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［摘要］　目的：观察血小板源生长因子（ＰＤＧＦ）Ｂ链基因（ＰＤＧＦＢ）的三链形成寡核苷酸（ｔｒｉｐｌｅｘｆｏｒｍｉｎｇｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，

ＴＦＯ）ＰＤＧＦＴＦＯ和血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）反义寡核苷酸（ａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＡＯＮ）ＶＥＧＦＡＯＮ对大鼠脑胶质瘤

生长的抑制作用。方法：３６只雄性ＳＤ大鼠，分为４组，所有大鼠均在立体定向导引下行右尾状核区微量灌注含１×１０６Ｃ６胶

质瘤细胞的生理盐水２０μｌ。在细胞接种后第８天，实验Ⅰ组６只大鼠原位注射含ＰＤＧＦＴＦＯ１．５ｍｇ的２０μｌ生理盐水，实验

Ⅱ组１２只和实验Ⅲ组１２只大鼠则分别原位注射含ＰＤＧＦＴＦＯ１．５ｍｇ＋ＶＥＧＦＡＯＮ０．１２５ｍｇ和ＰＤＧＦＴＦＯ１．５ｍｇ＋

ＶＥＧＦＡＯＮ０．２５ｍｇ的２０μｌ生理盐水。以后每隔７２ｈ原位注射相同剂量的药物１次，共注射３次。对照组６只大鼠仅在相

同时间原位注射２０μｌ生理盐水。实验３周时处死所有大鼠，观察肿瘤的生长情况，定性和定量观察肿瘤ＰＤＧＦＢ、ＶＥＧＦ和肿

瘤核增殖抗原（ＰＣＮＡ）表达。结果：实验Ⅰ组的成瘤抑制率为５３．１％，实验Ⅱ组为８１．４％，实验Ⅲ组为９３．１％，３组比较有

明显差异（Ｐ＜０．０１）。ＰＤＧＦＴＦＯ对Ｃ６胶质瘤细胞ＰＤＧＦＢ、ＶＥＧＦ、ＰＣＮＡ表达有明显的抑制作用；联合应用ＰＤＧＦＴＦＯ和

ＶＥＧＦＡＯＮ能更好地抑制ＰＤＧＦＢ、ＶＥＧＦ、ＰＣＮＡ表达。结论：联合应用ＰＤＧＦＴＦＯ和ＶＥＧＦＡＯＮ 比单用ＰＦＧＦＴＦＯ能

更有效地抑制肿瘤生长。
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Ｅｍａｉｌ：ｌｉｗｆｚｈｊ＠１６３．ｃｏｍ

　　由于胶质瘤的形成与多种生长因子及其受体、
癌基因及突变抑癌基因有关，且这些因子往往异因
同效，故而单一因子的反义阻断往往不可能完全抑
制或逆转肿瘤的生长。如果明确胶质瘤发病的几种
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关键因子，用反义核酸同时抑制或许会取得更好的
效果［１～３］。本实验拟以血小板源生长因子（ＰＤＧＦ）

Ｂ链基因（ＰＤＧＦＢ）和血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）
为靶标，观察ＰＤＧＦＢ的三链形成寡核苷酸（ｔｒｉｐｌｅｘ
ｆｏｒｍｉｎｇ ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＴＦＯ）ＰＤＧＦＴＦＯ 和

ＶＥＧＦ的反义寡核苷酸（ａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，

ＡＯＮ）ＶＥＧＦＡＯＮ抑制大鼠颅内胶质瘤的血管生
成和肿瘤生长的效果，以期为今后的进一步研究和
临床应用提供实验依据。

１　材料和方法

１．１　ＰＤＧＦＴＦＯ的设计与合成［２］　由中国科学院
上海生命科学研究院生物化学与细胞生物学研究所

分子生物学国家重点实验室金由辛教授根据ｃｓｉｓ／

ＰＤＧＦＢ原癌基因５′端上游启动子核心区的特殊结
构设计合成，并惠赠。其结构如下：５′ＧＡＧ ＡＧＧ
ＧＡＡＧＡＧＧＡＡＡ３′。Ａ：ｔａｒｇｅｔ（＋）３９５′ＣＴＣ
ＴＣＣＣＴＴＣＴＣＣＴＴＴ３′２４；Ｂ：ｔａｒｇｅｔ（－）３′
ＧＡＧＡＧＧＧＡＡＧＡＧＧＡＡＡ５′。ＴＦＯ是据如
上的靶基因序列设计的可与之以氢键结合呈反平行

三链的寡核苷酸。

１．２　ＶＥＧＦＡＯＮ的设计与合成［４］　由金由辛教授
根据ＶＥＧＦ的序列，应用计算机程序设计出特异的
互补于ＶＥＧＦ基因第三外显子（ｅｘｏｎ，Ｅ３）的反义寡
核苷酸。其序列：５′ＧＣＡ ＧＴＡ ＧＣＴ ＧＣＧ ＣＴＧ
ＡＴＡＧＴＧＣ３′。由中国科学院上海细胞生物研究
所合成全硫代的ＶＥＧＦ反义寡核苷酸。

１．３　大鼠Ｃ６胶质瘤脑内模型的建立［５］　雄性ＳＤ
大鼠（购自解放军总医院实验动物中心）３６只。大
鼠经２％戊巴比妥钠腹腔注射麻醉（０．０４ｇ／ｋｇ）后，
固定于江湾Ⅰ型大鼠脑立体定向仪。按前囟中点前

１．０ｍｍ，矢状缝右旁开３．５ｍｍ，硬膜下５．０ｍｍ的
右侧尾状核的靶点坐标定位钻孔，孔径１．２ｍｍ，将
细胞悬液（１×１０６细胞／２０μｌ生理盐水）以１μｌ／ｍｉｎ
速度注入靶区，除针前留针５ｍｉｎ。钻孔部位以骨蜡
封闭，缝合头皮。

１．４　反义核酸的荷瘤大鼠胶质瘤原位治疗的实验
分组及给药方法　大鼠在细胞接种后第８天按右侧
尾状核的靶点坐标原位立体定向注射２０μｌ生理盐
水。实验Ⅰ组６只，在原位注射含ＰＤＧＦＴＦＯ１．５
ｍｇ的生理盐水２０μｌ；实验Ⅱ组和实验Ⅲ组各１２
只，分别原位注射含ＰＤＧＦＴＦＯ１．５ｍｇ＋ＶＥＧＦ
ＡＯＮ０．１２５ｍｇ和 ＰＤＧＦＴＦＯ１．５ｍｇ＋ＶＥＧＦ
ＡＯＮ０．２５ｍｇ的生理盐水２０μｌ；对照组６只，原位
注射２０μｌ生理盐水。以后各组每隔７２ｈ按上述方

法原位注射相同剂量药物１次，共３次。细胞接种
后３周处死检查。

１．５　组织病理学检查　大鼠麻醉后，解剖出大鼠全
脑标本，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×

π／６（ａ为肿瘤的短径，ｂ为肿瘤的长径），抑瘤率＝
（对照组肿瘤体积－实验组肿瘤体积）／对照组肿瘤
体积×１００％。实验Ⅰ组和对照组大体标本经冠状
切口切开后，一半做病理，另一半做流式细胞仪检
测。实验Ⅱ组、实验Ⅲ组各取６只解剖出肿瘤组织
做病理，另外６只解剖出肿瘤组织做流式细胞仪检
测。

１．６　免疫组织化学检查　ＰＤＧＦＢ和 ＶＥＧＦ表达
采用ＬｓＡＢ方法，ＰＣＮＡ表达采用ＳＡＢＣ法。一抗
为山羊抗大鼠ＰＤＧＦＢ、山羊抗大鼠ＶＥＧＦ抗体（均
购自武汉博士德公司），小鼠抗大鼠ＰＣＮＡ抗体（购
自武汉博士德公司）。二抗为生物素化兔抗山羊

ＩｇＧ（购自中山生物公司），生物素化小鼠抗山羊ＩｇＧ
（购自武汉博士德公司）。抗体的工作浓度均为１∶
１００。免疫组化的结果判定采用半定量方法：所有
染色结果以＜５０％细胞染色为弱阳性，＞５０％细胞
染色为强阳性。

１．７　流式细胞仪检测　标本经碾磨后，以５００目铜
网过滤制成细胞悬液，各管调整细胞数为１×１０６／

ｍｌ。经１５００ｒ／ｍｉｎ×５ｍｉｎ离心后，每管以３００μｌ
生理盐水混悬细胞，３００μｌ细胞混悬液用注射器迅
速注入到７００μｌ４℃冷无水乙醇中固定，放入４℃冰
箱２４ｈ保存后待测。各取７０％的乙醇固定的细胞

２００μｌ，１５００ｒ／ｍｉｎ×５ｍｉｎ离心，去除上清，ＰＢＳ
洗２次后，５０μｌ的细胞悬液分别与ＰＤＧＦＢ、ＶＥＧＦ
和ＰＣＮＡ的一抗５０μｌ混合，于室温保持６０ｍｉｎ，离
心洗２次，５０μｌ的细胞悬液分别与相应二抗５０μｌ
混合，于室温避光保持６０ｍｉｎ，离心后洗２次，加

５００μｌ生理盐水混悬细胞。另设空白对照组中的３
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，测定１００００个细胞的平均荧光强
度。

１．８　统计学处理　数据采用方差分析和ｔ检验进
行比较。

２　结　果

２．１　肿瘤体积和抑瘤率的变化　实验Ⅰ组、实验Ⅱ
组、实验Ⅲ组、对照组的肿瘤体积分别为（１１０．３±
１０．５）、（４３．８±５．２）、（１６．１±３．３）、（２３５．５±２１．４）

ｍｍ３，各组比较均有非常显著的差异（Ｐ＜０．０１）。
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实验Ⅰ组的抑瘤率为５３．１％，实验Ⅱ组的抑瘤率为

８１．４％，实验Ⅲ组的抑瘤率为９３．１％，各组比较均
有非常显著的差异（Ｐ＜０．０１）。

２．２　ＰＤＧＦ、ＶＥＧＦ和ＰＣＮＡ表达的定性检测　免
疫组织化学检查表明：ＰＤＧＦＢ、ＶＥＧＦ、ＰＣＮＡ的表
达在对照组呈强阳性，ＰＤＧＦ、ＶＥＧＦ在对照组的表
达较为弥漫地分布在肿瘤组织中，强阳性染色的细

胞呈团簇状分布。ＰＣＮＡ在肿瘤边缘和肿瘤内部的
血管周围表达更加明显。而实验Ⅰ组、实验Ⅱ组、实
验Ⅲ组 ＰＤＧＦＢ、ＶＥＧＦ、ＰＣＮＡ 均呈弱阳性的表
达，大多在肿瘤的浸润前缘即肿瘤边缘，在肿瘤内部
密集成团的细胞群中可见零星分布的 ＰＤＧＦＢ、

ＶＥＧＦ表达阳性细胞（图１）。

图１　胶质瘤细胞ＰＤＧＦＢ、ＶＥＧＦ和ＰＣＮＡ的表达

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＤＧＦＢ，ＶＥＧＦａｎｄＰＣＮＡｉｎｇｌｉｏｍａｓａｍｐｌｅｓ（Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｓｔａｉｎｉｎｇ，×２００）

Ａ：ＰＤＧＦＢｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｓｔｒｏｎｇｌｙｐｏｓｉｔｉｖｅ；Ｂ：ＰＤＧＦＢｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｇｒｏｕｐⅠ，ｗｅａｋｌｙｐｏｓｉｔｉｖｅ；Ｃ：ＰＤＧＦＢｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｇｒｏｕｐ

Ⅱ，ｗｅａｋｌｙｐｏｓｉｔｉｖｅ；Ｄ：ＰＤＧＦＢｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｇｒｏｕｐⅢ，ｗｅａｋｌｙｐｏｓｉｔｉｖｅ；Ｅ：ＶＥＧＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｓｔｒｏｎｇｌｙｐｏｓｉｔｉｖｅ；Ｆ：ＶＥＧＦｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｉｎｇｒｏｕｐⅠ，ｗｅａｋｌｙｐｏｓｉｔｉｖｅ；Ｇ：ＶＥＧＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｇｒｏｕｐⅡ，ｗｅａｋｌｙｐｏｓｉｔｉｖｅ；Ｈ：ＶＥＧＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｇｒｏｕｐⅢ，ｗｅａｋｌｙｐｏｓｉｔｉｖｅ；Ｉ：ＰＣＮＡ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｓｔｒｏｎｇｌｙｐｏｓｉｔｉｖｅ；Ｊ：ＰＣＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｇｒｏｕｐⅠ，ｗｅａｋｌｙｐｏｓｉｔｉｖｅ；Ｋ：ＰＣＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｇｒｏｕｐⅡ，ｗｅａｋｌｙｐｏｓｉ

ｔｉｖｅ；Ｌ：ＰＣＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｇｒｏｕｐⅢ，ｗｅａｋｌｙｐｏｓｉｔｉｖｅ

２．３　ＰＤＧＦ、ＶＥＧＦ和ＰＣＮＡ表达的定量检测　实
验各组对Ｃ６胶质瘤细胞ＰＤＧＦＢ、ＶＥＧＦ、ＰＣＮＡ的
表达有明显的抑制作用，与对照组比较有明显的差

异（Ｐ＜０．０１）；且实验各组Ｃ６胶质瘤细胞ＰＤＧＦ、

ＶＥＧＦ、ＰＣＮＡ 的表达之间比较也有明显的差异
（Ｐ＜０．０１）。详见表１。

表１　各组胶质瘤细胞的ＰＤＧＦＢ、ＶＥＧＦ和ＰＣＮＡ的表达

Ｔａｂ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＤＧＦＢ，ＶＥＧＦａｎｄＰＣＮＡｉｎｇｌｉｏｍａｓａｍｐｌｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＰＤＧＦＢ ＶＥＧＦ ＰＣＮＡ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ９０．７１±３．７２ ６８．１６±５．７３ ２２８．５６±１１．５１
ＧｒｏｕｐⅠ ７３．６３±３．２２ ５２．５７±５．１７ １３３．５９±９．０６

ＧｒｏｕｐⅡ ４１．７２±３．１２△△ ３６．９１±３．６４△△ ７９．６９±４．９４△△

ＧｒｏｕｐⅢ ２４．３０±３．０４△△▲▲ ２０．６２±３．７１△△▲▲ ２４．９７±３．１４△△▲▲

　Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓｇｒｏｕｐⅠ；▲▲Ｐ＜０．０１ｖｓｇｒｏｕｐⅡ
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３　讨　论

　　肿瘤的反义基因治疗（ａｎｔｉｓｅｎｓｅｇｅｎｅｔｈｅｒａｐｙ）
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。在抗肿瘤治疗中，针对目前认识较为
明确的对肿瘤发生、发展起重要作用的一些癌基因、
突变的抑癌基因、自分泌和旁分泌生长因子及其受
体，用反义核酸加以封闭而达到治疗效果，显示了良
好的应用前景［２，４，６］。在动物模型中，反义核酸可以
通过静脉、皮下、肌肉、口服、瘤体内等途径给药。局
部维持足够的具有完整生物活性的药物为取得理想

的生物学效果所必需。Ｂｒｏａｄｄｕｓ等［７］通过原位正

压微量灌流脑内注射反义核酸于大鼠右尾状核区的

实验，发现可以在较大的范围、较长的时间保持一个
较高的浓度，即使４８ｈ后仍能保持稳定且无不良反
应。ＶＥＧＦ是胶质瘤细胞分泌而作用于血管内皮细
胞的血管生成的主要和关键的旁分泌生长因

子［８～１０］。ＶＥＧＦ反义基因疗法的研究已有报道，

１９９６年Ｃｈｅｎｇ等［１１］用反义ＶＥＧＦｃＤＮＡ真核表达
载体转染 Ｕ８７细胞后有明显的抗血管生成和抑瘤作
用。治疗后缓慢生长的肿瘤再原代培养后重新接种
仍有原先的成瘤率和ＶＥＧＦ的表达，说明原先缓慢
生长的肿瘤仍可能恢复 ＶＥＧＦ的表达能力。李维
方等［１２］脑内使用 ＶＥＧＦ反义寡核苷酸抑制荷瘤大
鼠胶质瘤血管生成的实验提示反义寡核苷酸可以通

过抑制 ＶＥＧＦｍＲＮＡ 的转录来抑制 ＶＥＧＦ的表
达，从而减少微血管的密度，达到抑制肿瘤的血管生
成和生长的目的。当增加反义寡核苷酸的浓度，甚
至可以阻断ＶＥＧＦ的表达，完全抑制肿瘤的血管生
成，使肿瘤处于休眠状态。但是也发现休眠的瘤巢
细胞仍具有增殖的能力。当休眠状态的肿瘤细胞的
增殖和凋亡的平衡打破，在缺氧状态下的肿瘤细胞
极有可能触发ＶＥＧＦ的表达而导致血管生成，进而
促进肿瘤的生长。由于瘤细胞在这种治疗下并未被
直接杀死，故为了根治肿瘤必须联合针对肿瘤细胞
本身的治疗。这对预防和治疗胶质瘤及其复发有很
好的临床应用前景［９］。

　　ＰＤＧＦＢ诱导胶质细胞转化的作用可能是通过
自分泌环活性异常增加这一机制实现的，由此引起
的细胞无限蓄积可能在胶质瘤发生和恶化进展过程

中均起重要作用［１３］。李维方等［１４］在荷瘤大鼠脑内

使用ＰＤＧＦＴＦＯ抑制肿瘤生长的实验表明，ＰＤＧＦ
ＴＦＯ通过抑制胶质瘤ＰＤＧＦＢ的表达来抑制胶质

瘤细胞的增殖和促进细胞的凋亡，来达到抑制肿瘤
生长的目的。故本实验联合使用 ＶＥＧＦＡＯＮ 和

ＰＤＧＦＴＦＯ，以期达到抑制肿瘤血管生成的同时抑
制肿瘤细胞本身的生长，取得更好的治疗效果。

　　对照组的瘤体积大约是实验Ⅰ组的２倍，实验

Ⅱ组的５倍，实验Ⅲ组的１７倍；抑瘤率实验Ⅰ组是

５３．１％，实验Ⅱ组８１．４％，实验Ⅲ组９３．１％，比较实
验各组之间组的肿瘤体积有明显的差异，说明

ＰＤＧＦＴＦＯ可以抑制肿瘤的生长，而联合应用

ＰＤＧＦＴＦＯ和 ＶＥＧＦＡＯＮ 可取得更好的抑制肿
瘤生长的效果，且有明显的浓度依赖性。分析

ＰＤＧＦＢ、ＶＥＧＦ和ＰＣＮＡ表达的定性和定量变化：
在实验Ⅰ组仅使用ＰＤＧＦＴＦＯ的情况下，ＰＤＧＦ
ＴＦＯ可以通过抑制ＰＤＧＦＢ的表达来抑制胶质瘤
的生长，同时肿瘤的ＰＣＮＡ和ＶＥＧＦ的表达也明显
降低，说明肿瘤的增殖能力减弱和血管生成同时减
少。证实了ＰＤＧＦＢ是胶质瘤生长的重要因素，而
且ＰＤＧＦＢ与肿瘤的恶化和血管生成有关［１５］。所
以抑制ＰＤＧＦＢ的表达是胶质瘤反义基因治疗的一
个有效途径和策略。实验Ⅱ组的ＰＤＧＦＴＦＯ的剂
量与Ⅰ组相同，而联合使用了 ＶＥＧＦＡＯＮ，实验Ⅱ
组不仅ＶＥＧＦ表达较Ⅰ组减少，而且ＰＤＧＦＢ、ＰＣ
ＮＡ表达也减少，这不仅说明阻断 ＶＥＧＦ不仅能抑
制肿瘤的大部分血管生成作用，而且能抑制 ＶＥＧＦ
与其他生长因子（包括ＰＤＧＦＢ）的协同作用［９］。也
进一步证实了 ＶＥＧＦ是胶质瘤血管生成最关键的
因素，其他生长因子不能完成ＶＥＧＦ抑制后的血管
生成的替补作用。实验Ⅲ组与实验Ⅱ组相比增加了

ＶＥＧＦＡＯＮ的剂量，则治疗效果更佳，不仅肿瘤体
积更加缩小，而且肿瘤的ＰＤＧＦＢ、ＶＥＧＦ、ＰＣＮＡ表
达更加减少，治疗效果与 ＶＥＧＦＡＯＮ存在浓度依
赖性。由于肿瘤的血管内皮细胞对治疗不易产生耐
药而没有一般化疗药物的不良作用和药物抵抗，所
以在抗血管生成治疗的基础上结合抑制肿瘤细胞生

长本身的治疗有望取得更好的肿瘤治疗效果。
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