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摘　要　目的:观察诱癌过程中 c-Ha-ras、p21蛋白 、AFP 及 PCNA在肝细胞及肝卵圆细胞中的表达变化。方法:用化学致

癌剂 3′-甲基-4-二甲基氨偶氮苯(3′-methy1-4-dimethylaminoazobenzene , 3′-Me-DAB)诱发 SD 大鼠肝癌 ,通过免疫组化 、原位杂

交等方法检测各相关因子在肝细胞及肝卵圆细胞内的表达。结果:诱癌 4 周 , 大鼠肝内出现大量的卵圆细胞 ,呈 PCNA 强阳

性。6 ～ 8 周 ,部分增生的卵圆细胞 p21 ras及 AFP 阳性反应。原位杂交显示 , 诱癌的第 4 ～ 8 周 , c-Ha-ras 的阳性表达细胞呈逐

渐增多趋势;14 周时 , c-Ha-ras mRNA 阳性表达细胞减少;至 17 周 , 所有癌组织内显示 c-Ha-ras 基因表达阴性 , 而癌旁组织内

则可见 ras基因的大量表达。结论:卵圆细胞是宿主受化学致癌剂作用后发生肝癌的始动细胞 , 与肝癌的发生有着密切的联

系。
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Abstract　Objective:To observe the expression of c-Ha-ras , p21 , AFP and PCNA in oval cells and liver

cells in the process of hepatocarcinogenesis.Methods:Male SD rats are used as experimental animals and the ani-

mal model of experimental hepatocarcinoma is established by means of 3′-me-DAB administration.The expres-

sion of c-Ha-ras ,p21 ,AFP and PCNA are detected by immunohistochemist ry and in situ hybridization.Results:

Large amount of PCNA posi tive oval cells appeared in the 4th week of cancer induction.In 6th and 8th week ,

posit ive reaction of p21 ras and AFP appeared in some hyperplast ic oval cells.The results of in situ hybridization

showed , f rom 4th to 8th w eek the number of c-Ha-ras posi tive cells increased gradually.In 14th week the num-

ber of c-Ha-ras posit ive cells decreased.In 17th w eek the positive signal of ras gene expression could be seen only

in paraneoplastic t issue , and in neoplastic tissue no posit ive signal could be detected.Conclusion:The oval cells

might be the initiated cells of liver carcinoma of host rats fed by chemical carcinogen and have a close relationship

w ith histogenesis of liver carcinoma.

Subject headings　liver neoplastoma , experimental;oncogene;rats ,Sprague-Daw ley

　　卵圆细胞在肝癌发生中的作用是肝癌发生学

研究中的重要课题。本实验通过化学致癌剂诱发

大鼠肝癌 ,动态观察 c-Ha-ras 、p21 蛋白 、AFP 及

PCNA在卵圆细胞及肝细胞中的表达变化情况 ,探

讨卵圆细胞与实验性肝癌发生的关系 ,以期对肝癌

的癌变机理及其发生学提供进一步的实验依据。

1　材料与方法

1.1　大鼠肝癌模型的构建
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本校实验动物中心提供标准动物 ,选择健康雄

性SD大鼠 50只 ,体质量 100 ～ 120 g ,稳定饲养 1

周后 40只作为实验组 ,用含 3′-me-DAB(600 mg/

kg)的饲料喂养 14周后停药 ,之后以正常饲料喂养

至 17周;另外 10只作为对照组 ,以标准饲料喂养 。

1.2　标本的收集与处理

自投以致癌剂之日起 ,分别在第 4 、6 、8 、14 和

17周随机处死 5 只大鼠 ,取肝脏 , 100 mL/L 中性

福尔马林固定 ,石蜡包埋。所有蜡块均作 5 μm 厚

的连续切片 ,用于 HE染色 、免疫组化及原位杂交 。

1.3　免疫组化

选取上述组织切片 , 用 LSAB 法进行 AFP ,

p21 ras及 PCNA(PC10)的免疫组化检测 ,抗体的使

用浓度分别为 1∶300 , 1∶100和 1∶200 ,所用试剂均

为 DAKO公司产品 。

1.4　原位杂交

癌基因探针质粒(c-Ha-ras PBR322 6.6 kb

BamH Ⅰ)由北京中国医学科学院肿瘤研究所提

供 ,用非放射性标记物地高辛标记 ,标记方法为随

机引物法(标记试剂盒为德国宝灵曼公司产品)。

原位杂交主要步骤:石蜡包埋切片 5 μm ,蛋白

酶 K 0.04 g/L , 37 ℃,30 min ,预杂交 , 42 ℃,1 h ,

杂交过夜 42 ℃。 1/500 辣根过氧化酶标记的抗

DIG 抗体 1 h 。DAB显色 , TE终止显色 ,中性树胶

封片 ,光镜镜检 。

2　结　果

2.1　大鼠肝癌变过程中的病理形态改变

诱癌 4周 ,镜下见大片肝细胞坏死 ,门管区及

坏死区内均见大量的卵圆细胞 。诱癌第 6周 ,肝内

仍有大量卵圆细胞 ,其中可看到一些碱性细胞和小

肝细胞以及体积和形态介于二者之间的过渡型细

胞(transi tional cell)。诱癌第8周 ,镜下见典型假小

叶形成 ,假小叶周围为增生的纤维组织及较多的卵

圆细胞 ,其间仍可见过渡型细胞和胆管上皮细胞。

诱癌第 14周 ,在假小叶内已出现嗜碱性的肝细胞

灶。诱癌第 17周 ,大鼠肝除呈肝硬化改变外 ,还有

癌结节形成 。所形成的 5例肿瘤中 ,1例为胆管上

皮癌 ,其余 4 例为混合细胞癌 。在混合细胞癌中 ,

可见胆管上皮癌和肝细胞癌混合存在同一结节中 ,

也可见肝细胞癌小灶独立存在。癌旁的肝组织均

呈肝硬化改变 ,部分肝细胞呈明显的不典型增生。

2.2　癌形成过程中 p21ras、AFP及 PCNA的表达

结果判断:rasP21 及 AFP 的阳性结果均为棕

黄色颗粒分布于胞浆内;PCNA 阳性则为细胞核染

成棕黄色 。

大鼠在诱癌 4周时 , PCNA阳性细胞大多为卵

圆细胞 ,而肝细胞很少(图 1A)。至诱癌 6 ～ 8 周 ,

部分增生的卵圆细胞出现 p21
ras
及 AFP 阳性反应 ,

二者的分布区域基本一致(图 1B 、C)。同时肝细胞

结节边缘一些体积较小的肝细胞亦呈阳性反应。

PCNA阳性细胞仍以卵圆细胞为主 ,但小肝细胞和

过渡型细胞的阳性反应细胞较诱癌 4 周时增多。

诱癌第 14周 ,仍可见少量呈 p21 ras阳性反应的卵圆

细胞 ,或散在分布 ,或三五成群形成阳性反应小灶。

AFP 阳性反应细胞此时明显减少 ,除见少数卵圆细

胞阳性外 ,仅于假小叶边缘可见少数小肝细胞阳

性。呈 p21
ras
的阳性反应的肝细胞分布和数量变化

不明显。PCNA 阳性细胞此时更多 ,分布更广 ,卵

圆细胞继续保持高的阳性率 ,而且新增生的胆管 、

小肝细胞 、嗜碱性细胞 、嗜酸性细胞均存在较多的

阳性细胞 。诱癌第 17周 ,此期已形成癌 ,无论是胆

管上皮癌还是肝细胞癌均呈 PCNA强阳性 ,阳性率

为 50%～ 70%。p21ras在胆管上皮癌中呈弱阳性 ,

肝细胞癌中仅见个别小癌灶呈弱阳性反应 ,而癌旁

肝组织则见较多阳性细胞 。此外 ,我们观察到癌旁

肝细胞结节内 p21ras阳性反应亦呈异质性表达。

2.3　癌发生发展中 c-Ha-ras mRNA原位杂交结果

凡细胞胞浆内见有均匀一致分布的棕黄色颗

粒者即为阳性反应细胞。在诱癌的第 4 ～ 8 周 , c-

Ha-ras的阳性表达细胞呈逐渐增多趋势 。阳性表

达细胞多为肝细胞坏死区周围或假小叶外周的小

肝细胞;而门管区卵圆细胞和过渡型细胞亦可见少

量阳性反应(图 1D)。诱癌 14周时 , c-Ha-ras mR-

NA阳性表达细胞减少 ,但仍可见部分小肝细胞和

嗜碱性肝细胞阳性 。至第 17 周 ,所有癌组织内均

显示 c-Ha-ras癌基因表达阴性 ,或仅见个别小癌巢

内少数癌细胞呈弱阳性。而癌旁肝组织内却可见

ras癌基因的大量表达 ,无论是在 HE 切片中显示

形态完全正常的肝细胞 ,亦或是具有一定异型性 ,

甚至不典型增生之肝细胞均可见阳性表达 。但在
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一些肝结节内这种阳性表达分布呈明显的异质性 。

3　讨　论

3.1　c-Ha-ras基因mRNA表达及 p21蛋白与 AFP

的关系

本实验的原位杂交及免疫组化结果显示:c-

Ha-ras的 mRNA表达 、p21ras与AFP 阳性反应细胞

在整个诱癌过程中呈基本一致的分布 ,提示 ras和

AFP 二者之间可能存在某种特定的调节关系。这

种现象在个体的正常发育中也存在 ,正常胚胎肝

p21 ras呈高表达 ,此时 AFP 亦保持高水平;出生后

p21
ras
和AFP 均不再表达;而当肝癌发生时 ,二者又

可同时再升高[ 1] 。本实验暂未能提供更多更直接

的证据来证明二者的相关关系 ,故不能对 ras基因

对AFP 产生的调节机制作进一步的阐述 。

3.2　肝癌细胞起源的探讨

关于癌变的发生主要有两种观点:其一为癌变

由于干细胞的异常分化引起 ,其二为成熟细胞的去

分化而致。而一种组织或一个器官究竟有无干细

胞的存在 ,是揭示癌变的组织来源及癌变机理的关

键所在 。目前多数人认为卵圆细胞是肝内的干细

胞
[ 3 ～ 6]

,在致癌剂的作用下成为癌前细胞 ,是癌变

的始动细胞[ 7 ～ 9] ,因此研究卵圆细胞的性质 ,追踪

它的发生发展及其归宿具有重要意义[ 2] 。我们的

实验支持癌变是由于干细胞的异常分化而引起的

观点 ,其证据有:①诱癌早期 PCNA阳性细胞主要

为卵圆细胞 ,表明这是一种增生活跃的新的细胞群

体;以后 PCNA阳性细胞逐渐在过渡细胞 、小肝细

胞 、嗜碱性肝细胞及胆管上皮细胞中呈增多趋势 ,

提示上述细胞均由卵圆细胞分化而来 。 ②卵圆细

胞在形态上与过渡细胞 、小肝细胞 、嗜碱性细胞 、胆

管上皮细胞有过渡。 ③在所诱发的 5 例大鼠肝癌

中 ,除 1例为肝细胞肝癌外均为混合细胞癌 ,提示

肝细胞癌和胆管上皮癌均来源于卵圆细胞。另外 ,

早在诱癌第 4周的大鼠肝切片内 ,我们便可见到少

量卵圆细胞表现为 AFP 阳性和 p21ras阳性;诱癌中

期 ,这种阳性细胞由少到多 ,数量有所增加 。这种

现象 ,一方面反映卵圆细胞可表明某些肝细胞的标

志物(如 AFP);另一方面 ,卵圆细胞在诱癌早期即

有 ras基因表达产物的检出(p21ras阳性),表明卵圆

细胞在动物受致癌物作用后的增生可能是由于某

种(些)癌基因被激活而引起。在致癌过程中出现

的p21ras表达阳性的卵圆细胞 ,可能是癌变的始动

细胞 ,而以后 p21
ras
阳性细胞多为小肝细胞和嗜碱

性细胞 ,推测这些细胞可能来自卵圆细胞 。持续表

达p21ras的小肝细胞为癌前细胞 ,这些细胞在癌基

因及其产物的作用下持续存在并不断增生 ,最后经

不典型增生转变为癌 。

(本文图见插页 1 背面)
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