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雄性小鼠为对照组(观察诱癌

小鼠的生长状况&每
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基因及蛋白表达差异(结果
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之间&呈多发性(早期病理改
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见瘤巨细胞和病理性核分裂&间质肝纤维组织增生&提示有肝硬化改变#

K4(Z:K

&

>?&B?D'.-"B

结果显

示&实验组小鼠在化学诱癌第
!,

周开始
:U!$(+KVI

表达升高&第
("

周时明显增强#荧光定量结果显

示&

:U!$+KVI

在化学诱癌第
)

'

&

'

!(

'

!,

及
("

周的小鼠肝癌组织中的表达水平分别为$

($!##-

"*)%"

%'$

($#$'-"$)%(

%'$

($%,%-"$%($

%'$

#$(!%-"$,(%

%和$

!)$"$'-'$&!(

%&与同期对照组比较差

异具有统计学意义$

@

"

"$"'

%(结论
!

肝癌干细胞标志物
:U!$

参与了肝癌的发生发展&其表达量随诱

癌时间的延长而逐渐增加&但其对肝癌发生发展的确切调控机制有待深入研究(

关键词!肝癌#干细胞#

:U!$

#

:'%W2

!

,)

小鼠

中图分类号!

K%#"$#

#

K%#'*%

!!

文献标识码!

I

!!

文章编号!

!"""(&'%&

$

("!(

%

!"(!!&&("'

!

!

引言

尽管肝癌的治疗手段越来越先进&治愈率似乎

也在不断提高&但根据流行病学分析&其发病率仍然

呈明显上升趋势(因此肝癌发生的分子机制仍然是

+

&&!!

+

肿瘤防治研究
("!(

年第
#$

卷第
!"

期



研究的焦点和难点(目前认为肝癌是一种干细胞性

疾病&从肝癌组织分离鉴定出的小部分细胞具有明
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准曲线对实验进行质量控制&用内参基因
"

(,1B#'

对

+KVI

含量的变异进行校正(结果用双标准曲线

法进行定量(

!$'

!

>?&B?D'

印迹法检测
:U!$

蛋白表达

用
W:I

蛋白定量试剂盒进行蛋白定量&以
"

(

,1B#'

为内参&

!(R7L7(ZI5*

电泳&每泳道蛋白上

样量为
!"

#

A

(转膜'封闭后&一抗$

"

(,1B#'

工作浓

度
!1!""""

&

:U!$

工作浓度
!1!"""

%

)S

培育过

夜#

4W74

洗膜&按快速'敏感的超级信号转导基板

化学发光法试剂盒的说明书发光'压片(

!$,

!

病理学观察

获取的部分诱癌组肝癌组织和正常对照组肝癌

组织及肝组织用
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排列结构明显紊乱&染色质明显增粗&细胞核增大'

核染色明显变深(细胞大小'形状各异&可见瘤巨细

胞和病理性核分裂&见图
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实时定量
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过程中小鼠肝癌组织中
:U!$+KVI

的表达水平
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不同诱癌阶段小鼠肝脏表面观和组织镜下观
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印迹法检测
:U!$

的表达

正常对照组小鼠肝组织及诱癌第
)

'

&

'

!(

周肝

组织均未出现
:U!$

蛋白的表达(但在诱癌第
!,

周时开始出现
:U!$

蛋白高表达&第
("

周表达明显

增强&见图
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图
M
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不同化学诱癌阶段中
@IJZ

蛋白表达情况
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讨论

为了检测
:U!$

肝癌干细胞标志物在化学诱癌

过程中不同的诱癌阶段的表达差异&我们通过定期

处死小鼠&通过病理学'免疫印迹和荧光定量
Z:K

技术检测其定性和定量表达情况(我们既往曾成功

地联合应用
L*V

"

::-

)

"

*B0,'"-

诱发出
:'%W2

"

,)

小鼠肝癌(但我们的研究发现&单独使用
L*V

除

了造成肝损伤诱发大鼠肝癌外&还可造成胃肠道等

多器官发生肿瘤&因此考虑用多药联用诱发小鼠肝

癌&既能够在
("

周内诱发出小鼠肝癌&又能极大限

度地减少毒副作用&降低诱癌过程中小鼠的死亡率(

既往诱癌成功率
%&$&$R

&且
&#$!"R

的肿瘤呈多灶

性)

)

*

&本次实验诱癌成功率
!""R

&均为多灶性&无

小鼠死亡(未见小鼠其他脏器发生肿瘤(肉眼观察

发现&对照组正常小鼠肝脏无异常变化&色暗红&质

地柔软#实验组小鼠在诱癌第
!(

周以前的小鼠肝脏

组织&肉眼暗红色&质软&表面无明显的结节&镜下可

见部分区域肝细胞轻度异型增生&肝小叶结构完整&

间质有轻度淋巴细胞浸润#在化学诱癌第
!,

周处死

的小鼠肝脏表面出现肝癌小结节&直径约
(

$

'++

大小&灰白色&呈多发性(早期病理改变主要是肝细

胞排列结构轻度紊乱&细胞明显的异型增生(第
("

周时肝癌结节直径在
'

$

('++

之间&病理切片显

示为中'高分化的肝癌细胞&细胞排列结构明显紊

乱&染色质明显增粗&细胞大小'形状各异&可见瘤巨

细胞和病理性核分裂&胆管上皮细胞增生明显&可见

假胆管&部分肝小叶结构改建&间质肝纤维组织增

生&提示有肝硬化改变(

::-

)

可造成动物肝损伤&认

为主要是与
::-

)

自身和其自由基代谢产物有关(

::-

)

自身的溶酶作用可导致肝细胞损伤&其主要物

质自由基
::-

#

是造成肝损伤的主要机制(

::-

)

还

可激活肝星状细胞并导致胶原纤维沉积&因而造成

肝纤维化(长期给予乙醇也可造成肝损伤(

细胞角蛋白在人的上皮细胞系中分为
!$

个亚

型&依等电点又可分为酸性的
+

型和中'碱性的
&

型(

:U!$

是最常见的角蛋白之一&是酸性角蛋白

中的一种&属于
+

型&它的抗原性由其含有的蛋白质

多肽表达(

:U!$

相对分子质量为
)"

$

',JL

&是一

种低分子量的角蛋白&存在于正常上皮和各种上皮

来源的肿瘤)

'

*

(上皮细胞的恶性转化过程中&细胞

角蛋白结构往往得到保持(在肝脏
:U!$

见于胆道

分化过程中&也是祖细胞表型的标志(因此角蛋白

可作为一个肝癌干细胞的标志物)

,(%

*

(应用
K4(

Z:K

&荧光定量
Z:K

法和
>?&B?D'.-"B

免疫印迹法

检测均发现&实验组诱癌小鼠肝组织在
!(

周以前未

见
:U!$

基因和蛋白的表达&在
!,

周以后&随着时

间的延长表达逐渐增强&而在正常肝脏组织中未见

明显表达&实行定量
Z:K

定量检测表明&在同期的

实验组小鼠肝癌组织与对照组正常肝组织中
:U!$

基因的表达差异有统计学意义$
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肝细胞癌变过程中&细胞表型发生了改变&

:U!$

参

与了肝癌发生的始动过程&这也为探索肝细胞癌的

细胞起源提供了线索(

:U!$

是一个
+

型中间丝蛋

白&是已知最小的角质蛋白&与所有其他角蛋白不

同&它并没有一个指定的合作伙伴形成细丝&这意味

着其表达的调控不同于其他角蛋白编码基因)

&

*

(此

外&在许多肿瘤研究中
:U!$

已经被广泛地作为微

转移和检测循环肿瘤细胞的一个标志)

$

*

(肝癌也是

极易发生转移的&很有可能与
:U!$

有关联&

L#'

A

等)

!"

*研究也表明
:U!$

的表达跟肝癌的转移有关(

通常的化疗'放疗尽管杀灭了大量的肿瘤细胞&然而

由于肿瘤干细胞的存在&导致肿瘤细胞迅速得以恢

复&从而出现复发和转移(

本研究尽管说明肝癌干细胞表面标志物
:U!$

与肝癌的发生发展有密切关系&但是其具体的调控

机制还不清楚&以及与其他肿瘤干细胞标志物的共

同调控作用机制也需要做进一步的研究(
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