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■背景资料
细胞周期调控相
关基因表达水平
的研究在肝硬化
和肝癌发生中具
有重要意义, 但在
异常黑胆质型肝
癌病证研究中尚
未见报道. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of cell-cycle 
related proteins p53, p21, STAT3 and Cyclin D1 

in the cirrhosis phase of hepatocarcinoma in a 
rat model carrying abnormal savda.

METHODS: According to the theory of Uyghur 
medicine, a rat model of abnormal savda was cre-
ated, and on this basis, DEN was used to induce 
cirrhosis to result in a rat model of hepatocarci-
noma carrying abnormal savda. Liver specimens 
were taken to detect the expression of p53, p21, 
STAT3 and Cyclin D1 by immunohistochemistry. 

RESULTS: Compared with normal control rats, 
the expression levels of p53, p21, STAT3 and 
Cyclin D1 were significantly up-regulated in rats 
with simple hepatocellular carcinoma and those 
with hepatocarcinoma carrying abnormal savda 
(P < 0.01). Compared with rats with simple he-
patocellular carcinoma, the expression levels of 
p53, p21, STAT3 and Cyclin D1 were significant-
ly higher in rats with hepatocarcinoma carrying 
abnormal savda (P < 0.05)

CONCLUSION: Abnormal savda may up-
regulate the expression of p53, p21, STAT3 and 
Cyclin D1 and affect cell cycle progression, thus 
accelerates the occurrent and development of 
hepatocirrhosis.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨细胞周期调控相关蛋白p53、p21、
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■研发前沿
前 期 研 究 中 发
现 ,  异常黑胆质
证在二乙基亚硝
胺(diethylnir to-
samine, DEN)诱
导的异常黑胆质
型肝癌病证模型
中促进和加快肝
硬化的发生发展
过程 ,  但其作用
机制尚不清楚.

信号转导子和转录活化因子3(signal transducers 
and activators of transcription 3, STAT3)和细胞
周期蛋白1(Cyclin D1)的表达在异常黑胆质型
肝癌病证动物模型肝硬化期的发生发展中的
作用. 

方法: 根据维吾尔医学理论, 在异常黑胆质
载体大鼠模型的基础上 ,  用二乙基亚硝胺
(diethylnirtosamine)诱发建立维吾尔医异常黑
胆质型肝癌病证模型肝脏标本用免疫组织化
学法检测p53、p21、STAT3和Cyclin D1等基
因的表达水平.

结果: p53、p21、STAT3和Cyclin D1等基因的
表达水平与对照组相比, 对照肝癌组和异常
黑胆质型肝癌病证组均上调, 差异具有统计
学意义(P <0.01); 与对照肝癌组相比异常黑胆
质型肝癌病证组上调, 差异具有统计学意义
(P<0.05).

结论: 异常黑胆质体液可能通过上调p53 、

p21、STAT3和Cyclin D1等基因的表达水平影
响细胞周期调控, 从而促进异常黑胆质型肝癌
病证模型肝硬化的发生和发展. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 维吾尔医学认为异常黑胆质证是肿

瘤、高血压、哮喘、糖尿病等复杂性疾病发生

发展过程中的共同病理生理学基础, 异常黑胆
质型体液与肿瘤密切相关. 本文研究结果提示
异常黑胆质体液可能通过上调p53、p21、信号
转导子和转录活化因子3(signal transducers and 
activators of transcription 3)和细胞周期蛋白1
等基因的表达水平影响细胞周期调控, 从而促
进异常黑胆质型肝癌病证模型肝硬化的发生和

发展. 

热斯拉特•艾力木, 热沙来提•阿不都瓦衣特, 哈木拉提•吾甫

尔, 王延蛟, 阿尤甫江•阿布都热依木, 依马木•麦麦提依明, 斯

坎德尔•白克力. 异常黑胆质型肝癌病证动物模型肝硬化期

肝脏中p53、p21、STAT3和Cycl in D1基因的表达.  世界华

人消化杂志  2014; 22(21): 3083-3087  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/22/3083.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i21.3083

0  引言

原发性肝癌是全球癌症相关性死亡的主要原因

之一, 占恶性肿瘤死亡原因的第4位, 占男性恶

性肿瘤死亡原因的第3位[1], 严重威胁着人类健

康. 其发病过程较为复杂, 其详细的机制尚待研

究. 维吾尔医学认为异常黑胆质证是肿瘤、高

血压、哮喘、糖尿病等复杂性疾病发生发展过

程中的共同病理生理学基础[2]. 维吾尔医学临

床研究发现异常黑胆质型肿瘤在恶性肿瘤中占

72%[3], 可见异常黑胆质型体液与肿瘤密切相

关. 在动物模型形态学等前期研究中发现, 异常

黑胆质证在二乙基亚硝胺(diethylnirtosamine, 
DEN)诱导的异常黑胆质型肝癌病证模型中促

进和加快肝硬化的发生发展过程[4], 但其作用机

制尚不清楚. 本研究通过检测细胞周期调控相

关基因p53、p21、信号转导子和转录活化因子

3(signal transducers and activators of transcription 
3, STAT3 )和细胞周期蛋白1(Cyclin D1 )等基因在

模型动物肝脏组织中的表达水平, 探讨上述基

因在异常黑胆质型肝癌病证模型肝硬化期发生

发展中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级♂Wistar大鼠36只, 体质量150 g
±30 g, 由新疆医科大学实验动物中心提供. 在
普通鼠饲料中按每kg 7∶3的比例加入芫荽子

和大麦(两者等比例混合), 制成颗粒状干饲料, 
委托新疆维吾尔族自治区医学试验动物中心加

工. RQH-350型人工气候箱, JXDT-1型小鼠跳

台仪器(上海精宏实验设备有限公司), BS-110
型电子天平(北京赛多科斯天平有限公司). 鼠
抗p53、p21单克隆抗体购自博士德生物有限公

司; STAT3、Cyclin D1单克隆抗体购自美国Cell 
Signaling公司购买; SP9000通用二抗试剂盒和

DAB显色剂均购自北京中杉生物有限公司.
1.2 方法
1.2.1 动物分组及喂养: 选取♂Wistar大鼠36只, 
体质量150 g±30 g, 稳定饲养3 d后, 分成以下处

理: (1)实验组(异常黑胆质型肝癌组12只): 按照

文献[5-7]建立维吾尔医学异常黑胆质证载体大

鼠模型. 均给予用灭菌食用水配制浓度0.1 mg/mL
的DEN溶液以诱发肝癌, 自由饮用, 每天更换1
次, 连续饮用15 wk停药. 采用异常黑胆质证造

模复合因素第2周强度维持异常黑胆质证; (2)对
照组(24只): 正常对照组(12只), 整个实验过程

中均饮用灭菌食用水; 对照肝癌组(模型对照肝

癌组12只), 用灭菌食用水配制浓度0.1 mg/mL
的DEN溶液, 自由饮用, 每天更换1次, 连续饮用
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■相关报道
国内外有关于细
胞周期调控相关
基因p53 、p21 、
转 录 活 化 因 子
3(signal transducers 
and activators of 
t ranscr ip t ion 3, 
STAT3 )和细胞周
期蛋白1(Cyc l in 
D1 )在肝硬化和肝
癌发生, 发展的相
关报道. DEN是建
立诱发性肝癌动
物模型中广泛被
应用的致癌物. 异
常黑胆质证是肿
瘤、高血压、哮
喘、糖尿病等复
杂性疾病发生发
展过程中的共同
病理生理学基础. 
维吾尔医学临床
研究发现异常黑
胆质型肿瘤在恶
性肿瘤中占72%.

15 wk停药. 对照组在室温下25 ℃±3 ℃, 相对湿

度60%-80%, 用普通鼠饲料饲养, 未受任何刺激. 
实验组和对照组15 wk时处死所有动物, 并立即

取出肝脏组织切片成小片部分用40 g/L甲醛固

定, 部分在-80 ℃保存备用. 
1.2.2 免疫组织化学: 免疫组织化学法来检测

p53、p21、STAT3和Cyclin D1基因的表达水平: 
组织通过包埋, 切成免疫组织化学石蜡切片. 石
蜡切片经过脱蜡脱水, 柠檬酸组织抗体修复, 内
源性过氧化物酶的消除, 一抗孵育(p53 1∶150, 
p21 1∶200; STAT3 1∶150; Cyclin D1 1∶50比
例稀释), 二抗孵育, 辣根酶标记的链霉卵白素工

作液, DAB显色, 苏木素复染, 脱水, 透明, 封片, 
光镜观察. 每组试验均以PBS代替一抗作为阴性

对照. 在高倍镜下选择10个有代表性高倍镜视

野拍照, 并采用image-pro-plus软件检测光密度

和(IA SUM) 值.
统计学处理 用SPSS17.0数据分析软件行单

因素方差分析(独立样本t检验)数据mean±SD表

示, P <0.05为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 p53基因表达水平 正常对照组p53蛋白表达

均为阴性. 对照肝癌组和异常黑胆质型肝癌组

p53蛋白阳性表达定位在细胞核, 阳性表达细胞

颜色为棕黄色颗粒状, 细胞染色强度明显高于

背景(图1). 
2.2 p21蛋白表达水平 正常对照组p21蛋白表达

均为阴性. 对照肝癌组和异常黑胆质型肝癌组

p21蛋白阳性表达定位在细胞核, 阳性表达细胞

颜色为棕黄色颗粒状, 细胞染色强度明显高于

背景(图2). 
2.3 STAT3蛋白表达水平 正常对照组STAT3表达

均为阴性. 对照肝癌组和异常黑胆质型肝癌组

STAT3阳性表达定位在细胞质, 阳性表达细胞颜

色为棕黄色颗粒状, 细胞染色强度明显高于背

景(图3). 
2.4 Cyclin D1蛋白表达水平 正常对照组Cyclin 
D1表达均为阴性. 对照肝癌组和异常黑胆质型

肝癌组Cylin D1阳性表达定位在细胞核, 阳性表

达细胞颜色为棕黄色颗粒状, 细胞染色强度明

显高于背景(图4). 

3  讨论

维吾尔医学理论核心的体液论认为, 异常黑胆

质作为胆液质、黏液质、血液质及黑胆质等各

种体液“燃烧”的最终产物和表现形式, 其分

量重、质地稠, 在组织中容易形成沉淀和刺激, 
引起肿瘤等复杂性疾病[8]. 异常黑胆质即是致病

因素, 又是病理产物, 反映疾病发生和发展过程

图  1  p53 基因免疫组织化学法检测结果(SP法×400). A: p53对照组. 蓝色为阴性细胞, 棕色为阳性细胞; B: p53对照肝癌组. 
蓝色为阴性细胞, 棕色为阳性细胞p53着色在细胞核; C: p53异黑肝癌组. 蓝色为阴性细胞, 棕色为阳性细胞.

A B C

图  2  p21免疫组织化学结果(SP×400). A: p21对照组. 蓝色为阴性细胞, 棕色为阳性细胞; B: p21对照肝癌组. 蓝色为阴性细
胞, 棕色为阳性细胞p21着色在细胞核; C: p21异黑肝癌组. 蓝色为阴性细胞, 棕色为阳性细胞.

A B C
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■创新盘点
本文以维吾尔医
学异常黑胆质型
肝癌病证模型肝
硬化期大鼠肝脏
标本为研究对象, 
应用免疫组织化
学方法检测p53、
p 2 1 、S TAT 3和
Cyclin D1等细胞
周期调控相关基
因的表达水平, 探
讨异常黑胆质体
液在异常黑胆质
型肝癌病证模型
肝硬化的发生和
发展中的作用.

中的病理生理状态[2]. DEN诱发大鼠肝癌模型是

实验性肝癌研究应用最为广泛的动物模型之一. 
80%以上的肝癌发生在肝硬化的基础上. 前期

研究中建立维吾尔医异常黑胆质型肝癌病证模

型至大鼠发生肝硬化, 在动态观察动物模型肝

脏组织的病理结果中发现[9]肝细胞通过损伤、

增生、纤维化、假小叶形成、最终发生肝硬化,
但与模型对照肝癌组相比, 异常黑胆质型肝癌

病症模型组肝硬化程度严重、速度快; 也检测

了动物模型血清免疫和内分泌相关指标, 结果

发现[10]相关血清指标在异常黑胆质型肝癌病症

模型组与模型对照肝癌组差异有统计学意义, 
提示异常黑胆质体液促进在异常黑胆质型肝癌

病症模型中肝硬化的发生过程, 但其作用机制

尚不清楚.
肝癌是多基因参与的, 多阶段的复杂过程, 

与多种癌基因的激活和抑癌基因的失活, 表达

水平的改变等变化有关, 尤其是细胞周期调控

相关基因表达水平的改变起重要作用. 本研究

在异常黑胆质载体大鼠模型的基础上, 用DEN
诱发建立维吾尔医异常黑胆质型肝癌病证模

型大鼠发生肝硬化, 各组肝脏标本用免疫组织

化学法检测细胞周期调控相关的p53 、p21 、

STAT3和Cyclin D1等基因的表达水平. 上述基因

在对照肝癌组, 尤其是异常黑胆质型肝癌组肝

硬化期的表达水平均升高, 与对照组相比具有

显著性差异(P <0.01); 与对照肝癌组相比异常黑

胆质型肝癌病证组也具有统计学意义(P <0.05). 
我们认为异常黑胆质体液可能通过p53、p21、
STAT3和Cyclin D1等细胞周期调控相关基因的

表达水平的升高而促进异常黑胆质型肝癌病证

模型肝硬化的发生和发展.
p53基因与人类肿瘤相关性最高的抑癌基

因. 野生型p53 (wt-p53)具有抑癌的功能, 他通过

调节转录因子以抑制细胞从G1期转化为S期而

阻止了肿瘤的发生, 当其发生突变后, 即变成突

变型(mt-p53)p53基因, 后者会刺激和促进癌细

胞的生长[11], 由抑癌基因转变为癌基因. 廖湘晖

等[12]用免疫组织化学方法检测p53在肝癌组织

中的表达, 发现从正常组, 肝硬化组到肝癌组逐

渐增高的趋势. p21是一种重要的抑癌基因[13], 
通过抑制Cyclin依赖蛋白激酶(cyclin-dependent 
kinases, CDK)来控制细胞从G期进入S期, 抑制

DNA的合成, 使细胞停止分化. 当p21表达异常

时, 细胞分化增殖调控异常, 从而可导致癌症的

发生. p21蛋白在正常组织中未激活, 因而表达量

少, 而在肿瘤及癌旁组织中表达率高. 曹岩等[14]

转染外源p21基因联合化疗药物可使肝癌细胞

株SMMC-7721细胞周期阻滞于G1期, 并可抑制

肿瘤细胞的增殖. STAT3是重要的癌基因之一[15], 

图  3  STAT3免疫组织化学结果(SP法×400). A: STAT3对照组. 蓝色为阴性细胞, 棕色为阳性细胞; B: STAT3对照肝癌组. 蓝
色为阴性细胞, 棕色为阳性细胞STAT3着色在细胞; C: STAT3异黑肝癌组. 蓝色为阴性细胞, 棕色为阳性细胞.

A B C

图  4  Cyclin D1免疫组织化学结果(SP法×400). A: Cyclin D1对照组. 蓝色为阴性细胞, 棕色为阳性细胞; B: Cylin D1对照肝癌
组. 蓝色为阴性细胞, 棕色为阳性细胞, Cyclin D1着色在细胞核; C: Cyclin D1异黑肝癌组. 蓝色为阴性细胞, 棕色为阳性细胞.

A B C
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在许多恶性肿瘤中STAT3的异常表达与肿瘤的

发生、发展及转移有关. STAT3在许多肿瘤中

处于持续性激活状态, 表达水平明显增强, 具有

促进肿瘤细胞增殖, 抑制肿瘤细胞凋亡, 促进侵

袭转移及免疫逃逸等重要作用[16,17]. 苟泽鹏等[18]

发现STAT3在肝癌中的过表达是肝癌患者生存

的危险因素, 随着STAT3表达的升高, 患者生存

时间明显下降. Cyclin D1是STAT3的一个下游

靶基因, 其作为细胞周期核因子, 通过限制细胞

生长的G1/S检控点促进肿瘤发生. 肝细胞癌变

过程中Cyclin D1的表达至肝癌早期达到高峰, 
然后逐渐下降, 即至肝癌晚期发生Cyclin D1的
下调[19,20], 提示Cyclin D1过表达是肝癌发生的

早期事件.
有研究显示G1/S期相关的调控通路发生异常

时, 对肿瘤的发生和发展具有重要作用[21]. 在细

胞周期调控过程中, p53蛋白发挥作用的重要效

应是上调下游基因p21的表达[22]. 在p21基因编码

区上游2.4 kb和大约8 kb处有2个p53的结合区, 其
中激活的p53基因在p21基因上游2.4 kb处表达, 主
要发挥抑制p21、Cyclin、CDK, 增殖细胞核抗原

(proliferating cell nuclear antigen, PCNA)四聚体的

功能. 此四聚体是使增殖信号大量活化, 导致细

胞异化和恶变的主要环节. p21表达产物p21WAFI
蛋白作为一种CDK抑制剂, 结合位于G1期和S期
的Cyclin-CDK复合体, 能够阻滞细胞周期于G1期, 
抑制细胞增殖[23-26]. 目前研究表明, p53与STAT3在
有些细胞中具有相互调节的作用: 一方面STAT3
与p53启动子结合抑制p53基因转录, 抑制p53基
因介导的肿瘤细胞凋亡作用; 另一方面p53可以

明显的减少STAT3的磷酸化及其与DNA结合的

活性, 抑制STAT3依赖的基因转录的活性[27,28].
总之, 在前期工作中发现异常黑胆质型肝

癌病症模型组肝硬化程度比对照肝癌组严重. 
本研究中, 细胞周期调控相关基因p53、p21、
STAT3和Cyclin D1在异常黑胆质型肝癌病症

模型组肝脏中的表达水平上调, 并与对照肝癌

组相比, 差异有统计学意义, 提示p53、p21、
STAT3和Cyclin D1基因可能通过影响细胞周期

的调控, 在异常黑胆质型肝癌病症模型中促进

肝硬化的发生和发展.
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