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[摘要 ] 　目的 　考察 nm23- h1 导入腺样囊性癌细胞 (ACC-M) 后对其体内、外增殖的影响。方法 　以阳离子脂质体

(lipofectamine)介导 nm23- h1 转染 ACC-M细胞 ,体外培养并用 G418 培养基筛选 ,体外观察转染组生长情况 ,并用细胞

爬片免疫组化 ABC法染色 Ki67 单克隆抗体 ;将 nm23- h1 阳性表达的 ACC-M 植入 10 只裸鼠皮下 ,同时以未转染的

ACC-M作对照 ,观察肿瘤大小。4 周后处死动物 ,获取标本 ,常规固定、包埋、切片后采用免疫组化LsAB 法研究 Ki67

的表达并用流式细胞仪对转染组和非转染组的移植瘤进行细胞周期时相分析。结果 　体外培养转染组细胞生长

较未转染组慢 ,这种趋势随着转染组传代次数的增加而更加明显 , Ki67 呈阳性表达 ,未转染组 Ki67 呈部分阳性表

达 ;转染组 ACC-M体内移植瘤早期 (2 周)生长缓慢 ,2 周后生长无统计学差异 ( P > 0. 05) ,细胞周期时相分析结果与

之一致。组织切片显示瘤体 Ki67 ,nm23- h1 表达均为阴性。结论 　nm23- h1 的导入可能对ACC-M细胞增殖具有短时

间的抑制作用。
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[ Abstract ] 　Objective 　 To study the effect of nm23- h1 transfection on proliferation characteristics of adnoid carcinoma cell

lines in vitro and in vivo. Methods 　 In vitro ACC-M cell lines were incubated after putative anti-metastatic gene nm23- h1 was

introduced into the cells with the help of G418 selective incubation base. The ACC-M cells were transplanted into 10 BALBΠC

nude mices subcutaneously and non-transfected cell lines were taken as control. Immunohisto chemistry and Ki67 antibody were

employed to study the proliferation character of cell crawling pieces and paraffin- bedded slice , meanwhile , the solid tumor of both

groups were prepared for flow cytometry(FCM) . Results 　Transfected cells grew slower than non-transfected cells and this trend

became more obvious as passages passed on. In vitro the expression of Ki67 of transfected cells was little stronger than non-trans2
fected cells , while the expression of Ki67 in solid slices was almost negative in both groups. Transfected cells presented slower

growth than non-transfected cells in the early stage(2 weeks) and 2 weeks later there was no obvious difference in size( P >

0105) . FCM value accorded well with the result. Conclusion 　 Introduction of nm23- h1 into the ACC-M cell lines may have tran2
sient inhibitory effects on its proliferation.
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　　目前 ,nm23 基因在恶性肿瘤细胞增殖、分化和转

移中的作用已受到广泛重视。研究发现1 ,人类基因

组中有 8 个不同亚型的 nm23 基因 ,其中以 nm23-h1

和 nm23-h2 发现最早 ,研究最多。目前的研究使多数

学者认为 nm23-h1 基因主要发挥抑制肿瘤转移的作

用 ,并部分参与了肿瘤细胞增殖、分化的调控。在涎

腺腺样囊性癌 nm23-h1 表达与肺转移的研究中也发

现 2 ,有肺转移患者原发灶肿瘤中 nm23 的阳性表达

率为 1215 % ,而无转移患者的阳性表达率为 8812 % ,

二者有显著性差异。本实验采用阳离子脂质体介导

nm23-h1 质粒转染 ACC-M 细胞 ,初步研究 ACC-M 细
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胞在体内、外的增殖情况。

1 　材料和方法

1. 1 　材料

BALBΠC裸小鼠 (四川大学华西医学动物实验中

心提供动物及饲养条件) ,腺样囊性癌细胞株 ACC-M

(上海第二医科大学口腔颌面外科教研室提供) ,

nm23 质粒 (Steeg PS 惠赠) ,Lipofectamine ( GIBCO BRL

Cationic Lipid 公司 ,德国) , Ki67 ,nm23-h1 单克隆抗体
(SANTA CRUZ公司 ,美国) 。

1. 2 　体外细胞转染及培养方法

ACC-M 细胞转染方法参照 Lipofectamine 说明书

进行 ,G418 筛选维持浓度为 300 mgΠL。

1. 3 　动物实验方法

选用 6 周龄 BALBΠC 雌性裸鼠 20 只 ,随机分为

甲、乙 2 组 ,每组 10 只。将转染及未转染的腺样囊性

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 3 次后 ,浓度调节为每

毫升 1 ×10
6

,甲组每只裸鼠颌面部皮下注射 015 ml 未

转染的 ACC-M ,乙组每只裸鼠颌面部皮下注射 015 ml

已由阳离子脂质体介导 nm23-h1 质粒转染经免疫组

化证实呈 nm23-h1 阳性表达的腺样囊性癌细胞株

ACC-M。每天观察肿瘤生长情况 ,游标卡尺测量瘤体

大小 (平均直径) ,30 d 后处死动物 ,获取肿瘤标本 ,部

分 10 %福尔马林溶液固定 ,石蜡包埋后作苏木精 -

伊红及 Ki67 及 nm23-h1 免疫组化染色。

1. 4 　免疫组化染色

细胞爬片及瘤体组织切片采用 LsAB 法进行免

疫组化染色 ,所有实体瘤石蜡包埋标本切成 4μm 厚

的切片 ,56 ℃溶蜡 ,二甲苯脱蜡 ,逐级酒精水化 ,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。细胞爬片标本经风

干、丙酮固定后 ,其余操作与石蜡切片过程相同。

1. 5 　细胞周期时相分布测定

转染组及非转染组皮下移植瘤经 150 目金属网

研磨滤过 ,01125 %胰酶消化 3 min ,再经 150 目金属网

滤过 ,制成单细胞悬液。离心 5 min (1 500 rΠmin) ,弃

上清 ,PBS 洗 1 次 ;1 %Triton-100 2 ml 洗 10 min ,加入

011 % Rnase 2 ml ,37 ℃水浴 20 min ,加入 0105 %Pro2
pidium Iodide 2 ml ,4 ℃静置 20 min ,上机测试。

2 　结果

2. 1 　体外细胞培养大体观察及 Ki67 免疫组化染色

在 nm23-h1 转染早期 ,转染组 ACC-M 细胞生长

速度、细胞形态与未转染的原代细胞对照组无明显差

异 ,随着转染组传代次数的增加 ,转染组细胞生长较

未转染组慢。免疫组化转染组 Ki67 呈阳性表达 (图

1) ,未转染组 Ki67 呈部分阳性表达 ,部分阴性表达。

图 1 　nm23-h1 转染组 Ki67 呈强阳性表达　LsAB 　×400

Fig 1 　Strongly positive expression of Ki67 of nm23-h1 transfected group

　LsAB 　×400

2. 2 　体内移植瘤的生长情况及 Ki67 免疫组化染色

肿瘤在裸鼠皮下移植后第 5 天 ,可扪及瘤结节形

成 ,转染组 ACC-M体内移植瘤早期 (2 周) 生长缓慢 ,

与未转染组之间有显著性差异 ( P < 0105) ,2 周后两

组生长无统计学差异 ( P > 0105) (表 1) 。组织切片显

示瘤体 Ki67 表达均为阴性 (图 2) 。
表 1 　ACC- M转染组及非转染组体内移植瘤大小比较

( n = 10 ,mm , �x ±s)

Tab 1 　Comparison of the size of transplanted tumor be2
tween transfected and nontransfected ACC- M( n =

10 ,mm , �x ±s)

分　组 第 5 天 第 9 天 第 11 天 第 13 天 第 15 天

转染组 　3. 20 ±
　0. 63

　6. 40 ±
　0. 79

　9. 60 ±
　1. 23

　12. 20 ±
　 0. 78

　 17. 60 ±
　 1. 72

非转染组 5. 60 ±
0. 34

8. 50 ±
0. 58

13. 30 ±
0. 80

15. 20 ±
0. 96

18. 00 ±
0. 69

2. 3 　细胞周期时相分析

两组细胞的 G0ΠG1 期比例最高达 6014 % ,各期细

胞分布差异无统计学意义 ( P > 0105) ,见表 2。

3 　讨论

尽管大多数研究表明 ,nm23-h1 与乳腺癌、胰腺

癌、胃癌、宫颈腺癌的转移呈负相关 ,但在前列腺癌、

非小细胞肺癌、宫颈鳞状细胞癌的研究结果表明 1
,

nm23-h1 与转移无关。同样 ,nm23-h1 对细胞增殖及

分化的研究结果也不尽一致 ,甚至在同一种细胞的不

同阶段 ,细胞的生长、增殖水平与 nm23-h1 的表达也

不呈平行关系。
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图 2 　体内移植瘤组织切片显示瘤体 Ki67 表达为阴性 　LsAB 　

×400

Fig 2 　Negative expression of Ki67 of solid tumor slice in transplanted tu2
mor 　LsAB 　×400

表 2 　ACC- M转染组及非转染组体内移植瘤细胞周期时

相分布( n = 10 , %)

Tab 2 　Distribution of cell cycle phase between transfected

and nontransfected ACC- M of transplanted tumor

( n = 10 , %)

分　　组 G0ΠG1 期 S期 G2ΠM期

转 染 组 45. 3 ±4. 3 42. 8 ±2. 1 12. 7 ±1. 9

非转染组 54. 6 ±7. 2 46. 7 ±0. 7 15. 3 ±1. 5

细胞增殖的抑制是完成细胞分化的重要步

骤 3 ,4 。Cipollini 等5 用反义寡核苷酸短暂抑制 nm23-

h1的表达 ,观察到对细胞生长的轻微抑制 ,将表达

nm23-h1 mRNA 的反义基因转染 MCF10A 细胞 ,发现

转染组的细胞增殖活性持续低于未转染的对照组。

nm23-h1 在 S 期表达达到峰值 ,而在 G0ΠG1 期表达水

平较低 ,提示 nm23-h1 的表达与细胞生长状态密切相

关 ,其表达水平与噻嘧啶合成的 S 期分数呈平行关

系。Caligo 等6 发现 nm23-h1 mRNA 的量与乳腺癌细

胞生长速度呈正相关 ,但在淋巴结转移灶或其他转移

灶中 ,癌细胞的生长速度与 nm23-h1 的表达无此关

系。此外 ,相对于原发灶 ,转移灶细胞亚群的 nm23-

h1 的表达更低 , 增殖活性更高。Igawa 等7 研究

nm23-h1 与 PCNA 基因在人前列腺癌中的关系 ,结果

表明 nm23-h1 的表达与 PCNA 基因表达呈显著正相

关 ( P < 0101) ,就 nm23-h1 的表达与 PCNA 的表达方

面与 Cipollini 以及 Caligo 等的结果类似。但其研究中

前列腺癌的转移灶 nm23-h1 呈强阳性 ,在正常前列腺

及临界瘤中 ,nm23-h1 的表达明显低于原发灶癌细胞

( P < 0101) ,而且临床研究表明 ,nm23-h1 在乳腺癌和

前列腺癌中与转移抑制的关系迥异 ,因而这种单方面

的一致性并不能说明 nm23-h1 的表达增加 ,肿瘤细胞

的增殖潜能增加。有学者的研究结果证实这一推测。

Huijzer 等 8 在小鼠 B16-BL6 高转移和低转移两株细

胞研究中发现 ,nm23-h1 基因表达与细胞增殖活性有

密切关系 ,细胞增殖活性的提高导致 nm23-h1 基因表

达下降 2 倍。

Ki67 抗原存在于人类所有增殖细胞的整个细胞

周期中 ( G1 ,S ,G2 ,M 期) ,只在 G0 期缺乏 ,有作者发现

Ki67 抗原的数量随细胞周期的时相而改变。本研究

提示 Ki67 表达增加 ,ACC-M的增殖能力反而下降 ;而

当两组移植瘤中 Ki67 及 nm23-h1 表达阴性时 ,其增

殖活性没有统计学意义 ,这可能意味着随着 nm23-h1

表达降低 ,其对 ACC-M的生长抑制减弱。

nm23-h1 基因调控增殖机制估计与 NDPK特殊活

性和信号传导系统的调节有关 1 。也有学者认为 ,

nm23-h 基因通过 p53 部分参与肿瘤细胞增殖的调

节。本实验前期研究表明 9 ,nm23-h1 在 ACC-M 体外

培养的表达增加抑制了细胞增殖 ;而在体内早期的生

长抑制则促进了分化。nm23-h1 对细胞增殖的影响

除了在不同肿瘤中存在较大差异外 ,细胞生长的微环

境可能是 nm23-h1 在体内外作用差异的重要因素。
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