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二甲氨基偶氮苯 (D A B )诱发大白鼠

肝癌过程中肝内分枝氨基酸

转氨酶同工酶谱的变化

徐晓利 刘洪峰 顾熊
一

妞

( 生物化学教研室 )

大鼠体内存在三种分枝氮华酸转氨酶 ( E C

2
.

6
.

h 6 ) 同工酶
。

同工酶 I和 l分布 广 泛
,

同工酶 亚仅存在于肝脏
, K 。

值较高
,

底 物 特

异性严格
,

只能催化亮氨酸与
a 一酮戊二酸之间

的转氨反应
,

并且受体内糖皮质激素和高蛋白

lkJ 食的诱导
〔 ` ’ ,

同工酶 皿是分枝氨 墓 酸 转氨

酶同工酶的胚胎分子形式
〔 2

’
3 ’
存在于 肾

、

脑
、

卵巢和胎盘组织中
。

文献报 导
,

各 种 Y os h ida

腹水型肝癌
、

M or ir s 肝癌
、

各种化学致癌剂和

致癌病毒转化的肝细胞以及自发转化的细胞中

都出现胚胎分子同工酶 l `” ` 〕 。

近 十余年来
,

大量的研究证明
,

癌瘤组织中荃因 表 达 发 生

素乱
,

产生一些相应的正常分化组 织 所 没 有

的
、

或含量极微的墓因表达产物
,

同时正常分

化组织所特有的一些功能蛋白则降低或消失
。

同工酶是研究纂因表达的良好指标
,

它在探索

癌瘤的发病机制及诊断指标都具有 重 要 的 意

义
。

本文以 D A B 诱发大白鼠原发性肝癌
,

观

察在诱癌过程中分枝氮基酸转氨酶同工酶的基

因表达情况
。

毖乙醉和0
.

5毫克 % 5 产一磷酸毗哆醛
。

用 Br in k
-

m a n 匀浆器 ( P IT O/ 3 5 ) 于冰水浴中匀浆
, 7

档
, 2 5一 30 秒

。

制成的肝匀浆于 3 2 , 4 00 x g 离

心 50 分钟
,

上清液即可用来测定酶活性和同工

酶层析分离
。

三
、

酶活性的测定 参照 I e h i h a r a
等人

〔 5 〕

的方法
,

略加修改
,

以在 10 分钟内生成 I n m ol e酮

酸为一个酶活力单位
。

总酶活性为酶活力单位

数 /克肝
,

比活性为酶活力单位 数 /毫 克 蛋 白

质
。

同工酶的相对活性 以百分 比表示
。

按酶活

性的分布区域
,

分别收集酶活性峰的各管洗脱

液
,

混匀
,

然后测定各个酶活性峰的酶活力
.

单

位
,

算出各占的百分比
。

四
、

O三A三
一

纤维索
一
3 2 柱层祈同工酶 参

照 o g a w a
等人

`“ ’
的方法

。

五
、

蛋白质测定 按 B r ad f or d 等人
〔 6 」

的染

料结合法
。

材 朴 与 方 法

一
、

动物与诱癌方法 w is t ar 雄性 大 白

鼠
,

重 18 0一 20 0克
,

随机分为对照组和实验组
,

实验组再分为诱癌 4 周组
、

12) 司组和肝癌组
。

诱癌方法按本教研室常用的方法
。

二
、

肝匀桨上清液的制备 肝组织按 1 : 1

(W /V ) 加入冷的 s x i o
一 “ M

,

PH 7
.

8 磷酸钾缓

冲液
,

含 1 又 1 0
一 `

M E D T A 一 ZN a , 1 火 1 0
一 a M 琉

结 果

一
、

正常大鼠各种组织中分枝氨基酸转氨

酶同工酶的分布 在所检查的正常成年大鼠组

次
,

1
` ,

以心肌中分枝氨墓酸转氮酶的总酶活性

和比活性最高
,

乃补卜的总酶活性和比活性最低
。

各种组织中的分枝氮墓酸转氦酶同工酶谱是不

相同的
。

成年大鼠肝的同工酶谱表现为同工酶

I 和 亚
,

胚胎鼠肝则为同工酶 I 和皿
。

脑和胎

盘组织的同工酶谱与胚胎鼠肝的相同
,

亦为同

工酶 I 和 l
,

但相对活性不 同
。

肺
、

脾
、

肾
、

心肌
、

骨骼肌和架丸组织的同工酶谱仅表现为
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同工酶 见表 1 和附图
。

伙姚珑钱叭、一劫
打̀扣方

了,

二
、

O A B诱癌不同时期大鼠肝 中分枝氨基

酸转橄醉总酶活性和比活性的变化 与正常对

照组进行比较
,

在D A B诱癌 吐周时
,

总酶 活性 和

比活性均下降
,

见表 2
。

在诱癌 12 周时
,

总酶

活性有所回升
,

但未能达到正常水平 ; 比活性

也升高
,

接近正常水平
,

见表 3
。

肝癌组的总

酶活性和比活性则明显升高
,

见表 4
。

D A B诱

癌不同时期大鼠肝中分枝氮基酸转氨酶总酶活

性和比活性的变化比较见表 5
。

三
、

O AB诱痞不同时 期大鼠肝中分枝氮基

酸转氮酶同工酶谱及同工酶相对活性的变化

正常对照组大 鼠肝的分枝氨基酸转氨酶 同工酶

谱表现为 同工酶 I 和 亚
,

没有同工酶 l
,

以同工

酶 亚的相对活性在肝中占优势
。

在 D A B诱癌 4

周时
,

肝中的同工酶谱产生了改变
,

7 例全部

表现为同工酶 I 消失
, 5 例出现 了同工酶 l

,

见表 2
。

在诱癌 12 周时
,

其中 4 例同工酶谱表

现为同工酶 I 和 l
, 2 例的同工酶谱 与对照 组

的相同
,

但 同工酶 I 的相对活性远较对照组的

低
,

见表 3
。

肝癌组共有 12 例
,

其中 1 例的同

工酶谱表现为同工酶 I
、

亚和 l
,

其余 n 例全

部表现为同工酶 I 和 l
,

并以后者在肝中占优

叫吐6蝴
月̀O吟咭

.

Od

。
广

皿

刀产犷

叭
之。 弓o ` 0 8 0

附图 大白鼠各种组织中分枝

氨基酸转氨酶同工酶谱

— 底物为 L e u

-

一底物为 lI e u

上图 为肺
、

脾
、

肾
、

心肌
、

攀丸
、

骨骼肌

中图 为肝

下图 为脑
、

胎盘
、

胚胎肝
、

肝癌组织

表 1 正常大白鼠各组 织中分枝氨基酸转氨酶同工酶的分布

总 酶 活

( 单位 /克组织

同工酶相对活性 %

八“八Uon

0
ù
nùn八口0

51nU0nUnC
.óU

孟qflCU六UnU.目ùO

,上1上,山1占,魂̀,占

肝 80 0
。
0

胚胎肝 1 5 2 6
,

7

脑 7 3 0 0
。
0

胎 盘 1 9 8 0
.

0

肺 8 7 6 5
。
5

脾 2 7 5 8
。

3

肾 8 0 5 3
.

2

心 肌 2 2 0 4理
。
9

骨骼肌 2 8 4 8
一
0

皋 丸 3 5 5 3
.

3

性 比 活 性

) ( 单位 /毫克蛋白质 )

1 3
一
4

5 7
一
8

3 9

9 1

2 8 8
一

0

1 0 3
。
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5 5
。
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6 2
。
6

1 2 5
。
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势
,

见表 4
。

D A B诱癌不同时期大鼠肝中分枝

氨基酸转氨酶同工酶相对 活性的变化比较见表
讨 论

本研究观察到
,

在D A B诱癌过程中大鼠肝

癌的病理改变是以变性坏死
、

卵圆细胞增生开



了
.

表 2 诱癌 4周大白鼠肝中的分枝氨基酸转氨酶 表 4

同工酶相对活性

大白鼠肝癌组织中的分技氨基酸

转氨酶同工酶
. ~ ~一一 ~尸 内 . . . . .曰 .、 . ~ ~ .

一
. . . . . . . . . . . .

~一
. . .叮 . . 尸 ., . . , . . . . ~ , ,

,
` 内. . . . , . 州 `口

~ ~
,

叮 屯一 , , 曰 .
.
. , .

同工酶相对活

工

、.产

%I
了`

生
.皿, .

、 ,子下里%
了飞

丁̀一

样 本 总酶活性 比 活 性
(单位 / (单位 /毫克

号 数 克肝 ) 蛋白质 ) l

1 5 64
。

9 1 1
。
3 7 6

2 透1 0
。

9 9
。
2 1 0 0

之; 1又7
。

2 8
。
6 7健

4 4 3 6
。

8 1仃
。

3 8 2

5 5 3 9
。

9 1 0
。
5 6 5

6 6 5 7
。
1 1 2

。
5 1 0 0

7 1 31
。
0 1 1

。
5 6 9

又士 S D 5 2 2
一
6 士 1 0 2

.

2 1 0
一

6 士 1
·
4 8 1 士 1 4

0 2 4

0 0

0 2 6

0 1 8

0 3 5

0 0

0 3 1

2 7 士 7

样 本

号 数

比 活 J生
(单位 /毫克
蛋白质 ) I

2 4
。

0

2 3
。

8

3 0
。

2

3 3
。

0

2 2
。

2 2
。

2 5
。

2 5
。

表 3 诱癌 12 周大白鼠肝中的分枝氨基酸转氨酶

样 ,本 总酶活性 比 活 性
(单位 / (单位 /毫克
克肝 ) 蛋白质 )

同工酶相对活性

号 数

( % )

1 1 1

总酶活性

(单位 /克肝 )

1 1 7 8
。
8

8 8 2
。

8

1 1 4 7
。
8

1 1 6 2
。
1

8 3 6
。
8

9 1 2
。
5

9 5 7
。
3

9 6 5
。
2

1 0 00
。
0

8 2 3
。
9

1 2 8 0
。

0

1 1 3 6
。
5

2 6
。

2 0
。

3 3
。

3 5
。

1 5 9 9
。

9 1 3
。
8 8 0 0 2 0

2 7 8 2
。
4 1 8

。
5 8 7 0 1 3

3 5 7 7
。
6 1 3

。
6 9 1 0 9

4 5 0 0
。
7 1 3

。
4 8 2 1 8 0

5 5 9 5
。
4 1 3

。
7 7 8 2 2 0

6 6 0 6
。

5 1 3
。
9 90 0 1 0

又士 S D 6 0 7
一

0 士 9 4
·
5 1 4

·
8 土 2

·
0 8 5 士 5 1 3土 5

0

0

O

0

0

0

0

0

l O

0

0

0

又士 S D 10 2 3
.

2 土 1 5 1
.

0 2 6
.

9 士 4
.

9 3 0 士 1 4 0

6 9

理5

6 O

6 8

72

5 7

6 4

6 1

7 1

4 2

4 0

8 0

6 1士 1 3
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始
,

经过肝硬化
、

癌前期阶段
,

最 后 形 成 肝

癌
,

包括肝细胞癌
、

腺癌
、

混合型癌
。

随着肝

癌的病理变化
,

大鼠肝中分枝氨基酸转氨酶的

酶活性和同工酶谱发生了变化
,

其最显著的特

点是仅存在大鼠肝脏的同工酶 亚消失
,

胚胎型

同工酶 l 出现
。

og
a w a 〔4 ,

5〕在以 3 产一M e 一D A B

表 5 D A B诱癌不同时期大白鼠肝中分枝氨基酸转氨酶总酶活性和比活性的变化比较

诱 癌

时 间

4 周

1 2 周

总酶活性 ( 单位 /克肝 )

对照组 实
,

验 组

5 2 2
。

6 士 10 2
。
Z P

忿检查

比 活 性 ( 单位 /毫克蛋白质 )

对 照 组 实 验 组 t 检查

1 0
。

6 士 1
。
4 P < 0

。
0 0 1

( 7 ) ( 7 )

a 。
8 4 7 土 8 4

。
4

b
.

( 1 0 )

6 0 7
。
0 士9 4

。
5

( 6 )

1 5
。
6 士 1

。

5

( 1 0 )

1 4
。
8 士 2

。

0

( 6 )

P < 0
。

0 0 5

肝 癌
1 02 3

。
2 士 15 1

。
O P

( 1 2 )

2 6
。
9 士 4

。

9

( 1 2 )
P < 0

。

00 1

a .

又士S D b
.

样本例数

诱发的大鼠肝癌研究中报导了类似的结果
。

在 D A B诱癌过程中
,

分枝氨基酸转氨酶同

工酶皿在肝中出现的确切机制目前 还 不 太 清

楚
。

卵圆细胞的出现
,

是 一 个 引 人注意的间

题
。

o n oe 等 t 7 ,认为
,

在诱癌早期
,

由于 D A B

的毒性
,

使大量成熟的肝实质细胞变性坯死
,

其刺激作用又可引起肝组织中潜在的千细胞卵

圆细胞 ( 一种原始的未分化细胞 ) 迅速增生
,

由此产生同工酶址
。

徐元鼎等
〔 ` 〕

誉为卵圆细胞
具有胚胎细胞的特性

。

og aw
a 等

〔 。 J
的实验结果

表明
,

卵圆细胞与肝癌细胞间有内在联系
。

本

研究在 D A B 诱癌 4 周
、

12 周时均观察到卵圆

细胞出现
,

在诱癌 4 周时
,

有的还形成了卵圆

细胞结节
。



表 6 D A B诱癌不 同时期大鼠肝 中分枝氨基酸转氨酶同工酶的相对活性变化比较

诱癌

时间

同工酶 1 ( % )

对照组 实验组 t 检验

同工酶 I ( % )
-

对照组 实验组 t 检验

8 1士 1 4

( 7 )
P < 0

。
0 0 1

ùó、 ,
`+一685(

4 周

1 2周
a

d

肝癌

。
3 9 土 5

。

( 1 0 )

P < 0
。
0 0 1 6 6 士 5

( 1 0 )

3 8 土 1 4

( 1 2 )

P > 0
.
0 5

0

( 7 )

1 9

( 2 )

1 0

( 1 )

同工酶班 ( % )

对照组 实验组 云检验

2 7 士 7

( 7 )

0 1 3 士 5

( 1 0 ) ( 凌 )

6 1 士 1 3

( 1 2 )

a .

又士 S D b
.

样本例数

关于同工酶 l 的出现的另一种解释是细胞

群的选择
。

飞
a w a 等 人

〔 ’ 。 〕认 为
,

在正常肝细

胞群中
,

存在很少量的能产生 同工 酶皿的 细

胞
。

由于很少
,

所以在正常情况下不能测出同

工酶兀
。

但在癌瘤组织
,

这种细胞可能增多
,

在肝中占了优势地位
,

从而表现 出同工酶兀
。

飞
a w a 〔的还观察到

,

具有同工酶 I 的 细 胞 往

往都伴随有染色体数目的变化
,

而只有同工酶

I 的细胞 则无染色体数目的变 化
。

。 g a w a 〔4〕报

告
,

各种 Y os hi da 腹水型肝癌都 含 有 同工 酶

l
,

它们的核型也与正常的明显不 同
。

这都提

示
,

癌瘤组织同工酶表型的表达改变与染色体

或基因的畸变有关
,

并不仅仅是由于细胞群的

选择
。

以上两种解释只是从细胞学的水平
,

从分

子生物学的水平来解释同工酶 l 的出现是基因

的去阻遏
。

已有研究工作表明
,

癌瘤组织中的

胚胎性蛋白质包括胎儿型同工酶和癌胚蛋白往

往与正常组织中相应的蛋白质并无质的差异
。

我们进行了肝癌组织和脑组织同工酶 皿的酶 学

动力学研究 〔待发表 〕
,

其结采
一

也 证 实 了 这

点
。

这提示癌瘤中 D N A 的分子组成没有功能

上的改变
,

只是由于 “ 阻遏” 与
“
去阻遏

”
机

制的改变
。

按此观点
,

在正常肝细胞里
,

细胞

核是全能的
,

D N A 分子中包含有同 工酶 I
、

l
、

工的全部基因
。

o g a w a 〔4〕和本实验 的 结

果也都表明
,

肝癌组织中同时存在 有 同 工 酶

I
、

五
、

工
。

可见在正常情况下
,

只是 同工酶

皿被阻遏
,

未能表达
,

而在肝癌细胞中
,

是同

工酶 I 被阻遏
,

同工酶皿去阻遏
,

因而肝癌组

织中的同工酶谱表现为同工酶 兀消失
,

同工酶

班出现
。

不过
,

诱癌
一

早期和晚期同工酶 皿出现

的机制是否相同
,

目前还不清楚
。

本文还观察到
,

在大鼠胚胎肝和胎盘中含

有同工酶 l
,

这和前人的报导有所不同
,

他们

只报导了胎盘中有同工酶 l
,

而胚 胎 肝 中 没

有〔4〕
。

但他们选用的是妊娠 19 天的胚胎肝
,

本实验选用的是妊娠 13 ~ 16 天的胚胎肝
。

这提

示
,

在胚胎肝发育的更早期
,

细胞中可能存在

同工酶 l
,

随着组织的分化发育成熟
,

同工酶

l 逐渐消失
。

在 D A B 诱癌过程中
,

大鼠肝组

织也 出现 了同工酶皿
,

这种酶偏倚是与分化不

全的胎儿组织胎盘和胚胎肝中的同 工 酶 谱 相

同
,

从而提示癌瘤组织中的基因表达似乎是又

回到了胎儿组织的未分化状态
,

所以胚胎分子

同工酶 l 在肝中的出现是一种反分化现象
。

总

之
,

癌瘤组织同工酶基 因表达的变化是十分复

杂的
,

同一种癌瘤在不 同的情况下也有不同的

表达形式
。
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