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摘要! 观察二乙基亚硝胺#

+,-

$诱发大鼠肝癌组织的病理变化!探讨草苁蓉环烯醚萜苷%

./!0

&

对细胞凋亡和
!"#

'

!$%1)

蛋白表达的影响(将
2345"6

大鼠分为对照组'模型组'

7189

组及
./!0

组) 除对照组! 各组大鼠第
:

天给予
);; <=>?= +,-

腹腔注射
(

次! 而后给予饮用体积分数

;@A7B

的
+,-

水溶液*

7&89

组大鼠腹腔注射
)7 <=C?= 7&89

每周
D

次*

./!0

组大鼠灌胃
7AA

<=C?= ./!0

每日
(

次) 实验第
()

+

)A

'
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周末!分批处死动物!观察肝脏病理变化及细胞凋亡!

免疫组化法检测
!"#

'

!$%&)

蛋白的表达) 结果表明!与对照组比较!模型组细胞凋亡显著增加!

胞质呈棕黄色!凋亡的肝细胞皱缩'核固缩及核仁消失*与模型组比较!

7&89

组与
./!0

组凋亡

显著增多!差异有统计学意义%

=FA@A7

$!但两组间无显著差异%

=GA@A7
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和
!$%1)

阳性细胞

主要分布于不典型增生灶和癌灶中!表达于胞浆*与模型组比较!

7189

组和
./!0

组
!"#

表达

明显增强!而
!$%1)

表达明显减弱!差异有统计学意义%

=FA@A7

$!两组间无显著差异%

=GA@A7

$*模

型组'

7189

组与
./!0

组中
!"#

表达和
!$%1)

表达均呈负相关 %

=FA@A7

$)

./!0

可诱导细胞凋

亡!抑制肝癌细胞增值!其机制可能与
!"#

蛋白增多和
!$%1)

蛋白减少有关)
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如今!原发性肝细胞癌%

!""

$的新发呈迅猛的

增加趋势 #$%

!

&!'

揭晓的'全球癌症报告(表明!肝

癌的新发和死亡人数中国居世界第一#(%

) 恶性肿瘤

的发生与细胞凋亡*增殖紧密相关#)%

) 细胞凋亡是由

基因调控引起的细胞环境和死亡信号变化引起的

程序性细胞死亡过程) 肿瘤细胞与实体肿瘤中都存

在细胞凋亡!且凋亡程度的好坏直接与肿瘤的发展

程度相关)

草苁蓉为中国传统的民族药!为我国二类保护

植物!是大兴安岭高山地区*长白山特有植物#*%

) 草

苁蓉环烯醚萜苷%

+,-./-. 0123/4-.54 6,/7 "#$%&'()*()

+#$$(%)

!

+89:

#是草苁蓉重要活性成分!具有抑制肿

瘤*诱导凋亡*抗氧化*保肝等作用#;<=%

) 目前对
+89:

抗癌机制方面的研究受到广泛的关注) 探讨二乙基

亚硝胺%

>?@

#诱发大鼠肝癌中
+89:

对细胞凋亡及

细胞凋亡相关蛋白
9AB

*

931<(

的作用! 进一步阐明

其抗癌机制)

)*)

材料

&-4CA,

大鼠购自延边大学实验动物中心!

9AB

*

931<(

多克隆抗体*

DE@?F

和免疫组化试剂盒购自

北京中杉金桥!

+89:

为延边大学基础医学院全吉

淑教授惠赠)

)*+

肝癌大鼠模型的制备

&-4CA,

雄性大鼠
G*H

只!分为对照组*模型组*

;<IE

组及
+89:

组)对照组大鼠第
J

天给予腹腔注射

$

次
KLJ 7FMN0

生理盐水+余
)

组大鼠第
J

天腹腔注射

J

次
(KK 70MO0 >?@

! 然后给予饮用体积分数
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的
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水溶液)

;<IE

组大鼠腹腔注射
Q; 70MO0

;<IE

每周
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次+
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组大鼠灌胃
;KK 70MO0 +89:

每日
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次)实验第
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周末处死
=

只动物!第
QH

周

末处死
Q*

只动物!取心脏血!肝脏福尔马林固定)

)*,

检测方法

!?

染色观测肝脏病理变化!

DE@?F

法检测肝

细胞的凋亡!免疫组化法检测
9AB

和
931<Q

的表达)

每张切片中阳性细胞率
R;P

为阴性%

<

#+

;P!Q;P

为

弱阳性%

S

#+

(;P!;KP

为中等强度阳性%

SS

#+

T;KP

为强阳性%
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统计学处理

利用
UVUU$WXK

统计软件! 计量资料以
,!$

表

示! 计数资料以
,

( 检验和
UY5A,7AZ

等级相关检验

表示!

!RKXK;

差异具有统计学意义)

+*)

肝脏组织病理学改变

+*)*) !?

染色 对照组肝小叶结构正常! 肝索排

列正常) 模型组病理变化可分为
)

个阶段)

$

#肝炎
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免疫组化染色结果
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和
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阳性细胞主要分布于不典型增生

灶和癌灶中!表达于胞浆"见表
)

!图
)

#$ 与对照组

比较!模型组
!"#

和
!$%&(

表达明显增强"

!"# !

(

*

)+,-./

!

!$%0( !

(

*-1(/-

%

"2.1.+

&%与模型组比较!

+0

34

组和
56!7

组
!"#

表达明显增强!而
!$%0(

表达

明显减弱 '

+034

组
!"# !

(

*8,(.(

!

56!7

组
!"# !

(

*

/,98+

%

+034

组
!$%0( !

(

*/,/)8

!

56!7

组
!$%0( !

(

*

-,8./

%

"2.,.+

&!两组间无显著差异"

!"# !

(
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!

!$%0( !

(

*(,9(/

%
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各组大鼠肝组织
#$%

与
#&'(!

之间的相关性

!"#

表达与
!$%0(

表达!对照组无相关性"

#*0

.,.8.

!

":.,.+

&! 模型组呈负相关 "

# $0.,<.(

!

"2
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+034

组呈负相关 "
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!

"2.,.+
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56!7

组呈负相关"
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诱发的大鼠肝癌多为肝细胞肝癌!造模简

单易成功$ 研究表明!

>?@

诱癌整个过程与人类肝

细胞癌进程相似A-B

$

>?@

在致癌过程中损伤肝细胞

正常结构!使肝细胞代偿性增生$ 随着给药时间的

延长!

>?@

在体内的毒性堆积!可启动癌变机制!肝

组织病变程度也逐渐加重! 引起大鼠的中毒反应!

并导致肝癌的形成$ 本实验用
>?@

诱发大鼠肝癌

过程中发现!造模第
(9

周时
C?

染色结果显示肝细

胞核大(深染(变性(异型增生!可见癌变细胞!成功

地诱发了肝癌模型) 与模型组相比!

56!7

组和
+0

34

组病理变化均减轻! 表明
56!7

阻止了
>?@

的

致癌进程!保护了肝组织*

肝癌的发生机制非常复杂!与细胞的增殖和凋

亡发生异常相关* 细胞凋亡是细胞的程序性死亡!

阶段'

D(

周#+可见炎性反应,坏死和淋巴细胞浸润(

胶原沉积及凋亡小体*

(

#肝硬化阶段'

(;

周#+可见

结节性肝细胞再生!不同大小的肝结节!肝小叶正

常结构破坏(肝索排列紊乱*

<

#肝癌阶段'

(9

周#+可

见肝细胞核深染!肝细胞变性(增生!部分可见癌细

胞增生*

+034

组及
56!7

组病理变化较模型组明显

改善!但两组间无明显差异*

!"*"!

肝细胞凋亡染色 对照组大鼠肝细胞凋亡

稀少!着色浅* 与对照组比较!模型组细胞凋亡显著

增加!胞质呈棕黄色!凋亡的肝细胞固缩(核浓缩(

核仁消失!差异有统计学意义'

!

(

*)),+);

!

"2;,;)

#*

与模型组比较!

+034

组与
56!7

组凋亡明显增多!

差异有统计学意义 '

+034

组
!

(

*)),)=/

!

56!7

组

!

(

*/,9)<

%

"2;,;+

#!但两组间无显著差异'

!

(

*(,=(=

!

":;,;+

#!'见表
)

和图
)

#*

表
*

肝细胞凋亡检测及
#$%

!

#&'(!

在各组大鼠肝组织中的表达情况

+$,'- * ./0/10232 04 '35-6 &-''2 $78 19- -%/6-22307 04 #$% $78 #&'(! 37 '35-6 1322:- 04 6$12 37 -$&9 ;60:/

组别 鼠数
E4@?F 表达

率
GH

!"# 表达

率
GH

!$%0( 表达

率
GH

0 I JJ JJJ 0 J JJ JJJ 0 J JJ JJJ

对照组
(= (( ( . . 91< (( ) ) . 91< (< ) . . =1(

模型组
(= )) ). ( ) +.1.

K

8 ). < ( -(1+

K

)- - ( . <<1<

K

+&34

组
(= ( )) 8 (

8)1/

!

) )< 9 ( 8+19

!

(< . ) . =1(

!

56!7

组
(= = )( 9 .

9<1<

!

( )( 8 ) 8)1/

!

(( ) . ) 91<

!

注+

K

与对照组比较!

"2.1.+

!

L

与肝癌组比较!

"2;,;+

图
*

肝组织
+<=>?

及
#$%

!

#&'(!

免疫组化观察结果
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C3;" * D,2-65$1307 04 +<=> $78 EFF:7093210&9-F3&$'

0,2-65$1307 04 #$% G #&'(!04 '35-6 2-&13072 @!*AAH

讨讨讨讨讨 论论论论论
%%%%

%

'%$



!"#"$!%& $!'(%)"

*+,!-$) +. .++/ #%("-%" $-/ 0(+'"%&-+)+12 345678 -469: :;9<

%,( =>?@AB?@

!

CD ?5

"

"EECFD 4E (G>B4>B 15HF4I>BCI EG4J !"#$%&'()'(

*"##'+( 4@ KL4LD4I>I ?@B "MLGCII>4@ 4E 0?M

?@B 0F5N: >@ )>OCG %?@FCG %C55I

能调控机体发育和内环境稳定!"#$%

! 研发及评估抗肿

瘤药物的重要指标与肿瘤细胞的增殖"凋亡密切相

关!&#'%

! 有大量的研究表明#抗凋亡因子在肿瘤细胞

株和实体肿瘤中表达增加#使正常的凋亡程序受到

抑制#而增殖能力不断增强!()%

!

细胞凋亡的发生受多种基因的调控# 其中
*+,

和
*-.#/

备受关注# 且其比值决定细胞接受凋亡信

号后存活与否#在调控凋亡中起关键作用!00#01%

! 正常

情况下#

*+,

和
*-.#/

的相互调节处于相对稳定的状

态! 当诱发癌变时#

*+,2*-.#/

表达失衡可加重癌变

的进展! 大量研究表明#中草药对细胞的凋亡有不同

程度的诱导效果# 辅助或协同细胞毒药物对癌细胞

起杀伤作用# 其作用机制与凋亡相关蛋白的表达失

衡相关!03%

!

*+,

为凋亡促进蛋白#

*-.#/

为凋亡抑制蛋白#

细胞中
*+,

升高则形成
*+,

同源二聚体# 加速凋

亡$反之形成
*+,2*-.#/

异源二聚体#而抑制凋亡!04#0"%

!

研究报道# 肝癌和许多肿瘤细胞凋亡的增加#与

*+,2*-.#/

表达失衡有关!0$#/)%

! 抑制凋亡蛋白与促凋

亡蛋白的比例高低#反映出细胞凋亡的能力大小!/0%

!

本实验中除对照组#细胞凋亡均明显增多!

4#

56

与
78*9

干预后# 上调肝癌组织中
*+,

基因表

达#而下调
*-.:/

基因表达#并且
*+,2*-.#/

比例也

随之升高#表明
78*9

可使癌变的细胞发生凋亡#进

而抑制肝癌的进展!

78*9

可诱发细胞凋亡#抑制肝

癌细胞增值# 其机制可能与
*+,

蛋白增多和
*-.#/

蛋白减少有关!

结结结结结 语语语语语
PPPP
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科 技 信 息

欧盟评估一种三酰基甘油脂肪酶的安全性

据欧盟食品安全局%

()*+

&消息!

',-.

年
-,

月
//

日!欧盟食品安全局就来自转基因里氏木霉菌株
0)-,1/2

的三

酰基甘油脂肪酶%

345"$6%7%6$849% :5;"<8

&的安全性评价发布意见'

据了解!这种三酰基甘油脂肪酶旨在用于烘焙过程和谷物加工过程中' 经过评估!评估小组认为在预期使用条件

下这种食品酶不会引起安全问题'

(信息来源)食品伙伴网
=

欧盟评估一种三酰基甘油脂肪酶的安全性
>(!?@:A=

%

/B-.C-B&/D

&

= EFF;G??H8I<=J99KL"F8=

H8F?/B-.?-B?2MNB-DOEFL%

'('


