
控制臼蛋白和甲胎蛋白产生的分子机制

一研究化学致肝癌物阜期效应的系统

S. Sell 等

叩)Jfl蛋白 (AFP) 的产生与发展和致癌活动相结 提纯 ALB mRNA 和 AFP mRNA。在 mRNA

fT，提供了一个研究了体发生和癌形成时基因表达的 ALB 和 mRNA AFP 的分子大小测定巾，比较分泌
分子控制系统。血清蛋白一白蛋白 (ALB)和 AFP 虽 蛋白分子前体的长度〈对 poly (A)链的大小作校正)，

有相似的理化性质，但它们是在不同情况下产生的。 我们计算出 mRNA ALB 非编码区的非 poly (A)的

在犬部分附儿期间， AFP 是主要的血清蛋白，浓度高 碱基大约为 330 个， mRNA AFP 的这种碱基为 220
达 5 宅克/毫升。胚胎 AFP 主要由正在发育中的肝 个。高纯度的 mRNAs 在有 3Hd CTP 或 32Pd CTP 
脏和卵黄束细胞产生， ALB 则是成年的主要血清蛋 存在下，经鸟类髓细胞白血病病毒的反转录酶的转录
白(在大鼠血清中含量为 40 毫克/毫升，而 AFP在成 得到标记的 cDNA。用碱性琼脂糖凝胶电泳分析标记

年血洁rl1却难以测出 <<0.06 微克/毫升)。成年动物 cDNA 探针的结果表明，如果 cDNA 合成是在接近
在局部肝切除，或由化学药物造成肝损伤所引起的代 mRNA3' 端 poly (A)区域处起动的话，那未大约总

f飞去~，t/t细胞呐生，与各种致肝癌化学药物接触之后，以 的转录产物的 1-5%相当于所预期的 cDNA 充方转
及患有原发性肝癌、移植性肝细胞肝癌或卵黄囊瘤 录物的长度。 cDNA ALB 或 cDNA AFP 分别与同

的动物血清中， AFP 的浓度也都升高。 源的 mRNA 杂交得到单一的一级动力学，而与异源
免疫荧光研究已经表朋，不同的细胞类型在不同 的 mRNA 无反应。这些结果是向 cDN八系转录自

|的白f怕性lé二形下「污f叫丰有于 AF叩P。胚胎发育时， AFP 存在于发育 f单P

[的白肝f引川L斗:)胞血[巾1 1 。在t培苦养的胚肝细胞里， AFP 的产生与 相一致。

细胞分裂密切相关。在成年增生的情况下，部分肝切 mRNA ALB 和 mRNA AFP 和的定量
除或毒物损伤的代偿性增生期间，在分裂的肝细胞中

使用这些探针对发育时期肝细胞和移植性肝细胞
AFP 是存在的z 在接触致癌物之后，在肝细胞的未

肝癌的 mRNA ALB 和 mRNA AFP 进行定量。不
成熟的小 "131'困细胞"和不典型"腺体样"结构中有

同年龄的大鼠肝和卵黄囊组织r! 1 mRNA AFP 的合
八FP，而在产生 AFP 的肝癌里，则显示在增殖的癌

量表明，每个胎肝细胞中 mHN八分子的数目直到一
细胞内。因为 AFP 的产生是继成年动物接触致肝癌

周年龄时，大约维持在 10 4 个分子，然而在成年肝每
纯物币的一种早期活动。控制 AFP 产生的分子活动

个细胞的 mRNA 分子数目就指数级地下降到 5-15
可能与致癌过程有关。我们在本评论中将要提出，用

个。相反，胎龄 16 天的大鼠，每个肝细胞中 mRNA
ALB mRNA 和 AFP mRNA 的 cDNA 作为探针，

ALB 的分子数目为 2000 个左右， {旦出生后两周却稳
在分析大鼠正常的和肿瘤的组织中控制 ALB 和AFP

定地增加到成年的水平，即 6 X 10 4 个分子左右。
的产生所取得的一些结果。此外，还将简要地描述正 mRNA 水平的这些变化与相应蛋白在血i市中浓度的
布阿用这种方法进行分析的致大鼠肝癌的模式系统。

变化，以及合成速度的变化是紧密相关的。出生后
mRNA ALB 和 mRNA AFP 的分离 mRNA AFP 的量与血清中 AFP 浓度的比较结果见
Hl粟核糖休免疫沉淀和 RNA 分子大小的分部来 表 1 。胎儿血清中 AFP 浓度与成年 [f凡tí'[ rl-l AFP 浓

裴 1 发育的肝细胞中 ALB 和 AFP 的产生

I ALB AEP 

参 数 |一周|四周丁Efl-371Ui 丁可-
I削A 分子数/细胞 | 川00 I 80 , 00o I 川00 I 18 , 000 I 90 ! 1归5

组织够出物中的合成， cpm/毫克 683 583 I 1 , 525 I 137 I 21 I 1 

〈总的%) (10) 1 (1 3) 1 01 ) < 2) I <0.5) 1 <<0.1) 

~._---1白皮(微克/毫升-)---li9丙丁王丽。|川。 I 2, 675 75 丁丽「
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第 3 卷马-; 2 期 细胞生物学杂志 1~ 

裴 2 移植性肝细胞肝癌 mRNA 含量和蛋白的产生

J r 
m 
/ 数

肝细胞肝癌

7777 I 8994I 311 , 252 
7一一一 一一一一一一一

ALB I AFP IμALB刮|问AF叫P圳I ALB I AFP i 川ALB刮|μAFP
己虫较时协牛核栅交

J总总总L骂聚毛核 1恼1注店削2古tff叫i体仨μH_NA(的白酣详;活舌性， c叩pm/微克RNA 1 5401 6ι， 240>斗i 1 ，λ14413 ， 1801 2 ， 2饵8 川 1 ， 1251 220! 1!í 8 

(总的%) 1 (1 )100.0 I <2.4) 1 <5.3) 1 <3.6) I 0.8) I <L1) I (Ll) 

组织移出物中的合成， cpm/毫克组织 I 1 ，叫 2, 134 I 3川， 2川 1 ， 230 I 324 I 叫 132
(总的%) I (4.8) I 00.5) I <2. 4> 1<8.8) I <3.8) 1<<2) I <<2) i <<2) 

jM占以(面/号:一一闷，丽'--6 ， 150 T;~OOT2 ， 47属;而o 13 -1-2-5 ,OO()0.06 

度的比值为 10 5 左右，而胎肝 mRNA AFP 分子数 AFP 基因。
与成年肝 mRNA AFP 分子数的比值则大约为 103。 用限制性内切酶 Eco R1 对大鼠肝和肝癌7777 &二
这 10 2 俗之高的比值差使得在翻译水平上是否也存在 因组 DNA 进行酶解，分析 ALB 和 AFP ~Wl Jj';的分

某种程度基因洲拉的可能性，成为仍待解决的问 布。在琼脂糖凝胶电泳中酶切片段按其大小分部，
题。 把这种片段再转移到硝化纤维拙膜上与 cDNA探针杂

肝细胞!什屈 mRNA 的主益和主臼合成的迷度见表 交，并用放射自显术作立位观察。结果是与 cDNA
2 。挑选这些肿瘤米研究是因为已经知道带瘤大鼠血 ALB 和 cDNA AFP 杂交的标记带完全不同，但在
市 AFP 的i衣出沾闹。所有这些研究都表明，大鼠肝 正常肝 DNA 跟肝癌 DNA 一样， cDNA ALB 都在j~
和所研究的各种肝癌，主要是通过柑应功能性mRNAs 记在相同的带七。同样， cDNA AFP 与正常肝DNA
的稳立状态的浓度来调节。 lnnis 和 Miller0977 )和 和肝自 DNA 的标记片段也相同。叶'是，cDNA ALB 
Miura 等人(979)在研究京育中的大鼠和小鼠系统有 在 Sprague-Dowley 大鼠 DNA 4:1产生的陶条标记

关控 :1m AEP 的合成也分别得到相似的结论。 带<3.9 和 2.7kb)在 Buffalo 大鼠正常肝 DNA Jjl是

大鼠 ALB 和 AFP 基因的初步分析 没有的来。因此没有发现在肝瘤组织 11" 出现 AFP 和 l

如果产生 ALB 或 AFP 的量直按夭系到根 l司组

织中 mRNA 的存在量，那未控制这些蛋白合成的关
键活动 '1能是在翻译前。这样的控制在 DNA <基因
数目或基因的亚排列〉转录，或 mRNA 前体的加工

等水平上都吁能受到崽响。为了研究第一种可能性，
Sala-Trepat 等 (979)把cDNA探针用于测定ALB

和 AFP 基因的数目和不同组织的基因组成。

cDNA ALB 和 cDNA AFP与大鼠组织的DNA

结合的动力学表明， cDNA 探针与大鼠肾，大鼠肝或
Morris 肝到~ 7777 rl~ DNA 退火的动力学都没有差

异。 p;可种探针都不与无关的裂解型小球菌 DNA 起反

应。二级比率的常数与大鼠细胞核每种基因有 1-3 个
拷贝是 A致的。经 cDNA 探针与大鼠肝 DNA 和肝

癌 7777 DNA 杂交的饱和分析，发现肝癌和正常肝

DNA 的饱和水平之间也没有显著的差异。大鼠ALB
DNA 链为总基因组 DNA 的1. 2 X 10-6, AFP 
DNA 链习总基因组 DNA J'J''] 2.2x10-6。据估计，
大鼠的毕[_)_;IW DNA 有 2.8 X 10 9左右个碱基对。我们
可算出编码 ALB 的基因有 3360 个碱基对，编码AFP
的基因有 fi160 个创基付。庆用分别为 2265 和]2235个
和节目飞 J~小I(J mHN 凡人T ，B fll mH N 八八FP ， 估计

每个 1'(1 iti 你~，~ IT;I a[J.:约有1. 5 个八LJ3基因和1 2. g 个

ALB 基因明显的重排列。然而î 1'i Buffalo 大鼠肝

DNArj:l所见到的，而在 Sprague-Dawley)，: ÞÞt 肝

DNA 中又不存在的标记的 cDNA ALBH-段的尘;砚，

提出了不同品系大鼠的 ALB 基因结构存在若不|司机

式的可能性。这一发现表明，来自不同品京大队的移

植瘤不能互相比较。为了测应基因结构上的差异，凡
能用同一品系动物的肿瘤。

目前在 ALB 和 AFP 基因结构工j iIii正在- .止i:i谷
里为详细的研究。 Sargent 等人0979 )用大鼠基因如

DNA 克隆片段分析已经表明， ALB 基因至少含有13
段插入的非编码顺序(内涵子)。全部 14 段编陆片丘之
(外显子〉和 13 个内涵子只占据 14.5kb 基因组 DNA

的极小部分。 Tilghman 等人(979)用 AFP mH_NA 
的 cDNA 探针分析小鼠基因组 DNA 的限制性晦解

来经查阅本文作者所引用的 Sala-Trcpal等入的

报道 (Proc Natl Acad Sci USA , 76: 695. l \J 7~J)其

结果是s 在 Boffalo 和 SD lìJj个品系大 fRt 而脏 DNA

酶切片段中，都出现 10 条 cDNA ALB 的标记'iii' ，但

前者4. 3 和1. 9kb 的两条带在后者ql不存在， T而后右
1'1句 :\.9 丰11 2. '7 k b 1'1(1':\;' {I:古Îj;fj- Jj 1 [11，才二 1 1\ 1 吧。

-一-1手 ---(,•… 
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费 3 正常成年大鼠肝和肝葡 7777 中 mRNA ALB 和 mRNA AFP 的E细胞分布

! 每个细胞的分子数目

川人分部 1 正 常肝 | 肝癌 m

I ALB I AFP I ALB 1 AFP 

总的细胞 23 , 000 I 10一15 ! 7 , 500 ( 川00

细胞核 I 100 1 I 16 I 盯
聚核糖休 | 川0o 10-15 I 6 , 400 川00

次一聚核糖体 I 130 I 

片段， iJ!:.IiJJ AFP 基因中至少有两段插入!顺序。我们
:灾区号'主里.iE{i:进行的有关研究表明，有很高数目的阻
断 AFP 纳 {ìïb顺序的内涵子。

信使 RNA 顺序的班细胞分布

~之 3 所列是正常成年肝和肝癌 7777 亚细胞 RNA

;l1ti备物Ij l mRNA ALB 和 mRNA AFP 的分布。几

乎所有的细胞 mRNA 链都存在于聚核糖体 RNA 部

分。|二i 蛋白 mRNA ，f巨细胞核中或次一聚核糖体部分

几乎杜难以ìJJ!ú 出。 1正常成年肝细胞中的 10-15 个
mRNA AFP 分子，基本上能在聚核糖体部分回收。
即使丘肝出 7777 的不同亚细胞部分中， mRNAs的绝
对址 1阳说然不同于 1豆常肝，但十分明显 mRNA 的相
对分 i'!J" )lk却是111似的，口[J全部 rjnll!ú的 mRNA ìtî 性主

主?ri fi巳 (e\(核和f f，本 RNA 部分。

化学诱发大鼠肝踵的发生

f巳心致拙物的作用机制是不洁楚的。诱发肿瘤的
悦;:J~ ，例如大 Þ~VjJ立肝癌化学药物接触表明，其过程

既主LA又包括·系列的积累过程。 Teeber 和 Becker

0!l7!)已经广泛地分析了致肝癌药物 N-2甲乙眈氨基
jü((FAA)的连续作用。大鼠与 FAA 按触在发育为

ìi)j 1æ.的肝细胞肝癌之前就产生了.--系列可逆的形态
学和生协化学变化。其最早可识别的效应之一是 AFP

在血if'f iJ li次山的lJ~*增加。用这种动物的肝脏作免疫
荧光分析表明， AFP 常常见于新形成的称为"卵园
细胞"的小细胞Ij I 0 币))j日，甚至继续与致肝癌药物接

触， Ú'血洁 AFPj次出 1之降 I书又有其他损伤在展，包

括大的 A Í' P 阴性的"自前期"结节和 AFP 阳性的

非只哑的 "J以体扩1:" 增殖区域。这些变化与肝细胞肝

览原切细胞之间的夭系还不明确。应该这样设想，这

些新形成的;.日跑得体的任何」种，以及形态上还没有

改变的细胞，占rSi可能是癌前细胞(图 1 )。

i:Híil胞肝州可能米自正常肝细胞、结节细胞、卵

!司 ~I Ii J也必小 11二常 jf~殖的区域。这些细胞类型间的关系

还不洁泣。肝细胞结节和象是正常的肝细胞不含AFP ，

i可能让八FP I;)i '1'1: *11瘤的前期细胞。!îP圆细胞和不正
'，:;:;(I(J 二 j:; Jlí 'L ;.~ (f 八 FP ， 1Fi:'f可 íì~ 1i'， ι气 1<'1' ßfH'!:肿病i 的TìíjJ!jJ

"iíllJc.L 

昼觅签~
I \ 

飞
ρ 

o (9_] 0 
、挝〉队 υ
卵|且l细胞呐].:.

>1 、1E'，';'; Jr H: 

80 40 

r--飞飞

吧型j也

(AFP 、

\‘ JIlt 飞
}Jf细胞HF癌唔卢/

因 1 化学诱发肝细胞肝痛可能的痛细胞起源

许多人对于 FAA.{.f体内和体外的代耐研究去明，

MM化合物 N-2-在j基醋眈胶实质上要经过巨民化和
陌化，形成刑1结构结合到细胞分子 1'，的亲 iL!:t才， li: (1以
致癌物。尽管 FAA 的这种代谢产物能， jflll胞内各种
蛋白以及 RNA 相结合，很可能这种批终j'l(_j致也物归

结合到 DNA 或染色质上是夭键性的过付。 i主中11致肝

癌物对肝组织的特异性则归因于边-字号':， l:P肝脏是
致肝癌药物代谢的主要场所。这种手ii/itt的代削斗勿在
祀的时间很短暂，因而最可能作用于那些也够1-\: ì~J这
种致癌物的细胞。

致癌物结合到 DNA分子上 uJ能改变基囚的求达。

i乏时期致癌物的作用，使受澎日内的细胞解脱了在民控
制效应，从而出现肿瘤细胞的不断增殖，并Nì;i;'T米。

通常 AFP 的产生是同增殖沾动( E![l胚 Ifì~LI乏， hZ年

肝损伤和局部肝切除之后肝细胞的代岱性JFi殖)密切
相关。因此，使正常情况下不始动或示在边的 AFP

基因ìi5化，可能同化学致肝癌物的作用有夭。了解这

是怎样发生的，将为致癌物如何诱发也瘤提供夭键性

的资料。
从最初拔触致癌物直到发生恶 i主肿瘤 'jkj 妥民的

时期(直到 40 周)。这个事实就使得了解致M物的早

期放出复杂化了。分析这种肿瘤+11 叫~~:'~ rii'j" JIJ! :;L 的特
征，已经对这种致癌物是怎样起作用的J"" "1', J' 'l;~见
解。了解这种早期议院是 l' ;j- 1ií:耍的。 {11花触化'在致

J1H画刊物-[-;'八八--íi::\I 'j'[111:/， I "J (:'I' 八 i汀 1 (I~J '11' <.为

这种强(:!i\!i物1'1:扫 ;!ì1jj去 (lJ 7:/L汀 10分 J'I)[， ;\iljlrJi; JI !i: 心 1"1 挝
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供了，个系统。

迄今，对il二衔;ij干幸忆，些移植性肝细胞肝癌的分析，

还没有揭露出任 AFP 产生机制中存在着可以识别的

差异。正常的或恶性的组织所产生 AFP 的量，是与

存在于产生 AFP 细胞11-1 mRNA 的量直接相关，而

在产生 AFP 的肿瘤中并没有基因数目和基因重排列
的差异的11H\!l。进---步探索控制 AFP 产生的分子机

制，日凶正{til二:洁的产·生状态和病理的产生状态两个
方面进行。 (1:术米的工作巾，我们将集中在早期接触
致癌物后产生 AFP 的细胞。含有 AFP 的细胞首先

出现在卵 Ir，j]细胞的新群体之中。

近米， Shinozuka 等人(1978)已经看到，用缺乏

胆险食协喂养的大鼠，在与致癌物接触几周内就出现
大量的卵国细胞和血洁中高浓度的 AFP。在初步的
研究巾， -}J(;们已经能够在缺乏胆险食物的 Fisher 大

鼠按触 FAAJ8的肝脏中，诱导出大主量的卵圆细胞。

在接触 FAA 刷周以后的七天内，这些细胞就很快地

出现。过-'F-#立的肝脏是由小细胞和许多含有 AFP 的
这些小细胞所组成。因为很可能并非所有肝细胞在

FAA 地用以后都产生 AFP，所以在这些新细胞群

体中 AFP il'07i二战就允许我们能把注意力集中在这些

…F帚回邸，…耐"'4←咽，，__甜'协句子-巾，咽，刚嗡.... 咱-司-叫--由.时'

,( -ι''\ 

含有 AFP的细胞方面。这些细胞远小于正常肝细胞，

可以用密度梯度技术把两种细胞分开。肝癌中不同细
胞群体的分子分析，包括使用放射性标记 mRNA 探
针的原位杂交分析，目前正在进行之中。
然而，即使没有弄清 FAA 的作用机制，也不能

认为其他致肝癌药物也有同样的作用。尽管随着接触
各种化学致肝癌药物之后都有 a些 AFP 表达，但M

j青 AFP升高的动力学却因不同的致癌物而完全爪闷。

此外，一些致癌剂，如重氮乙曹先丝氨酸和MY1461 :l，
虽诱友肝癌而血清~þ AFP 并不升高，其他像二乙娃

亚硝胶，却在每个生1运动物中都引起 AFP 上升。 If!Í
别的致癌物，如 FAA 所诱发的肝癌，有 A 些产生

AFP，也有一些又不产生。
因此，化学致癌物作用的生i杂性以及因产生肿瘤

才表明它们的效应所需要的时间民，使得研究其作用

机制很困难。然而了解在接触致J&~物后致使 AFP 基

因表达的分子活动的过程，可能成为认识化学药物致

肝癌作用的重要的第一步。

E李明摘译自 (CeU Biolugy InternationaL 

Reports 4:235-254 , 1980)姚曾泞校1

' ... 胁..--血呐.........咱肿串4…四@蜘"尉血，耐........，.，.....唱帖，曲"哺

(7\韭步，气
J旨主i儿

吨主5岳/
瑞典 Pharmacia 公司在沪举办

细胞生物学新技术讲习班

!,LJ) J 凹， J;irllJI~ Pharmacia 公 L，j Olden toff 先生和 Bartlett 博士前米上海细胞生物学研究所举办细胞'j:_协

学新技术川习讪。沪、杭、宁、苏地区有关科研机构和高等院校的 100 名人员听了讲座，有 ~4 人观摩了 /J:~ /包'尖
验并illU 了实验操作。训Jili内容包括z 应用 a种新的密度梯度介质 Percoll 分离细胞、细胞器、细菌及州f(J 扎|
胞京 fLl Jl: Æî í- ，~心lil~; 细胞学研究中 Lectins 和 ProteinA 的应用! Cytodex 1 应用于大量繁殖细胞等。 S;I:;jl!-外只
示范了用以川农;11U备 Percoll 的连纺i密度梯度，指导学员应用 Percoll 非连续密度梯度分白人出L细胞和i 刊片jj也
尚ι、 ;11U t圣 Pcrι011的选拔'岳飞[主梯度以及从酸牛乳l书分离乳酸菌。与会者对这些新技术很感兴趣，在讲习班期间，
就其训出内存和GQ企操作与外宾进行了较为热烈的讨论。

瑞典i~ Phrmacia 公司出品的 Percoll 引起大家极大兴趣。 Percoll 是由硅胶包被 PvPY引组成，已址 -l'j'}l.
I挝、元 L~; j'1川江立的密度梯度介质。它具有十分低的粘稠性，极低的渗透性，不渗入生物膜等独特的优点。 Pcrι011
业已成功地11\ιnJ+广泛也固的细胞和颗粒的分离，其中包括人血细胞、小鼠 L细胞、海洋微小浮游生物、 ktî试
肝i容盹体 fU:hih1j;刺'i:i'v.等等。甚至具有洁性的整个股局也被分离。上海细胞生物学研究所的部分与会者己二Ì-j:\)_，;i.
用 Percoll 分阳附lJiì瘤细胞、大鼠肝癌细胞、鸭血中单核样细胞以及小鼠T淋巴细胞，获得了可在的到i ;{~。不
少与会占; 11: (1:采取样品，近于移植新技术。

( I扣国科学院上海细胞生物学研究所111为{~i，~.. :.~~ jJ( 'r席)
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