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[摘要 ]　目的: 观察血小板衍生长因子 (p latelet2derived grow th facto r, PD GF)B 链基因的三链形成寡核苷酸 (t rip lex fo rm ing

o ligonucleo tide, T FO )对大鼠胶质瘤细胞生长及细胞周期的影响。方法: 所有 SD 大鼠 (36只,体质量 220～ 250 g)均在右尾状

核区微量灌注 1×106 个C6 胶质瘤细胞,其中实验É 组和Ê 组 (n= 12)在细胞接种后的第 8天开始分别原位注射 T FO 1. 5

m gö20 Λl和 3. 0 m gö20 Λl的生理盐水,以后每隔 72 h 注射相同剂量的 T FO ,共注射 3次。对照组 (n= 12)在相同时间原位注

射 20 Λl生理盐水。实验 3周时处死所有的大鼠,观察肿瘤的生长情况,标本做常规H 2E 染色。流式细胞仪检测肿瘤 PD GF2B、

PCNA 的表达及细胞周期。结果: 实验É组、Ê组的成瘤抑制率分别为 66. 1%、91. 8% ,两者相比有显著差异 (P < 0. 01)。T FO

对胶质瘤细胞 PD GF2B、PCNA 表达有明显的抑制作用 (P < 0. 01) ; T FO 能明显降低胶质瘤细胞 G22M 期和 S 期 (DNA 合成

期)的百分率,阻止细胞由静止期 (G02G1期)进入DNA 合成期 (S期, P < 0. 01)。以上作用均存在浓度依赖性。结论: 原位应用

T FO 能抑制 PD GF2B 表达,阻碍细胞进入 S期,使胶质瘤细胞增殖降低,达到抗胶质瘤生长的作用。

[关键词 ]　胶质瘤;血小板源生长因子;三链形成寡核苷酸;细胞增殖;细胞周期

[中图分类号 ]　R 730. 264　　　[文献标识码 ]　A　　　[文章编号 ]　02582879X (2004) 0920966204

Effect of tr iplex form ing ol igonucleotide of PD GF-B cha in on tum or growth and cell cycle of ra t gl ioma

L IW ei2Fang1, 23 , ZHOU D ing2B iao2, YU X in2Guang2, J IN You2X in3 ( 1. D epartm en t of N euro su rgery, N o. 306 Ho sp ita l of

PLA ,Beijing 100101, Ch ina; 2. D epartm en t of N euro su rgery, PLA General Ho sp ita l,Beijing 100853; 3. State Key L abo rato ry of

M o lecu lar B io logy, In st itu te of B iochem istry and Cell B io logy, Shanghai In st itu te of L ife Sciences, Ch inese A cadem y of

Sceinces, Shanghai 200032)

[ABSTRACT ]　Objective: To observe the effect of trip lex fo rm ing o ligonucleo tide (T FO ) of PD GF2B chain on cell p ro lifera2
t ion and cell cycle of rat gliom a. M ethods: 1×106 C6 gliom a cells w ith h igh2flow m icro infusion w ere seeded in to righ t caudate

pu tam en of rats. T FO w as used in situ a w eek after gliom a cell inocu lat ion. T he treatm en t group É andÊ w ere treated w ith 1.

5 m gö20 Λl and 3. 0 m gö20 Λl T FO respect ively on 8, 11 and 14 d after cell inocu lat ion. T he con tro l group w as treated w ith 20

Λl no rm al saline w ith the sam e p rocedu re. T h ree w eek s after cell inocu lat ion all ra ts w ere k illed and samp les w ere detected

w ith m acro scop ic,m icro scop ic h isto logy and imm unofluo rescence flow cytom etric analysis. Results: T he inh ib it ion rates of tu2
mo r grow th w ere 66. 1% in the treatm en t group É and 91. 8% in the treatm en t group Ê . T FO specifically b locked exp ressions

of PD GF2B and PCNA of gliom a cells in a concen trat ion2dependen t fash ion. T FO obviously inh ib ited the transit of cells from

the G02G1 to S phase in a concen trat ion2dependen t fash ion. Conclusion: T FO can comm endab ly b lock PD GF2B exp ression, in2
h ib it cell p ro liferat ion and induce C6 gliom a cells arrest in the G1 phase, and thus inh ib it tumo r grow th of gliom a.

[KEY WORD S]　gliom a; p latelet2derived grow th facto r; t rip lex fo rm ing o ligonucleo tide; p ro liferat ion; cell cycle

[A cad J Sec M ilM ed U niv, 2004, 25 (9) : 9662969 ]

Ξ　 血小板衍生生长因子 (p la telet2derived grow th

facto r, PD GF )是一种强有力的有丝分裂原和化学

趋化剂,血小板衍生生长因子B 链基因 (PD GF2B )

在多种肿瘤的发生、生长中起到极其重要的作

用[ 1, 2 ]。新兴的三链技术可以在转录水平上直接作用

于基因本身。本实验使用以 PD GF2B 为靶标的三链

形成寡核苷酸 ( t rip lex fo rm ing o ligonucleo t ide,

T FO ) ,观察 T FO 对大鼠胶质瘤生长及细胞周期的

影响。

1　材料和方法

1. 1　PD GF2B 链基因 T FO 的设计[ 2, 3 ]　金由辛教

授根据 c2sisöPD GF 2B 原癌基因 5′端上游启动子核
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心区的特殊结构设计、合成的均聚嘌呤组成的

T FO : 5′2GA G A GG GAA GA G GAA A 23′。A : tar2
get (+ ) , 5′2CTC TCC CT T CTC CT T T 23′(- 39,

- 24) ; B: ta rget ( - ) , 3′2GA G A GG GAA GA G

GAA A 25′。T FO 是据此靶基因序列设计的可与之

以氢键结合成反平行三链的寡核苷酸。

1. 2　荷瘤大鼠胶质瘤 T FO 原位治疗的实验分组

　雄性 SD 大鼠 (购自解放军总医院实验动物中心)

36只,体质量 220～ 250 g。经 2%戊巴比妥钠腹腔注

射麻醉 (0. 04 gökg)后,固定于江湾É型大鼠脑立体
定向仪 (上海实验仪器厂)。按前囟中点前 1. 0 mm、

矢状缝右旁开 3. 5 mm ,硬膜下 5. 0 mm 的坐标为右

侧尾状核区的靶点定位钻孔, 将细胞悬液 (1×106

个C 6 胶质瘤细胞ö20 Λl生理盐水)以 1 Λlöm in 速度

注入靶区, 除针前留针 5 m in。钻孔部位以骨蜡封

闭,缝合头皮[ 4 ]。细胞接种后第 8天在大鼠右尾状核

区立体定向原位注射 20 Λl生理盐水, 实验É 组和
实验Ê组 (各 12只) ,原位注射分别含 T FO 1. 5和 3

m g 的生理盐水 20 Λl;对照组 (12只)则原位注射 20

Λl生理盐水。以后每隔 72 h 原位注射 1次,共 3次。

实验周期为细胞接种后 3周处死检查。

1. 3　实验观察指标　 (1)组织病理学检查: 解剖出

大鼠全脑,按大鼠脑表面的接种穿刺点做冠状切口,

按垂直和水平方向测量肿瘤大小,肿瘤体积= a2×

b×Πö6 (a 为肿瘤的短径, b 为肿瘤的长径) ,抑瘤率

(% ) = (对照组平均肿瘤体积2实验组平均肿瘤体
积) ö对照组平均肿瘤体积×100%。每组各 6只含肿

瘤组织的脑标本,经石腊包埋后取 7 Λm 切片, H 2E

染色。 (2)流式细胞仪检测:每组的另 6只全脑标本

分离解剖出肿瘤组织,碾磨后, 500目铜网过滤制成

细胞悬液,各管调整细胞数为 1×106öm l。经 1 500

röm in×5 m in 离心后,每管以 300 Λl生理盐水混悬

细胞, 300 Λl细胞混悬液用注射器迅速注入到 700

Λl 4℃冷无水乙醇中固定, 放入 4℃冰箱 24 h 保存

后待测。

1. 3. 1　T FO 对胶质瘤细胞周期的影响　各取

70%乙醇固定的细胞 200 Λl, 1 500 röm in×5 m in

离心,去除上清, PBS洗涤 2次后,加入 50 Λgöm l的

RN ase 1 m l,室温避光 30 h,去除胞内RNA。离心去

上清后,加入 50 Λgöm l 碘化丙啶 (P I) 1 m l,室温避

光 30 h 后上流式细胞仪检测,得出各期细胞数占细

胞总数的百分比。

1. 3. 2　T FO 对胶质瘤细胞 PD GF2B 链基因和 PC2
NA 表达的影响　各取 70%的乙醇固定的细胞 200

Λl, 1 500 röm in×5 m in 离心,去除上清, PBS洗涤 2

次后, 50 Λl的细胞悬液分别与工作浓度 1∶100 的

一抗 (山羊抗大鼠 PD GF2B 抗体,购自博士德公司)

50 Λl、工作浓度 1∶100的一抗 (小鼠抗大鼠 PCNA

抗体,购自博士德公司) 50 Λl混合, 于室温保持 60

h,离心洗涤 2次, 50 Λl的细胞悬液分别与工作浓度

1∶100 的二抗 (荧光标记的兔抗山羊抗体,购自华

美生物公司)、工作浓度 1∶100的二抗 (荧光标记的

兔抗小鼠抗体,购自华美生物公司) 50 Λl混合,于室

温避光保持 60 h,离心后洗涤 2 次,加 500 Λl生理

盐水混悬细胞。另设空白对照组中的 2孔仅加二抗,

一抗用 PBS代替,作为阴性对照。上流式细胞仪检

测,结果以测定 10 000个细胞的平均荧光强度来表

示。

1. 4　统计学处理　使用 SPSS 8. 0统计学软件包进

行配对 t检验。

2　结　果

2. 1　实验大鼠的肿瘤体积和抑瘤率的变化　实验

É 组和实验Ê 组的肿瘤体积分别是 (78. 3±7. 5)和

( 18. 9±5. 6) mm 3,均明显小于对照组的 (230. 8±

21. 4) mm 3, 且两实验组相比也有显著差异 (P <

0101)。实验É 组和实验Ê 组的抑瘤率分别为
6611%和 9118% (P < 0101)。

2. 2　组织病理学检查结果　3 组在光镜下均可见

到肿瘤组织,与脑组织的交界处仍能见到一个较明

显的界线。实验É组和Ê组尚能观察到大量的液化
坏死的肿瘤细胞,其间夹杂一些岛状的肿瘤细胞团

(图 1B、1C)。对照组 (图 1A )可见明显的生长活跃的

胶质瘤细胞密集成群并向脑组织浸润性生长,而且

有较多的血管分布。

2. 3　大鼠肿瘤标本的 PD GF2B 和 PCNA 的表达　

实验Ê 组、实验É 组、对照组 PD GF2B 表达的平均
荧光强度分别为 98. 66±8. 01、149. 28±7. 17、

207. 80±10. 15, PCNA 表达的荧光强度分别为

172. 96±6. 45、300. 29±7. 83、518. 24±9. 98。结果

表明 T FO 对 C 6 胶质瘤细胞 PD GF2B、PCNA 的表

达有明显的抑制作用,且高剂量组 (实验Ê 组)的作

用更强 (P < 0. 01)。

2. 4　T FO 对大鼠胶质瘤细胞周期的影响　由表 1

可见,两实验组与对照组相比可明显抑制胶质瘤细

胞周期的 S 期和 G22M 期的DNA 的百分率, 阻断

G02G1 期向DNA 合成的 S 期转化, 差异非常显著

(P < 0. 01) ; 实验É 组和实验Ê 组细胞周期之间也
有明显差异 (P < 0. 01, P < 0. 05)。

·769·第 9期. 李维方,等. PD GF2B 链基因的三链形成寡核苷酸对大鼠脑胶质瘤生长及细胞周期的影响



图 1　各组大鼠脑胶质瘤组织的 H-E染色结果

F ig 1　H-E sta in ing of gl ioma tissue in each group (×100)

A : Contro l group , show ing h igh vessel density and active cellu lar p ro liferation; B: T reatm entÉ , show ing som e tumo r cells among m any

m etamo rph ic and necro tic tumo r cells; C: T reatm ent Ê , show ing large num ber of m etamo rph ic and necro tic tumo r cells

表 1　TFO 对大鼠胶质瘤细胞周期的影响

Tab 1　Effect of TFO on cell cycle of ra t gl ioma cells
(n= 6, xθ±s, % )

Group G02G1 G22M S

T reatm ent É 75. 83±3. 893 3 △△ 10. 67±1. 473 3 △△ 13. 50±2. 933 3 △

T reatm ent Ê 88. 87±1. 703 3 3. 79±0. 363 3 7. 32±1. 793 3

Contro l 60. 84±3. 33 16. 17±1. 31 24. 14±2. 21

　　3 3 P < 0. 01 vs contro l group; △P < 0. 05, △△P < 0. 01 vs treatm ent Ê

3　讨　论

3. 1　反义基因治疗 (an t isen se gene therapy)的应

用　反义基因治疗是指应用生物体合成或人工合成

的反义核酸在转录和翻译水平阻断某些异常基因的

表达,以阻断瘤细胞内的异常基因传导,使瘤细胞进

入正常分化或引起细胞凋亡。新兴的三链技术则具

有其优点,即在转录的水平直接作用于基因本身,因

此, 只需要很少量的 T FO 分子就可以达到调控靶

基因表达的目的[ 2, 3 ]。

3. 2　实验胶质瘤反义基因治疗靶标的选择[ 5～ 9 ]　

PD GF2B 是原癌基因 c2sis的编码产物,其诱导细胞

转化的作用已经体外和动物实验证实。PD GF 受体

(PD GFR )有 Α和 Β两个亚型,均属酪氨酸激酶受体

家族成员。胶质瘤细胞 PD GFR Α和 PD GFR Β及其
下游信号传递通路活化水平是由肿瘤细胞 PD GF2B
表达水平所决定的,可能它们共同介导的生物信号

既可刺激细胞增殖又可进一步促进 PD GF2B、
PD GFR Α和 PD GFR Β表达,形成一个具有异常正反

馈调节作用的自分泌环,使 PD GF2B 生物信号向细
胞内传递的速度和频率越来越强,从而成为诱发胶

质细胞转化和胶质瘤形成的重要因素之一,并在促

进胶质瘤恶化进展方面发挥重要作用。

3. 3　PD GF2B 与胶质瘤细胞周期的关系[ 5, 7, 10, 11 ]　

细胞周期调控机制主要涉及细胞周期蛋白 (cyclin)

及细胞周期蛋白依赖的蛋白激酶 (CD K s)。在各类

细胞周期蛋白中, cycD 被认为是调控 G1 期进程的

最重要调控因子,驱动细胞周期通过起始点。一些生

长因子 (如 EGF、PD GF、FGF 等)刺激静止期细胞

的增殖与 cycD 活性增高有关, 生长因子与细胞膜

上相应受体相互作用,通过细胞内信号转导途径向

细胞周期的机构传递信号,促进转录合成 cycD , 开

动了细胞周期控制机构的运转。N it ta 等[ 10 ]使用反

义寡核苷酸抑制人胶质瘤细胞系A 172细胞的 c2sis

的表达和细胞生长实验表明, 互补于 c2sis m RNA

的反义寡核苷酸能够抑制细胞的生长和 c2sis蛋白

的合成,作用的效应存在浓度依赖性,而且反义寡核

苷酸能够影响细胞周期,抑制细胞进入 S期。故认为

原癌基因的活性是胶质瘤进展中的关键步骤,而且

c2sis蛋白是A 172细胞系细胞进入细胞周期 S期所

必需的。

3. 4　T FO 对大鼠胶质瘤的生长抑制作用　实验É
组的抑瘤率 66. 1% ,实验Ê 组的抑瘤率是 91. 8% ,

说明 T FO 能够抑制胶质瘤生长。PD GF2B 表达的变
化表明, T FO 能够抑制 C 6 胶质瘤细胞的 PD GF2B
的表达, 说明 T FO 可以通过抑制 PD GF2B 的表达
来抑制C 6 胶质瘤的生长, PD GF2T FO 的浓度越高,

效果越好,进一步证实了 PD GF2B 是胶质瘤生长的
重要因素。PCNA 表达的变化表明, T FO 能够抑制

C 6 胶质瘤细胞的 PCNA 的表达。提示 T FO 可以通

过抑制 PD GF2B 的表达来抑制 C6 细胞的增殖能

力。两实验组的 T FO 与对照组相比可抑制C 6 胶质

瘤细胞周期的 S期和G22M 期的DNA 的含量,阻断
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G02G1 期向 S期转化 (P < 0. 01) ,且有明显的浓度依

赖性。

一般来说,传统的抗肿瘤药物影响细胞的DNA

合成和细胞的分裂,故大多在细胞周期的 S 期发挥

作用, 而 T FO 作为一种新的反义基因治疗肿瘤药

物,虽然其作用机制与以往传统的抗肿瘤药物不同,

但也有剂量和疗程的问题。实验组的治疗效果能维

持多长时间,一些仍有细胞增殖能力和因使用 T FO

后未进入 S期、尚未坏死和凋亡的细胞,在何时和何

种情况下再具备表达 PD GF2B 的能力,尚需继续探

讨和研究。
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Iden tif ica tion of an HLA -A 3 0201-restr icted CD 8+ T-cell ep itope SSp-1 of SARS-CoV sp ike prote in

W ang B , Chen H , J iang X, ZhangM , W an T , L iN , Zhou X, W u Y, Yang F, Yu Y, W ang X, Yang R , Cao X ( Inst itu te of

Imm uno logy, Second M ilitary M edical U n iversity, Shanghai 200433, Ch ina)

[ABSTRACT ]　A novel co ronaviru s, severe acu te resp irato ry syndrom e (SA R S) 2associated co ronaviru s (SA R S2CoV ) , has

been iden tified as the causal agen t of SA R S. Sp ike (S) p ro tein is a m ajo r structu ral glycop ro tein of the SA R S viru s and a po2
ten t ia l target fo r SA R S2specific cell2m ediated imm une responses. A panel of S p ro tein2derived pep tides w as tested fo r their

b inding affin ity to HLA 2A 3 0201 mo lecu les. Pep tidesw ith h igh affin ity fo r HLA 2A 3 0201 w ere then assessed fo r their capacity

to elicit specific imm une responses m ediated by cyto tox ic T lymphocytes (CTL s) bo th in v ivo, in HLA 2A 2. 1öKb t ran sgen ic

m ice, and in v itro, from peripheral b lood lymphocytes (PBL s) harvested from healthy HLA 2A 2. 1+ dono rs. SA R S2CoV p ro2
tein2derived pep tide21 (SSp 21 RLN EVA KNL ) , induced pep tide2specific CTL s bo th in v ivo ( t ransgen ic m ice) and in v itro (hu2
m an PBL s) , w h ich specifically released in terferon2gamm a ( IFN 2gamm a) upon st im u lat ion w ith SSp 212pu lsed au to logous den2
drit ic cells (DC s) o r T 2 cells. SSp 212specific CTL s also lysed m ajo r h istocompatib ility comp lex (M HC) 2m atched tumo r cell

lines engineered to exp ress S p ro tein s. HLA 2A 3 02012SSp 21 tetram er sta in ing revealed the p resence of sign ifican t popu lat ions

of SSp212specific CTL s in SSp212induced CD 8+ T cells. W e p ropo se that the new ly iden tified ep itope SSp21 w ill help in the

characterizat ion of viru s con tro lm echan ism s and imm unopatho logy in SA R S2CoV infect ion, and m ay be relevan t to the devel2
opm en t of imm uno therapeu tic app roaches fo r SA R S.

[B lood, 2004, 104 (1) : 2002206 ]
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