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Abstract :Objective 　 To study the effect and mechanism of p27mt gene for the growth inhibition and anti2
metastasis of human colorectal carcinoma transplanted in naked mice. Methods 　The model of t ransplan2
ted colorectal Lovo cell line of colorectal carcinoma in naked mice was set up . Ad2p27mt was directly in2
jected into tumor. The transplanted tumor size , cell cycle , proliferation index ( PI) and apoptosis rates

were observed ,MMP29 expression levels were observed also . Results 　The mean volume of Ad2p27mt

group , Ad2LacZ group and control group was (1 . 94 ±0 . 67) cm3 、(2 . 75 ±0 . 83) cm3 and (3 . 01 ±0 . 76) cm3

( P < 0 . 05) ;the growth rate was (37 . 34 ±1 . 45) %、(53 . 16 ±3 . 27) % and (54 . 48 ±2 . 43) %( P < 0 . 05) ;

the apoptosis rate was (19 . 79 ±3 . 32) % , (6 . 38 ±4 . 91) % and (7 . 25 ±5 . 20) % ( P < 0 . 01) ; The expres2
sion rate of MMP29 was 20 %、75 % and 66 . 7 %( P < 0 . 01) , respectively. Conclusion 　p27mt gene can ob2
viously suppress the growth of t ransplanted colorectal carcinoma. The mechanism dues to inhibit tumor

proliferation and promote apoptosis. p27mt gene can suppress metastasis of colorectal cancer in naked

mice ,the mechanism partially dues to decrease the expression of MMP29 .
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摘 　要 :目的 　研究 p27mt 基因对大肠癌裸鼠移植瘤的生长抑制和抗转移作用及其机制。方法 　建立

大肠癌裸鼠移植瘤模型 ,采用瘤体内直接注射法 ,测量瘤体体积 ,观察 p27mt 对移植瘤的生长抑制作用。

分离瘤体 ,制作单细胞悬液 ,流式细胞术检测细胞周期 ,测定细胞凋亡。免疫组化检测瘤体组织中

MMP29 的表达。结果 　Ad2p27mt 组、Ad2LacZ组和对照组移植瘤平均体积分别为 (1 . 94 ±0 . 67) cm3 、

(2 . 75 ±0 . 83) cm3和 (3 . 01 ±0 . 76) cm3 ( P < 0 . 05) ;增殖率分别为 (37 . 34 ±1 . 45) %、(53 . 16 ±3 . 27) %和

(54 . 48 ±2 . 43) %( P < 0 . 05) ;凋亡率分别为 (19 . 79 ±3 . 32) % , (6 . 38 ±4 . 91) %和 (7 . 25 ±5 . 20) %( P <

0 . 01) ;MMP29 的表达率为 20 %、75 %和66 . 7 %( P < 0 . 01) 。结论 　人突变 p27mt 基因通过阻滞移植瘤

的增殖 , 促进移植瘤细胞的凋亡来抑制移植瘤的生长 ,通过降低移植瘤 MMP29 的表达抑制移植瘤的转

移。
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0 　引言

随着人们生活水平的提高 ,饮食结构的改变 ,结

肠癌发病率在逐渐上升[ 1 ] 。结肠癌的治疗包括手

术、放疗、化疗 ,但效果均不理想。随着后基因时代

的到来 ,基因的功能成为人们研究的重点 ,为肿瘤的

基因治疗带来了曙光。p27 基因是一种抑癌基因 ,

本研究旨在通过动物实验来探讨突变型 p27 基因对

大肠癌的生长及转移方面的作用机制 ,为 p27 治疗

大肠癌提供依据。

1 　材料与方法

1 . 1 　细胞株及腺病毒

Lovo 细胞购于武汉大学标准物保藏中心 ,用

RPMI1640 培养基培养 ,调整细胞浓度至 1 ×108 /

ml ,台盼蓝染色活细胞计数 > 99 %。Ad2LacZ 由王

家宁博士等构建并惠赠[ 2 ] 。Ad2p27mt 由本人构

建[ 3 ] 。

1 . 2 　结肠癌裸鼠移植瘤模型的建立及分组

　　购买BALB / C裸鼠3 6只 (湖北省实验动物管
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表 1 　各组移植瘤细胞周期分布 , PI 及凋亡率 ( �x ±s , n = 9)

Tab 1 　cell cycle , proliferation index ( PI) and apoptosis rates among groups in different stages ( �x ±s , n = 9)

Group G0 / G1 S G2 / M PI apoptosis rate

Control 45 . 52 ±4 . 15 24 . 43 ±2 . 15 30 . 05 ±3 . 21 54 . 48 ±2 . 43 7 . 25 ±5 . 20

Ad2pmt 46 . 84 ±3 . 95 23 . 89 ±4 . 51 29 . 27 ±2 . 87 53 . 16 ±3 . 27 6 . 38 ±4 . 91

Ad2pmt 62 . 57 ±4 . 55 3 16 . 67 ±1 . 75 20 . 67 ±1 . 25 37 . 34 ±1 . 45 3 19 . 79 ±3 . 32 3

　　3 :Ad2p27mt group comparisons with control group and Ad2p27mt group , P < 0 . 01

理中心) ,鼠龄 4～6 周 ,体重 18～25 g。取0 . 2 ml 结

肠癌 Lovo 细胞悬液 ,分别在裸鼠右侧背部皮下接

种 ,共 36 只。成瘤后选用肿瘤大小介于0 . 5～1 . 5

cm 之间的裸鼠 27 只 ,随机分为对照组 ,Ad2LacZ 组

和 Ad2p27mt 组。采用瘤体内直接注射法 ,每次分

别注射 PBS 0 . 1 ml , Ad2LacZ 0 . 1 ml (病毒含量

1010 pf u/ ml ) 和 Ad2p27mt 0 . 1 ml (病毒含量 1010

pf u/ ml) 。3 日 1 次 ,连续 28 天。

1 . 3 　移植瘤体积测定

测定移植瘤的长径 (a) 和短径 ( b) ,按公式 V =

a2 b/ 2 计算体积。

1 . 4 　流式细胞术

待裸鼠移植瘤模型治疗 28 d 后 ,处死裸鼠 ,分

离瘤体、称重、照相。分别切取移植瘤组织15 g ,制

成单细胞悬液 ,取 100μl ,加入 DNA2PREPTM L PR

200μl 混匀 ,室温避光 3 min 后加入 DNA2PREP2
stain 1 000μl 染色试剂混匀 ,15 min 后在 Coulter

Epics XL 流式细胞仪上检测细胞周期及细胞凋亡。

细胞增殖指数 ( PI)按以下公式计算 :

PI =
S + G2 / M

G0 / G1 + S + G2 / M
×100 %

1 . 5 　免疫组化检测 MMP29 的表达

SP 法染色鼠抗人 MMP29 单克隆抗体 , SP 试

剂盒 ,DAB 显色剂购自北京中山公司 ,具体步骤按

试剂盒说明书进行。结果判断标准 :MMP29 为胞质

中的棕黄色颗粒。在癌巢周边基质区 ,计数 5 个视

野 ,每个视野计数细胞总数及 MMP29 表达阳性的

癌细胞数 ,根据细胞着色的范围及程度 ,将免疫组织

化学程度分为 : - 未见阳性染色细胞 ; + 着色淡或着

色细胞 < 10 % ; + + 着色适中或着色细胞占 10 %～

25 % ; + + + 着色深或着色细胞大于 50 %。 - 为阴

性表达 ; + / + + 为弱阳性表达 ; + + + 为强阳性表

达。

1 . 6 　统计学方法

计量资料用均数 ±标准差 ( �x ±s) 表示 ,采用独

立样本 t 检验 ,计数资料用χ2检验。

2 　结果

2 . 1 　各组移植瘤末次体积比较

Ad2p27mt 组移植瘤平均体积 (1 . 94 ±0 . 67 )

cm3显著小于对照组移植瘤平均体积 (3 . 01 ±0 . 76)

cm3 ( P < 0 . 05 ) ;对照组移植瘤平均体积 ( 3 . 01 ±

0 . 76) cm3 与 Ad2LacZ 组移植瘤平均体积 (2 . 75 ±

0 . 83) cm3相比较 ,差异无统计学意义 ( P > 0 . 05) ,见

图 1。

图 1 　移植瘤体积的比较 (cm3 )

Fig 1 　Comparison of volum among groups in

transplanted colorectal carcinoma (cm3 )

2 . 2 　各组移植瘤细胞周期分布、PI 及凋亡率比较

Ad2p27mt 组移植瘤 G0 / G1 期细胞增多 ,S 期及

G2 / M 期细胞减少 ,Ad2p27mt 组与其他组比较差异

有统计学意义 ( P < 0 . 05) ,对照组与 Ad2LacZ 组比

较差异无统计学意义 ( P > 0 . 05) ,见表 1。

2 . 3 　MMP29 在移植瘤中的表达

MMP29 主要在癌巢周边基质区域 ,着色于癌细

胞的胞浆中 ,呈棕黄色颗粒 ,见图 2。Ad2p27mt 组

中 MMP29 的表达比对照组明显降低 ,见表 2。

a :cont rol group ; b :Ad2p27mt group

图 2 　MMP29 在移植瘤中的表达

Fig 2 　Expression of MMP29 in

transplanted colorectal carcinoma

3 　讨论

p27 是一种细胞周期负调控因子 ,是一种抑癌

基因[ 4 ] 。其表达异常 (缺失或减少) 时 ,细胞周期的
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表 2 　MMP29 组间阳性率比较 ( n , %)

Tab 2 　Comparison of positive rate of

MMP29 among groups ( n , %)

Groups - + + + + + +
positive

rate ( %)

Control group 12 4 11 9 66 . 7

Ad2LacZ group 9 2 14 11 75 #

Ad2p27mt group 30 2 4 0 20 3

　　# P > 0 . 05 : Ad2LacZ group vs control group ; 3 P <

0 . 05 : Ad2p27mt group vs Ad2LacZ group and control group

抑制作用减弱 ,将导致细胞生长的失控 ,发生癌

变[ 5 ] 。Ganot h 等[ 6 ] 和 Troncone 等[ 7 ] 研究结果表

明 :p27 表达降低与泛素介导的蛋白酶体磷酸化

p27/ 187 位点的苏氨酸降解途径作用异常增强有

关。因此 ,本课题通过瘤体内直接注射 187 位突变

的 p27mt 基因重组腺病毒 ,研究其在体 (in vivo) 对

移植瘤的抑制作用。

Park 等[ 8 ] 发现 p27mt ( mutant type p27 ) 对肿

瘤细胞的抑制作用比 p27wt (wild type p27) 作用更

强 ,使细胞阻滞于 G0 / G1期 ,且有更强的促细胞凋亡

作用。J aen 等[ 9 ] 进一步研究发现 p27mt 的半衰期

超过 12 h ,远超过野生型 p27wt 的 2 h。本课题通过

测定移植瘤体积 ,发现 p27mt 基因对大肠癌的生长

有明显的抑制作用 ,其机制可能是通过抑制细胞的

增殖和促细胞凋亡作用。通过细胞增殖指数的测定

和凋亡率的检测发现 ,p27mt 可明显抑制细胞的增

殖 ,阻滞细胞于 G0 / G1期 ,与对照组比较有明显的促

凋亡作用 ,凋亡率达 (37 . 9 ±3 . 32) %。

本课题前期研究发现大肠癌组织中 p27 呈低表

达 ,且分化程度越低 ,表达越低。p27 与肿瘤组织的

分化程度及淋巴结转移密切相关[ 10 ] 。本研究通过

检测移植瘤组织中的金属蛋白酶 9 ( MMP29) ,发现

p27mt 能降低 MMP29 的表达。MMP29 以酶原形

式存在于胞质中 ,生理情况下释放到细胞外 ,降解细

胞外基质 ,参与机体的生长发育及组织修复等多种

生理过程[ 11 ] 。当 MMP29 基因发生紊乱时 ,酶原生

成增多 ,释放到胞外降解 Ⅳ、Ⅴ胶原 ,层粘连蛋白等

成分 ,破坏基底膜的完整性 ,在肿瘤的浸润转移过程

中扮演着十分重要的角色[ 12 ] 。本文观察到 p27mt

降低了 MMP29 的表达。本文还观察到在移植瘤生

长的 28 天内 ,未见到肿瘤的转移。p27mt 抑制肿瘤

转移的机制是降低了 MMP29 的表达还是有其他机

制 ,我们将进一步探讨。

综上所述 ,p27mt 通过抑制细胞的增殖 ,促进细

胞的凋亡而抑制大肠癌的生长 ,并对大肠癌的转移

有一定的抑制作用。
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