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Abstract
AIM: To study the expression of DNA repair enzyme hOGG1
mRNA and protein in nomal liver cell, hepatoma cell lines
and hepatocellular carcinoma (HCC) tissues, and to inves-
tigate their function in the progress of HCC.

METHODS: Expression of hOGG1 in normal liver cell L-02,
hepatoma cell lines  HepG2, SMMC7721 and HCC tissues
(26 cases) as well as surrouding  tissues of HCC (21 cases)
were detected by semi-quantitative reverse-transcription
polymerase chain reaction. hOGG1 protein was detected in
corresponding HT tissues (17 cases HT) and their surrouding
liver tissues (15 cases HST) by immunohistochemistry.

RESULTS: The expression level of hOGG1 mRNA in nomal
liver cell line was lower than  that in two hepatoma cell
lines  (0.270±0.014 vs 0.662±0.011, 0.624±0.020, P <0.05).
The expression of hOGG1 mRNA in HepG2 was similar to
that in SMMC7721. The expression of hOGG1 mRNA in HT
was lower than that in HST (P <0.05). hOGG1 protein was
87.2% (41 of 47)  positive in HT and HST and was mainly
distributed in liver cells. The protein level of hOGG1 in HCC
tissues was correspondingly lower than in their surrouding
tissues (P <0.05).

CONCLUSION: Overexpression of hOGG1 in hepatoma cell
lines and the surrouding liver tissuses of HCC may be one
of the key events which promote the malignant growth.
These results suggest a role for hOGG1 expression in the
course of the multistage process of carcinogenesis in hepa-
tocellular carcinoma.

Zhou XM, Lin JS, Zhang JY, Zhang L, Zhou HJ. Expression of hOGG1
mRNA and protein  in  hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(2):280-282

摘要

目的: 通过检测DNA修复酶hOGG1 mRNA及其蛋白在肝

细胞癌中表达程度 探讨hOGG1在肝细胞癌发生 发展

中的作用.

方法: 应用RT-RCR研究正常肝细胞株L-02 肝癌细胞

株SMMC7721 HepG2和肝癌(26例)及癌旁组织(21例)中

hOGG1 mRNA的表达 同时用免疫组织化学方法检测了上

述肝癌组织(17例)及癌旁组织(15例)中hOGG1蛋白的表达.

结果: 三株细胞均有hOGG1 mRNA表达 但hOGG1mRNA

在正常肝细胞株 L-O2 中的表达显著低于肝癌细胞株

SMMC7721 HepG2 中的表达(分别为 0.270 0.014 

0.66 0.011 0.624 0.020 P <0.05).  肝癌组织

hOGG1mRNA表达较癌周组织明显降低(P <0.05). HOGG1

蛋白肝组织表达阳性率为87.2% 主要在肝细胞胞质表达

在肝癌组织中表达比癌周组织明显降低(P <0.05).

结论: hOGG1mRNA及其蛋白在肝癌细胞株及癌周组织中表

达量升高 这可能是肝细胞癌恶性演变过程中的一个早期

预警指标.

周秀敏, 林菊生, 章金艳, 张莉, 周鹤俊. 肝细胞癌hOGG1 mRNA及其蛋白

的表达. 世界华人消化杂志  2004;12(2):280-282
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0   引言

多种理化因素 如紫外线 电离辐射 化学诱变剂

等可损伤细胞DNA. 如果DNA损伤得不到及时和有效的

修复 细胞将发生基因突变和癌变等严重后果. Oh8Gua

是肿瘤发生过程中DNA损伤的主要产物 是一种高度

致突变性损伤. hOGG1基因产物hOGG1蛋白具有DNA糖

苷酶和AP裂解酶活性 可特异切除修复Oh8Gua以及

因自发碱基丢失 或因DNA糖苷化作用产生的阻断DNA

复制的脱嘌呤或脱嘧啶(AP)位点. 我们以β-microglobulin
基因为内参 采用RT-PCR技术和免疫组织化学SP方

法检测正常肝细胞株L-02 肝癌细胞株SMMC7721

HepG2和肝癌及癌旁组织中hOGG1 mRNA及其蛋白质

表达 来揭示hOGG1表达与肝细胞癌恶性演变的关系.



1   材料和方法

1.1 材料  正常肝细胞株L-02 肝癌细胞株SMMC7721

HepG2均由同济医院肝病研究所传代培养 均为贴壁

生长的真核细胞 用含100 mL/L 的胎牛血清(FCS)和

100 kU/L的青/链霉素的DMEM(dulbeccos modified engle

medium)培养液在37 50 mL/L CO2条件下培养.

2001-09/2002-01在武汉同济医院肝胆外科中心手术切

除 并经病理证实为肝癌及癌旁组织各 26 21 例

经病理证实为肝癌及肝硬化组织. 逆转录试剂及PCR扩

增试剂均购自Promega 公司 Trizol 购自Omega 公司.

兔抗人hOGG1多克隆抗体购自美国Santa Cruz Biotech

公司 由国内深圳晶美公司代理. 免疫组织化学SP试

剂盒购自北京中山公司. 引物和内参 β-microglobulin参
照文献[1] (Oncogene 1998;16:3083-3086)中的引物序列

扩增片段分别为250 bp和 190 bp 两对引物由上海生

物工程研究所合成. hOGG1上游引物序列: 5 -GCGAC

TGCTGCGACAAGAC-3 下游引物序列:  5 -

TCGGGCACTGGCACTCAC-3 ; β-microglobulin上游引
物序列5 -TACTCTCTCTTTCTGGCCTG-3 下游

引物序列: 5 -GACAAGTCTGAATGCTCCAC-3 .

1.2 方法  吸干六孔板培养液 加TrizoL 1 mL后吹打

混匀 按照TrizoL试剂说明书步骤提取总RNA 溶于

无RNase酶水中 用紫外分光光度仪测定RNA浓度和

纯度 -75 保存备用. 组织用预冷的PBS漂洗干净

后 组织匀浆器研碎 其他步骤同细胞提取过程相同.

取总RNA 2 µL 5 RT Buffer 5 µL 10 mmoL/L
dNTP 1 µL 50 mU/L的RNasin 0.5 µL 0.5 g/L的 oLigodT
1 µL 200 mU/L的 M-MLV RT 1 µL 去离子水补至
25 µL 42 反应60 min 99 灭活5 min. 阴性对照为
不加模板的反应体系. 取上述cDNA 4 µL 加入10 Buffer
5 µL 10mmoL/L dNTP 2 µL 25 mmoL/L MgCl2 4 µL
10 pmoL/L引物各2 µL 10 pmoL/L β-microglobulin各
1 µL. 混匀后97 5 min热启动 3 mU/LTaq酶1 µL
总体积50 µL 加矿物油50 µL覆盖. 扩增条件: 94 
变性50 s 57 退火50 s 72 延伸20 s 32个循环

72 补偿7 min 分别扩增hOGG1及β-microglobulin基因
片段. 实验过程设立空白对照 为不加模板的反应体系.

取PCR产物10 µL PCR上样缓冲液 5 µL 于 20 g/L
琼脂糖凝胶上电泳(含0.5 mg/L溴化乙锭) 80V 30 min

然后在紫外灯下观察结果. UVP凝胶分析系统摄像分析结

果. hOGG1蛋白的表达用SP法检测 石蜡切片常规脱蜡

至水 然后加3% H2O2甲醇孵育10 min  0.01 mol/L枸橼

酸钠缓冲液微波90 10 min 抗原修复  PBS洗后

加正常兔血清 再滴加一抗(1 100) 4 孵育过夜. 滴

加二抗 PBS 洗后用DAB 显色 苏木素复染 中性

树胶封片.

        统计学处理  实验数据以 sx ± 表示  率的显著性
差异检验选用方差分析(SNK软件).

2   结果

2.1 正常肝细胞和肝癌细胞中hOGG1mRNA的表达  正

常肝细胞株L-O2平均hOGG1/β2比值为0.270 0.014
SMMC7721为 0.662 0.011 HepG2为 0.624 0.020.

其中hOGG1 mRNA的水平在L-O2中比在SMMC7721

HepG2 中相对下降 (P <0.05 SNK test) 但两株肝癌

细胞SMMC7721和HepG2中hOGG1 mRNA表达无明显

差异(P >0.05 SNK test 图 1).

图1  hOGG1 mRNA在三株细胞中的表达. 1: marker; 2: 不加cDNA
的PCR反应体系; 3: SMMC7721肝癌细胞株; 4: HepG2肝癌细胞株;
5: L-02正常肝细胞株.

图 2  hOGG1 mRNA在肝癌及癌旁组织表达. 1: marker; 2: 为不加
cDNA的PCR反应体系; 3: 肝癌组织1; 4:  相应癌旁组织1; 5: 肝癌组
织2; 6: 相应癌旁组织2.

图3  hOGG1蛋白在肝癌癌旁组织中表达免疫组化(×200).

图 4  hOGG1蛋白在肝癌组织中表达免疫组化(×200).
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2.2 肝癌组织及癌旁组织hOGG1 mRNA表达  肝癌组

织hOGG1/β2比值为0.31 0.08 癌旁组织为0.68
0.15 两组差异有显著性(P <0.05). hOGG1蛋白表达阳

性率为87.2% (41/47) 阳性物质呈棕黄色 在肝癌及

癌旁组织中主要分布于肝细胞胞质内见图3-4. 肝癌组

织中hOGG1蛋白表达的阳性均值0.126 0.02 癌旁组

织中hOGG1蛋白表达的阳性均值为0.137 0.08 两组

均值有统计学差异(t =5.358 P <0.05).

3   讨论

在DNA氧化损伤中 8-羟基鸟嘌呤(Oh8Gua)形成频率

最高 致突变能力最强 是DNA氧化损伤的代表性产

物 是肿瘤发生和发展的重要因素[1-10]. 因此 Oh8Gua 的

修复能力可能与个体癌症易感性密切相关[11-17]. hOGG1基

因产物hOGG1蛋白具有DNA糖苷酶和AP裂解酶活性

可特异切除修复Oh8Gua以及自发碱基丢失 或因DNA

糖苷化作用产生的阻断DNA复制的脱嘌呤或脱嘧啶(AP)

位点. hOGG1基因及其表达产物与肿瘤的发生发展关系

密切 在多种肿瘤里发现hOGG1基因表达异常 故很多

学者认为: hOGG1基因及其表达产物可能是肿瘤恶变的

一个早期预警指标. Li et al 发现乳腺癌患者的正常乳腺

组织较正常人的乳腺组织Oh8Gua含量高 同时也发现

其hOGG1蛋白含量也较正常人乳腺组织高. Cheng et al

研究了女性肺癌的致癌因素 发现厨房的油烟是主要

的因素之一.  发现肺癌细胞 CL- 3 经油烟处理后

Oh8Gua含量增高 hOGG1 mRNA含量也相应升高; 同时

他们研究了经常接触油烟的94名女厨师和43名家庭妇

女 101名没有接触厨房油烟的正常女性作为对照. 发

现前二者肺组织hOGG1 mRNA含量较对照组高. 因此他

们认为: hOGG1 mRNA水平可能作为油烟刺激后肺癌发

生的一个预警指标. Kondo et al发现hOGG1 mRNA在结

肠癌组织中比相应癌旁组织表达增高 Oh8Gua在结肠

癌组织中比相应癌旁组织中含量增高.

        本研究结果显示hOGG1 mRNA在三株细胞中均有表

达. 其中 hOGG1mRNA在正常肝细胞株L-02中表达量

较肝癌细胞株SMMC7721 HepG2中相对较少(P <0.05)

而 2株肝癌细胞株中的hOGG1 mRNA基因表达则无显

著异性(P >0.05). 肝癌细胞株SMMC7721 HepG2 中

hOGG1 mRNA基因表达比正常肝细胞株L-02中表达量

增加 这可能是肝癌的演进过程中氧化应激加剧 机

体DNA修复酶系统反馈性从转录水平进行调节的机制.

同时发现肝癌组织hOGG1 mRNA及蛋白表达较癌周肝

硬化组织明显降低 其机制可能为肝癌在恶性演变过

程中 在其肝硬化阶段已发生DNA修复酶系统hOGG1

从转录水平进行代偿性调节 在肝癌形成阶段DNA修

复酶系统失代偿所致. 我们从DNA氧化损伤及其修复酶

系统探讨肝细胞癌的发生机制  研究氧化应激和DNA

修复酶在肝细胞癌发生发展中的地位与作用. 试图为肝

癌的发生预测和早期诊断寻求新的指标 为肝癌的预

防和早期治疗开辟一条新的途径.
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