAT ACT CCT GCT TGC TG一3’，扩增片断为 

543bp。 

1．4 RT—PCR 

用TRIzol提取组织总 RNA。方法参照产品说明书，取0．5 

g总 RNA用于 RT-PCR，方法参照逆转录 PCR试剂盒，RT 

反应条件为：42℃30 min，99oC 5 min，5℃5 rain；PCR反应条 

件 ：94％预变性 2 min，94℃变性 30 S、56％退火 30 S、72％延 

伸4o s共35个循环，最后72℃再次延伸5 min。取5 PCR 

产物经 1．5％琼脂糖凝胶(含 EB 0．5~rdm1)电泳 ，180 V，电 

泳10 min，然后在 BIO—RAD成像仪上成像分析。山羊抗人 

PLC 8多克隆抗体购自SANTA CRUZ公司。 

1．5 统计学处理 

所有数据均采用 SPSSt0．5统计软件进行方差分析和 ￡ 

检验 ，结果用均值 ±标准差( ±s)表示 ，P<0．05有显著统计 

学意义。 

2 结 果 

2．1 大鼠成瘤情况 

MNU诱导第3周，大鼠膀胱壁出现炎性改变。在第8周， 

在试验组 50只大鼠中36只大鼠出现血尿等症状，4只大鼠 

在诱导过程中死亡。第 4周末取膀胱标本，病理显示膀胱出 

现不典型增生变化。第 9周处死大鼠取膀胱标本，膀胱切开 

可见突出于黏膜表面的肿物，病理显示为原位癌(图 1)。成 

瘤率为81．82％。对照组大鼠没有出现血尿，体重减轻等症 

状。膀胱切开仅见部分膀胱壁上有瘢痕组织。 

2．2 Ras蛋白在膀胱癌中呈高表达 

免疫组化分析显示实验组 32只大鼠Rtrs蛋白在胞核内 

表达呈阳性表达．胞核染为棕色或者棕黄色，阳性表达率为： 

88．89％。对照组没有大鼠的 Ras蛋白表达阳性，胞核内未见 

棕色颗粒。可见胞浆内蓝染颗粒(如图 2所示)。 

2．3 PLCe在大鼠膀胱癌中呈高表达 

RT-PCR结果显示所有标本在543 bp处均出现 B—aetin 

特异性扩增条带，实验组成瘤大鼠膀胱组织和未成瘤大鼠膀 

胱组织均在395 bp处出现 PLC￡特异性扩增条带(图 3)。各 

标本经过凝胶成像系统分析(以特意扩增条带比内参 )实验 

组 PLCe mRNA表达水平为 0．67±0．08，对照组 PLCe mRNA 

表达水平在 0．21±0．05，2组问差异具有统计学意义(P<0．5 o 

图 1 MNU灌注后第 9周膀胱癌变组织病理切片 

(HE×200) 
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左图所示为肿瘤组织中胞核内染成棕色的 Ras蛋白，右图所示为正常组 

织未见胞核内黄染的 Ras蛋白表达(DAB染色×4OO) 

图2 免疫组化染色 

3 讨 论 

MNU膀胱灌注建立膀胱原位癌模型是由 Hicks等人在 

1980年首次提出来的，近年来得到极大的推崇。Hicks提出 

的 6 mg的总剂量诱导膀胱癌，诱导周期为 l2～20周Iu。国外 

另一个学者 Irving提出用 8 mg的剂量诱导膀胱癌 ，诱导周期 

缩短为 8一l2周121。本实验采用 8 mg的剂量在 8周末能够明 

显的看到膀胱黏膜的变化。在成瘤率方面本实验在8周末成 

瘤率为81．82％，和国内胡宏波等报道的实验结果很相似I I。 

MNU诱导正常组织发生癌变的机制，国外学者在做MNU 

诱导乳腺癌的时候提出 MNU主要引起 DNA复制过程中6一 

端鸟苷酸甲基化，引起 DNA复制过程中G—A突变。与此同 

时超过 85％的 NMU引起的乳腺癌中发现有 H—Ras基因的 

G—A突变。因此 H—Ras基因的突变被认为是 NMU引起乳腺 

癌的主要机制 。与此同时 MNU还可以引起 DNA的低甲基 

化。H—Ras是膀胱癌最早发现癌基因之一，在 TCCB中主要 

通过突变的蛋白产物致癌阁。H—Ras突变致瘤机理主要是它 

编码的细胞膜蛋白是一个鸟嘌呤核苷酸结合蛋白(G蛋白)， 

该蛋白保留了 GTP结合活性，失去了 GTP水解活性，使 G蛋 

白持续激活；而且 G蛋白可以同多种效应蛋白分子相互作用 

激活多条下游信号传递通路使有丝分裂信号持续传人，细胞 

过度增殖而使细胞发生恶性转变。为证实 MNU诱导大鼠膀 

胱癌变的可能机制为 H—Ras突变 ，本实验中。我们用免疫组 

化的方法检测 MNU引起的膀胱癌中的表达。结果显示在实 

验组 36只大鼠中32只大鼠的 H—Ras蛋 白呈高表达状态。 

而对照组 lO只大鼠中没有发现 H—Ras蛋白的阳性表达。显 

示 MNU引起 H—Ras基因的突变可能是 MNU引起正常膀胱 

粘膜癌变的主要机制。为进一步阐明 H—Ras在MNU诱导大鼠 

膀胱癌的重要作用，我们研究了H—Ras的下游效应分子 PLC8 

在大鼠膀胱癌中的基因表达。 

PLC￡基因是 Song等在 2001年发现并分离的磷脂酶 C 

家族的新成员 。研究表明PLC￡是 Ras家族下游的一个效 

应分子I 。PLC 8能被 H—Ras的蛋白表达产物激活，因为PLC￡ 

不仅具有代表 PLC典型特征催化结构域(x和 Y)、c2结构 

域同源序列，而且羧基端还有两个特异性的 RA(Ras assot2ia一 

2 3 4 5 

1．marker；2．9周末膀胱癌中PLC￡表达；3．6周 

末膀胱组织中PLC￡表达；4．Ras阴性组中 PLC￡ 

表达；5．对照组 PLC￡表达 

图 3 PLC￡mRNA的表达 

543 bp 

396 bp 

tion，RA)结构域和氨基端 Ras GEF结构域。PLC￡可作为Ras 

基因过表达的一个分子标志。在本实验中我们用 RT-PCR技 

术检测实验动物膀胱的PLC e基因的表达。实验结果显示在 

膀胱癌组织中PLC￡表达明显高于正常对照组，且在 H—Ras 

表达阴性的大鼠膀胱癌组织中呈明显低表达。而在对照组各 

大鼠膀胱组织中 PLC￡的表达呈明显的低表达或者没有特 

异性的条带。结果进一步显示 MNU引起膀胱发生癌变的机 

制为引起 H—Ras基因的突变。进而引起下游效应分子 PLC￡ 

的表达增加。 

实验结果显示 MNU是一种良好的膀胱癌诱导剂。MNU 

诱导的膀胱肿瘤组织学形态和病理特征与人膀胱肿瘤十分 

相似。目前国内还没有类似的关于 MNU诱导癌变的机制报 

道。根据我们的实验 MNU诱导正常膀胱黏膜癌变可能的机 

制为引起正常膀胱上皮细胞 H—Ras基因的突变并过表达，同 

时引起 PLC￡基因过表达。 
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