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[摘要 ] 　目的 　研究阳离子脂质体介导 nm23- h1 质粒体内转染腺样囊性癌的可行性。方法 　将腺样囊性癌细胞株

体外培养后移植入 40 只裸鼠体内。ACC瘤体长至直径 1 cm左右时 ,用脂质体包裹 nm23- h1 质粒进行瘤体内注射 ,

每次注入质粒 - 脂质体复合物 0. 1 ml ,其中 10 只裸鼠每只注射 2 次 ,10 只裸鼠注射 1 次 ,10 只作空白对照 ,10 只裸

鼠多针道注射 0. 2 ml 质粒及脂质体复合物。注射后 2、3、7 d 处死动物 ,获取肿瘤标本作常规组织学及免疫组化研

究。结果 　瘤体内注射质粒 - 脂质体复合物 3 d 后肿瘤细胞内均有 nm23- h1 表达 ,7 d 后表达增加 ,肿瘤细胞外间

质增加 ,2 次注射较 1 次注射、多针道注射较单一针道注射有更多的细胞呈阳性表达。结论 　脂质体介导 nm23- h1

质粒体内转染腺样囊性癌可获得小范围阳性表达 ,但还不具备临床实施的可能性。
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[ Abstract ] 　Objective 　To investigate the feasibility of plasmid nm23- h1 transfection on high metastatic potential adnoid cystic

carcinoma(ACC-M) cell line mediated by cationic lipid. Methods 　ACC-M cell were implanted in the maxillofacial region in

each of 40 BALBΠc nude mice. After the tumor growth to 1 cm in diameter ,0. 1 ml Lipofctamine- nm23- h1 plasmid complex were

injected intratumorally in 10 mice , 3 days after the first injection ,10 mices injected for twice , 10 mice as plamid- blank control ,

another 10 mice were injected 0. 2 ml complex , 2 ,3 ,7days after the injection , the mice were killed and the specimen for HE and

immunohistological chemistry study. Results 　nm23- h1 expression initiated in the tumor cells 3 days after the complex injection ,

7 days later , the expression level increased accompanying with extracellular matrix increase , twice injection and multiple channel

injection would gain better nm23- h1 expression than once injection and single-channel injection respectively.Conclusion 　Cation2
ic lipid mediated nm23- h1 plamid transfecting adnoid cystic carcinoma can gain small range positive expression , but the results

give little prospect for further clinical treatment in such a manner.
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　　nm23 是 1988 年由 Steeg 等 1 通过差异杂交的方

法从具有较高转移潜能的小鼠恶性黑色素瘤细胞株

k-1735 发现的 , nm23 基因在多种人体肿瘤中均有表

达 ,如恶性黑色素细胞瘤、乳腺癌、肝癌、胃癌、喉癌、

口腔癌等 2 。体内外的多数研究表明 ,nm23 的表达

与肿瘤的转移率呈负相关。nm23 阳性转染细胞的克

隆形成能力、细胞迁移能力均较阴性转染细胞有所降

低。国内已有 nm23 在口腔癌、喉癌和腺样囊性癌中

表达的免疫组化研究报道 3 。本课题组 4 ,5 已经在基

础及动物实验中证实 ,以阳离子脂质体介导的 nm23-

h1 基因转染腺样囊性癌ACC-M细胞可以明显降低其

肺转移率 ,并使部分低分化癌细胞反向分化。在此基

础上 ,本文报道阳离子脂质体介导 nm23 质粒体内转

染口腔及鼻窦常见的腺样囊性癌细胞的研究结果 ,探

讨瘤体内注射体内转染作为一种实体瘤基因治疗的

可能性。

1 　材料和方法

1. 1 　主要材料

BALBΠC裸小鼠 (四川大学华西动物实验中心提
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供动物) ,腺样囊性癌细胞株 ACC-M (上海第二医科

大学口腔颌面外科学教研室提供) ,nm23-h1 质粒 (美

国 Steeg PS 惠赠) ,Lipofectamine ( GIBCO BRL 公司 ,美

国) ,nm23- H1 单克隆抗体 (Santa Cruz 公司 ,美国) 。

1. 2 　质粒-脂质体复合物的制备

nm23-h1 质粒和无血清培养基按 1∶2 的体积比混

匀后 ,静置 5 min ,成为混合液 1 ;Lipofectamine 与无血

清培养基按 3∶10 的体积比混匀成为混合液 2。将两

种混合液再混合 ,轻微振荡 ,室温下静置 20 min ,制成

质粒-脂质体复合物。同时制备含相同脂质体浓度的

脂质体无血清培养基混合物作空白质粒对照。

1. 3 　动物实验方法

将腺样囊性癌细胞株 ACC-M 体外培养至对数生

长期后经 01125 %胰酶消化 ,Hank′s 液洗涤 3 次后 ,浓

度调节为每毫升 5 ×10
6 个后 ,备用。随机选用 6 周

龄BALBΠC雌性裸鼠 40 只 ,每只裸鼠颌面部皮下注

射备好的 ACC-M细胞 012 ml。待裸鼠颌面部 ACC瘤

体长至 1 cm 左右时 ,每次采用质粒 - 脂质体复合物

(其中含质粒约 20 mgΠL) 011 ml 进行瘤体内注射。其

中 10 只裸鼠注射 2 次 (第 1 次注射 3 d 后行第 2 次注

射) ,10 只裸鼠注射 1 次 ,10 只作空白质粒对照 ,10 只

裸鼠 012 ml 质粒 - 脂质体复合物多针道注射。注射

完成后 2、3、7 d 处死动物 ,获取肿瘤标本 ,10 %福尔

马林溶液固定 ,石蜡包埋 ,苏木精-伊红染色观察。

1. 4 　免疫组化方法

免疫组化采用 LsAB 法。所有标本切成 4μm 厚

的石蜡切片 ,56 ℃溶蜡 ,二甲苯脱蜡 ,逐级乙醇水化 ,

高压锅热修复抗原。0103 %H2O2 甲醇30 min阻断内

源性过氧化物酶 ,异种动物血清封闭 10 min ,一抗浓

度 1∶50 ,二抗浓度 1∶100 ,加一抗后 4 ℃过夜 ,再分别

加二抗及 LsAB 试剂 ,DAB 显色 5 min ,苏木素复染

3 min ,常规脱水、透明、树胶封片 ,光镜观察。以口腔

高分化鳞癌为阳性对照 ,低分化癌为阴性对照 ,同时

设立空白对照。染色结果判断标准为癌细胞胞浆内

呈棕褐色着色。

2 　结果

2. 1 　一般情况

所有动物无 1 例死亡。两次注射的实验组有 1

只裸鼠由于注射过浅 ,出现局部坏死 ,坏死物从皮肤

针道溢出后 ,针道处瘘口封闭 ,皮肤呈干性坏死。40

只动物均无明显活动及进食障碍。

2. 2 　苏木精 - 伊红染色

实验各组 3 d 后注射区域部分肿瘤细胞变性坏

死 ,7 d 后部分肿瘤细胞周围间质增加。对照组注射

3、7 d 后除注射区域部分肿瘤细胞变性坏死外无其他

明显改变。

2. 3 　免疫组化染色

实验各组 3 d 后肿瘤细胞内即有 nm23-h1 表达 ,

7 d后 nm23-h1 表达的细胞以及表达强度增加 ,肿瘤

细胞外间质增加 ,2 次注射较 1 次注射有更多的细胞

呈阳性表达。单一针道注射阳性细胞的范围较小 ,多

针道注射较单一针道注射有更多的细胞呈阳性表达

(图 1 ,2) 。对照组 2、3 和 7 d 均未见 nm23-h1 阳性表

达。

图 1 　单一针道注射 nm23-h1 阳性细胞的范围较小　LsAB

×400

Fig 1 　Single channel injection gains narrower extent of positive expres2

sion 　LsAB 　×400

图 2 　多针道注射时更多的 nm23-h1 细胞呈阳性表达 ,细胞外间质明

显增加　LsAB 　×400

Fig 2 　Mutiple channel injection gains wider extent of positive expression

accompanying with extracellular matrix increase 　LsAB 　×400

3 　讨论

临床回顾性研究表明 ,nm23-h1 与恶性肿瘤的转

移密切相关。但能否作为一个独立的预后指标 ,在不

同作者和对不同肿瘤的研究结果中并不一致 6 。

MacDonald 等6 、Leone 等7 将野生型 nm23 体外转染

高转移乳腺癌细胞株 MDA-MB-435 发现肿瘤细胞的

克隆形成能力、迁移能力均明显降低 ,将 nm23-h1 阳

性表达细胞移植于裸鼠体内 ,转移率及转移灶数量均

明显减少 ,NDPK酶活性与 nm23-h1 的表达或细胞株
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转移潜能的抑制无直接关系。Lee 等 8 对人前列腺

癌细胞系的研究也提示其抑制转移的活性与 NDPK

酶无关。因而有关该基因抑制肿瘤转移的确切机制

目前尚不清楚。

阳离子脂质体是目前广泛使用的基因治疗的非

病毒载体 ,包裹 nm23-h1 质粒后具有易于与肿瘤细胞

膜融合或被细胞吞噬从而使 nm23-h1 进入细胞内的

作用。脂质体介导的质粒瘤体内直接注射 ,避免了对

脂质体的大小及靶向性要求 ,是提高基因转染特异性

的措施之一 ,由于头颈部位置表浅 ,适于注射及疗效

观察 ,理论上讲瘤体内直接注射的方法适用于头颈部

肿瘤的基因治疗。然而 ,基因治疗的载体一直是基因

治疗的瓶颈 ,是基因转染效率低的原因之一。改变

nm23 与阳离子脂质体的比率以达到最大包封率 ,寻

求达到最大转染效率的最适比例 ,在脂质体膜上加入

适当的配体以提高其与靶细胞膜结合的能力等均有

待于进一步研究。

本实验结果表明 ,阳离子脂质体介导 nm23-h1 质

粒能够在体内转染 ACC-M细胞 ,nm23-h1 开始表达的

时间与体外培养时基本一致 ,7 d 后 nm23-h1 表达的

细胞以及表达强度增加 ,肿瘤细胞外间质增加 ,提示

细胞外基质可能影响细胞间的粘附以及细胞的运动

迁移特性 ,这可能是 nm23-h1 具有抑制癌细胞转移潜

能的机制之一。2 次注射较 1 次注射有更多的细胞

呈阳性表达 ,多针道注射较单一针道注射有更多的细

胞呈阳性表达 ,但总的来看 ,转染的效率极低。虽然

有学者研究表明细针穿刺活检并不增加转移的概率 ,

但一般认为应避免反复穿刺。本实验表明 ,瘤体内注

射 nm23-h1 基因转染不适合作为临床使用 nm23-h1

靶基因进行实体瘤转移抑制治疗的方式。
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