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　　提　要　应用原位杂交技术 ,观察了二乙基亚硝胺 ( DEN )诱发大鼠肝癌前病变组织中胎盘型谷胱甘肽 S

转移酶 ( GST-P) mRN A的表达。 结果显示 , GST-P m RNA主要在癌前病变肝组织中的变异灶及灶外卵圆形

细胞内表达 ,且在变异灶间或和同一灶内阳性细胞间表达程度不尽一致 ,而正常肝、再生肝组织中未见其表

达。 提示在分子水平上变异灶细胞及卵圆型细胞可能成为实验性肝癌的癌前期细胞。
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　　谷胱甘肽 S转移酶 ( Glutathione S-transferase,

GSTs)是一组多基因家族的同功酶。它主要存在于肝

脏 ,在细胞解毒中起重要作用。鼠胎盘型谷胱甘肽 S转

移酶 ( Glutathione S-transferase placenta l, GST-P)是

从大鼠胎盘中分离出来的一种 GSTs同功酶 ,它仅少

量存在于鼠的胎盘、肾脏。 近来有许多文献报道 ,运用

Northern blot和 Do t blo t方法显示 GST-P m RNA主

要在实验性肝癌癌前病变及肝癌组织中表达 [1 ] ,但在

癌前病变肝组织中何类细胞有表达 ,尚不清楚。 为此 ,

本研究中应用原位杂交技术对二乙基亚硝胺 ( Diethyl-

ni t ro samine, DEN )诱发大鼠肝癌癌前病变组织中

GST-P mRNA的表达进行了研究 ,并初步探讨了其

表达的意义与机理。

1　材料与方法

1. 1　动物模型建立
　　雄性 Wistar大鼠 70只 ,体重 100 g～ 150 g,随机分实验组

与对照组 (Ⅰ ,Ⅱ )。 实验组依据 So lt-Fa rbar模型 [2]。 步骤为于

实验第 1天腹腔注射 1次 DEN( Sigma产品 ) ,剂量为 200 mg /

kg体重 , 2周后开始喂以含 0. 02% AAF( Sigma产品 )的饲料 ,

连续喂 2周 ,调换正常饲料。第 3周末行 2 /3肝切除术。对照组

Ⅰ 于实验第 1天腹腔注射一次生理盐水 ,第 3周末行 2 /3肝切

除术 ,喂以正常饲料。 对照组Ⅱ仅于实验第 1天腹腔注射一次

生理盐水后 ,喂以正常饲料。 各组分别在第 1、 2、 3、 4、 5周末处

死动物。 实验组每次 6只动物 (由于死亡 1只第 5周末仅 5

只 ) ,对照组每次 4只动物。 取一块组织做恒冷连续切片 ,用于

原位杂交 ,其余组织用 4% 多聚甲醛固定 ,按常规石蜡制片 , HE

染色。

1. 2　肝脏病理形态学观察及γ-GT组化染色

　　按文献 [ 3]报道方法进行。

1. 3　原位杂交
　　 GS T-P cDN A探针制备及标记: GST-P cDNA探针 PGP5

重组于 PUC18质粒中 ,含有此质粒的菌种由日本 Dr. Sugioka

惠赠。酶切位点 EcoR I-Sa lⅠ ,插入片段长度 0. 75 kb。采用文献

[ 4]方法进行核酸探针制备。 探针标记按 BM公司地高辛标记

及检测试剂盒进行。

　　原位杂交流程及结果判定: 采用冰冻组织切片。 杂交按文

献 [ 4 ]方法略加修改 ,杂交液 中含标记探针的浓度为

110 ng /ml。杂交前用 RNase消化和不加杂交液切片做阴性对

照。 杂交阳性细胞为胞浆呈紫色或紫兰色。

2　结果

2. 1　肝脏病理形态学和酶组化反应的变化
　　术后 1周即可见肉眼小结节。实验组肝组织切片中见有较

多大小不一的变异肝细胞灶和结节 ,以嗜碱性肝细胞灶为多。

并见卵圆细胞的增生。卵圆细胞增生与变异肝细胞灶的大小呈

负相关 ,即若变异灶较小时 ,灶外卵圆细胞增生较多 ,若变异

灶较大时 ,灶外卵圆细胞增生较少 ,见图 1。 变异肝细胞灶大多

数呈γ-GT阳性 ,见图 2。 对照组肝组织未见异常。

图 1　实验组 5周时变异肝细胞灶　 ( HE× 150)

Fig 1　 Altered hepatic foci at the 5th week　 ( HE× 150)
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图 2　实验组 5周时肝细胞 γ-GT染色阳性灶

(酶组化× 200)

Fig 2　γ-GT posit ive foci of liver cells at the 5th week

( Histochemistr y× 200)

2. 2　原位杂交
　　第 3周时 ,癌前病变肝组织内见有几个成簇的肝细胞、卵

圆细胞 GST-P mRN A呈阳性表达。 第 4、 5 周时 , GS T-P

m RN A表达主要位于癌前病变肝组织内的变异肝细胞灶及灶

外部位卵圆细胞中。 杂交颗粒 ,主要见于变异肝细胞胞浆或胞

核周围 ,见图 3,且杂交颗粒的密度在不同病灶间或同一病灶内

的不同细胞之间有一定差异。杂交前用 RNase消化或杂交液未

加地高辛标记的 GST-P cDNA探针的对照切片 ,仅见本底水

平颗粒 ,说明上述的杂交是特异的。 对照组未见杂交异常的肝

细胞。

图 3　实验组 5周时肝组织 GST-PmRNA阳性灶

(原位杂交× 400)

Fig 3　 GST-P mRNA positive foci of l iver cel ls at

the 5th week　 ( In situ× 400)

3　讨论

　　 GSTs是一组很早以前就被熟知的酶 ,它在细胞

解毒中起重要作用。胎盘型 GST同功酶包括大鼠和人

胎盘型两种 ,分别称为 GST-P和 GST-π。 GST-π在人

肝癌变过程中表达情况较复杂 ,结果不甚一致。多数学

者认为不宜把 GST-π做为肝癌的癌前标记酶
[5 ]
。

Northern blot和 Do t blo t方法显示 GST-P m RNA主

要在由基因毒性致癌物诱发动物实验性肝癌前病变组

织及肝癌中高表达 ,由此认为 GST-P可作为实验性肝

癌的癌前标记酶
[1, 6 ]
。 肝组织中有许多类型细胞。

Northern blot和 do t blo t方法仅反映群体细胞基因表

达的整体水平 ,不能反映单一的某类细胞基因表达 ,更

不能反映其表达的特点。本研究应用原位杂交的方法 ,

进一步在分子水平证实了 GST-P mRNA主要在癌前

病变肝组织中的变异灶及灶外卵圆细胞内表达 ,且在

变异灶间或和同一灶内阳性细胞间表达程度不尽一

致 ,可能反映了转录水平的异质性 ,而正常肝、再生肝

组织未见其表达。 由此提示变异灶肝细胞和灶外卵圆

细胞可能为实验性肝癌的癌前期细胞。

　　在癌变过程中 ,细胞基因表型的异常不是直接由

致癌物引起的 ,可能是通过一系列调控蛋白、特别是癌

基因产物通过信号传递途径介导的细胞增殖基因的激

活 ,以及抑癌基因产物丢失和失活使细胞失去正常生

长和分化的调控 ,而引起细胞癌变。在大鼠实验性肝癌

的癌变过程中 ,人们已发现多种癌基因被激活 ,如: ras

家族、 c-fo s、 c-myc、 c-Jun等 ,其中 p21 ras可激活

γ-GT、 GST-P等基因的表达
[ 7] , c-myc与 GST-P的表

达密切相关 [8 ]; c-Jun, c-fos可能与肝癌变后期阶段

GST-P高水平维持相关
[9 ]
。 作者推测 GST-P mRNA

在癌变过程中高表达与癌基因在其过程中相继不断激

活引起基因表型异常变化有关。 GST-P在肝癌细胞中

高表达 ,不仅可做为肝癌癌前标记酶 ,而且也是癌变细

胞对细胞毒物产生耐药性的分子基础。

　　化学诱癌早期卵圆细胞的发现及其与肝癌发生的

关系 ,也是值得讨论的问题之一。 卵圆细胞首先由

Farba r命名 ,此后在大鼠及其它动物诱癌过程中 ,以

及人肝癌旁组织 ,慢性活动性肝炎病变中均曾见到。卵

圆细胞具有抵抗致癌剂细胞毒性作用 , 并能在同系动
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物肝原位及异位移植后稳定生长 ,卵圆细胞显示未分

化的形态特征 ,并能表达某些胚胎时的酶类。目前多数

作者认为卵圆细胞代表肝组织的原始干细胞 ,具有向

肝细胞及胆管上皮等多向分化能力
[ 10]
。本实验结果显

示 ,肝细胞变异灶大时 ,其灶外卵圆细胞增生较少 ;若

肝细胞变异灶小时 ,其灶外卵圆细胞增生较多。由此提

示 ,肝细胞变异灶有可能由卵圆细胞演化而来。
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Expression of glutathione S-tranferase placental mRNA in hepatic

preneoplastic lesions in rats
 

Zhu Huanzhang , Zhang Xinli, Chen Yisheng ( Depa r tment of Patholog y , Third M ilitar y M edical Univ er sity, Chongqing ,

630038)

　　 Abstract　 The expression o f g luta thione S-tr ansfe rase pla centa l ( GST-P) m RN A w as obse rv ed in hepa t-

ic pr eneoplastic lesions induced with diethy lnitro samine ( DEN ) w ith in situ hybridization in ra ts. It was found

that GST-P m RNA mainly expr essed in alter ed foci and some of oval cells in hepatic preneopla stic lesions and

the ex tent o f its expr ession was different among foci o r /and po sitiv e cells in the sam e foci wher ea s no expres-

sion w as obse rved in normal and regenera ting h epatic tissue. Our finding s indica te tha t cells in alter ed fo ci

and oval cells may be preneoplastic cells in the expe rimental hepa tocellula r carcinoma at the mo lecula r lev el.

　　 Key words　 hepatic pr eneoplastic lesion; g lutathione S-transfer ase placenta l; in situ hybridiza tion
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