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【摘+ 要】目的：研究重组小鼠血管抑素基因真核表达质粒转

染的胆囊癌细胞表达具有抑制血管内皮细胞生长活性的血管

抑素蛋白，以及对裸鼠种植性胆囊癌生长的抑制作用. 方法：

应用脂质体 15A;C08<435>0$""" 将重组小鼠血管抑素基因的真

核表达 质 粒 A8@TU*. !（ V ）#4>?5;J<4<5> 转 染 胆 囊 癌 细 胞 株

PX,#G@，P(!- 抗性筛选；以 Y0J<0B> E1;< 检测血管抑素的表

达，以血管内皮细胞增殖分析检测其生物学活性，接种裸鼠并

比较肿瘤体积和肿瘤微血管密度（LZ@）. 结果：得到表达血

管抑素的胆囊癌细胞克隆，其培养上清能有效抑制 EKPK 刺

激的血管内皮细胞增殖（< \ ". "!）；血管抑素组裸鼠肿瘤体

积小于野生细胞对照组（< \ ". "!），免疫组化检测显示血管

抑素组裸鼠肿瘤微血管密度（LZ@）低于野生细胞对照组

（< \ ". "’）. 结论：血管抑素基因转染对裸鼠种植性胆囊癌的

生长有抑制作用，这是血管抑素组肿瘤组织内新生血管形成

受到抑制而减少所致.
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FG 引言

胆囊癌预后极差，故积极探索胆囊癌的基因治疗

具有非常重要的意义. 肿瘤的生长依赖于丰富的血

供，通过抑制肿瘤新生血管形成就可以使肿瘤缺血坏

死达到治疗目的. 血管抑素（ 4>?5;J<4<5>）是 !&&( 年

^R]0511F 等［!］发现的能强烈抑制血管内皮细胞生长和

新生血管形成的蛋白质. 为此，我们拟应用重组小鼠

血管抑素基因的真核表达质粒转染胆囊癌细胞株，

检测血管抑素的蛋白表达，并观察其对血管内皮细胞

的作用和对裸鼠种植性胆囊癌生长的影响. 探索血管

抑素在胆囊癌血管抑制基因治疗中的意义.

HG 材料和方法

H. HG 材料G .= >4?’ @D’! 菌和 A8@TU*. !（ V ）由陕

西省 人 民 医 院 病 毒 室 保 存. 血 管 抑 素 4>?5;J<4<5>
8@TU基因片断和兔抗 DU<4? 多克隆抗体由第四军医
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大学西京医院张德新博士惠赠! 基因测序：上海申友

生物 技 术 公 司! 脂 质 体 "#$%&’()*+#,’-...，/012 和

3454 培养基：/#6(% 公司! !7839: ; !"#7"标准物和

各种限制性核酸内切酶：华美公司或 9’< 5,="*,7 >#?
%"*68 公司! 质粒提取和胶回收试剂盒：上海华舜公

司! >*"6 ; ( 裸鼠：第四军医大学实验动物中心，@AB 条

件下饲养! 胆囊癌细胞株 />C?@3：中科院上海细胞

生物 学 研 究 所，在 含 1D. +E ; E 小 牛 血 清、高 糖

3454 培养液中，FGH，D. +E ; E CI- 条件下培养! 血

管内皮细胞系 5CJ?F.0：第四军医大学口腔医院，在

含 1.. +E ; E 胎牛血清、高糖 3454 培养液中，FGH，

D. +E ; E CI- 条件下培养!
!! "# 方法

1! -! 1K $(39:F! 1（ L ）?*,=#%8)*)#, 质粒构建和基因

转染 K 经酶切、回收和连接将血管抑素 *,=#%8)*)#,
(39:基因片断装入真核表达载体 $(39:F! 1（ L ），

转化、挑选抗性克隆和提纯质粒，经酶切鉴定和基因

测序证实! 连续培养胆囊癌细胞株 />C?@3，脂质体

"#$%&’()*+#,’-... 基因转染，设置实验组（ 血管抑素

组）$(39:F! 1（ L ）?*,=#%8)*)#, 1! - #= ; 脂质体 F #E，

阴性对照组（空载体对照组）$(39:F! 1（ L ）1! - #= ;
脂质体 F #E，空白对照组脂质体 F #E! 转染 02 M 后

换用含筛选浓度新霉素 /012（0.. += ; E）的选择培

养液培养! 1 <N 后空白对照组细胞全部死亡，实验组

和阴性对照组 0 <N 后均出现肉眼可见的细胞克隆，

随机挑选抗性克隆，待细胞扩增后移至培养瓶用 -..
+= ; E /012 培养液扩大培养! 另取野生 />C?@3 细胞

为对照，同时测定该 F 组肿瘤细胞的体外生长曲线：

用不含 /012 的 1D. +E ; E 小牛血清、高糖 3454 培

养液培养，取对数生长期的细胞 1 O 1.0 接种于 -0 孔

培养板中，每日计数 F 孔中的细胞数绘制生长曲线!
1! -! -K 血管抑素的表达及生物学活性K 用 P’8)’Q,
6"%) 法检测血管抑素的表达，无血清培养液培养细胞

D 7，收集培养上清，用 "R8#,’?8’$M*Q%8’ 纯化；1-. = ; E
丙烯酰胺凝胶变性蛋白电泳 @3@?A:/5；用硝酸纤维

素膜 F.. J 恒压电转移 - M；按 P’8)’Q, 6"%) N#) 说明

书操作：蛋白封闭液封闭膜 F. +#,，一抗为兔抗 S:?
)*= 多克隆抗体（1T1D.），孵育 0.H过夜；二抗为辣根

过氧化酶标记的羊抗兔 U=/（1 T0..），室温孵育 1 M，

3:> 显色! 用血管内皮细胞增殖分析法检测血管抑

素的生物学活性：取对数生长期的 5CJ?F.0 细胞，用

-! D = ; E 胰蛋白酶，- = ; E 53V: 消化后，用培养液（含

1.. +E ; E B>@ 的 3454）调细胞密度为 1! . O 1.2 ; E，

接种于 -0 孔板，每孔接种 .! D +E，于 FGH，D. +E ; E
CI- 条件下培养 -0 M，换用含 1 #= ; E 6B/B 的新鲜培

养液，并加入含血管抑素的培养液上清继续培养 -0
M，进行 4VV 比色法检测，于 DG. ,+ 处测其 $ 值! 对

照组为空白载体转染的 />C?@3 胆囊癌细胞的培养

液上清!
1! -! FK 裸鼠肿瘤生长体积测定K 将 >*"6 ; ( 裸鼠（鼠

龄 0 W X <N）11 只随机分成 - 组，在裸鼠背部皮下注

射 1 O 1.1. ; E 对数生长期细胞悬液 .! - +E，血管抑素

组 X 只，野生 />C?@3 细胞对照组 D 只，分别注射

/>C?@3 ; $(39:F! 1（ L ）?*,=#%8)*)#, 细胞和 />C?@3
细胞；观察 F. 7 后处死荷瘤裸鼠，切取肿瘤并测量其

长径 % 和短径 &（单位 ++），按公式 1 ; - O %&- 计算肿

瘤的体积!
1! -! 0K 肿瘤微血管密度（4J3）免疫组化K 将以上 -
组肿瘤标本制备成石腊切片，按 @:>C 法进行免疫组

化染色，一抗为兔抗鼠 YPB +:6，工作浓度 1T-..，二

抗为 1T-.. 稀释的辣根过氧化酶标记羊抗兔 U=/，经

3:> 显色，血管内皮细胞被染成棕黄色! 盲法对染色

结果进行评估，随机计数 1. 个 -.. 倍视野下的血管

数，取其平均值作为改只裸鼠肿瘤的 4J3 值，计算

出同组裸鼠肿瘤的平均 4J3 值!
统计学处理：用 @@A@ 1-! . 进行数据处理，’ 检

验! ( Z .! .D 即认为有统计学差异!

"# 结果

"$ !# %&’()*$ !（ + ）,-./0123-30. 质粒构建和基因转

染# 鼠源性血管抑素 (39: 基因片段包括鼠纤溶酶

原 9 端分泌信号肽（@@）、激活前肽（A:）、[Q#,="’1?0
（[1?0）和融合的流感病毒血凝素抗原标记肽（S:?
)*=）! 酶切鉴定电泳结果显示 )&%$ L !"#7"双酶切

和 *%+S$单酶切载体 $(39:F! 1（ L ）?*,=#%8)*)#, 后

均释放出大小约 1! 0 N6 的基因片段，且 !"#7"线性

化载体大小约 G! . N6，符合预测结果（ 图 1）! 进一步

测序证实所得质粒上的目的基因碱基序列与 /’,?
>*,N 上的序列（序列号为 \.0GXX）完全一致! 阅读框

架正确，S:?)*= 的碱基序列为 D]?V:CCC:V:C/:V?
/VVCC//:VV:C/CV:/CCVC?F]，编 码 S:?)*= 的 氨

基酸序列 ^A^3JA3^:@E! 以上说明 $(39:F! 1（ L ）?
*,=#%8)*)#, 序列正确! 用 0.. += ; E 的 /012 筛选 1 <N
后，空白对照组细胞全部死亡，实验组和空载体对照

组有部分细胞存活；0 <N 后 - 组均出现细胞克隆，单

个克隆扩大培养，光镜下观察，可见实验组和空载体

对照组间细胞形态无明显差异! 细胞生长曲线显示：

血管抑素组、空载体对照组和野生 />C?@3 组 F 组细

胞生长速度和倍增时间无明显差异，说明 $(39:F! 1
（ L ）?*,=#%8)*)#, 基因转染不直接抑制体外胆囊癌细
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胞的生长和增殖（图 !）"

#$：!%&’ ( !"#)" *+,-.,；#!：%/!000 %&’ *+,-.,；$：12%&’3" $

（ 4 ）；!：12%&’3" $（ 4 ）( $%&5#；3：12%&’3" $（ 4 ）6+789:;<+<97；=：

12%&’3" $（ 4 ）6+789:;<+<97 ( ’()#；>：12%&’3" $（ 4 ）6+789:;<+<97 (

*)+?#；@：12%&’3" $（ 4 ）6+789:;<+<97 ( !"#)" 4 ’()#"

图 $A 12%&’3" $（ 4 ）6+789:;<+<97 质粒酶切鉴定

图 !A 各组细胞生长曲线

!" !" 血管抑素的表达及生物学活性 " B.;<.,7 CD:<
检测结 果 显 示 实 验 组 即 转 染 12%&’3" $（ 4 ）6+76
89:;<+<97 质粒的 EFG6H% 细胞分泌上清中有 ,,>I 000
的目的蛋白表达" 而野生 EFG6H% 细胞和空载体转染

的 EFG6H% 细胞无此蛋白条带" 进一步用 JGK630= 细

胞进行 #LL 试验，结果实验组为 0" =M$ N 0" 0!@，空载

体对照组为 $" 0OO N 0" 0>$（- P 0" 0$），证明实验组分

泌的上清能有效抑制 CQEQ 刺激的血管内皮细胞增

殖，且这种作用是特异性针对内皮细胞的" 显微镜下

观察发现：实验组的 JGK630= 细胞数量减少，细胞生

长状况较差，细胞发生圆缩或脱落漂浮，形态发生改

变，但仍然为贴壁细胞的状况"
!" # " 裸鼠肿瘤的体积 " 接种后，野生细胞对照组

$ R-时可见突出于皮下的肿瘤，瘤体生长相对较快；

血管抑素组 O ) 皮下开始出现肉眼可见的小结节，肿

瘤生长相对缓慢" 30 ) 时血管抑素组裸鼠肿瘤体积

小 于 野 生 细 胞 对 照 组（ **3，M=I" 3 N !30" > ./
$I==" @ N 3=O" !，- P 0" 0$）"
!$ %" 肿瘤 &’( 检测" 经 SBQ *’C 免疫组化染色，

血管内皮细胞染成棕黄色；血管抑素组裸鼠肿瘤微血

管密度（#K%）低于野生细胞对照组（$I" I N >" I ./
3$" ! N O" 0），有统计学意义（- P 0" 0>）"

#" 讨论

新生血管形成对于肿瘤的发生、生长和转移都是

必需的，抑制这个过程就能抑制肿瘤生长" 血管抑素

（+789:;<+<97）是 $OO= 年 TU5.9DDV 等发现的能强烈抑制

血管内皮细胞生长和血管新生的 ,, 为3I 000的蛋白

质［$］，是纤溶酶原（1D+;*97:8.7）的酶解产物，包含纤

溶酶原的前 = 个 W,978D. 区，但完整的纤溶酶原不表

现血管形成抑制活性" 本实验所用的鼠血管抑素 2%6
&’ 不仅包含纤溶酶原的前 = 个 W,978D. 区，即第 $+" +
和第 =@@+" + 之间的片段，而且还含有激活前肽和 ?’
标记肽的序列，因此，其在胆囊癌细胞中表达的目的

蛋白的 ,,（>I 000）比 TU5.9DDV 等［$］最初报道的血管

抑素的 ,,（3I 000）要大" 通过抑制血管新生来治疗

肿瘤成为攻克肿瘤的又一策略，TU5.9DDV 等将这种疗

法称为休眠疗法（):,*+72V <X.,+1V），即通过长期阻

断血管形成来抑制恶性肿瘤的生长及转移［!］" 动物

实验证实：此方法能抑制纤维肉瘤［3］、黑色素瘤［=］、

胃癌［>］和肝癌［@］等肿瘤，具有无耐受性、无毒性、抑

瘤谱广泛和易达靶细胞等优点，若能应用转基因方法

将血管抑素基因转入靶细胞，使其自分泌和（ 或）旁

分泌血管抑素，不仅可降低成本，还可在肿瘤局部造

成药物的高浓度，增强治疗效果"
本实验应用脂质体 D91:Y.2<+*97.!000 将重组小

鼠血管抑素基因的真核表达质粒 12%&’3" $（ 4 ）6+76
89:;<+<97 转染胆囊癌细胞株 EFG6H%" 实验结果表明，

12%&’3" $（ 4 ）6+789:;<+<97 基因转染不直接抑制体外

胆囊癌细胞的生长和增殖，但转染阳性质粒的 EFG6
H% 细胞可分泌血管抑素蛋白，且该蛋白具有抑制血

管内皮细胞增殖的活性；裸鼠动物实验结果说明血管

抑素基因转染对裸鼠种植性胆囊癌的生长有抑制作

用，肿瘤微血管密度（#K%）检测结果进一步提示这

种抑制作用是由于血管抑素组肿瘤组织内新生血管

形成受到抑制而减少所致" 初步显示，脂质体介导的

血管抑素基因转染在胆囊癌的血管抑制基因治疗中

有潜在临床应用价值" 然而血管抑素在肿瘤细胞中的

表达并未能完全阻止肿瘤组织内新生血管的形成和

肿瘤的生长，原因可能有：本实验血管抑素的表达水

平没有高到足以完全抑制肿瘤血管生成，另一方面肿

瘤血管生成受多种抑制和刺激因子的调控" 因此，要

真正地将血管抑素基因转染用于胆囊癌的治疗，尚有

大量的科研和临床工作要做"
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"# 引言# 纤维支气管镜（ 简称纤支镜）在临床上已被广泛应

用，其适应证也不断扩展，作为呼吸系统的治疗手段亦日益广

泛，并取得了满意疗效［! J G］6 随着支气管肺泡灌洗术的广泛

应用［M］，局部灌洗及应用抗菌药物治疗肺部疾病成为一门新

的治疗学6 我院自 GSSG:!S ^ GSSL:!S 用支气管肺泡灌洗加局

部用药治疗肺部炎症 GS 例，效果良好6

$# 临床资料# GS 例均为住院患者，其分布是慢性支气管炎

并感染 !S 例，急性肺脓肿 E 例，支气管扩张并感染 I 例，外科

术后肺不张 ! 例6 其中男 !L 例，女 E 例，年龄 MI _ FS 岁，病程

!S < _ G -,6 所有患者均行 ‘ 线胸片、CZ、血常规、痰培养等

明确诊断6 临床症状都有不同程度的发热、咳嗽、咳脓臭痰，

甚至部分患者有咯血；体征为肺部有湿罗音；血常规示白细胞

数增高6 入院前曾应用抗菌药物 F < 以上，效果差6 全部病例

均给予抗感染、止咳、祛痰、平喘等治疗，病情无明显好转情况

下行纤支镜下支气管肺泡灌洗术6 具体方法：纤支镜按常规

插入，依纤支镜所见或 ‘ 线胸片、CZ 选择病变部位，先吸净支

气管腔内分泌物，将纤支镜前端插入病变或段支气管开口处，

予 MFa灭菌生理盐水冲洗，每次 !S _ GS -1，后经纤支镜负压

抽吸，反复进行，总量 !SS _ GSS -16 灌洗后局部注入丁胺卡

那霉素或甲硝唑6 根据病情 ! _ G 次 ^ @b，治疗 G _ M 次，视病

情操作中予吸氧、多功能监测，治疗前、后复查血常规及 ‘ 线

胸片、CZ6 GS 例患者在应用支气管肺泡灌洗术后，体温均恢复

正常，咳嗽、咳痰等症状明显减轻，白细胞计数及分类均恢复

正常，H 例湿罗音消失，! 例完全治愈6 例如 ! 例肺不张患者

术后肺完全复张，I 例支气管扩张并感染患者 E 例炎症基本

吸收6 胸部影像学检查显示其余患者的炎症均明显好转6 术

中无一例出现意外6

!# 讨论# 本组 GS 例患者，对常规给药及抗菌药物治疗 F < 以

上不能控制，采用支气管肺泡灌洗加局部药物注入，结合全身

用药均取得满意效果［E］，特别是对于急性肺脓肿患者，较传统

的全身应用抗菌药物 H _ !G @b 的疗程［I］明显缩短6 究其原

因：这些病多为一些致病力较强的细菌及耐药菌或几种细菌

混合所致的感染，临床用药治疗比较棘手6 全身应用抗菌药

物时，一方面，支气管腔内痰液中抗菌药物浓度低；另一方面，

存在血:支气管屏障、肺泡、毛细血管屏障、组织包裹、脓液的

理化性质及炎症引起的支气管黏膜充血、水肿和痰液引流不

畅等因素常造成全身用药疗效不佳［L］6 采用支气管肺泡灌洗

术治疗时，支气管镜插入病灶部位，易于吸出炎性分泌物，通

过反复灌洗和吸引，充分引流管腔中的痰液，起到局部清洗作

用，更重要的是局部注药可提高局部药物浓度，直接达到杀菌

作用，再结合全身用药，内外并治6 另外，灌洗时对病灶局部

刺激及患者咳嗽反射，利于炎性分泌物排出，改善局部血循

环，利于病灶吸收好转，而且气道通畅，不利于细菌、特别是厌

氧菌的繁殖6 总之，采用支气管肺泡灌洗术治疗肺部炎症，临

床观察效果好，成为肺部炎症治疗的又一重要方法6 其简便、

安全，有较高的临床应用价值，若无纤支镜检查禁忌症时，值

得临床推广应用6
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