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摘要　用免疫组化方法观察胰岛素样生长因子Ⅱ ( IGF-Ⅱ )、 HBx Ag及 ras基因的表达蛋白 p21在乙肝病毒

( HBV ) 和黄曲霉素 B1 ( AFB1 ) 致树鼠句肝癌过程中的表达。发现这三种基因蛋白的表达与肝癌发生呈正相关系。

即接受 HBV和 AFB1双因素的树鼠句的肝癌发生率与 IGF-Ⅱ 、 HBx Ag及 p21的表达阳性率均显著高于只暴露于单

一因素 HBV或 AFB1的动物。同时 , 在带瘤树鼠句中 , 这三种基因的表达又显著高于无瘤者。提示: HBV与 AFB1

能协同激发这些基因的异常表达 ; 这些基因的过量表达在肝细胞的癌变过程中起了重要的作用。
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Abstract　 The expressions of IGF-Ⅱ ( insulin-like g row th facto r Ⅱ ) , HBx Ag ( hepati tis B

v irus) and p21 were detected in the courses of hepa tocarcinogenesis induced by HBV (hepa titi s B

v irus) and /or AFB1 ( afla toxin B1) wi th immunohistochemical method. The parallel relations in

the incidence of HCC ( hepato cellular carcinoma) and the expressions of these genes have ap-

peared in each g roup. They w ere higher in the tree sh rew s receiv ed bo th HBV and AFB1 than

tha t expo sed to HBV o r AFB1 alone. On the o ther hand, the expressions of these genes in tu-

mo r-carried t ree shrew s w ere significantly higher than that in non-tumo r animals. Our resul ts

suggested that there w as a synergistic effect o f HBV and AFB1 in activ ation of these genes in

t ree sh rew s. Over expressions of these genes may take an impo rtant role in the courses of hepa-

to carcinogenesis in t ree shrew s.
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　　流行病学及实验病理学的研究提示:黄曲霉毒素

B1 ( AFB1 )及慢性乙肝病毒 ( HBV )感染 , 是人类肝

细胞癌 ( HCC) 发生的主要危险因素。动物实验研究

已证实 HBV和 AFB1有协同致肝癌作用
[ 1, 2]。但这种

作用的机理目前仍不很明确。本文用免疫组织化学方

法 , 对 IGF-Ⅱ和 HBx Ag及 ras基因的表达蛋白 p21

在树鼠句实验性肝癌及非癌肝组织的表达的研究 ,探讨

HBV和 AFB1协同致肝癌作用的机理。

1　材料与方法

1. 1　动物及实验经过

树鼠句 53只 ,有 26只接种了人 HBV后 ,经免疫酶联

法、 原位分子杂交、 斑点杂交及免疫组化等检测 , 证

实已感染上人 HBV。取其中 9只作为 B组 ; 17只加喂

饲 AFB1作为 A组。未接种及未感染 HBV的 27只动

物中 , 19只给予 AFB1作为 C组 ; 余下 8只作空白对照

( D组 )。实验时间 83周～ 158周。A和 C组动物接受

AFB1的时间及途径相同。接受 AFB1的总量为 10. 3

mg /只～ 16. 4 mg /只。死亡或处死的动物肝及肿瘤组

织固定于 10%中性福尔马林液中。经病理检查 , 共发

生 HCC13例。其中 A组 9例 ; B组 1例 ; C组 3例 ; D组
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无 HCC发生。本研究在 53例肝及肝癌切片上同时检

测 IGF-Ⅱ 、 HBx Ag及 p
21
的表达。

1. 2　试剂

( 1) IGF-Ⅱ为鼠抗人 IGF-Ⅱ (单抗 )。美国 Bio

Source Interna tional公司产品。工作稀释度为 1 200。

( 2) p
21为鼠抗 Pan-ras癌基因蛋白 (单抗 )。美国

Oncogene Science公司产品。工作稀释度为 1 100。

( 3) HBxAg为免抗人 HBx Ag (多抗 )。由美国费

城 Jefferson大学 Feitelson M. A. 教授馈赠。

( 4) ABC试剂盒为美国 Vector公司产品 , 按说

明书稀释抗体。

1. 3　方法

采用免疫组化 ABC法。切片经脱蜡至水 , 用含

0. 3% H2O2的甲醇去除内源性过氧化物酶 ; 0. 01 M

PBS液洗 , 加正常 5%羊或马血清封闭非特异性抗原

后 ,用 PBS洗 ,加一抗在室温下孵育过夜。PBS洗后 ,

滴二抗 ,室温下孵育 50 min后用 PBS洗 ,滴三抗 ,室

温下 50 min后用 PBS洗 , DAB显色 , 光镜观察。

每批染色均设阴、 阳性片作对照。

2　结果

所有的检测项目 ,阴性对照呈阴性 ,阳性对照片

呈阳性表达。

( 1) IGF-Ⅱ : 53例肝标本中 ,有 21例表达 IGF-Ⅱ 。

其中 A组 14例 ; B组 2例 ; C组 5例 ; D组无 1例阳性表

达。A组树鼠句不仅肝癌发生率显著高于 B、 C及 D组 ,

而且肝细胞 IGF-Ⅱ的阳性表达率也显著高于这三组

(表 1)。13例 HCC中 , 12例检测了 IGF-Ⅱ , 癌内外均

有 IGF-Ⅱ的过量表达。带瘤的动物肝 IGF-Ⅱ的阳性

率非常显著地高于无瘤者。 IGF-Ⅱ阳性的细胞及组

织分布以及亚细胞定位: 21例阳性中 , 有 8例出现于

细胞核 ; 11例同时见于胞浆及胞核 ; 2例定位于胞浆。

在 12例肝癌组织中 , 6例的阳性细胞呈簇状分布于肿

瘤结节及邻近的肝细胞增生灶内。
表 1　各组 IGF-Ⅱ , p21及 HBxAg表达率比较

Table 1　 Expresstons of IGF-Ⅱ , p21 and HBxAg in each

group of animals

组别

Group

动物数

No.

animals

阳性数 Posi tive animals

HCC数 IGF-Ⅱ p
21

HBx Ag

A 17 9( 52. 9)* 14( 82. 4)* 5( 29. 4) 9( 52. 9)*

B 9 1( 11. 1)* 2( 22. 2)* 1( 11. 1) 1( 11. 1)*

C 19 3( 15. 8)
*

5( 26. 3)
* 3( 15. 8) N

D 8 0 0 0 N

合计

Total
53 13( 24. 5) 21( 39. 6) 9( 17. 0) 10( 18. 9)

括号内的数字为百分率 Th e values in th e bran kets are percentages.

( 2) p
21: 肝细胞内阳性表达率较低 ,仅出现 9例。

A、 B和 C组分别有 5、 1和 3例。D组无阳性表达。在同

一组 , 带瘤动物 p
21
阳性率显著高于无瘤者。但在 A

和 C两组间 , 带瘤动物 p
21表达率无显著性差异 (表

1和表 2)。9例 p21阳性细胞均见于肿瘤结节或增生细

胞灶内。7例 p
21
的阳性物质定位于肝细胞浆 ; 2例同时

位于肝细胞核和胞浆。8例 p
21
阳性的肝切片同时出现

IGF-Ⅱ的过量表达。

( 3) HBx Ag: 26只感染了人 HBV的树鼠句 , 有 10

例在肝细胞检出了 HBxAg。带瘤动物 HBx Ag检出

率显著高于无瘤者 (表 1、表 2)。阳性细胞呈簇状分布

于癌内或癌周 ; 在无癌肝则见于增生细胞灶内。阳性

物质多见于胞浆 , 少数同时出现于细胞核。

3　讨论

在阴性对照片上 ,未出现 IGF-Ⅱ 、 HBx Ag及 p21

的阳性表达。表明在免疫组化染色中 , 无非特异性阳

性反应产生。

表 2　各组带瘤与非带瘤动物 IGF-Ⅱ , p21及 HBxAg表达率比较

Table 2　Expressions of IGF-Ⅱ , p21 and HBxAg in the animals with and without tumor in each group

组别

Group

动物

No.

animals

IGF-Ⅱ阳性数 IGF-Ⅱ po sitiv eness p21阳性数 p21 positiv eness HBx Ag阳性数 HBxAg positiv eness

无瘤动物

No. animals
w ithout tumo r

带瘤动物

No . animals
with tumo r

无瘤动物

No. animals
w ithout tumo r

带瘤动物

No . anima ls
with tumo r

无瘤动物

No. animals
without tumor

带瘤动物

No. anima ls
with tumor

A 17 5 /8( 65. 5) 9 /9( 100. 0) 0 /81 5 /9( 55. 5)1 2 /8( 25. 0) 7 /9( 77. 7)

B 9 2 /8( 25. 0) 0 /1 1 /8( 12. 5) 0 /1 1 /8( 12. 5) 0 /1

C 19 2 /16( 12. 5)1 3 /3( 100. 0) 1 /16( 6. 3) 2 /3( 66. 7)

D 8 0 0 0

合计

To tal
53 9 /32( 28. 1)2 12 /13( 92. 3) 2 2 /32( 6. 3)2 7 /13( 53. 8)2 3 /16( 18. 7)1 7 /10( 70. 0)1

括号内的数字为百分率 The values in th e brankets a re percentag es
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　　本文是在能感染人 HBV的树鼠句动物模型进行人

HBV与 AFB1致肝癌作用的实验研究基础上
[1 ]
,从分

子水平去探讨 HBV与 AFB1协同致癌作用机理。

本研究对照组无 IGF-Ⅱ表达 , A组的表达率显

著高于 B、 C两组 ,表明 HBV和 AFB1都能激发肝细

胞 IGF-Ⅱ过量表达 ;两种因素共同作用 ,能明显增强

这种作用。有报道:当发生胚胎性肿瘤 ,如肝母细胞瘤

时 ,血循环中 IGF-Ⅱ浓度提高
[3 ]
。另外 ,将转基因小

鼠的循环 IGF-Ⅱ浓度提高 20～ 30倍 , 18个月后 ,这些

小鼠出现了各种各样的肿瘤 [4 ]。本文带瘤树鼠句肝

IGF-Ⅱ的表达率显著高于无瘤者 ,提示 IGF-Ⅱ的过

量表达在树鼠句肝癌发生中有重要作用。另外 ,在癌旁

肝细胞及无癌肝的增生细胞灶或结节内也检出 IGF-

Ⅱ阳性细胞。提示 ,在致癌因子作用下 , IGF-Ⅱ较早

被激活。肝细胞内 IGF-Ⅱ的过量表达 ,是肝癌及癌前

病变的信号之一。

ras基因的表达蛋白 p
21能调控 GTP酶的活性 ,

参与控制细胞的增殖。本文各组 p21表达率与肝癌发

生呈正相关性。其中 A组带瘤动物 p
21
表达又明显高

于无瘤者。提示 p
21表达与树鼠句 HCC发生关系密切。

这与在人肝癌的研究结果相似 [ 5]。

HBx基因属于 HBV的非结构蛋白。最近的研究

显示 HBx蛋白有反式激活各种不同的病毒和细胞基

因的作用 [6 ]。本文 A、 B组 IGF-Ⅱ与 HBx Ag表达呈

平行关系 ,也反映了这种作用。另外 ,实验树鼠句肝癌中

HBx Ag的阳性率显著高于无癌肝 ,也提示 HBx基因

在 HCC形成中起重要作用。HBx的过量表达可能是

与 HBV有关的致肝癌作用过程决定性的一步
[7 ]。因

此 ,在慢性 HBV感染者 ,肝细胞出现 HBx Ag ,可能

是 HCC发生的重要的前瞻性的标志物
[8 ]
。

本文各组 IGF-Ⅱ、 p
21及 HBx三种基因蛋白的表

达与该组 HCC发生率呈正相关性 ,即暴露于 HBV

和 AFB1两因素的 A组 ,不仅 HCC发生率显著高于

只暴露于单一因素 ( HBV或 AFB1 )的 B或 C组 ,而

且 p
21
、 IGF-Ⅱ及 HBxAg也同样高于 B或 C组。展示

出这三种基因蛋白的表达与 HCC之间的密切关系。

我们以前的实验已证实 HBV有致 HCC及

AFB1有协同致 HCC作用
[1 ]
。通过 HBx基因的反式

激活作用 ,使癌基因激活、抑癌基因 p53的突变 [ 9] ,可

能是 HBV致 HCC的机理之一。另一方面 , HBV感

染又将影响 AFB1的代谢 ,增加了 AFB1— DNA加合

物的含量 [10 ]。整合了 HBV DNA的肝细胞更易蓄积

AFB1 ,然后通过修饰结构 ,形成 AFB1— DNA加合

物 ,启动细胞转化。再者 , AFB1能引起病毒复制的增

加 [ 11]或介导扩增病毒 DNA序列。这可能是 HBV与

AFB1协同致肝癌作用的机理之一。 IGF-Ⅱ及 HBx基

因的过量表达 ,可能作为癌变的早期信号引起重视。

该实验为更深入地研究人肝癌发生的分子机理 ,提供

了较好的动物模型。
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