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二甲氨基偶氮苯 ( D A B )诱发大白鼠肝

癌过程中肝细胞染色质非组蛋白含

量和磷酸化作用变化的观察
王志洁 徐晓利

〔生物化学教研室

提 要 对 D A B 诱癌早期 ( 1 一 5 个月 ) 大白鼠肝细胞核染色质非组蛋白含 量 和磷酸化作用的

变化进行了观察
。

发现
:

①诱癌 1 个月的鼠肝细胞核各部分蛋白质含量和非组蛋白总 磷含量没有有意

义的变化 , ②诱癌 3 个月的鼠肝细胞核各部分蛋白质含量和非组蛋白总 磷 含量显著增加
,

鼠肝出现肝

硬变的趋势 ; ③诱癌 5 个月 I 组的鼠肝已形成癌块
,

非组蛋白含量增加
,

总磷含量增加
,

有显著意义
。

I 组鼠出现肝硬化
,

非组蛋白含量降低
,

总磷含量比 I 组低
。

这些结果提示
:

非组蛋 白 磷酸化作用与

基因表达的调控和癌肿的形成有密切关系
。

关锐词 诱发肝癌 染色质非组蛋白 磷酸化作用

真核细胞染色质的非组蛋白是不均一的蛋

白质
,

具有种族特异性和器官特异性
。

K os t ar ba

等
〔` ’
用 W al ke r 肝癌的非组蛋白激活以正常大

白鼠肝染色质为模版的 RN A 合成
,

得到的染

色质转录物具有 w al ke r
肝癌的特点

,

表明非

组蛋白参与了 w ia ke r
肝癌基因表达的调控

。

K l e i n s m i t h 等
〔z ’
报告

,

非组蛋白磷酸化作用与

癌肿的形成有密切的关系
。

本文报告二 甲氨基

偶氮苯 ( D A B ) 诱发肝癌早期 ( 1 ~ 5 个月 )

大白鼠肝细胞核非组蛋白含量和磷酸化作用的

变化
,

实验提供了有意义的数据
。

材 朴 和 方 法

1
.

试剂 蔗糖
、

氯化钠
、

乙二胺 四 乙酸

是 A R 级 ; 尿素是 G R 级 ; 丙烯酞胺
、

十二

烷基硫酸钠
、

氨基茶酚磺酸等经过重结晶
;
酚

经过重蒸馏
。

其余试剂均为 A R 或 C P 级
。

2
.

动物的处理 1 8 0~ 2 0口g 的 W宜s t a r大

白 鼠 随 机 分为对照组和实验组
。

对照组饲料

含有各种基本营养素
,

实验组饲料缺核黄素
,

含有 0
.

06 %D A B
。

大白鼠分为三批
,

第一批实

验组23 只
,

对照组 15 只
,

饲养期 1 个月 ; 第二

批实验组及对照组各35 只
,

饲养期 3 个月 ; 第

三批实验组 50 只
,

对照组 35 只
,

饲养期
,

5 个

月
。

每批动物在处死前禁食 24 小 时
,

断头放

血
,

剪取肝组织一小块
,

以 10 %福尔马林固定

后作病理切片
,

余下的称重
,

然后制 备 细胞

核
。

3
.

细胞核的制备及细胞核非组蛋白 的 抽

提 基本上按李北泉等的方法 8[]
。

操 作 均在

4 ℃进行
。

4
.

蛋白质测定 按 L O w r y 法
。

为了排除

琉基 乙醇等的干扰
,

采用了去氧 胆酸钠
一三氯

醋酸沉淀技术
。

5
.

O N A 测定 采用 B ur ot n 的 二 苯胺

法
。

6
·

非组蛋白总磷含量测定 用 iF ske 一
u b

-

b ar o w 法直接测定总磷含量
。

结 果

1
.

病理常规切片检查 诱 癌 1 个月 鼠肝

组织切片镜下可见 1理例肝实质细胞具有轻度异

型性 ; 3 例具有中度异型性 ; 门管区均有不等

量的白细胞浸润 , 有 6 例轻度肝硬化
。

诱癌 3

个月实验鼠肝组织切片镜检 2] 例
,

普遍可见肝

细胞肿胀 ; 肝实质细胞具有轻度或 中度 异 型

性 ; 门管区还有中等或大量白细胞浸润 ; 有纤

维组织和胆管增殖
,

是为
“
胆管纤维样变性

” ;
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其中1 例肝硬化
。

诱癌 5个月实验鼠 5 0例中有

2 0例肝表面可见黄豆大到蚕豆大灰 白 色 癌 结

节
,

大的直径可达 1 ~ cZ m
。

50 例实验 鼠 肝 组

织切片中
,

镜下确诊胆管细胞癌 4 例
,

肝细胞

癌 5 例
,

肝细胞癌与胆管细胞癌的混 合 癌 n

例
。

余下的均为肝硬化
,

可见到明显的胆管上

皮增生并发生癌变
。

癌细胞多数发生变性
。

对

照鼠肝组织切片镜下未见到异常
。

2
.

细胞核检查 从实验鼠肝和对照 鼠 肝

制备的细胞核作电镜检查
,

发现细胞核完整
,

基本上没有胞浆污染
。

从肝匀浆滤液制备细胞

核
,

以每 1 0 0 9 鲜肝的 D N A m g 数计算
,

回收

率为 8 2~ 9 1%
。

表 1 细 胞 回 收 率

诱癌时间 组别
滤液 D N A

( m g / 1 0 0 9肝 )
细胞核D N A

( m s八 0 0 9 肝 )
回收率
( % )

亡J,自OCOn1 个月 对照组

实验组

1 1 8
。
4 0 士 1 5

。

3 6

1 0 3
。

6 8 士 5
。

7

1 0 0
。

1 6 士 1 7
。

2 3

8 5
。

1 7 士 6
。

0 0

,上一了OU002 个月 对照组

实验组

1 0 0
。

7 8 士 3
。
3

1 0 2
。

3 3 士 1 5
。

1

9 1
。

3 3 士 1 7
。

3 2

8 9
。

2 9 士 1 1
。

90

介JCJ00O八ù八吕6n5 个月 对照组

实验组 I

实验组 I

1 0 8
。

8 0 土 1 3
。

0 3

1 0 2
。

3 3 土 2 1
。

3 6

9 7
。

65 士 3
。

3 2

9 0
。

0 0 士 2 0
。

9 0

8 5
。

1 8 士 1 6
。

4 6

8 6
。

3 8 土 1
。

3 5

注
: 1

.

诱癌 1 个月 组
,

对照组 n = 3
,

实验组 n 二 5 , 诱癌 3 个月组
,

对照组及实验组 n均为 7 , 诱癌 5个月

组
,

对照组 n = 7
,

实验组 I
n 二 J

,

共有大白鼠16 只
,

13 只为癌症
,

3 只肝硬化 , 实验组 I n 二 7,

共有大白鼠 34 只
,

仅 7 只癌症
,

27 只肝硬化
。

因两组的癌症鼠比例不同
,

分别列开

2
.

结果以均数 士标准差表示

3
.

致癌过程中细胞核蛋白质含盆 变 化 4
.

非组蛋 白总磷含 t 的 变 化 结果如表

结果如表 2
。

表 2

3
。

细胞核蛋白质分部含量及蛋白质与D N A 比值

核 总 蛋
组别

白

m g / 1 0 0 9 肝 蛋白质
: D N A t 检验

癌诱间时

0乙O白对照组

实验组

2 6 6
。

8 2 士 5 4
。

5 1

2 5 1
。

9 6 士 3 8
。

6工

。
6 6

。

9 7 P > 0
。

0 5

核 浆 蛋 白

m g八 0 0 9肝 蛋 白质
: D N A t 检 验

3 8
。

8 6 士 3
。

1 0 0
。

3 9

2 9
。

2 5 士 3
。

2 5 0
。

3 4 P ) 0
。

0 5

1个月

份月,J九七丹匕

:
,曰乃O3 对照组 2 4 1

。
5 0 士 1 4

。
8 7

个 实验组 3 2 3
。

0 6 士 6 4
.

2 3

月

5 对照组 2 3 1
.

5 0 士 5 4
。

8 3

个 实验组 1 25 5
.

1 5 士 7 6
.

8 4

3 7
。

7 7 土 8
。

4 7

n = 7
,
t “ 3

。
6了

,
5 3

。

78 士 9
。

5 8

0
。

0 2 ) P > 0
。

0 1

0
一

4 1

0
。

6 0 n = 7
,
t = 4

。
5 2

0
。

0 0 5 > P > 0
。

0 0

2
。

5 7

4
。

1 4

3 8
。

6 7 士 9
。

74

5 4
。

7 4 士 1 9
。

0 1

0
。

3 7

0
。

6 4 P > 0
。

0 5

月 实验组 1 2 2 7
.

3 0 士 1 1
·

2 0 2
。

6 3

n = 4
,

t 二 3
。

56

P < 0
。

0 5

P > 0
。

0 5 2 8
。

9 9 士 3
。

0 2 0
。

3 4 P > 0
。

0 5

.

注结果以均数 土标准差表示
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续表 2 细胞核蛋白质分部含量及蛋 白质与D N A比值

组 别
m g / 1 009 肝 蛋白质

: D N A

白

t检验

组 蛋 白

蛋白质
: D N A t检验

痛时诱间

1 对照组 1 0 0
。

7 5 士 6
。

2 5 1
。

0 0

m g八如 g 肝

2 4
。

3工土 1
。

了6 0
。

2难 P > 0
。

0 5

实验组 9 2
。

2 3 土 1 1
。

5 0 P > O
。

0 5 2逸
。

7 3 士 5
。

1 9 0
。

2 9

个月

3 对照组 9 2
.

2 0 士 9
。

1 5 1
。

0 0 2 0
。

0 1 土 3
。

5 3 0
。

2 3

实验组 之1 7
。

8 2 士 1 4
.

2 n 二 7
,
t 二 5

.

4 2 2 9
。

5 9 士 4
。

7 8

0
.

0 0 2 ) P )
·

0
.

0 0 1

0
。

3 3 n 二 7
,
t 二 5

。
0 0

0
。

0 0 5> P > 0
。

0 0 2

对照组

实验组 I

9 0
。

0 0 士 1婆
。

9 2 2 1
。

6 9 士 5
。

4 6 0
。

2选

9 1
。

9 7 士 3 1
。

2 2

1
。

0 0

1
。

0 8

0
。

9 0

P > 0
.

05 2 5
。

9 0 士 3
。

6 0 0
。

2 9

个月一5个

月 实验组 1 77
.

5 4 士 8
.

肠 P 〕
)

0
.

0 5 1 2
。

7 0 土 2
。

1 0 0
。

1 5

n 二 4
,
t = 3

.

2 5

P < 0
.

0 5

n = 7
,
t 二 1 0

。

3 3

P < 0
.

0 0 1

表 3 非组蛋 自总磷含量

组别

非组蛋 白

总磷含量
(协g磷 /
1 0 0 0协g

非组蛋 白 )

t 检 验

癌诱间时

1 个月 对照组

实验组

3
。

3 士 0
。

6

2
。

9 士 0
。

三 P > 0
。

0 5

3个月 对照组

实验组

4
。

6 土 1
。

8

1 3
。

O 士 2
。

3 n 二 7
,
t = 6

。
0 9

P < 0
.

0 3 1

5 个月 对照组

实验组 I

3
。
逗士 O

。
3

1 8
。
3 士 6

。

1

实验组 1 7
.

0 士 3
·

3

n = 4
,
t “ 4

。
8 4

P < 0
.

0 5

n = 7
,
t 二 2

。

叫

P < 0
.

0 5

讨 论

1
.

细胞核纯度问题 本实验以细胞 核 作

起始材料
,

采用 2
.

2M 蔗糖梯度沉淀法
。

lB ob el

等
仁̀ 〕
用此法制备的细胞核回收率是洲%

,

本实

验的回收率是 82 一 91 %
,

电镜检查证明制得的

细胞核基本上没有胞浆污染
。

2
.

蛋 白质与 O N A 比值的变化 诱癌 l个月

鼠肝细胞核各部蛋 白质与D N A 比值变化不 显

著
; 诱癌 3 个月鼠肝细胞核蛋白质

: D N A
、

核

浆蛋白质
: D N A

、

组蛋自
: D N A 和非组蛋 白

: D N A 均增加
,

全部具有统计学意义
,

表 明

此时基因 表 达 较活 跃
;
诱 癌 5 个月 鼠 实验

组 I 肝细胞 核 蛋 自 质
:

D N A
、

非 组 蛋 白
:

D N A 增加
,

具统计学意义
,

说明癌组织 的基

因表达较活跃
;
实验组 互肝细胞 核 蛋 白 质

:

D N A 变化不显著
,

非组蛋自 : D N A 减少
,

说

明肝硬化时基因表达活性不如未出现肝硬化时

( 诱癌 3 个月 ) 高
,

也不如癌肿出现时高 ( 表

2 )
。

本实验在诱癌 3 个月和诱癌 5 个月为主的

实验组 I 非组蛋白
:

D N A 增高
,

此结果和 文

献资料是一致的
。

例如生
一

长缓慢的 M O rr is 肝

癌 9 6 1 8 A 和生长快的 M o r r i S
肝癌 5 1 2 3C 的染

色质非组蛋白含量升高
〔 “ ’ 。

诱癌 5 个月 鼠 实 验 组 I 共分 4批
。

第 1

批处死 5 只
,

大部分为分化不好的 胆 管 细胞

癌 ;
第 2 批处死 5 只

,

第 3 及第 4 批各处死 3

只
,

除各有 1 例为肝硬化外
,

均为分化不好的

肝细胞癌或肝细胞癌及胆管细胞癌的混合癌
。

诱癌 5 个月实验组仅出现 20 例癌症
,

实验组 I
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.

占了了 3例
:

虽然未将癌组织和癌周组织分开来

做实验
.

泣是能够反映 出癌组织细咆核蛋白质
: D N A及非组蛋自

:
D N A值 增 高 的 现象

实验组 亚共分 7批
,

仅有 7 例癌症
,

肝硬化肝所

占的比重大
。

这组鼠肝非组蛋 白
: D N A 减少

,

文献资料 也未见到这方面的报道
,

但与李北泉

等
〔“ 〕发表的结果是一致的

。

都是出现癌症的肝

非组蛋自比肝硬化的肝为高
。

肝硬化的鼠肝出

现这种情况的机理
,

还不清楚
。

3
.

非组蛋白总磷含盗的变化 诱癌二个月

鼠肝非组蛋白总磷含量变化不显万
; 诱瓜 3 个

月鼠肝非组蛋 自总磷含量为对照组的 3 倍
,

诱

庙 5 个月鼠肝非组蛋 白总磷含量为对照组的 2

一 弓倍
,

具显著性意义 ( 表 3 )
。

非组蛋 白总

磷含量 的 变化 和 蛋 白 质
: D N A 的 变 化 是

一致的
。 S h ea 等

〔。 〕以大白鼠 D N A 为模版
,

以

鼠肝 R N A 聚合酶 亚催化的无细胞系统转录生

成 R N A
,

证实磷酸化的非组蛋 白 可 以 激 活

R N A 豹合成
,

但含磷示为。
.

4 % 的非组蛋自激

活 R N A 合成的程度明显不如含磷拼为 1
.

艺%

的磷酸化非组蛋自
; 当磷酸化的非组蛋自所含

的磷酸基团用碱性磷酸海处理 丽移走时
,

这种

挂异被取消了
。

本实验的结果表明
,

诱癌 1 个

月鼠肝非组蛋白磷酸化程度不显著
,

细胞核各

部蛋自质
:

D N A变化也不显著
;
诱癌 3 个月鼠

肝非组蛋 自磷酸化程度最
l
药

,

细胞核各部蛋白

质
: D N A 均增加

,

表明此时荃因表达活 跃
;

诱筋 5 个月鼠肝非组蛋 自磷酸化的程度也比对

黑组的 l
气

; 实验组 I 细胞核蛋 白 质
:

D N A 及

非组蛋自
: D N A 均增高

,

具显 苦性
,

非组蛋白

总磷含员为对照组的 5倍
,

表明癌肿出现时基

因表达活性是高的
。

实验组 亚非组蛋自总磷含

从仅为对照组的 2 倍
,

比实验组 I 低
,

也比诱

疡 3 个月组低
,

表明此时非组蛋 自磷酸化的程

度不如癌肿出现时 ( 实验组 I ) 高
·

也不如肝

硬化刚开始 出现时 ( 诱癌 3 个月 ) 高
,

非组蛋

自
:

D N A 值 降低
,

表明此 时基因表达活性较

低
。

J o h n s o n 〔 7了
把刀豆球蛋 白 ( C o n A ) 加到纯

l

时的马淋巴细胞中
,

刺激淋巴细胞增殖
,

15 分

钟内
,

C o n A 导致细胞核非组蛋自与染色质结

合
,

而且专一激活酸性蛋自质的磷酸化
,

使非

组蛋白磷酸化程度及含贫均增加
。

以使细胞核

各部蛋白质
:

D N A 增加
。

木实验的匀
i

杀足诱肠

3 个月鼠肝非组蛋 自磷酸化程度最高
,

蛋 自从

合成活跃
,

病理切片镜检的结果表明
,

细胞增

殖是活跃的
,

与 J Oh sn o n 等的报告极为相似
。

K a m i y a m a
等
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