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Abstract
AIM: To investigate the dynamic expression and 
alteration of insulin-like growth factor-Ⅱ(IGF-
Ⅱ) during in the pathogenesis and development 
of hepatocellular carcinoma.

METHODS: Hepatoma models were induced 
with 2-fluorenylacetamide (2-FAA) in male 
Sprague-Dawley (SD) rats. The morphologi-
cal changes of rat livers were observed by HE 
staining. The dynamic changes of IGF-Ⅱ in rat 
livers and sera were quantitatively analyzed by 
enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). 
Simultaneously, the expression and cellular dis-
tribution of IGF-Ⅱ were detected by immuno-
histochemistry�.

RESULTS: Histological examination confirmed 
that the expression of IGF-Ⅱwas increased in 
gradient after granule-like degeneration, atypi-
cal hyperplasia and carcinoma appeared in he-
patocytes, and it was significantly higher in 
carcinoma group than that in degeneration and 
control group (carcinoma vs degeneration, χ2 = 
9.55, P < 0.01; carcinoma vs control, χ2 = 14.00, P 
< 0.01). IGF-Ⅱwas positively expressed inside 
the liver cancer cells, and there was positive 
correlation between tissue and serum IGF-Ⅱ ex-
pression (r = 0.97, P < 0.01).

CONCLUSION: IGF-Ⅱ is involved in the carci-
nogenesis of hepatocellular carcinoma, and its 
expression is up-regulated at the early stage of 
carcinoma, which can help to achieve early diag-
nosis and prognosis judgment.
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摘要
目的: 观察肝细胞癌变过程中胰岛素样生长
因子Ⅱ(IGF-Ⅱ)的动态改变及与病理学特征
的关系. 

方法: 以2-乙酰氨基芴(2-FAA)喂饲♂SD鼠诱
发肝细胞发生癌变, 以病理学方法(HE染色)和
酶联免疫吸附法(ELISA), 分别观察肝细胞形
态学、肝及血IGF-Ⅱ的动态变化. 以免疫组织
化学法分析肝组织IGF-Ⅱ表达与胞内定位. 

结果: 组织学证实SD鼠在喂饲2-FAA后, 在
肝细胞出现颗粒样变性、不典型增生到HCC
的形成过程中IGF-Ⅱ呈梯度表达, 表现为癌
组明显高于对照组和变性组(癌组 vs  变性组, 
χ2 = 9.55, P <0.01; 癌组 vs 正常组, χ2  = 14.00, 

■背景资料
我国为肝癌高发
区, 对肝癌的早期
诊断是治疗的重
点 和 难 点 .  近 年
来, 通过监测癌基
因或癌相关基因
以提高肝癌早期
诊断率的研究成
为国际上的热点. 
IGF - I I作为胰岛
素样生长因子类
癌基因家族成员
之一, 其在肝癌发
生、发展过程中
的作用机制及通
过监测IGF-II以诊
断肝癌的方法学
探索也日益受到
关注.
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P <0.01), 大鼠肝癌中IGF-Ⅱ在肝细胞内呈阳
性表达; 肝组织和外周血中IGF-Ⅱ呈显著正相
关(r  = 0.97, P <0.01).

结论: IGF-Ⅱ参与肝细胞的癌变过程, 在癌
变早期表达增加有助于肝癌早期诊断及预后
判断.
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0  引言

肝癌(HCC)是由病毒、化学致癌物等多病因作

用[1-3], 因癌基因或癌相关基因激活、抗癌基因

失活或胚胎期某些酶基因重新复活等诸多因素

引起肝细胞生长失控而致癌变, 经启动、促进、

演变多阶段的发病过程, 其中基因的调控和表

达、多种生长因子的活性等均与肝癌的发生、

发展密切相关[4-6]. 胰岛素样生长因子(Insulin-like 
growth factor, IGF)-Ⅱ是与胰岛素同源的多肽, 并
具有胰岛素样活性, 引起不同类型细胞的有丝分

裂[7]. 本文以免疫组织化学法分析了诱癌过程中

IGF-Ⅱ在大鼠肝脏的胞内定位及表达, 并以酶联

免疫吸附法测定了大鼠肝脏诱癌过程中IGF-Ⅱ
水平在肝脏和血清中的变化趋势, 探讨了IGF-Ⅱ
在肝癌发生、发展过程中的作用机制及其作为

肝癌早期诊断标志物的可能性. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Sp r ague-Dawley(SD)大鼠48只, 
4-6 wk龄, 体质量120-160 g, 由南通大学实验动

物中心提供, 清洁级. 分笼喂养于8个等大的笼

中, 普通大鼠颗粒饲料由南通大学实验动物中

心提供. 随机分为6只/笼, 随机挑选1个笼子的大

鼠作为正常对照组, 其余为实验组(其中1组为

备用组). 对照鼠给予一般颗粒饲料, 其余实验鼠

以0.5 g/L的2-乙酰氨基芴(2-Fluorenylacetamide, 
2-FAA, Sigma)颗粒饲料作恒环境饲养. 实验期间

剔除死亡鼠, 以备用鼠补足. 每2 wk取1只正常鼠

及1组实验鼠, 以乙醚轻度麻醉. 从心尖取血5 mL
分离血清, 置-20℃冰箱保存; 肝组织洗去血迹, 
部分用40 g/L中性甲醛液固定作病理学检查(HE
染色)和免疫组织化学染色, 其余组织置-80℃保

存(Sanyo超低温冰箱). 
1.2 方法 
1.2.1 大鼠肝组织的HE染色观察 肝组织经40 g/L
中性甲醛液固定, 脱水、透明、石蜡包埋后, 经
切片(厚度4 µm)、展片、贴片、烤片后制成空

白片. 经脱蜡、水化, 苏木素染色, 分化、反蓝, 
伊红浸染, 脱水、透明、封片后制成苏木素-伊
红(HE)染色切片. OLYMPUS BX 50光学显微镜

(日本OLYMPUS公司)下观察. 
1.2.2 免疫组织化学染色(链霉亲和素-生物素法, 
S-P法) 新鲜鼠肝组织经取材、固定、浸蜡, 作
成厚度4 μm的组织切片; 常规脱蜡、水化; 双氧

水阻断内源性过氧化物酶; 高压加热法修复抗

原; 正常动物血清封闭非特异性结合; 滴加IGF-
Ⅱ抗体, 4℃过夜, 磷酸盐缓冲液(PBS)漂洗; 滴加

生物素标记的第二抗体, 室温孵育10 min, PBS漂
洗; 滴加链霉素抗生物素蛋白-过氧化酶, 室温孵

育10 min, PBS冲洗; 滴加新鲜配制的四盐酸二氨

基联苯胺(DAB)溶液, 室温显色, 蒸馏水洗涤; 苏
木素复染. 无水乙醇脱水透明、封片. OLYMPUS 
BX 50光学显微镜观察、摄像. 以0.01 mol/L PBS
液(pH7.5)分别替代一抗、二抗和SP试剂作阴

性对照, 已知表达IGF-Ⅱ的乳腺癌组织作阳性

对照. 组织中显示棕黄色颗粒为IGF-Ⅱ表达阳

性. 肝组织中IGF-Ⅱ表达强度: +, 阳性细胞数为

10%-25%; ++, 阳性细胞数为26%-50%; +++, 阳
性细胞数为>50%. 
1.2.3 鼠肝细胞质蛋白浓度测定 取肝组织60 mg
左右, 剪碎. 按20∶1混合适当量的细胞质蛋白

抽提试剂(碧云天)A和B, 加入PMSF至终浓度为

1 mmol/L配制成组织匀浆液. 取匀浆液200 μL与
组织混合, 充分匀浆. 冰浴15 min, 4℃ 15 000 g
离心5 m in. 分离上清至一预冷的塑料管中, 为
部分质蛋白. 每20 μL沉淀加入添加了PMSF的
试剂A 200 μL. 高速剧烈振摇5 s, 使沉淀完全悬

浮分散开. 冰浴15 min. 加试剂B 10 μL. 高速剧

烈振摇5 s, 冰浴1 m in. 高速剧烈振摇5 s, 4℃
12 000-16 000 g离心5 min. 立即吸取上清至上

述塑料管中, 即为抽提得到的质蛋白. 肝细胞质

蛋白浓度以BCA法测定, 按50∶1混合BCA试剂

A、B配制适量BCA工作液. 蛋白标准品稀释10
倍. 稀释后的标准品按0, 1, 2, 4, 8, 12, 16, 20 μL
加至标准品孔中, 加水补足到20 μL. 加适当体积

样品至样品孔中, 加水稀释到20 μL. 各孔加入

BCA工作液200 μL, 37℃放置30 min. 测定A 578. 
根据标准曲线计算出蛋白浓度. 

■研发前沿
目 前 ,  通 过 监 测
肝 癌 患 者 血 清
中IGF-Ⅱ水平以
阐明其在肝癌发
生、发展过程中
的意义及其作为
早期诊断肝癌标
志物的可行性的
研究较为深入, 但
通过动物实验直
接观察大鼠肝脏
诱癌过程中IGF-
Ⅱ表达与改变的
研究尚较少见.
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1.2.4 大鼠IGF-Ⅱ测定 大鼠IGF-Ⅱ以大鼠IGF-Ⅱ
ELISA Kit/96T(ADL公司)分析. 浓缩洗涤液稀

释50倍. 辣根过氧化物酶(HRP)稀释60倍. 标本

稀释50000倍. 加入标准品100 μL、已稀释标本

100 μL于相应反应板孔中. 轻轻混匀30 s, 25℃
温育20 min. 反复洗板3次. 加生物素化的抗大鼠

IGF-Ⅱ100 μL. 轻轻混匀30 s, 25℃温育20 min. 反
复洗板3次. 加100 μL×HRP. 轻轻混匀30 s, 25℃
温育10 min. 反复洗板3次. 每孔加入100 μL TMB
显色液, 轻轻混匀10 s, 25℃温育20 min. 每孔加

入终止液100 μL. 轻轻混匀30 s; 测定A 450. 根据标

准曲线计算其浓度.
统计学处理 所有数据以均数±标准差表

示, 多个样本均数间的比较先进行方差齐性检

验, 再进行方差分析, 两样本均数的比较采用t检
验, 样本率之间的比较采用Fisher确切概率法; 
相关性用直线相关分析. 以P <0.05表示差异有显

著性.

2  结果

2.1 诱癌过程中大鼠肝细胞的病理组织学变化 
在2-FAA的诱癌过程中, 大鼠肝细胞在形态学上

发生了明显变化, 诱癌不同时期大鼠肝脏病理

学变化的实际发生情况见表1. 在鼠肝细胞癌变

阶段, 经组织学检查发现: 在诱癌早期, 肝细胞

胞质出现颗粒样变性, 偶见大的异型胞核(肝细

胞变性组); 中期阶段肝板细胞层次增多, 局灶细

胞层次超过3层, 细胞核染色质增粗, 核质比例

增大(癌前病变组); 在诱癌的后期, 可见肝组织

结构消失, 肝细胞排列成巢状、粗条索状, 细胞

核中等大, 核染色质增粗, 核质比例增大, 均为

高分化HCC(肝细胞癌变组). 
2.2 大鼠肝细胞癌变过程中IGF-Ⅱ的表达及动态

改变 IGF-Ⅱ表达阳性物质呈棕黄色颗粒, 主要Ⅱ表达阳性物质呈棕黄色颗粒, 主要表达阳性物质呈棕黄色颗粒, 主要

■创新盘点
关于IGF-Ⅱ水平
与肝癌关系的研
究目前大都集中
在临床血清学检
测方面. 本文则在
大鼠肝脏诱癌的
动 物 实 验 中 ,  以
病理学方法 ( H E
染色)和酶联免疫
吸附法(ELISA), 
分别观察肝细胞
形态学、肝及血
IGF-Ⅱ的动态变
化. 以免疫组织化
学法分析肝组织
IGF-Ⅱ的表达、

胞内定位及变化
规律.

定位于胞质, 少数细胞出现胞核着色, 胞膜未见

着色(图1). 随着大鼠肝组织癌变的发生, IGF-ⅡⅡ
阳性率逐渐增高, 正常鼠无阳性表达, 变性组阳

性率仅为36.36％, 癌前组与癌变组明显上升, 阳
性率已达100%, 差别均有显著性意义(P <0.01). 
而且IGF-Ⅱ表达强度呈增强趋势, 在变性鼠阳Ⅱ表达强度呈增强趋势, 在变性鼠阳表达强度呈增强趋势, 在变性鼠阳

性中多呈“+”表达水平 ,  癌前鼠已有3例达

“++”或“+++”水平, 而癌变组的8例中有5例
为“+++”水平(表2).
2.3 诱癌过程中大鼠肝脏和血清中IGF-Ⅱ的动态

改变 在大鼠肝细胞诱癌过程中, 肝细胞质IGF-
Ⅱ的表达水平随肝组织学形态的改变呈增高

趋势, 表现为癌变组>癌前病变组>肝细胞变性

组>正常对照组, 其变化趋势有显著性意义(F  = 
13.2, P <0.01). 肝细胞质中IGF-Ⅱ平均浓度在癌

表  1   诱癌过程鼠肝细胞的病理组织学变化(n )

                          肝组织病理组织学形态变化
分组                  n 

               正常        变性        癌前         癌变

对照组             6        6             0            0              0   

实验组第2周    6        0             6            0              0  

           第4周    6        0             6            0              0  

           第6周    6        0             5           1               0  

           第8周    6        0             3           2               1

           第10周  6        0             2           1               3

           第12周  6        0             0           2               4

总计               42        6            22          6               8

表  2   肝细胞癌变过程中IGF-II表达强度与动态改变
的定性分析(%)

                                              表达强度
分组         n      IGF-II阳性(％)

                               -         +        ++        +++

正常组     6        0 (0)              6        0        0           0

变性组    22       8 (36.36)     14        6        1           1

癌前组      6       6 (100)a         0        3        2           1

癌变组      8       8 (100)b         0        1        2           5 

aP<0.05,  bP<0.01 vs 正常组及变性组.

图  1  IGF-II表达免疫组化分析(SP×400). A: 模型鼠肝癌; B: 
对照鼠肝.

A

B
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前病变组明显高于正常组(t  = 12.46, P <0.01)及
变性组(t  = 3.50, P <0.01); 癌变组明显高于正常

组(t  =16.39, P <0.01)、变性组(t  = 6.79, P <0.01)
和癌前病变组(t  = 2.42, P <0.05). 肝脏IGF-Ⅱ释

放入血后, 引起血清中IGF-Ⅱ增加. 血IGF-Ⅱ
浓度, 正常肝对照组>肝细胞变性组>癌前病变

组>肝细胞癌变组, 呈明显梯度升高, 差别有显

著性意义(F  = 48.1, P <0.01), 其中癌前病变组

显著高于正常组(t  =16.18, P <0.01)及变性组(t  = 
7.40, P <0.01); 癌变组显著高于正常组(t  = 9.03, 
P <0.01)、变性组(t  = 6.75, P <0.01)及癌前病变

组(t  = 4.30, P <0.01). 血清与肝细胞质中IGF-
Ⅱ浓度的变化呈显著正相关(r  = 0.97, t = 5.97, 
P <0.01)(表3).

3  讨论

I G F-Ⅱ为小分子肽 ,  由67个氨基酸残基组成

(MW 7.5 kDa), 分子中含有3个链内二硫键, 其
分子结构与胰岛素前体具有较高同源性, 他对

体内多种组织中的代谢、细胞生长和分化具有

调节作用. 成人肝脏是IGF主要的生物合成及内

分泌场所, 但在人体, 除肝外的大部分组织也具

有外分泌或旁分泌产生IGF的能力, IGF-Ⅱ型受

体则可能参与IGF-Ⅱ的降解[8]. 以蛋白质复合

形式存在的IGF易于与其受体结合以调节其活

性, 体内的生长激素参与调控IGF的表达[9]. 血
清中IGFs与特异结合蛋白具有高度亲和力, 现
已鉴定出的结合蛋白(B P)有6种 ,分别命名为

IGFBP1-6. 外周血中IGFs是由IGF、IGFBP和对

酸敏感的亚单位组成, 大约为150 kd的高分子复

合物, 结合形式的IGFs可延长其半寿期, 防止如

低血糖血症的急性胰岛素样作用出现. 此外血

中也存在31-40 kd二聚体IGFs形式, 他易于通过

毛细血管壁到达靶组织而发挥生物学效应[8,10]. 
体内IGF-Ⅱ是肝细胞癌变过程中发挥重要

作用的生长因子, 他通过IGF-Ⅰ受体上的酪氨酸

■应用要点
本文为进一步探
讨IGF-Ⅱ在肝癌
发生、发展过程
中的作用机制及
其表达规律提供
了新的研究思路
和方法, 今后可从
基因水平对IGF-
Ⅱ的表达做进一
步的研究.

激酶途径合成与活化[11-13]. IGF-Ⅱ的活化与表达

过程, 已在化学诱癌鼠、转基因鼠和肝炎病毒慢

性感染的实验动物及肝组织中得到证实[14-15]. 转
基因鼠中若持续表达IGF-Ⅱ, 则肝细胞癌和淋巴

瘤的发病频率增加. 在肝细胞癌变过程中, 胚胎

型IGF-Ⅱ基因活化, 使IGF-Ⅱ呈高水平状态[16]. 
肝细胞癌变过程中IGF-Ⅱ呈高度表达的机制尚

不十分清楚, 可能与IGF-Ⅱ通过自分泌或旁分泌

作用促进细胞转化有关. 本研究以免疫组织化

学法分析了大鼠诱癌过程中IGF-Ⅱ的表达与变

化, 并以酶联免疫吸附法对大鼠肝组织和血清中

IGF-Ⅱ水平在诱癌过程中的变化趋势和相互关

系进行了分析. 研究发现大鼠肝脏IGF-Ⅱ表达阳

性率在癌前病变组及癌变组均明显高于正常组

和变性组, 且其表达水平也呈升高趋势. 大鼠肝

脏和血清中IGF-Ⅱ浓度的变化趋势也显示, 诱癌

过程中癌前病变鼠肝组织及血清IGF-Ⅱ水平均

明显高于正常组及变性组, 而癌变鼠肝组织及血

清IGF-Ⅱ水平又显著高于正常组、变性组及癌

前病变组, 且肝组织和血清中IGF-Ⅱ的变化趋势

有明显的相关性. 证实IGF-Ⅱ在肝细胞癌变的发

生、发展过程中均具有重要作用. 其主要机制可

能为诱癌因素导致IGF-Ⅱ基因的异常激活和过

量表达, 促使具有高增殖活性状态的癌前肝细胞

转化, 最终导致肝癌发生, 同时IGF-Ⅱ的表达水

平亦同步反映肝脏病变的程度[17-18]. 
肝癌细胞置于缺氧状态中培养6  h, 发现

IGF-Ⅱ mRNA增加,提示缺氧可能是肝细胞癌变

过程中诱导IGF-Ⅱ表达的重要因素[19-20]. 肝癌为

典型的血管丰富的肿瘤, IGF-Ⅱ在肝癌的新血管

形成过程中起重要作用. 在肝癌细胞培养的一定

时间内, IGF-Ⅱ增加同时引起血管内皮生长因子

(VEGF)-mRNA和蛋白质浓度的增加. 他们均为

缺氧引起的表达, 可以认为IGF-Ⅱ为肝癌的一种

缺氧诱导血管生成因子[21]. 由于肝硬变再生结节

和肝癌细胞的快速分裂可导致肝脏供血不足, 造

 
表  3   诱癌过程中鼠血和肝组织中IGF-II水平的动态改变的定量分析

     分组       n       血IGF-II (mean±SD, ng/L)     t          P         肝IGF-II (mean±SD, μg/g蛋白)    t              P  

正常组   6              86.4±14.7               9.03   <0.01                21.7±4.5                    16.39     <0.01

变性组  22           174.2±43.4               6.75   <0.01                54.9±12.8                    6.79     <0.01

癌前组   6            274.1±24.1               4.30   <0.01                70.3±8.4                      2.42     <0.05

癌变组   8            450.3±112.6                                                 80.7±7.4

t , P均为癌变组与其他三组比较结果.
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 ■同行评价
作者通过制作化
学性致肝癌模型,
监测癌变过程中
IGF-Ⅱ及肝细胞
病理变化对于进
一步揭示肝细胞
恶变机制有一定
意义, 同时为临床
上应用IGF-Ⅱ检
测来早期诊断肝
癌提供一定理论
依据 .  选题先进 , 
实验设计合理可
靠.

成局部缺氧状态, 促使IGF-Ⅱ合成增加, 并作为

血管活性因子间接促进血管内皮生长因子的合

成, 刺激HCC新生血管的形成[22]. 此外, 在HCV感

染的慢性肝病发展过程中, IGF-Ⅱ的启动子P1、

P3和P4水平呈进行性增加, 其中胚胎型P3呈显著

表达, 提示在癌前期肝细胞分化中IGF-Ⅱ呈过度

表达, 并参与肝细胞的癌变过程[23]. 
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