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Abstract
AIM: To explore the relationship between cyclin D1 aberrant
expression and telomerase activity during hepatocellular
canceration and its significance.

METHODS: 0.5 g/L 2-AAF was used to induce rat (Wistar)
hepatocellular carcinoma. Cyclin D1 and telomerase were
examined respectively by in situ hybridization techniques
and PCR-TRAP-ELISA.

RESULTS: Eight rats in control group showed normal ex-
pression of cyclin D1 and negative telomerase activity. In
16 rats with liver cirrhosis, 12 showed  overexpression of
cyclin D1 and 9 showed positive telomerase activity. In 11
rats with hepatocellular carcinoma, 4 showed overexpression
of cyclin D1 and 10 showed positive telomerase activity.

CONCLUSION: Expression of cyclin D1 and telomerase ac-
tivity in liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma were
higher than those in control group. Cyclin D1 overexpression
was associated with a high telomerase activity in liver cirrhosis.
There was a negative correlation between cyclin D1 expression
and telomerase activity in hepatocellular carcinoma.
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摘要

目的: 探讨肝细胞癌变过程中cyclin D1的异常表达与端粒

酶活性之间的关系及其意义.

方法: 用0.5 g/L的2-AAF诱导Wistar大鼠建立肝癌动物模

型 应用原位杂交法和PCR-TRAP-ELISA法检测大鼠肝脏

在癌变过程中cyclin D1的异常表达和端粒酶的活性.

结果: 正常组8例中cyclin D1表达均正常 端粒酶均阴性.

肝硬化组16例中有12例 cyclin D1过表达 有4例cyclin

D1表达正常 有9例端粒酶阳性 有7例端粒酶阴性. 肝

癌组11例中有4例cyclin D1过表达 有7例 cyclin D1表

达正常 有 10 例端粒酶阳性 有 1 例端粒酶阴性.

结论: 肝硬化组和肝癌组的cyclin D1异常表达 端粒酶活

性均高于正常组 而且肝硬化组的cyclin D1异常表达与端

粒酶活性呈正相关 肝癌组的cyclin D1异常表达与端粒酶

活性呈负相关.
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0   引言

肝细胞癌是人类常见的一种恶性肿瘤 研究其发病机

制以便于更好的治疗则是目前人们研究的重点之一. 因

为肝细胞癌的形成与端粒酶的活性及cyclin D1异常表达

均有密切关系 而且 cyclin D1作为细胞周期调节因

子 是调节细胞周期的关键[1] 所以本实验通过研究

大鼠肝脏在癌变的动态过程中端粒酶与cyclin D1之间的

关系 来探讨端粒酶的活性与细胞周期的关系 从而

为肿瘤的预防 诊断 治疗提供依据.

1   材料和方法

1.1 材料  Wistar 大鼠及饲料购自哈尔滨医科大学附属

第二医院动物中心 2-乙酰氨基芴(2-AAF)和DEPC购

自美国Sigma公司 PCR-TRAP-ELISA试剂盒购自瑞

士Roche公司 cyclin D1原位杂交试剂盒购自天津T.B.

D生物制品有限公司 DAB购自武汉博士德生物公司.

1.2 方法  选取 Wistar 大鼠 39只 质量140 20 g.

随机选取9只大鼠为正常对照组 给予标准颗粒饲料喂

养; 其余为实验组 以含0.5 g/L 2-AAF的颗粒饲料喂



养. 分别于 8 12 16 wk 随机取鼠13只处死(正常组

3只和实验组10只). 取部分肝组织放于40 g/L多聚甲醛

中固定 做成蜡块留做病理学检查及原位杂交; 取部分

肝组织放入液氮中速冻 再移入-80 冰箱 留做端

粒酶活性检测.

1.2.1 原位杂交法检测cyclin D1的mRNA含量  石蜡切

片经脱蜡 脱水后 用30 mL/L H2O2室温孵育10 min

以消除内源性过氧化物酶的活性. 把组织放入细胞打孔

液中浸泡40 min PBS 冲洗 再放入抗原修复液中修

复组织 PBS 冲洗 滤纸吸干. 滴加 3 %柠檬酸新鲜

稀释液 PBS冲洗 滤纸吸干. 滴加预杂交液37 过夜

SSC冲洗 滤纸吸干. 滴加含探针的杂交液37 5 h

SSC冲洗 滤纸吸干. 滴加封闭液 生物素化兔/小鼠抗

地高辛 SABC-POD DAB 显色剂等 苏木素复染

脱水 透明 封片. Cyclin D1原位杂交以细胞质出现棕

黄色颗粒为阳性. 计数10个高倍镜视野 根据阳性细胞

在同类细胞中所占比例的多少将染色结果分为4个等

级: 阴性(-)为无阳性细胞或<5 %的细胞呈阳性反应; 弱

阳性(+)为 5-24 %的细胞呈阳性反应 中度阳性(++)为

25-50 %的细胞呈阳性反应 强阳性反应(+++)为>50 %的

细胞呈阳性反应. - +为表达正常 ++ +++为过表达.

1.2.2 PCR-TRAP-ELISA法检测端粒酶的活性  取4 mm3

的肝组织放入加有200 µL裂解液的研磨器中 研碎后
倒入eppendorf 管中 冰浴30 min. 然后 4  16 000 g

离心 20 min 取上清液. 部分用于检测蛋白含量 部

分放入液氮中速冻 然后-80 保存. 将反应混合物 无

菌蒸馏水 组织提取物加入PCR扩增管中 然后按下述

PCR循环进行扩增. 循环1 25  10 min. 循环2  94 

5 min. 循环3-32 94  30 s; 50  30 s; 72  90 s. 循

环 33 72  10 min. 将变性液与扩增产物常温孵育

10 min 再加入杂交液涡旋混匀. 取 100 µL混合物放
入MTP板 依次加入抗DIG-POD工作液 底物显色

液 终止液 30 min 内用酶标仪测定450 nm 处的吸

光度(用630 nm波长作对照). 端粒酶的结果按吸光度(A)

的值分级. 阳性对照: A阳450-A阳630 >1.5为阳性合格. 阴性

对照: A阴450-A阴630 <0.25为阴性合格. 样本: A450-A630-A

阴 >0.2 为阳性 否则为阴性. A >0.2 为 + 1 <A <1.5

为 ++ A >1.5 为 +++.

         统计学处理  采用秩和检验和相关分析的统计学方法.

2   结果

正常对照组9只大鼠中 有1只大鼠在16 wk 处死时

肝脏有部分发生轻度脂肪变性而排除 其余8只大鼠均

正常. 实验组在8 wk处死时 10只大鼠均为肝硬化 轻

重略有不同. 在 12 wk处死时 有1只大鼠死亡而排除

有5只大鼠为肝硬化 有4只大鼠为肝癌. 在16 wk处死

时 有2只大鼠死亡而排除 有1只大鼠为肝硬化 有

7只大鼠为肝癌. 即正常对照组8只大鼠 肝硬化组16

只大鼠 肝癌组11只大鼠. 正常对照组可见肝细胞大

小形态均匀一致. 肝硬化组可见肝细胞的变性坏死 假小

叶的形成 但纤维化的程度不同 为轻至重度纤维化

结节处的核分裂像增多 但异型性不明显. 肝癌组可见肝

细胞大小不等 核分裂像增多 异型性明显(图1).

图1  Wistar 大鼠肝组织HE染色. A: 正常 40; B: 肝硬化 10; C:肝
癌 40.

2.1 Cyclin D1的原位杂交表达  正常组8例 cyclin D1表

达均正常. 肝硬化组16例中有12例 cyclin D1过表达

阳性率为75.0 %. 肝癌组11例中有4例cyclin D1过表达

阳性率为36.4 %. 肝硬化组和肝癌组的cyclin D1异常表

达均高于正常组 而且肝硬化组的cyclin D1异常表达

又高于肝癌组(图2).

图2  cyclin D1的原位杂交结果 40. A: 正常; B: 肝硬化; C: 肝癌.
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2.2 端粒酶活性的检测  正常组8例端粒酶活性均为阴

性. 肝硬化组16例中有9例端粒酶活性阳性 阳性率为

56.3 %. 肝癌组11例中有10例端粒酶活性阳性 阳性

率为90.9 %. 肝硬化组和肝癌组的端粒酶活性均高于正

常组 而且肝硬化组的端粒酶活性又低于肝癌组.

2.3 Cyclin D1异常表达与端粒酶活性的关系   正常组8例

cyclin D1表达均正常 而且端粒酶活性均为阴性. 肝硬

化组12例 cyclin D1过表达中有8例端粒酶活性阳性

4例cyclin D1表达正常中有1例端粒酶活性阳性. 肝癌组

4例 cyclin D1过表达中有3例端粒酶活性阳性 7例

cyclin D1表达正常中端粒酶活性均阳性. 肝硬化组的

cyclin D1异常表达与端粒酶活性呈正相关 肝癌组的

cyclin D1异常表达与端粒酶活性呈负相关(表1).

表1  肝硬化和肝癌cyclin D1异常表达与端粒酶活性的关系

           端粒酶活性
分组      cyclin D1表达           合计

- +         ++        +++

肝硬化   - 0 0 0 0 0

  + 3 1 0 0 4

 ++ 4 1 1 1 7

+++ 0 1 3 1 5

合计 7 3 4 2         16

肝癌    - 0 0 1 2 3

   + 0 0 2 2 4

 ++ 0 2 1 0 3

+++ 1 0 0 0 1

合计 1 2 4 4         11

肝硬化: r =0.671, P <0.01; 肝癌: r = -0.771, P <0.02.

3   讨论

因为肿瘤细胞的永生化与端粒酶的活化和细胞周期的

调控失常均有密切关系[1-10] 而且端粒酶与细胞周期的

异常变化常同时出现在人类肿瘤中 如: 在头颈癌[11]和

皮肤黑色素瘤[12]等的研究中 常发现端粒酶的活性增

加和细胞周期调节因子cyclin D1等的异常改变 所以

二者的关系引起人们的广泛关注.

       本实验的结果表明在肝细胞癌变过程中 肝硬化

组与肝癌组均有 cyclin D1过表达和端粒酶活性增加

而且高于正常组 这与文献[13-29]报导一致. 另外 肝

细胞癌变过程中端粒酶活性越来越强 肝癌组高于肝

硬化组. 这可能是因为肝硬化时细胞逐渐增生 端粒逐

渐缩短 部分激活端粒酶 至肝癌时端粒酶活性更高.

肝细胞癌变过程中cyclin D1的表达先升高后下降 肝

硬化组高于肝癌组 这可能与癌变程度有关. 一些研究

认为cyclin D1过表达是肝癌发生的早期事件[20] 另一

些研究发现肝癌中 cyclin D1下调与大肝癌 低分化

( 级)有关 在微小肝癌中未见 cyclin D1下调发

生在肝癌的晚期. 本实验的结果表明 随着肝硬化的逐

渐加重 cyclin D1的过表达逐渐增多 至肝癌早期达

到高峰 然后逐渐下降 至肝癌晚期下调 这似乎

与他们的研究一致. 没有看到肝癌早期的高峰 可能与

肝癌组例数较少有关.

         肝硬化组的cyclin D1异常表达与端粒酶活性呈正相

关 肝癌组的cyclin D1异常表达与端粒酶活性呈负相

关 这可能是因为cyclin D1在G1期开始积累 在G1晚期

达到高峰 进入S期后迅速分解 而端粒酶活性在G1/S期

进行性增加并于S期达到最大 在G2/M 期活性极低

所以cyclin D1的过表达促进了细胞周期的进程 加速

细胞周期进入S期 然后cyclin D1迅速分解 从而促

进了端粒酶的活性达高峰.

         肝细胞癌中细胞周期的调控失常与端粒酶的活性有

关 与乳腺癌 卵巢癌[30] 子宫内膜癌[31]等多种肿瘤

的研究结果相似 这为人们进一步研究肿瘤的发病机

制 端粒酶抑制剂及细胞周期阻断剂在肿瘤治疗中的

作用提供了理论依据.
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