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摘要

目的:探讨大肠癌细胞和组织中 BAI1 基因的表达情况及

BAI1对血管和肿瘤生长的抑制作用.

方法:提取大肠癌细胞总 RNA 按 RT-PCR 试剂盒的步骤

反转录成 cDNA PCR 产物行 20 g/L 脂糖凝胶电泳分析.

BAI1对血管和肿瘤生长的抑制作用应用微血管数量(MVQ)

和肿瘤移植实验的方法进行.

结果:大肠癌细胞 癌组织中大多数BAI1不表达或表达下

降 在全部转移的淋巴结中不表达 在小鼠 CC95 大肠癌

细胞移植肿瘤内注射Ad-hBAI1表达载体可以有效的影响

肿瘤的血管生成(P <0.05) 并抑制肿瘤的生长(P <0.01).

结论:BAI1 在肠癌细胞 组织及转移的淋巴结中表达降

低 该Ad-hBAI1表达载体可抑制肿瘤新生血管的形成并

抑制肿瘤的生长.
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0   引言

肿瘤生长与转移过程中发生着持续而失控的血管生成

(angiogenesis) 血管生成是肿瘤增生 侵袭 转移的重

要环节 研究发现血管生成是一种复杂的过程 包括内

皮细胞激活 增生 迁移 血管基底膜破坏 形成新的

血管和血管网 并且与已存在的血管网连接 原发肿瘤

的血管生长使肿瘤细胞脱落易于转移. 基于这一认识

人们逐渐将注意力集中在研究血管生成的生物学基础

上 探讨减弱血管生成的递质 评价用抗血管生成物质

来阻止肿瘤生长的方案和途径. 最近 Nishimri et al  [1]首次

发现并克隆出一个新的基因 具有抑制肿瘤血管生成

的作用 命名为脑特异性新生血管抑制因子 1(brain-

specific angiogenesis inhibitor 1  BAI1) 为了进一步证实

其作用 本研究观察了大肠癌患者 BAI1 的表达情况

试图寻找用 BAI1 治疗肿瘤的新途径.

1   材料和方法

1.1 材料  RPMI1640 培养液来自 GIBCO 公司 基因重

组脑特异性新生血管抑制因子 1 表达载体(Ad-hBAI1)

由日本东京大学医科学研究所馈赠. 肿瘤组织和细胞株:

人直肠癌组织从临床外科手术切除的肿瘤组织中获得

直肠癌细胞株 CC95 由本所培养 建立. 实验动物:

BALB/C 裸鼠 5-6 周龄 从中国医学科学院动

物部获得 在无病原微生物的洁净条件下实验 饲养.

1.2 方法

1.2.1 人大肠癌细胞 BAI-1 的表达  采用异硫氰酸胍一

步法提取大肠癌细胞总 RNA 按 RT-PCR 试剂盒的步

骤反转录成 cDNA. BAI1 基因的 PCR 引物: 5 端引物

为 5 -ACTCATCCTGCGACGGTGTG-3 3 端引

物为 5 -TCCCTCAGGTCCTTCATGCG-3 . PCR 参数:

94  1 min 56  1 min 72   2 min 30 次循环

PCR 产物行 20 g/L 琼脂糖凝胶电泳分析.

1.2.2 Ad-hBAI1对新生血管的抑制作用  裸鼠体内接种

1 105 CC95 细胞 2 wk 后取出肿瘤组织 观察微

血管数量(microvessel quantity MVQ) 确定 BAI1 对

肿瘤组织新生血管的抑制情况 方法(1)微血管染色

石蜡切片 HE 染色和免疫组织化学染色 LSAB 法(应用

Pako 公司试剂盒). 方法(2)微血管计数 低倍镜下观察

切片全部视野 找到肿瘤血管密度最高区域 在高倍镜

下(200 )随机选取 5 个高倍视野计数微血管 其均值

即为 MVQ.

1.2.3 Ad-hBAI1 对肿瘤生长的抑制作用  BALB/C 裸鼠

随机分成 3 组 每组 5 只 每只背部皮下接种 1 105

C C 9 5 细胞 第 1 2 3 组在第 1 3 5 7 9

日局部分别注射 RPMI1640 腺病毒载体和腺病毒重组

表达载体 Ad-hBAI1(2 µg/ 次) 每天观察并记录肿瘤生

长情况.

         统计学处理  结果采用未配对计量资料的 t 检验进

行统计学分析. P <0.05 具有统计学意义.

2   结果

2.1 大肠癌细胞 BAI1 的表达  从大肠癌组织 淋巴结

和培养细胞 CC95 提取 mRNA  反转录成 DNA PCR 扩

增 电泳分析. 临床手术切除的 20 例样品中 7 例阳性

CC95 细胞和其他 13 例阴性 转移性淋巴结无表达 非

转移性淋巴结有阳性表达.

2.2 BAI1 抑制肿瘤生长和肿瘤血管生成  按前述方法

2 wk 后经麻醉处死小鼠 免疫组化染色 镜下观察 肿

瘤内的血管扭曲 分支紊乱 吻合丰富 管腔不规
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则 Ad-hBAI1 治疗组的肿瘤内血管增生受到明显抑

制(表 1) MVQ 与对照组相比差异显著(P <0.05).

表 1  BAI1 表达载体的抗肿瘤血管生成作用

组别   处理 微血管数量(MVQ)

1 RPMI1640 64 16.5

2 Ad-LacZ 59 19.3

3 Ad-hBAI1 37 17.8

P <0.05 vs RPMI 1 640 组和 Ad-LacZ 组.

2.3 Ad-hBAI1对肿瘤生长的抑制作用  每组动物分别给

予局部注射 RPMI1640 腺病毒载体和腺病毒重组表

达载体 定期观察肿瘤大小 进行比较. 给予 A d -

hBAI1治疗注射的实验动物的肿瘤生长速度与对照组相

比明显减缓(P <0.01 图 1).

图 1  重组表达载体 Ad-hBAI1 对 CC95 细胞移植肿瘤的生长抑制.

3   讨论

肿瘤血管的新生是受众多血管生成因子严密控制的

正调节因子包括血管内皮生长因子(VEGF) 成纤维细

胞生长因子(FGF) 转化生长因子(TGF) 血管生长素

(angionenin)等 负调节因子包括血小板反应蛋白(TBS)

血管抑素(angiostatin) 内皮抑素(endostatin)等 这些

正负因子作为肿瘤血管靶向基因治疗的靶分子受到人

们的关注 有的已进入临床实验阶段[2-16]. BAI1 是较晚

发现的肿瘤血管抑制因子 该基因在人脑中特异性表

达 编码由 1 584 个氨基酸残基组成的细胞膜蛋白 含

有 5 个血栓海绵蛋白 -1(TSP-1)重复序列 在体外可抑

制由基底膜成纤维细胞生长因子(bFGF)诱发的血管新

生 该基因至少有一个功能性的 p53 结合序列诱导 p53

活化 发挥该抑癌基因的作用[1] 有研究者发现在结肠

癌和肺癌患者的肿瘤组织中BAI1的表达明显减低[17-19]. 最

近证明在胃癌转移灶中 BAI1 几乎不表达[20].

        大肠癌是临床上多见的恶性肿瘤 其发病的确切

机制尚未明了 大量的研究证明其发生伴有多种癌基

因的改变[21-35]. 我们的研究结果证明临床手术切除的20

例癌组织中大多数 BAI1 不表达或表达下降 在全部转

移的淋巴结中不表达 而向小鼠 CC95 大肠癌细胞移

植肿瘤注射Ad-hBAI1表达载体可以有效的抑制肿瘤的

生长 影响肿瘤的血管生成 BAI1 何以有如此的功

效尚未可知 推测可能和其功能性的 p53 结合序列诱

导 p53 抗癌基因活化有关.

        总之 我们的研究证明 BAI1 可抑制肿瘤的新生血

管并因而抑制肿瘤的生长 提示 BAI1 可以作为一个新

的目的基因 在肿瘤血管靶向基因治疗中具有潜在的

应用价值.
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摘要

目的:探讨三氧化二砷(As2O3)对鸡胚移植胆管癌生长的抑制

作用及其机制

方法:建立胆管癌 QBC939 细胞株鸡胚移植模型 接种癌细胞

后9 d切取标本 比较As2O3 作用组和对照组肿瘤生长 血管

生成情况 原位末端标记法检测肿瘤组织细胞凋亡 免疫组化

检测核增生抗原(PCNA)与血管内皮生长因子(VEGF)的表达

结果:As2O3作用组肿瘤生长和血管生成受到抑制 细胞凋

亡增多 PCNA 和 VEGF 表达减弱

结论:As2O3有抗胆管癌的作用 其机制与诱导细胞凋亡 抑

制癌细胞增生 癌组织VEGF表达以及肿瘤血管生成有关
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0   引言

胆管癌对目前的化疗药物常常敏感性欠佳[1]. 近年我国在

三氧化二砷(As2O3)治疗白血病方面取得重大突破 疗

效好而副作用少[2] ; 对其他如食管癌[3] 大肠癌[4]等实体

瘤也有效 本实验以胆管癌鸡胚移植模型观察 As2O3 对

胆管癌生长的抑制作用

1   材料和方法

1.1 材料  胆管癌 QBC939 细胞株 由王曙光教授建株[5] ;

As2O3 由哈尔滨伊达药业有限公司提供; SABC免疫组化

试剂盒 TUNEL 凋亡试剂盒购自武汉博士得生物工程

有限公司; PCNA VEGF 抗体系 Santa  Cruz 公司产品

实验用胚蛋购自第三军医大学微生物教研室

1.2 方法

1.2.1 细胞培养与传代  QBC939 细胞 接种于含 100 U/ml

青霉素 100 µg/ml 链霉素和 100 mL/L 灭活小牛血清

的新鲜 RPMI-1640 培养液中 37 50 mL/L CO2 培养

箱中培养 6 d 传代一次. 实验采用指数生长期的细胞

1.2.2 鸡胚绒毛尿囊膜(CAM)的制备[6]   胚蛋孵育至 7 d

时 在照卵灯下寻找胚头 约在胚头右下方 0.5-1 cm
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