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Ｓｈｈ和Ｇｌｉ１蛋白在大鼠肝细胞癌中的表达研究
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　　摘　要：目的　探讨在ＳＤ大鼠肝细胞癌中Ｓｈｈ和Ｇｌｉ１蛋白的表达及其意义。方法　取体质量为１７０～２００ｇ雄性ＳＤ大鼠

３０只，随机分为实验组（２０只）和对照组（１０只），实验组采用０．０１％二乙基亚硝胺（ＤＥＮ）自由喂养１６周，对照组常规标准喂养，

诱导大鼠肝细胞癌成功后，应用免疫组化检测肝癌组织和正常肝组织中Ｓｈｈ和Ｇｌｉ１表达情况。结果　免疫组化检测实验组肝癌

组织中Ｓｈｈ和Ｇｌｉ１的阳性表达率分别为８７．５％（１４／１６）和７５．０％（１２／１６），对照组肝组织中检测Ｓｈｈ和Ｇｌｉ１的阳性表达率分别

为３０．０％（３／１０）和２０．０％（２／１０）；两种蛋白质在肝癌组织中的表达与正常组织中的表达比较，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。结

论　在人工诱导的ＳＤ大鼠肝癌模型中，Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路处于激活状态。
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ｏｌｏｇ（Ｇｌｉ１）是 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路中的两个重要组成部分，Ｓｈｈ

是 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路信号肽，Ｇｌｉ１是 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路的

下游核转录因子，越来越多的研究表明，在人类肝细胞癌中，

Ｓｈｈ和 Ｇｌｉ１参与了人类肝细胞癌的发生
［１］，但在动物肝癌实

验中，其相关报道非常少，本文通过人工诱导ＳＤ大鼠肝癌成

功后，检测 Ｓｈｈ和 Ｇｌｉ１蛋白在肝癌组织中的表达，探讨

Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路激活与ＳＤ大鼠肝细胞癌的发生之间的

关系。

１　材料与方法

１．１　材料　ＳＰＦ级雄性ＳＤ大鼠３０只，购于重庆医科大学实

验动物中心，动物使用许可证号：ＳＣＸＫ（渝）２００２０００１，体质量

１６０～２００ｇ，采用分笼饲养，标准饲料喂养，定期更换垫料，自

由喂养１周后，从第２周开始，采用完全随机分实验组（２０只）

和对照组（１０只），实验组采用０．１ｍｌ／Ｌ蒸馏水加二乙基亚硝

胺（ＤＥＮ，Ｓｉｇｍａ公司产品，其纯度为９９．９％）配制成０．０１％溶

液，自由喂养第８周，停药２周改为普通喂养，再继续药物喂养

５周后停药；而对照组持续常规自由饮水。喂养１５周后
［２］，诱

癌成功后，随机处死３只，常规切片，ＨＥ染色，经病理诊断均

为肝细胞癌，即全部处死实验组和对照组ＳＤ大鼠，在整个造

模实验过程中，实验组有４只大鼠因为致癌药物毒性非正常死

亡，空白组大鼠无意外死亡。

１．２　方法

１．２．１　标本采集　实验动物在处死之前均给予３．５％水合氯

醛（用生理盐水配制）１０ｍＬ／ｋｇ腹腔注射麻醉，待麻醉成功后，

打开腹腔，迅速取肝脏称质量，观察肝脏大小、颜色、质地及有

无癌结节形成。取典型的病癌组织放入４％甲醛溶液固定，时

间为２４～４８ｈ，然后转入７０％乙醇保存，用于 ＨＥ染色和免疫

组化。

１．２．２　试剂与仪器　兔抗鼠Ｓｈｈ、Ｇｌｉ１多克隆抗体购自武汉

中美科技有限公司，即用型 ＳＡＢＣ 免疫组化染色试剂盒

（ＳＡ１０２２）为武汉博士德生物工程有限公司产品，ＤＡＢ显色试

剂盒（Ｃ００１０）为北京博奥森有限公司产品。光学显微镜 Ｏ

ｌｙｍｐｕｓＢＸ４１，恒温培养箱广州市博泰科技仪器有限公司，４

℃冰箱购自广东科龙电器股份有限公司，微量加样器购自德国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司，湿盒购自朔州市朔城区海生实验器材有限

公司。

１．２．３　实验方法与步骤

１．２．３．１　标本收集与处理　所有标本进行常规石蜡包埋，石

蜡切片４μｍ，经 ＨＥ染色病理检查确诊。均采用免疫组织化
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学二步法。以磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）代替一抗作为阴性对照。

具体步骤：切片常规脱蜡、水化，将切片放入枸橼酸钠（０．０１

ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ６．５）抗原修复液中，微波加热至１００℃并维持１０

ｍｉｎ，自然冷却；ＰＢＳ清洗３次，浸泡于３％（体积分数）过氧化

氢中１０ｍｉｎ以消除内源性过氧化物酶；以ＰＢＳ清洗３次，分别

滴加Ｓｈｈ抗体（１∶２００）和Ｇｌｉ１抗体（１∶２００），４℃过夜；滴加

羊抗兔二抗，３７℃孵育３０ｍｉｎ；ＰＢＳ冲洗３次，每次３ｍｉｎ，滴

加试剂ＳＡＢＣ免疫组化染色试剂盒，３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＤＡＢ

显色试剂盒显色，镜下控制显色时间；充分水洗，ＨＥ复染细

胞核。

１．２．３．２　染色结果判定　用双盲法至少由两位病理科医生对

每例切片进行全面观察，对染色结果进行判定。以镜下观察

Ｓｈｈ蛋白的阳性表达定义为细胞质伴或不伴有细胞膜上呈棕

黄色或者棕褐色颗粒，Ｇｌｉ１蛋白的阳性表达定义为细胞质或细

胞核呈现棕黄色颗粒。每例切片随机选取１０个高倍视野，根

据阳性细胞百分率及显色深浅采用半定量积分法分级［３］。评

分标准如下，（１）阳性细胞百分率：未见阳性细胞者为０分，＜

２５％ 为１分，２５％～７５％为２分，＞７５％为３分；（２）显色深

浅：不显色或显色不清为０分，浅黄色为１分，棕黄色为２分，

棕褐色为３分。以上２项相加最终评定结果，０～１分为阴性

（－），２～３分为弱阳性（＋），４～５分为中度阳性（＋＋），＞５

分为强阳性（＋＋＋）。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计分析，计量

资料用狓±狊表示，组间比较采用狋检验；计数资料采用率表

示，组间采用χ
２ 检验，检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　两组肝组织 ＨＥ染色　实验组 ＨＥ染色表现为：正常肝

小叶结构被完全破坏，可见典型的假小叶结构。癌细胞呈多形

性，异型性明显，细胞核增大，细胞质少，可见多畸形的单核、多

核巨细胞和核分裂相，也可见少数静脉癌栓；对照组肝脏红润，

肝表面光滑无结节，肝小叶结构完整，细胞索排列整齐，细胞大

小一致，以中央静脉为中心呈放射状，肝窦无狭窄，小叶及汇管

区无炎性细胞浸润，细胞核清晰，见图１。

　　Ａ：实验组；Ｂ：对照组。

图１　　大鼠肝癌组织与正常肝组织（ＨＥ×４００）

２．２　Ｓｈｈ和Ｇｌｉ１蛋白在两组肝组织中表达　在实验组１６例

ＳＤ大鼠肝细胞癌中，Ｓｈｈ、Ｇｌｉ１蛋白阳性表达为１４例和１２例，

其阳性率分别为８７．５％（１４／１６）和７５％（１２／１６），Ｓｈｈ蛋白位

于细胞质内伴或不伴有细胞膜上呈棕黄色或者棕褐色颗粒，

Ｇｌｉ１蛋白位于细胞质或细胞核呈现棕黄色颗粒（图２）。而在

对照组正常肝组织中Ｓｈｈ和 Ｇｌｉ１蛋白阳性表达为３例和１

例，其阳性率分别为３０％（３／１０）和１０％（１／１０），其显示阴性或

弱阳性（图３）。Ｓｈｈ蛋白和 Ｇｌｉ１蛋白在两组肝组织表达率比

较，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。

　　Ａ：Ｓｈｈ蛋白；Ｂ：Ｇｌｉ１蛋白。

图２　　Ｓｈｈ蛋白和Ｇｌｉ１蛋白在实验组中的

表达（ＨＥ×４００）

　　Ａ：Ｓｈｈ蛋白；Ｂ：Ｇｌｉ１蛋白。

图３　　Ｓｈｈ蛋白和Ｇｌｉ１蛋白在对照组中的

表达（ＨＥ×４００）

３　讨　　论

１９８０年有学者在通过基因突变筛选首先在果蝇中发现

Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号传导通路由３部分组成，Ｈｅｄｇｅｈｏｇ配体、Ｐａｔｃｈ

（Ｐａｔｃｈｅｄ）和Ｓｍｏｈ（Ｓｍｏｏｔｈｅｎｅｄ）两个跨膜蛋白组成复合物，以

及下游转录因子Ｇｌｉ（Ｇｌｉ１、Ｇｌｉ２和Ｇｌｉ３）。在哺乳动物中，存在

３个家族Ｈｅｄｇｅｈｏｇ成员，即Ｓｈｈ、Ｉｎｄｉａｎｈｅｄｇｅｈｏｇ（Ｉｈｈ）和Ｄｅｓ

ｅｒｔｈｅｄｇｅｈｏｇ（Ｄｈｈ），均为分泌型蛋白，在胚胎发育过程中，对

细胞的增殖和分化发挥了重要作用［４５］，Ｈｅｄｇｅｈｏｇ具有双重信

号转导作用，其形成脂质修饰蛋白质，在其信号转导和催化方

面发挥重要作用［６７］。Ｇｌｉ蛋白是哺乳动物中Ｃｉ的类似物，对

其性质及功能的了解也是来自果蝇的Ｇｉ蛋白，它是一个大于

１０００个氨基酸的级联放大的转录因子，脊椎动物的 Ｇｌｉ有３

种形式的转录因子即Ｇｌｉ１、Ｇｌｉ２和Ｇｌｉ３，它有５个锌指结构，前

两个锌指结构目前还不是很清楚，后３个锌指结构指导核内

ＤＮＡ序列的完成，据相关证据表明：Ｇｌｉ１将 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号传

导至核内后主要对目标基因起转录和激活功能，Ｇｌｉ２则起激活

和少量的活化功能，而Ｇｌｉ３则是表现抑制功能
［８９］。

近几年来，Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路在人肝癌发生、发展变化中

相关报道非常多，大多报道结果为人类肝癌发生与 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ

信号通路关系密切，并且是最近探讨肝癌机制研究的热

点［１０１３］，但在实验动物肝癌中研究甚少，本文创新点在于：（１）

通过人工诱导ＳＤ大鼠肝癌的成功，动态监测大鼠肝癌形成过

程；（２）通过监测Ｓｈｈ、Ｇｌｉ１蛋白探讨在ＳＤ大鼠肝癌中 Ｈｅｄｇｅ

ｈｏｇ信号传导通路参与肝癌的异常激活。Ｓｈｈ蛋白是 Ｈｅｄｇｅ

ｈｏｇ信号通路中的信号肽，Ｇｌｉ１蛋白是 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路中

的核转录因子，通过研究大鼠肝癌组织中的Ｓｈｈ、Ｇｌｉ１蛋白表

达来探讨在ＳＤ大鼠肝癌中是否有 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路的参

与。本文研究中，在２０只ＳＤ大鼠成功诱癌１６只中能够检测

到Ｓｈｈ蛋白表达有１４例，其阳性表达率８７．５％，检测到 Ｇｌｉ１

蛋白表达有１２例，其阳性表达率７５．０％。而在正常大鼠肝脏

组织中，Ｓｈｈ蛋白表达有３例，其阳性表达率３０．０％（３／１０），
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Ｇｌｉ１蛋白表达有１例，其阳性表达率１０．０％（１／１０），这说明在

正常肝脏组织中 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路有少量的激活，而在肝癌

组织中 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路大量激活，与肝癌的发生密切相

关。但由于本实验样本量太少，并且只是通过蛋白方法检测，

下一步从分子及基因水平探查肝癌 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路发生

机制更具有理论意义。

综上所述，Ｓｈｈ、Ｇｌｉ１蛋白在ＳＤ大鼠肝细胞癌中呈现高表

达，说明Ｓｈｈ、Ｇｌｉ蛋白作为 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路两个重要因子

的异常激活可能参与肝癌机制的发生，但这只是在蛋白水平的

研究，还有待学者从分子及基因水平进一步去研究。
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且易受内源性物质干扰，因此在样品处理过程要小心。
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