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ABSTRACf 

ln lhis 阳per ， the inhibitory mechanism of tumor cell proliferation by a derivative berbamine (o-4-ethoxl-bulyl 
berbami时， EBB)has been sludied. 

Experimel1lal r岱ulls showed thal EBB as a new and slrong CaM antagonist川出ibi led proliferation of human lung ωncer 
cells( PG) and had no s墩1ifi由1t toxic effect 011 110rmal lung cells(旺L). EBB inhibited the expression of CaM gene on the 
transcription and translation level. I t can also inhibi t the expre._<..sion of OI1CX非ne ( c-myc and c-H-ras) in PG cells , and reverse 
prol iferation of lhe malignanl l u鸣 αI1cer cells( PG)due to high mutation frequency of p53 and Rb genes. 

Key words: Derivative berbamine Anticancer Gene expers西ion

小鼠皮肤癌变过程中 GST 一 π 免疫组化染色观察
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(鳝韩国岭南大学医科学院解剖学教室 大邱 705-717 .. 白求恩医科大学口腔医学院病理科 长春 130042 

川大连大学生物工程学院 大连 116622 徒川大连大学学生处 大连 116622) 

谷脱甘肤 s 转移酶(GSTs)在 1961 年首次

被鉴定[ l ] ， 是一种多功能的解毒酶 ， 其主要功

能是水解有毒物质中谷脱甘肤的亲电子结构，

以破坏谷脱甘肤，从而保护细胞不受有毒物质

的侵害。这些有毒物质包括致癌因子和具有细

胞毒作用抗癌药物[2] 。 在人类 ， GSTs 根据其

碰基和结构不同被分为三类 :α ， μ 和 π ， 其 中 α

呈磁性 (pH>8 . 的， μ 为中性 (pH = 7 . 0 - 8 . 的，

π 为酸性 (pH< 7 . 0) 。 这三类蛋白起源于各自

不同的基因，每一种蛋白都为整个机体的存活

提供重要作用。 研究表明 ， 从 鼠类胎盘和从人

类胎盘提取的 GST-π 具有 70 % 以上相同的氨

基酸顺序[3 ] 0 GST-π 在大鼠的肝癌和癌前病

变中表达明显增高[4 ] ，因 此 ， GST π 被认为是

肝癌细胞的早期标志之一。 在人类肺癌 ，卵巢

癌和胃癌等细胞，经 GST-π 免疫组化染色呈阳

性反应[ 5 ] 。

皮肤癌是最常见肿瘤之一，通过皮肤，环境

中的大量的化学成份，药物和其它物质进入体

内 ， 引起局部毒性或致癌作用。 皮肤癌变被认

为是一种多步骤的过程，即从良性增生，异常增

生 ，原位癌到浸润癌。 因此，研究皮肤对致癌因

子，药物和化学物质等解毒能力，成为评估皮肤

癌发生的重要依据之一。

材料与方法

1. 试剂、试1tlJ盒和实验动物

GSTπ 多克隆抗体 (NCL-GSTpi)购自于 Novocas

l ra公司， DMBA 和 PAP 免疫试剂盒均购自 Sigma 公

司 。 BALB/c 小鼠囱本校动物实验室提供。

2 . 实验过程

(1 ) 小鼠皮肤癌模型试验 20 只雄性 BALB/c

小鼠，2-3 周龄 ，在无菌室温下喂养。 动物分为两组:

①实验组 :在 15 只实验组小鼠皮肤上，每周一次涂含

l% DMBA 的矿物泊，直至 10 周。②对照组 : 在 5 只对

本文2000年7月 3 日 收到， 2001年3月 19 日接受。
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照组小鼠皮肤上，只涂矿物油。 两组动物在 10 周末处

死，经大体检查后切取皮肤。

(2) 小鼠皮肤标本制备 所有的皮肤标本用

10% 中性福尔马林固定，石蜡标本制备，组织切片厚为

5阳，进行常规苏木素和伊红染色，在光学显微镜下读

片。 诊断由两位作者互盲下进行，互相符合的组织学

诊断如下 :正常皮肤 (n = 的，良性增生 (n= 肘，异常增

生 (n = 12 ) ，鳞状细胞癌(n= 9) 。

(3)G盯-π 免疫组织化学染色 运用 PAP 免疫

组织化学染色方法，对不同病变标本的石蜡切片进行

染色。 首先石蜡切片先在二 甲苯中去蜡，然后在

100 % 、90 % 、 80 % 、 70%酒精中水化。 为封闭内源性氧

化酶活性，在室温下用 3%H2乌处理 10 分钟，然后用 1

3 正常牛血活在室温下处理 30 分钟，以封闭第二抗体

所造成的假阳性反应。 再与 GST-π 兔抗人抗体(1: 50) 

在 37'C下反应 2 小时，然后用抗兔 IgG(l : 200) ，兔

PAP(l : 500 )37'C各反应 l 小时。 抗体结合过程中用

PBS室温下洗去未结合的抗体。 PAP 显色采用 AEC

试剂盒，核复染用 Mayer's 苏木索。 阴性对照，采用正

常牛血清代替兔抗人 GST π 抗体。 阳性对照是人正常

肝组织切片 。 染色强度分为(一)阴性 :非特异性淡红

色， 1W与阴性对照反应一致。 (+/一)部分细胞为特异

性淡红色。 ( + )阳性，即为特异性红色。 (+ +)强阳

性，即为特异性深红色。 同时采用 analysis-auto-system

(SIS softimaging SJftw缸e GmbH)软件分析程序对结果

进行分析，染色强度与电脑屏幕显示密度强度为标准，

所得数据规定如下: ( 一) : > 160 , (+ /-) : 150 -159 , 

(十 ):100 一 149 ， (+ +) :50 - 99。

(4 )统计学处理 采用 Pai red t- test ，分别对正

常皮肤与良性增生，异常增生，鳞状细胞癌的 GST-π 染

色之间的差异进行统计学处理，当 p< 0 . 05 时，认为差

异有统计学意义。

结果

GST-π 染色结果如表 1 ， 2 和图 a- d 所示，

统计学结果如表 3 所示 。

1.正常皮肤上皮层， GST-π 染色为阴性，

除了个别基底层细胞(stratum basale)显示阳性

反应。 所有上皮下纤维结缔组织 GST-π 染色

为阴性，即与阴性对照反应一致，如个别细胞反

应为假阳性反应(如图 a 所示) 。 在对照组中， 6

例标本中， 1 例 GST-π 为细胞质阳性反应，百分

比是 16 . 7 % 。 核周阳性反应百分比是 0%(如

表 1 ， 2 所示 )。

2. 良性增生病例为 8 例 ，其中 4 例细胞质

染色为阳性( + )或强阳性( + + )，百分 比是

50% ， 1 例细胞核周染色为阳性 ( + )，其百分比

是 12.5% ，并且基底层和棘细胞层( stratum 

spinosum) 近基底层 2/3 染色为阳性( + )或强

阳性(+ + )，粒层 (stratum granulosum ) 及角化

层 (stratum corneum)为阴性 ( - ) (如图 b ，表 1 ，

2 所示) 。

3 . 恶性增生病例为 12 例，其中 10 例细胞

质染色为阳性( + )或强阳性(+ + )，其百分比
是 83.3% ， 9 例细胞核周染色为阳性( + )，其百

分比是 75% ，并且基底层、棘细胞层和粒层染

色为阳性(十)或强阳性( + + ) ，角化层为阴性
( - ) (如图 c ，表 1 ， 2 所示) 。

4. 鳞状细胞癌病例为 9 例，其中 9 例细胞

质染色为阳性( + )或强阳性( + + )，其百分比
是 100 % ， 8 例细胞核周染色为阳性( + )，其百

分比是 88.9% ，并且基底层、棘细胞层、粒层和

角化层染色为阳性(十 )或强阳性( + + ) (如图
d ，表 1 ， 2 所示) 。

G盯-π 阳性反应与正常皮肤对照的统计学

结果显示，良性增生与正常皮肤对照没有统计

学意义， 即 p>0 . 05 ，恶性增生和鳞状细胞癌与

正常皮肤对照有统计学意义，即 p<0.05(如表

3 所示 ) 0 GST-π 表达在小鼠皮肤病变的不同

组织学分类中没有显著差异 (p>0 . 05 ，结果没

有显示) 。 阳性对照反应为阳性，阴性对照反应

为阴性。

实验结果显示从小鼠正常皮肤，经过 良性

增生，异常增生，到鳞状细胞癌， GST-π 阳性反

应率逐渐增高 。 从反应部位看 ， GST-π 阳性反

应从基底层、棘细胞层、粒层到角化层逐渐扩

大。

采用 analysi s auto system(SIS Soft-imaging 

Software GmbH) 软件分析程序对结果进行分

析，染色强度与屏幕灰色强度为标准，所得数据

规定如下 :
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表 1 GSf-π在小鼠正常皮肤和病变皮肤中染色强度

~晶9、 断 基底层
棘细胞层

近基底层 1 12

正常皮肤 + /一(一) - (- ) 

良性增生 + + (+ /一) +( 一)

恶性增生 + + (+) +(+) 
鳞状细胞癌 + + ( + ) +(+) 

诊

一 : >160 ， 或阴性染色

+ /一 : 150 - 159 ，或少数细胞阳性染色

+ :100 - 149 ，或阳性染色

+ + :50 - 99 ，或强阳性染色。

括号内为细胞核周染色。

表 2 GST-π 在小鼠正常皮肤和病

变皮肤标本中阳性的百分比

断 GST-π
细胞质阳性染色 细胞核周阳性染色

正常皮肤

良性增生

16.7% 

50 % 

0% 

12 . 5% 

恶性增生 83.3% 75 % 

鳞状细胞癌 100 % 88.9% 

阳性百分比 = 阳性反应标本数目 /总标本数目 ×
100% 

表 3 GST-π 阳性反应在病变皮肤与在正常

皮肤对照的统计学结果 (Paired t Test) 

诊 断 p值

良性增生

恶性增生

鳞状细胞癌

讨 论

> 0.05 

< 0.05 

< 0.05 

GSTs 是一类细胞质内酶，对其进行的大

量免疫组化定位研究表 明， GSTs 阳性反应存

在于肿瘤细胞或正常细胞的细胞质中 [7 ) 。 但

是 ，也有些研究提出 GSTs 阳性反应存在于细

胞核内[剖 ，这提示 GSTs 对细胞核内过氢化

DNA 的解毒功能。 本实验通过对小鼠皮肤癌

变过程中 GST-π 免疫组化染色观察 ， 进一步对

GSTs 的功能加以探讨。

实验结果显示从小鼠正常皮肤，经过良性

增生，异常增生，到鳞状细胞癌 ， GST-π 阳性反

远离基底层 112
颗粒层 角化层

一 (一) -( 一)

-( 一 ) 一 ( - ) 

+(+ /一 ) +(一 )

+(+) +(+) + 

应率逐渐增高 ，说明 GSTs 在小鼠皮肤癌变过

程中是一种动态过程，即逐渐被诱导。 从反应

部位看 ， GST-π 阳性反应从皮肤基底层 、棘层 、

颗粒层到角化层逐渐扩大，这说明基底层是抗

癌"第一防线"，这与许多学者认为基底层是皮

肤癌突变的关键相符合[9 ) 0 GS丁 π 在细胞核

周阳性反应 ， 尽管目前本实验不能正确定位核

内染色，但根据 Bennett 等人 GSTs 在细胞核内

定位研究，我们可以推测 GST-π 在细胞核反应

的可能性[ 9 ] 。 以上， G盯-π 阳性反应在小鼠皮

肤癌变过程中反应程度加深和反应部位加大，

提示当小鼠皮肤置于致癌环境下， GSTs 酶活

性逐渐升高 ，从而为机体提供保护作用 。 而 当

这种保护作用不能与外界致癌因素相抗衡，则

会发展成为癌。

本实验结果与许多研究结果相符合 ，如

GST-π 在鼠类和人类的大肠 、宫颈和 胃等组织

的肿瘤中免疫化学反应性都有明显提高 [ 10 ] 。

Mannervik 等人发现在人恶性色素细胞株中，

GST-π 在细胞内含量和培养液含量较非恶性色

素瘤为高[ 1 3 ] 0 Soma 等人报道 GST-π 在人肝

细胞的免疫学表达升高可以作为肝细胞癌的标

记( 1 1 ) 0 Tsuch ida 等人进一步研究表明 GSTπ

在低分化食道癌比在高分化食道癌有明显高水

平表达[ 1 2 ) 。 这些研究提示 GST-π 不仅可以作

为一些肿瘤的肿瘤标记，同时其表达还与肿瘤

的进一步分化有关，进而可以预测愈后 。 综上

所述，本实验对观察 GST-π 在皮肤癌变过程中

的表达提供一种安全方法，无疑会促进对这一

解毒酶理解和应用。

摘要

为探讨谷脱甘肤 s转移酶(GSTs) 在小鼠
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皮肤癌变中的作用，本实验利用 GST-π 抗体和

免疫组织化学方法，观察 GSTπ 在小鼠正常皮

肤 (n = 6) 、良性增生 (n 二 8) 、异性增生 (n = 
12) 、鳞状细胞癌 (n = 9 ) 中的表达和作用部位。

结果表明，在正常皮肤标本中 GST-π 几乎没有

表达 ; 在良性增生中，细胞质染色为 50% ，细胞

核周染色为 12.5% j 在异性增生中细胞质染色

为 83.3% ，细胞核周染色为 75% j 在鳞状细胞

癌细胞质染色为 100% ，细胞核周染色为

88 . 9% 0 GST-π 在小鼠皮肤癌变过程中含量明

显增高，尤其 GST-π 在皮肤角化层和核周的表

达，可以作为诊断癌症的一种标志。

关键词: CSf-π 良性增生异性增生 鳞状细

胞癌肿瘤标志
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IMMUNOHISTOCHEMICAL STUDY OF GLUTATHINONE 
S-TRANSFERASE-n DURING MOUSE SKIN CARCINOGENESIS 

LlU Yin ， Jα)-Young Kim , Eon-Gi Sung ,Ou-Yang J ie* , Yungchang Lee 
(Deþl oJ Analomy , ÚJüege oJ Medici时 ， y，四ngrW1n University , Soulh Korea , 705 -717 户:

E均，t of OraL Palh.ology , Norman Belhunp Uniw rsily oJ MedicaL Sciences ， α'ol1gchun 13004 1) 

ABSTRACf 

The expression and loca lization of glutathione s-transferase πIS伺nzyme in mouse normal skin ( n = 6) , hyperplasia ( n = 
8 ) , dysplasia( n = 12) , and squamous cell carcinorna( n = 9 )of mouse skin lesions were examin时 immunohi st∞hem ically using 

polyclonal ant ilxxly raised against GST-πwith the standard peroxidase anti -阳oxidase(PAP)method. GST-πwas almost ab

sent in the epitheli um of nonnal mouse skin and overlying benign 日 brous tissues. GST-1( was expressed in 50 % cytoplasmic 

staining and 12.5 % peri-nuclear staining in hyp臼 plasia ， 83. 3 % cytoplasmic staining and 75 % peri-nuclear staining in dys

plasia , 100 % cyroplasmic staining and 88. 9% perinuclear stailli ng in squamous cell carcinoma . Since Gsr斗rw岱 signifiαntly

over-expr岱纪d in perrnalignant and malignant skin l esions ∞m阳red with nom1al skin , it is suggested GST-πW岱 induced dur

ing mouse skin rnalignal1l processing ,specia11y GST-1( in upper-layer staining and J兑rinuclear slainingαn be ∞nsidered as a 

tumor lnarker in skin carcinogenesis 

Key wor吐S: GST-π ， Hyperp1asia Dysp1asia sq皿rno凶 cell carcinoma Twnor marker 
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