
!"#

!

!"$#$%!

"

%

$#&&'$!"""(&'%&$("!($"%$"")

收稿日期!

("!!("$("!

#修回日期!

("!!(!(((&

作者单位!

!$!!)"**

辽宁大连&大连医科大学微生物学

教研室&

($

寄生虫学教研室&

#$

免疫学教研室

通信作者!李芳&

)(*+#,

!

,#F+'

=

!)

!

."?*+#,$0"*

作者简介!刘欣 $

!$%)(

%&女&硕士&讲师&主要从事趋化

因子的研究

5A58!

"

5A58(

受体拮抗剂1

3#!G

抑制

前列腺癌血管新生的体内实验
刘

!

欣!

&戴晓冬(

&李星云!

&王晓丽!

&李
!

芳#

<(2"D"'".(.,7TLN

!

!23>.P"(3I303

$

'./!V!IL

"

!V!I8C('&

;

.("#'

&

"(C(

;

".

;

3(3#"#.,

=->&(N/.#'&'3!&(03/!3%%##$%#%&

7#/A#'

!

&

4+#A#+"!"'

=

(

&

7#A#'

=H

/'

!

&

\+'

=

A#+",#

!

&

7#>+'

=

#

!@!"

#

$%&'"(&)

*

;7,%)I7)-)

./

&

!$-7$(;"97,$-F(7C"%57&

/

&

!$-7$(!!)"**

&

817($

&

(@!"

#

$%&'"(&)

*

4$%$57&)-)

./

&

#@!"

#

$%&'"(&)

*

A''3()-)

./

8)%%"5

#

)(97(

.

:3&1)%

!

O7N$(

.

&

=>'$7-

!

-7

*

$(

.

!)

!

1)&'$7-@,)'

CD#'/&0'

!

ED

F

30'"G3

!

B"#'L:&?#

=

+?:?.:#'.#K#?#"'"F3#!G"'?.:+'

=

#"

=

:':&#&"F?.:

D

E"&?+?:0+'0:EG5(#

0:,,7(C7C)$H3'2.)#

!

B.::FF:0?"F3#!G"'+'

=

#"

=

:':&#&"F./*+'

D

E"&?+?:?/*"E"F'/!:*#0:J:E:

"K&:EL:!#''/!:*#0:K

H

K/#,!#'

=

+./*+'+'!E"

=

:'(#'!:

D

:'!:'?

D

E"&?+?:0+'0:EG5(#

$

3>G(,+K:,:!

%

"E(

?."?"

D

#0?E+'&

D

,+'?+?#"'?/*"E0:,,&*"!:,$I3#-%'#

!

B.:?/*"E+'

=

#"

=

:':&#&"F3#!G?E:+?:!

=

E"/

D

$

!$()

,"$*)

%

J+&&#

=

'#F#0+'?,

H

E:!/0:!

$

"$*$,"$!(

&

4

"

"$"'

%

0"*

D

+E:!J#?.?.:0"'?E",

=

E"/

D

$])3>

$

4

"

"$"!

%

+'!1>(

*

N

$

4

"

"$"!

%

:C

D

E:&&#"'"F3#!G?E:+?:!

=

E"/

D

J+&&#

=

'#F#0+'?,

H

E:!/0:!

$

#**/'".#&?"(

0.:*#&?E

H

%

0"*

D

+E:!J#?.?.:0"'?E",

=

E"/

D

$!.(0%-#".(

!

3#!G0"/,!#'.#K#??.:+'

=

#"

=

:':&#&"F?.:

D

E"&?+?:0+'0:EG5(#0:,,7(C7C)@

63

J

K./)#

!

3#!G

#

GE"&?+?:0+'0:E

#

M'

=

#"

=

:':&#&

#

5A58!

#

5A58(

摘
!

要!目的
!

探讨
3#!G

$

5A58!

!

5A58(

受体拮抗剂%对人前列腺癌
G5(#

细胞的体内血管新生的抑

制作用(方法
!

建立体内绿色荧光蛋白$

3>G

%标记的人雄激素非依赖性前列腺癌细胞
G5(#

的裸鼠原

位移植瘤模型&观察
3#!G

对裸鼠前列腺原位移植瘤血管新生的影响(结果
!

与对照组$

!$(),"$*)

%

相比&

3#!G

处理组明显抑制前列腺肿瘤的血管新生$

"$*$,"$!(

&

4

"

"$"'

%&与对照组相比&

3#!G

处理

组
])3>

$

4

"

"$"!

%和
1>(

*

N

$

4

"

"$"!

%的表达具有统计学意义$免疫组织化学法%(结论
!

在裸鼠原

位移植瘤模型中
3#!G

对人雄激素非依赖性前列腺癌的血管新生有明显抑制作用(

关键词!

3#!G

#前列腺癌#血管新生#

5A58!

#

5A58(

中图分类号!
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!!

文献标识码!
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文章编号!

!"""(&'%&
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!

!

引言

血管新生是已存在的血管和循环前体的内皮细

胞生成新的毛细血管的过程&是生理和病理条件下

的关键性生物学过程&血管的新生失控是肿瘤的重

要特征之一+

!

,

(

5A5

趋化因子$

5A50.:*"I#':

%

超家族是一组和血管新生密切相关的细胞因子(

5A5

趋化因子$如
5A57&

等%与其受体结合后可促

进多种肿瘤的血管新生(

5A58(

是目前研究较多

的趋化因子受体(研究表明&在癌组织中
5A58(

及
5A57&

明显高表达&且阻断
5A58(

可引起多种

肿瘤组织的坏死&如肺癌)胰腺癌)黑色素瘤)乳腺

癌)前列腺癌和卵巢癌+

(

,

(

肿瘤的血管生成受多种因子的调节&而在所有

的调节因子中&

])3>

是其中作用最强)最具特异

性的生长因子+

#

,

(近年来的一些研究表明&核转录

因子
1>(

*

N

在肿瘤的血管生成机制中也起着关键

性的作用+

*

,

(

我们采用基因定点突变法研制出一种人
5A57&

的类似物1

5A57&

$

#(%(

%

2!!8

"

3#!G

$

3#!G

%对
5A(

58(

受体进行竞争性阻断&为了探讨
3#!G

对雄激素

非依赖性前列腺癌的血管生成的影响&本实验选取了

雄激素非依赖性前列腺癌
G5(#

细胞系为研究对象&

在体内通过建立人雄激素非依赖性前列腺癌
G5(#

细

胞裸鼠原位移植瘤的模型&观察
3#!G

对裸鼠肿瘤微

血管密度的影响&应用免疫组织化学方法检测前列腺

癌组织中
])3>

和
1>(

*

N

的表达水平&以探讨
3#!G

在前列腺癌血管生成中的有效机制(

"

!

材料与方法

!$!

!

实验试剂和仪器

小鼠单克隆抗
])3>

抗体)兔多克隆抗
1>(

*

N

D

)'

抗体$
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96!)*"

细胞培养液)胰酶)青)链霉素)胎牛血清$美

*
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*
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公司%#倒置相差光学显微镜$

,̂

H
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D

/&

&日

本%#二氧化碳细胞培养箱$

B.:E*"

&德国%#酶标仪

$

N6̂ 8M4

&美国%#荧光激发仪$

73(!'"(M

型&南京超

腾科技发展有限公司%(荧光体视显微镜$

@̂ 9̂)*'X

&

江南禹成光学仪器有限公司%#

545
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4#

=

#?+,5","E

型&美国
a69M3613

公司%(
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!

细胞株和实验动物

裸鼠和人前列腺癌绿色荧光蛋白阳性
G5(#

细

胞株均由南京源端生物科技公司提供(

!$#

!

裸鼠人前列腺癌模型的建立和实验分组

实验动物为
*

&

)

周的
NM7N

"

0

雄性裸鼠&

G5(

#(3>G

$荧光蛋白标记人前列腺癌细胞株%在
8G(

96!)*"

$

!"Q>NX

%

#%Y

)

'Q5̂

(

饱和湿度条件下培

养&分别取
'.!"

)细胞接种于
#

只裸鼠皮下(两周

后将皮下种植生长的前列腺癌在培养液中分割成

!**

# 组织碎块(用显微外科手术方法将
!

块
G5(

#(3>G

组织碎块植入实验裸鼠前列腺上后关闭腹

腔(术后第
'

天时根据动物的体重随机分成
(

组并

开始给药(每组
!"

只裸鼠每两天皮下注射
!""

"

,

"-$Q

氯化钠溶液$

1$X0"'?E",

组%或
3#!G

$

"$'*

=

"

I

=

%

3#!G

组(按照动物福利原则&麻醉动物后打开腹

腔在荧光影像系统下观察肿瘤血管密度情况(在荧

光影像系统下拍摄照片(使用
6*+

=

:(GE")$"

软件计

算肿瘤血管密度&反映肿瘤血管新生情况(

!$*

!

免疫组织化学方法检测肿瘤标本石蜡切片

])3>

和
1>(

*

N

的表达

肿瘤组织常规石蜡包埋切片$厚度
*

"

*

%&脱蜡)

水化和热修复抗原后加
#QP

(

^

(

$

&"Q

甲醇%室温静

置
!"*#'

#

GNX

冲洗三次后加入正常山羊血清封闭

液
'"

"

,

&放置室温
!'*#'

#

!+'"

抗
])3>

或
1>(

*

N

抗

体
'"

"

,

&

*Y

过夜#

#%Y

复温
#"*#'

后&

GNX

冲洗三

次&加
'"

"

,

$山羊抗鼠或山羊抗兔%生物素标记的第

二抗体&

#%Y

孵育
*"*#'

#

GNX

冲洗三次&滴加
'"

"

,

辣根过氧化物酶标记的链霉卵白素&

#%Y

孵育
#"

*#'

#

GNX

冲洗三次&

4MN

显色
'*#'

&显微镜下掌握

染色程度#水洗
!"*#'

后&苏木精对比染色
(*#'

#盐

酸酒精分化
!&

&淡氨水返蓝
!"&

&依次置
%'Q

)

&'Q

)

$'Q

)

!""Q

(

)

!""Q

-

酒精中&各
'*#'

#置入二甲苯
(

和

二甲苯
-

中各
!"*#'

&中性树胶封片(每张切片随机

检测
'

个视野$

.*""

%&

6*+

=

:(GE")$"

软件计算每张

照片的累积吸光度值$

A+!

%&用来反映染色强度(

!$'

!

统计学方法

所有数据以
B,5

表示&样本均数间比较采用单

因素方差分析&应用
XGXX!!$'

统计软件进行数据

分析&

4

"

"$"'

为差异有统计学意义(

#

!

结果

($!

!

3#!G

对裸鼠人前列腺癌血管新生的抑制

作用

给药后第
(*

天&处死动物后&打开腹腔在荧

光影像系统下观察肿瘤血管密度情况&并拍摄照

片$图略%(使用
6*+

=

:(GE")$"

软件计算肿瘤血

管密度&反映肿瘤血管新生情况&结果见图
!

(

3#!G

处理组与对照组相比能明显抑制前列腺肿

瘤的血管新生$

"$*$,"$!(

&

4

"

"$"'

%(这一结果

说明
3#!G

对前列腺肿瘤的新生血管具有显著的

抑制作用(

$
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图
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对裸鼠人前列腺癌
])3>

及
1>(

*

N

的影响

])3>

表达主要位于细胞质中&每组取三个裸

鼠的前列腺癌组织&每个组织在三个不同位置进

行拍照$

.*""

%(对照组和
3#!G

处理组裸鼠人

前列腺癌
])3>

免疫组织化学结果见图
(

&对照组

细胞质着色较深&而
3#!G

处理组细胞质着色较

浅(对照组和
3#!G

处理组裸鼠人前列腺癌
A+!

值结果显示&

3#!G

处理组
])3>

表达较对照组减

少&差异有统计学意义$

4

"

"$"!

%&见表
!

(对照

组和
3#!G

处理组裸鼠人前列腺癌
1>(

*

N

免疫组

织化学结果见图
#

&对照组细胞质着色较深&而

3#!G

处理组细胞质着色较浅(对照组和
3#!G

处

理组裸鼠人前列腺癌
A+!

值结果显示&

3#!G

处理

组
])3>

表达较对照组减少&差异有统计学意义

$

4
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%&见表
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讨论

微血管内皮细胞上表达的
5A58(

是
)78

0

(

5A5

趋化因子促进血管新生的关键性受体&能引起

血管内皮细胞增殖)趋化和抑制内皮细胞凋亡等一

系列促进血管新生的生物学效应+

'

,

(在前期实验

中&我们研制出一种能竞争性抑制
5A58(

受体的

人类
5A57&

的类似物1

3#!G

(本实验通过建立荧

光标记人雄激素非依赖性前列腺癌
G5(#

细胞裸鼠

原位移植瘤的模型比较了
3#!G

处理组和对照组裸

鼠前列腺肿瘤的微血管密度(荧光照片比较发现

3#!G

处理组的肿瘤血管较对照组明显减少&差异

具有统计学意义(这说明
3#!G

对人雄激素非依赖

性前列腺癌的血管新生具有明显抑制作用(

另外&免疫组织化学分析也发现&

3#!G

处理组

小鼠肿瘤的
])3>

和
1>(

*

N

表达较对照组明显降

低$

4

"

"$"'

%(

])3>

和
1>(

*

N

是肿瘤血管生成

机制中的关键性作用因子&

5A58(

经其
)78

0

(

5A5

趋化因子活化后可通过
1>(

*

N

途径作用于酪

氨酸激酶受体$

B28&

%实现其促进血管生成的生物

学效应+

)

,

(由此可见&

3#!G

对前列腺肿瘤血管新

生的抑制作用可能是通过下调
])3>

和
1>(

*

N

的

表达实现的(

5A58!

和
5A58(

是
)78

0

(5A5

趋化因子的

关键性受体&参与体内包括细胞生长)发育)组织损

伤等多种生理和病理过程&利用
3#!G

拮抗
5A58!

和
5A58(

能否引起体内严重的不良反应&还需要

更多的实验进行论证(
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