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2 ， 棕色颗粒见于细胞核周( + ) x 1200 

3. 恒河猴肾小管上皮细胞对照片中 无棕色颗粒

(个 ) x 500 

4. 恒河猴脾白髓可见到棕色颗粒(十) x 500 

5. 棕色颗粒见于自髓细胞核周刊) x 1200 

6. 恒河猴脾自髓细胞中对照片无棕色颗粒(牛)

x 500 
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二 Z基亚硝股诱蚓于癌的大鼠中维生素

K 依赖性梭化酶的研究

包卫国 沈慧芬李茂深

(上海医科大学基础医学部生物化学教研室 200032) 

在棋血酶原等一些依赖于维生素 K 的蛋白

质的生物合成过程中 ， 维生素 K依赖性援化酶

参与其翻译后加工 ， 催化某些靠近 N端的谷氨

酸残基转变为 y- 援基谷氨酸残基 (Gla)。这些

Gla 为凝血酶原等在生理条件下被激活所必

需。 一旦缺乏维生素 K或竣化作用被华法令等

拮抗剂所阻断 ， 未被竣化的异常凝血酶原等将

分泌入血。与正常凝血酶原相比较，异常凝血

酶原不能被损盐所吸附， 也不能通过 Ca++ 和

磷脂表面结合从而被生理性激活，而只能通过

非生理途径， 如巨齿蛇毒 (ECV) 的作用，产生

凝血酶[1，2 J 。

1 984 年 ， Liebman 等问首先在原发性肝癌

患者的血浆中发现异常凝血酶原水平显著升高

的现象。这为研究人员寻找更好的肝癌标志提

供了新的可能性， 因而， 有关肝癌和异常凝血

酶原的研究进展倍受学者的注目 。

但是， 迄今为止有关肝癌患者血浆中异常

凝血酶原升高的机理仍不清楚。这种矮化受阻

的现象究竟是由于肝癌组织中维生素 K的缺乏

还是由于其它原因造成的，有关学者颇有争议。

为此， 本文以二乙基亚硝胶 (DENA)诱发肝癌

的大鼠为模型，观察了诱癌过程中肝脏维生素

K依赖性接化酶以及分泌入血的异常J疑血酶原

的变化。作者特别研究了肝癌组织中维生素K

依赖性接化酶的情况及其产生的原因，对有关

肝癌大鼠血浆中出现高水平异常凝血酶原的机

理进行了探讨。

材料与方法

-、材辈革

NaH14C03 (27 居里/摩尔 )，中 国医学 科学院放

射所。多肤主主化底物 Boc-Glu-G lu-Leu-OMe， 美国

Wisconsin-Madison 大学 J.W.Suttie 教授惠阳。 维生

素 Kl>无锡制药厂 产 品。 Chromozym P， 东风试剂

厂产品。华法令(warfarin ) ， ECV , Sigma 产 品.

Triton X-100 ,E. Merck 产品。 二就基赤鲜醇 (DTT) 、

国家自然科学基金资助课题(第 38609~ 号)，
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牛血洁白 蛋白 (BSA ) ， S巳rva 产品。放线菌酣， Fluka 

rr. ，目。其他均';h 分析纯试剂。

二 、 方法

1. DENA 灼合成根据 Titov 法制备 [ ') 。

2 . 大鼠肝癌的诱发 12 0 克左右的 Wistar 大鼠

100 只 ，雌雄不限 ，眼以合 80 ppm 的 DENA 饮水(棕色

瓶巾〉两个半月，以后正常 喂养。 同时 ， 正常喂养 40

只 Wistar 大配为对照组。

3 . 动物处理华法令处理g 实验前 3 小时 ， 腹

腔内注射华法令 5 毫升/千克。放 线 菌嗣处理z 实验

前 3 小时， 腹腔内注射放线菌嗣 5 毫克/千克。所有

动物处死前均禁食 18 小时。

4. 大鼠肝细胞微粒体的制备处死 大鼠后，迅

速取其肝脏，以冷生理盐水淋洗， 称取一定重量的肝

组织， 剪碎，力n入两倍(vjw ) 冷缓冲液 A(0. 25 molj L 

照糖， 25 mmoljL 咪毯 ， pH7 . 2 ) ， 在高速分散器上制

成匀浆 ， 于 1 0 ， 000x g 离心 10 分钟 ( 4 'C)。其上清离

于 105 ， 000 x g (HITACHI 55 P- 1) 离心 60 分钟( 4 'C) 

沉淀表团以缓冲液 B (缓冲液 A + O. 5molj L KCl )洗涤

两次 ， 即得微粒休的粗制品。

5 . 维生素K依赖性竣 化酶活性测定 在上述制

备的微粒体巾加入缓冲液 C(缓冲液 B + 1 mmolj L 

DTT + 1. 5 %Triton X-100) ， 加入的体积使溶液最终

相当于每毫升中合 0 . 5 克肝组织(湿重 ) , 用宽松的匀

浆器研磨至半透明， 再于 105 ， 000 x g (HITACHI 55 

P-1 ) 离心 6 0 分钟以去除不溶物质 ( 4 'C) 。

酶活性测定系统: 0.4 毫升经 Triton X-100 增溶

的微粒体上消液， 0 . 1 毫升含 5 mmolj L Boc-Glu­

Glu-Leu-OMe 的缓冲液 C， 20 微居里 NaHHC03(27

居里/摩尔)， 1 0 微升 (1 0 毫克/毫升〉 维生素 K1Hl o
酶反应于 2 5 'C保温 60 分钟 ， 最终分 别加入 ，' .4 毫升

l %BSA 和 1 0 %三氯醋酸 (TCA )终止反应。所有测定

均以双复管进行。

反应终止后， 于 3000 rpm 离心 10 分钟。 为测定

内源蛋白质前体竣化酶 活性， 沉淀以 1 .3 毫升 。 .2

moJj L Na2C0 3 溶解， 再加 5 毫升 10 %TCA 沉淀蛋

白质 ， 以七步骤重复一次，这时的沉淀溶解于 0 .8 毫升

1 mol jL NaOH ， 加入 12 毫升闪;烁液 (5 . 5 克 PPO ， O.l . 

克 POPOP ， 333 毫升Triton X-1 00 , 667 毫升甲苯 ) , 

7 0 微升浓盐酸中和。为测定外源多肤竣化酶活性， 上

请于 80 'C水浴中加热赶气 1 分钟， 取 0 .4 毫升 ， 以 40

微升 5 mol j L NaOH 巾和，加 1 0 毫升 闪烁液。 样品

振荡均匀， 至少放1"1 24 小时屑， 于 B(!ckllwn LS SOOO 

;夜闪仪上测定 cpm 值。

6. 异常凝血酶原活性测定 参照 Francis 报道[! )

作适当改动。测定中以中r棕酸顿为吸附剂， ECV 为激

活剂， Chromozym P 为显色底物。 激活作用 40 分钟 ，

显色 15 分钟。

结 果

-、大鼠肝脏维生素K侬赖性接化酶活性

在诱癌过程中的变化

我们分别以人工合成的多肤Boc-G lu-G lu­

Leu-OMe 和微粒体中内源存在的一些未及拨化

的蛋白质前体作为竣化酶的底物 ， 由此测得的

酶活性分另IJ称为外源多肤援化附活性和i内源蛋

白质前体接化酶 活 性。在 DENA 诱发大鼠肝

癌的过程中 ， 每隔 2 或 4 周取 3 一 6 只大鼠，

测定其肝脏维生素 K 依 赖 性援化酶活性(见图

结果显示，无论是外源多肤楼化酶活性还

是内源蛋白质前体数化酶活性均呈现先降低、

后升高的现象。诱癌第 2 周时，梭化酶活性即

略有降低， 第 6 至第 10 周期间 ， 其 活性处于

低谷，第 12 周时开始有所回升， 以后继续上升，

第 16 周时出现高峰， 其活性甚至高于正常值.

"' 

东

C::::I钟IIl' J 位同化嗣

!22l 肉". 1"3隅 '胁'费恤

固 1 DENA 诱发大鼠肝癌过程中维生素K依赖

性竣化酶活性，每组实验包括 5-6 只大鼠，以 2-3
只正常大鼠的竣化酶活性为对照值 100 %，散据以均
值士为差表示。

比较外源多肤竣化酶活性和内源蛋白质前

体竣化酶活性的变化曲线， 可以发现两者在诱

癌过程中的奕化趋势是一致的。 同时，数据显
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示， 在挨化酶活性的下降时期，内源蛋白质前

体棱化酶活性的下降程度更大， 而在酶活性上

升时， 内源蛋白质前体竣化酶活性的上升程度

却要小些。这可能是由于以蛋白质前体作为接

化酶底物测定其活性时，影响因素比较复杂，

显然，由此得出的酶活性至少同时反映着竣化

酶和蛋白质前体两方面的情况，内源甚至可能

有更多的因素影响竣化反应的进行。因此，对

上述现象的确切解释可能还有待于对竣化反应

系统特别是竣化底物的特性进行深入的研究。

工、肝癌结节和痛周组织中的维生素K依

赖性接化酶活性

肝癌组织逐渐增大。第 20 周时，我们在每

只肝癌大鼠中得到足够的肝癌结节以分别制备

微粒体。 维生素 K 依赖性竣化酶活性的测定结

果显示z 肝癌结节中， 外源多肤竣化酶活性只

150 

•• 
血
'

a,. (
民
)川坦
坦
遮
运
领

50 

。

A( .4) 8(3 ) 

国 2 肝癌结节 (A)和癌周组织 (B ) 中维生

萦 K 依赖性竣化酶活性， 3 只正常大

鼠的搜化.活性为对照值 100 % ，数
据以均值土方差表示.括号内为实验

所用大鼠数目.

口 外源多肤呈交化酶，

圈内源蛋白质前体竣化酶.

有正常大鼠肝脏中的 62.6%，内源 蛋白 质前

体竣化酶活性仅为 27 %(见图 2 )。这表明 ，

肝癌结节中维生素 K依赖性接化酶活性显著降

低。

前面的实验观察 到诱癌第 12 周后大鼠肝

脏维生素 K依赖性竣化酶活性反而上升的现

象， 这出乎原先的预料，因而在测定肝癌结节

中梭化酶活性的同时 ， 我们测定了癌周组织中

竣化酶的活性， 结果发现其活性较高，是肝癌

结节中的 2.5 倍，外源多肤竣化酶活性甚至高

于正常肝组织中的活性(见图 2 )。

三、华法令对肝癌大鼠 肝脏维生素 K 依

赖性接化酶的影晌

正常大鼠经华法令处理后，其肝脏维生素

K依赖性竣化酶的活性升高了一倍(见图 3 ) , 

外源多肤竣化酶活性与内源蛋白质前体竣化酶

活性均同样升高，这说明上述变化不是由于注

射华法令后蛋白质前体发生堆积而引起的.

量"
仁3 外源多以细

化酶

[22J内蝶蠢白质
前(丰赠化酶

，、

武

m 拟
招
罐
u
d欢

鹏
令
商

法
线

华
航

.. 
叶' • 

• 句b

固 3 华法令处理对大鼠肝脏维生素 K 依赖性竣

化酶活性的影响。正常大鼠为对煎组，数据为两次实

验结果的平均值。

放线菌隅能在翻译水平上抑制蛋白质的合

成。正常大鼠经放线菌酣处理， 其肝脏维生素

K依赖性竣化酶的 活 性只有正常大鼠的 60叫

70%。如同时给大鼠注射华法令和放线菌隅，

其肝脏竣化酶活性也只有单独注射华法令大鼠

的 60 %(见图 3 )。这提示华法令处理大鼠中
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表 1 华法令对肝癌大 鼠 肝 脏维生素 K 依

赖幢楼化酶的诱导

诱癌期〈周) 外源多肤竣化酶活性的增高值

6(4)* 90 . 3 土 16 . 6

16 (3) 54 . 5 士 8 . 6

· 括号内为实验所用大融数目。

2→3 只正常大鼠的竣化酶活性为对照值1 0 0 % 。

维生素 K 依赖性竣化酶 活性的增高是由于竣

化酶合成的增强而引起的。这种诱导作用 Shah

等问也曾报道过。

根据以上结果，我们以同样的方法分别给

诱癌第 6 周和第四周的大鼠 注射华法令， 观

察其诱导能力。竣化酶活性的升高程度以经华

法令处理大鼠的酶活性减去同期未经华法令处

理大鼠的酶活性的差值来表示。结果(见表 1 ) 

发现， 在诱癌第 6 周， 即诱癌的早期， 华法令

对大鼠肝脏竣化酶的诱导能力基本上没有受到

影响， 仍然保持在对正常大 鼠 作 用的 90%左

右， 而在诱癌第 16 周时， 也 即诱癌的晚期，

华法令对肝癌大鼠肝脏竣化酶的诱导能力大大

下降， 几乎只有对正常大鼠作用的一半。 上述

结果提供了一个重要启示， 即肝癌细胞中维生

素 K 依赖性梭化酶的合成可能受到阻抑，从而

造成其中维生素 K依赖性援化酶的缺乏。

四、血浆异常凝血酶原水平的相应变化

对肝癌大鼠肝脏维生素 K依颇性竣化酶的

研究是为了探寻其分泌异常凝血酶原的根本原

因。为此，我们还分别测定了诱癌各时期大鼠

血浆中异常凝血隅原的水平。

如图 4 所示，在 DENA 诱发大鼠肝癌的过

程中，血浆异常凝血酶原水平出现两次升高的

现象。 诱癌开始后第 2 周 ， 大鼠血浆异常凝血

酶原即有所升高，随后的第 4 、 6 、 10 、 1 2

周，血浆异常凝血酶原则持续保持在高水平，

几乎是正常大鼠中的 4 -5 倍。但从第 14 周

开始，血浆异常凝血酶原水平下降。 第 1 6 、 18

周大鼠血浆异常凝血酶原水平和正常大鼠之间

已无显著性差异。而当诱 癌进入第 20 周时，

帽.. 
也川吟、

m 

皿E
a
-
-黯
UR
就

.. • , • 
.. .. .. " 

四
周

。

刷
，
德
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图 4 DENA 诱发大鼠肝癌过程中血浆异常凝血

酶原水平。 敏据以均值±方差表示 ，每组实验包括 4-8

只大鼠。

血浆异常凝血酶原水平再次显著性地升高，是

正常大鼠的 2.5 倍。

讨 论

有关学者曾对原发性肝癌患者血浆中出现

高水平异常凝血酶原的机理进行了研究，分别

提出了不同的观点。他们的注意点都集中在上

述现象是否是由于缺乏维生素 K而引起的。有

学者认为这不是由于肝癌组织中缺乏维生素 K

造成[町 ， 而另一些学者的观点则正好相反[7 ， 81 ，

认为这个现象的产生恰恰是由于肝癌组织局部

缺少维生素 K。本文中以 DENA诱 发 肝癌的

大鼠为模型的实验结果支持前一种观点，至少

可以认为其主要原因不是缺乏维生素 K。

实验证明 ， 肝癌结节中维生素K依赖性竣

化酶活性显著降低， 外源多肤竣化酶活性和内

源蛋白质前体竣化酶活性分别只有正常大鼠肝

脏中的 62 . 6 % 丰1] 27% 。 由于我 们是直接测定

竣化酶的活性且按化反应体系中已加入足量的

外源维生素 K ， 因此，这个结果表明肝癌组织

中缺乏足够的维生素 K依赖性竣化酶，竣化受

阻是直接由竣化酶本身的不足所造成的。

有关华法令处理的实验为进一步论证上述

观点提供了证据。在正常大鼠中，华法令虽然

能在体内阻止竣化反应，抑制维生素 K 依赖性

援化酶的活性，却能诱异肝脏中该酶的合成。

而在诱癌晚期的大鼠肝脏中，华法令的这种诱
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导能力则大大下降。这提示，肝癌组织中维生
素 K 依赖性竣化酶的合成受到阻抑， 不能产生

足量的竣化酶从而造成这种酶的缺乏。当然，

目前不能排除肝癌组织中还存在一些未知的抑

制剂或酶的降解加强而造成竣化酶活性下降这

些可能性。

比较 DENA 诱发大鼠肝癌过程中肝脏维

生素 K依赖性竣化酶活性和血浆异常凝血酶原

水平的变化曲线，可以发现两者存在良好的对

应关系。即在接化酶活性较低的时期，血浆异常

凝血酶原保持在较高的水平， 而在竣化酶活性

较高的时期，血浆异常凝血酶原保持在较低的

水平。肝脏中存在竣化受阻的现象反映在血浆

中则表现为异常凝血酶原水平的升高。在诱癌

的早期， 肝脏维生素 K 依赖性竣化酶活性曾出

现过一个下降的时期，血浆异常凝血酶原水平

相应地上升，这可能是部分 肝细 胞在诱癌剂

DENA 的作用下发生癌前期病变的表现。由于

喃 DENA 作用于整个肝脏，因而这个时期血浆中

异常凝血酶原的上升程度似乎比后一个上升期

更强烈。诱癌第 20 周的肝 癌大鼠血浆中再次

出现高水平的异常凝血酶原，这是肝癌组织不

断发展并增大至一定程度的结粟，越来越多的

肝癌细胞分泌大恒的异常凝血~&}原入血。 由此

可见，异常凝血酶原在诱癌过程中的两个上升

期存在着本质的不同。至于稍早时的第16 、 18

周未发现异常凝血酶原的显著升高可能和肝

癌组织的逐步发展过桂与异常凝血酶原测定方

法的灵敏度等有关。

根据上述结果，我们提出这样的假设 z 在

大鼠肝癌组织中， 维生素 K 依赖性竣化酶的合

成减少，由此引起的竣化酶缺乏是肝癌大鼠血

浆中出现高水平异常凝血酶原的主要原因。

实验显示， 癌周组织中维生素 K 依赖性竣

化酶的活性较高，这显然与动态变化曲线后期

竣化酶活性的升高有关。 在诱癌后期的大鼠肝

脏中存在着两种相对抗的现象s 一方面是肝癌

结节中接化酶的低活性，另一方面则是癌周组

织中竣化酶的高活性，而前者仅占少数，因而总

的矮化酶活性表现为升高的现象。有些学者曾
提出 I卜 1 3 ] ， 一些前凝血因子可能促使形成一

个有利于肿瘤生长和转移， 使其免受机体防御

系统攻击的环境。癌周组织中维生素 K依赖性

矮化酶所呈现的高活性是否与此有关，还有待

于作进一步的研究。

摘要

本文证明 DENA 诱发的大鼠肝癌结节中

维生素 K依赖性竣化酶活性显著降低，外源多

肤竣化酶活性只有正常大鼠肝脏中的 62.6% , 

而内源蛋白质前体竣化酶活性仅为 27%。华

法令能在正常大鼠肝脏中诱导竣化酶的合成，

而这种诱导能力在诱癌晚期的肝癌大鼠肝脏中

明显下降。 上述结果说明肝癌细胞中维生素 K

依赖性毅化酶的合成受阻，造成肝癌组织中竣

化酶的缺乏。 诱癌过程中大鼠肝脏维生素 K依

赖性竣化酶活性和血浆异常凝血酶原水平形成

良好的对应关系。随着肝癌组织的增大，肝癌

细胞分泌入血的异常凝血酶原水平显著升高，

诱癌第 20 周时的大鼠血浆中异常凝血酶原含

量为正常大鼠的 2 .5 倍。由此认为，肝癌组织

由于不能合成足量的维生素 K依赖性竣化酶，

导致凝血酶原在成熟过程中竣化受阻， 分泌入

血形成高水平的异常凝血酶原。
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传代内皮细胞形态和功能变化的关系

王毅朱佩芳王正因

{重庆，第三军医大学野战外科研究所 63 0042) 

迄今为止，国内外已有不少学者对体外培

养的内皮细胞(EC )进行 了研究。并已从凝血

vm:因子，胞浆 Weibel-Pa lade 小体和染色体数

目等方面证明了培养 EC 在有限的传代次数内

保持了内皮细胞的生物学性质[ 1 -5 J。但关于传

代 EC 形态和功能研究 的专 门报道还尚未见

到。本实验发现，传代 EC 在其生物 学性质没

有发生根本改变的前提下，也存在着一些形态

和功能规律性变化。这些变化对合理选择使用

传代 EC 来进行实验研究有着重要的意义。本

文结合传代 EC 在相差显微镜下的形 态学改变

及其图象分析研究和蛋白质分泌功能的变化，

来探讨传代 EC 形态和功能变化的关系 ， 旨在

为合理选择传代 EC来进行实 验研究提供参

考。

材料 和方法

-、 内皮细胞分离及培养

参照我室建立的牛肺动脉 EC 的分 离、 培养、 鉴

定及纯化方法进行[6J 。

二、相差摄影

取 1、 3 、 4 、 7 、 9 、 12 、 15 和 20 代融 合单层

EC ， 置倒置显微镜(重庆光学仪器厂产品)下， 给出指

示光标(100 μm)，行负相差放大 100 倍 摄影， 将其负

片行统一倍数的光学放大， 制成照片备用。

三、 计算机图象分析

1. 样本相差摄影所制成的统一放 大照片.

2 . 仪器 MAS-1 图象分析系统(重大光电精密仪

器研究所提供).

3 . 测量参数及计算

测量参数 Area(面积)和 CH (圆形度 ) 。

每次测量， 计算机以照片上光标的长度换算为测

量参照、单位 (mm ) ， 然后直接用积分法算出细胞投影

面积， 用细胞周长除以其外切圆周长算出圆形度 (见

图 1 )， 其值在 。一1 之间 ， 它反映细胞接近圆的程

度， 比值越接近 1 ， 说明细胞平面图形越近似圆.

'Hl} 圆
细胞周 长

图 1 .形度计算示意

四、培养液上清蛋白测定

参照吴如月 I门的考马斯亮蓝 G-250 染色法测定培

养上清蛋白质。具体方法如下2

1. 标准蛋白质溶液牛血清白蛋白 1 mg/ml。

2. 染色液称取 100 mg 考马斯亮蓝 G-25 0 溶于

50 m195%乙醇中 ， 加 100 ml 85%磷酸 ， 加水稀释到

1 升。

3 . 标准曲线的制作在试管内分别加 0、 5 、 10 、

2 0 、 25 、 30 、 40 、 50μ1 标准蛋白质溶液，用水补足到

50 μ1 ， 加 3 ml染色液混匀， 在室温( 20一25"C ) 中放置

15 min， 用 752 型紫外分光光度 计以 595 波长比色，

读 OD 值， 作标准曲线。

本文承蒙重庆大学光也精密仪器研究所大力协
助， 在此深表谢意，
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