
肝癌的发生是由多因素参与并经历多阶段的演变

过程 , 在其发生 、 发展过程中涉及到一系列遗传学改

变 ,包括癌基因的激活 、抑癌基因的失活等。最近的研

究发现 , 微卫星不稳定性(Microsatellite instability , MSI)

在肿瘤发生 、发展中起重要作用
[ 1 , 2]

。为了探讨 MSI与

肝癌发生及转移的关系 , 我们应用微卫星多态性标记

对小鼠高 、低转移性肝癌细胞系 MSI进行了研究 。

1 材料与方法

1.1 标本收集
小鼠高 、低转移性肝癌细胞系 Hca/16A3-F(F)和 Hca/A2-
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P(P)由大连医科大学病理学教研室凌茂英教授惠赠[3 ] , SPF级

C3H小鼠购自上海西普尔-必凯实验动物有限公司 , BALB/c小

鼠由第三军医大学实验动物中心提供 。将 F、P细胞用 15%胎牛

血清 RPMI 1640培养液配成 107/ml , 在 SPF条件下的超净层流

架中以 0.2 ml/只浓度接种至 6周龄 BALB/c小鼠右腋中线胸腹

联合部皮下 ,每组 12只 , 10 d断颈处死 2只 ,取肿瘤组织供提取

DNA用 。其余在 21 d后断颈处死 ,取肿瘤 、肝 、肺和淋巴结作病

理学检查。

1.2 基因组 DNA的提取

小心去除肿瘤内的坏死和结缔组织 , 取 1 cm×0.25 cm×

0.2 cm癌组织块用匀浆器研碎 , PBS洗 2次 , 常规蛋白酶 K消

化 , 苯酚-氯仿-异戊醇抽提基因组 DNA , 紫外分光光度法定量

后 , -20℃冻存备用 。另取正常 C3H小鼠肝组织作对照 。

1.3 PCR扩增

随机选择 3号和 16号染色体上 15个微卫星位点[ 4 ] , 引物

序列 、预计产物和退火温度见表 1 , 引物均由上海细胞生物研究

所合成 。
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Abstract Objective:To investigate the frequency of microsatellite instability (MSI)in murine

hepatocellular carcinoma cell lines Hca/A2-P(P)and Hca/163-F(F)with high and low metastatic capaci-

ty and explore its association with occurrence and metastasis of hepatocellular carcinoma.Methods:Fif-

teen microsatellite markers were randomly selected to examine F and P cells for MSI on chromosomes 3

and 16 using PCR-simple sequence length polymorphism(PCR-SSLP)and PCR-SSCP analysis.Results:

Allelic genes on the chromosomes in murine hepatocellular carcinoma cell lines with informative loci were

parallel to those of C3H.MSI was also detected in F and P cells.Conclusion:MSI of chromosome 3

plays an important role in the occurrence of hepatocellular carcinomawhile that of chromosome 16 is associat-

ed wi th metastasis of the tumor in mice.
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每个 PCR反应体系共 25 μl , 其中 10×buffer 2.5μl , 1.5

mmol/L Mg2 + , 100 pmol/L上游及下游引物 、4×dNTP 100μmol/

L , Taq聚合酶 1 U , 100 ng基因组 DNA 。反应条件:94°C预变性 3

min , 94°C变性 1 min ,退火 1 min , 72℃延伸 1 ～ 2min ,循环 30 ～ 35

次 ,最后一个循环后置 72℃继续延伸 7 ～ 10min。扩增产物 10μl

行 8%聚丙烯酰胺凝胶电泳检测简单重复序列多态性

(PCR-SSLP)、 5μl行 94℃变性 5 min后行 10%聚丙烯酰胺凝胶

电泳检测单链构象多态性(PCR-SSCP),银染后观察结果 。将肿瘤

组织标本与正常肝组织比较 , 根据 Arzimanoglou等
[2 ]的判断标

准 ,等位基因带增多 、移位和丢失记为MSI。

2 结果

2.1 高 、低转移性肝癌移植瘤的病理学特征
移植瘤大多呈圆形 ,直径 2 ～ 3 cm ,灰白色 ,切面部分区域可

见坏死 ,肿瘤很少有完整包膜 。瘤细胞呈巢状 、片状排列 , 其间

可见纤维、血管间质;瘤细胞呈多边形或圆形 ,排列尚紧密 ,可见

瘤巨细胞 ,核大小不一 ,形状不规则 ,可见病理性核分裂像 ,瘤细

胞常侵入周围肌肉组织 。接种 21 d后 , P组仅 2例发生右腋下淋

巴结转移 , 瘤细胞局限于边缘窦。F组 8例发生淋巴结转移 , 包

括双侧腋下和腹股沟皮下 ,瘤细胞散布于整个淋巴结 ,部分淋巴

结几乎完全被瘤细胞占据;3例可见肺内广泛癌转移灶;肝组织

可见嗜酸性或嗜碱性变 ,枯否氏细胞增生 ,部分区域可见中性粒

细胞浸润。

2.2 高 、低转移性肝癌微卫星改变
在 P、F细胞 ,有信息的微卫星位点其 PCR扩增产物等位基

因大小均与 C3H小鼠相同 。F、P细胞微卫星改变见表 2。在 3号

染色体 D3Mit18位点 , P和 F细胞均发生等位基因丢失 ,见图 1;

D3Mit21 、D3Nds2出现额外等位基因条带 , 见图 2;在 D3Mit17位

点 , P细胞等位基因丢失 , F细胞出现额外条带 ,见图 3;在 16号

染色体 D16Mit2 、 D16Mit3和 D16Mit5仅 F细胞发生等位基因丢

失;D16Mit4位点 P细胞发生带移位 、条带增加 , F细胞发生等位

基因丢失 ,见图 4。
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图 2 D3Mit21位点 、PCR-SSLP

Fig 2 MSI at D3Mit21 ,PCR-SSLP

图 3 D3Mit17位点 、PCR-SSLP

Fig 3 MSI at D3Mit17 ,PCR-SSLP

图 4 D3Mit4位点 、PCR-SSLP

Fig 4 MSI at D3Mit4 ,PCR-SSLP

M=Markers;N=C3H;P=P cells;F=F cells

3 讨论

微卫星(Microsatellite)是由 2 ～ 6个核苷酸组成 , 具
有高度多态性的简单串联排列而成的 DNA重复序列 ,
广泛存在于原核及真核细胞基因组中 ,位于很多基因的

内含子 、基因间隔区 , 甚至启动子中。微卫星不稳定性
(MSI)是指由于复制错误引起的简单重复序列的改变 。
肿瘤遗传学研究表明 , 细胞恶性转化与细胞遗传物质的

不稳定性有关 , 而遗传物质的不稳定性系错配修复基因
(Mismatch repair gene)突变所致。由于错配修复基因的突

变及功能异常造成 DNA 频发的复制错误(Replication er-
rors , RER)并不断积累导致细胞的微卫星 DNA序列发生

改变。MSI首先在遗传性非多发性息肉性结肠癌中观察

到 ,以后相继在肺癌 、乳腺癌 、食管癌 、胃癌 、膀胱癌 、前
列腺癌等肿瘤中发现 MSI

[ 1 ,2]
。最近 Macdonald等

[5]
报道

了在人肝细胞癌(HCC)存在 MSI ,且与 DNA错配修复基

因 hMSH2 和/或 hMSH1位点杂合性丢失(LOH)密切相
关。Kazachkov等[6]发现 4/10例(40%)HCC也检出 MSI ,
提示在肝癌发生 、发展过程中 MSI扮演重要角色。Chen

等
[7]
用 PCR-SSCP技术对 N-β-N-(4-羟丁酸)亚硝胺诱发

NON/Shi小鼠膀胱癌 MSI研究发现 ,未发生转移的肿瘤

组织 2/18例存在MSI , 而 10例发生转移的瘤组织及其

转移灶肿瘤组织均未检出MSI。本研究发现由小鼠H22腹

水瘤经筛选获得的两个低分化肝细胞癌高低转移性亚

克隆细胞系均存在多位点的 MSI。
已证实小鼠 3号染色体与人 1、3、4和 8号染色体的

某些区域具有同源性 , 在人HCC的 4q26～ 27(IL-2基因
位座 ,此区亦是HBV整合部位)、4q25(EGF基因位座)存
在等位基因丢失[8 ,9] , 1p35 ～ 36亦存在 LOH

[ 10] 。本研究发

现 , 小鼠高低转移性肝癌 3号染色体 D3Mit17 、D3Mit18
位点均存在等位基因丢失 , D3Mit21(IL-2基因位座)、
D3Nds2(EGF基因位座)位点出现额外条带。提示在小鼠
3号染色体上存在肿瘤抑制基因 , 其失活或突变与肝癌
的发生密切相关。在 D3Mit17位点 , P细胞等位基因丢
失 , F细胞出现额外条带 , 提示同一肿瘤的不同亚克隆

具有异质性。
小鼠 16号染色体与人的 2、3 、16、21和 22号染色

体的某些区域亦具有同源性 。Takahashi 等
[ 11]
发现在人

HCC 22q频繁发生 LOH 。小鼠纤维肉瘤 505细胞系

16号染色体多位点的 LOH与转移能力密切相关[ 12] 。本
研究结果显示 , 与 P 细胞相比 , F 细胞的 D16Mit2 、

D16Mit3和 D16Mit5存在等位基因丢失 。表明在 16号

染色体上 , 高转移的 F细胞系微卫星位点等位基因丢

失明显高于低转移的 P细胞系 ,提示在小鼠 16号染色

体上存在一个与肿瘤转移密切相关的基因 ,其失活或



突变使肝癌细胞发生转移 。本研究还发现 P细胞系

D16Mit4位点发生带移位 、条带增加 , 而 F细胞系发生

等位基因丢失 ,可能是由于肿瘤发展过程中 , MSI的不

断积累导致该等位基因丢失 。一般认为 MSI是肿瘤发

生早期阶段的遗传物质的改变 , 但在一些具转移能力

的肿瘤中也广泛存在 MSI ,因此对 MSI与肿瘤发生 、发

展的关系仍须进一步加以研究。
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2 结果

不同吸氧方式对冠心病治疗效果观察 ,见表 1。

高压氧疗组在心绞痛消失, 心绞痛改善 、 T波恢复正常 、 S-T

段恢复正常 、心律失常消失例数明显好于对照组。在心绞痛消失 、

S-T段 恢复正常 、心律失常消失例数明显好于随意吸氧组。

指定吸氧组在心绞痛消失 、心绞痛改善、T波恢复正常 、S-T

段恢复正常 、心律失常消失例数明显好于对照组 。在 S-T段恢复

正常例数明显好于随意吸氧组 。

随意吸氧组在心绞痛改善例数明显好于对照组 。

3 讨论

进餐和排便可使心率加快 ,心脏负担增加 ,加重心肌缺血和

耗氧 。有研究表明 ,用力排便 5 ～ 10 min可使冠状动脉舒张期血

流下降 ,造成致命性心律失常 。睡眠期间因迷走神经兴奋、多梦

等诸多因素 , 冠心病患者可出现心肌缺氧、心律失常甚至猝死
[ 2 ] 。故进餐 、排便 、睡眠形成了冠心病人发生心脏事件的三个危

险期 。心脏是一个由肌肉构成的泵 ,它将血液压向全身各部位 ,

它本身同样需要靠冠状血管供应血液和氧气 , 而且心肌对缺氧

十分敏感 , 心肌乏氧几秒钟即发生心肌损伤[3 ] ,导致心脏事件 。

由此可见 , 对冠心病患者在进餐 、排便和睡眠前实施 30 min吸

氧可使冠心病患者血氧浓度在此三期保持高水平 , 以达到在心

肌缺血或心律失常时发挥显著作用 。应用高压氧治疗冠心病 ,

能使患者在高压氧吸入后 , 血氧浓度较长时间内保持高水平状

态 ,从而减少心脏事件的发生 。本试验提示:指定吸氧组与高压

氧疗组对冠心病治疗效果无明显差异 , 均好于随意吸氧组和对

照组 ,可以达到同样的目的 ,而指定吸氧有使用方便 、副作用小 、

费用少 、病人易接受等诸多优点 ,值得在临床上推广应用 。
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