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内皮抑素基因腺病毒联合化疗治疗小鼠L ewis 肺癌

马凌云, 李　强3 , 刘忠令 (第二军医大学长海医院呼吸内科, 上海 200433)

[摘要 ]　目的: 研究腺病毒介导的小鼠内皮抑素基因联合化疗对肺癌的综合治疗作用。方法: 利用病毒重组技术将内皮抑素

基因克隆入增殖缺陷型腺病毒基因组中, 构建携带内皮抑素基因的重组腺病毒A d2m ES, 复制小鼠L ew is 肺癌的动物模型, 随

机分成 4 组, 每组 10 只: 化疗组, 皮下隔日注射环磷酰胺 150 m gökg, 共 3 次; 基因治疗组, 一次性瘤内多点注射 6×1010 pfuö

m l 的A d2m ES 病毒纯化液 100 Λl; 基因联合化疗组,A d2m ES 病毒纯化液联合环磷酰胺, 剂量同上; 对照组, 以 0. 9% 生理盐水

100 Λl 替代环磷酰胺。定期测量各组肿瘤体积, 采用W estern 印迹分析检测基因转导后肿瘤组织中内皮抑素的表达, 应用免疫

组化法检测肿瘤微血管密度 (M VD ) , 观察内皮抑素基因对肿瘤血管生长的抑制作用。结果: 构建了表达内皮抑素的重组腺病

毒载体A d2m ES; 各治疗组荷瘤C57BL ö6 小鼠肿瘤生长抑制明显, 以基因联合化疗组尤为显著 (P < 0. 01) ; 基因治疗组和基因

联合化疗组M VD 与对照组和化疗组相比差异显著 (P < 0. 05)。基因治疗过程中未见明显不良反应, 且荷瘤鼠生存期明显延

长, 以联合治疗组为著 (P < 0. 05)。结论: 所构建的A d2m ES 重组腺病毒载体可有效表达具有生物学活性的内皮抑素; 并能减

少肿瘤内微血管生成、减慢肿瘤增殖、延长生存期。
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Com bina tion of adenov irus-m ed ia ted endosta tin gene and chem otherapy in trea tm en t of L ewis lung cancer

in m ice

M A L ing2Yun,L IQ iang3 ,L IU Zhong2L ing (D epartm en t of R esp irato ry D iseases, Changhai Ho sp ita l, Second M ilitary M edical

U n iversity, Shanghai 200433, Ch ina)

[ABSTRACT ]　Objective: To study the an titumo r effect of com binat ion therapy w ith adenoviral t ransfer of mouse endo stat in

gene and cyclopho spham ide chemo therapy on mouse L ew is lung cancer. M ethods:M ouse endo stat in gene w as cloned in to rep li2
cat ion2defect ive adenoviru s by viru s recom binat ion techno logy to construct A d2m ES, adenoviru s vecto r coding mouse endo2
sta t in gene, and then its b io logical act ivit ies w ere su rveyed in v ivo. A n im almodels of mouse L ew is lung carcinom a in C57BL ö

6 m ice w ere estab lished and random ly divided in to 4 group s (n = 10) : including con tro l, chemo therapy, gene therapy, and

chemo therapy + gene therapy group. M ice received cyclopho spham ide 150 m gökg s. c. 3 t im es a day in a 212d cycle fo r

chemo therapy; con tro l group received 0. 9% no rm al saline 100 Λl. A d2m ES (6×109 pfuö100 Λl) w ere adm in istra ted by m ult i2
spo ts in tra2tumo r in ject ion to every mouse in gene therapy group and com binat ion therapy group. T he tumo r sizes w ere m ea2
su red at differen t t im es po in ts. T he exp ression of endo stat in after transfer w as detected by W estern b lo t and the m icrovessel

density (M VD ) of tumo r w as m easu red by imm unoh istochem ical exam ination. Results: H igher t iters of recom binan t aden2
oviru ses (A d2m ES) w ere constructed. Com bination therapy w ith A d2m ES and cyclopho spham ide inh ib ited tumo r grow th (P <

0. 01) and p ro longed m ice su rvival t im e (P < 0. 05) sign ifican tly. Conclusion: T he recom binan t adenoviru s can effect ively ex2
p ress b io logically act ive m Endo stat in, w h ich can inh ib it tumo r grow th, decrease tumo r m icro2b lood vessels and p ro long su r2
vival t im e. T he gene therapy com bined w ith the chemo therapy have synergist ic effect, laying a foundation fo r the study of com 2
b inat ion therapy of the so lid tumo r.

[KEY WORD S]　endo stat in; recom binan t adenoviru s; lung neop lasm s; gene therapy; drug therapy

[A cad J Sec M ilM ed U niv, 2004, 25 (7) : 7252728 ]

〔1 〕 实体瘤的发生、发展不仅依赖于肿瘤细胞增

殖, 而且与肿瘤内新生血管生成密切相关。肿瘤细胞

通过血管获得生长所需营养, 血管为肿瘤转移提供

通道。因此, 抑制肿瘤血管的形成, 阻断肿瘤的血供,

就成为肿瘤抗血管生成治疗的理论依据。以往肿瘤

治疗以针对肿瘤细胞的化疗为主, 但因肿瘤细胞基

因易突变, 容易对化疗药产生耐药性而导致治疗失

败。内皮抑素是内源性新血管生成抑制因子, 能特异

性抑制血管内皮增生, 从而有效地抑制血管生成和

肿瘤生长, 并已在动物实验中显示出强大的抗肿瘤
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疗效[ 1 ]。目前内皮抑素治疗肿瘤已进入Ë 期临床阶

段, 但内皮抑素重组蛋白需要相对高的注射剂量且

容易引起不良反应。本室构建了携带小鼠内皮抑素

(m ou se endo sta t in,m ES)基因的复制缺陷型重组腺

病毒, 将内皮抑素基因导入荷L ew is 肺癌小鼠体内

并联合传统化疗进行治疗研究, 拟为肺癌的抗血管

生成基因治疗及综合治疗的临床应用提供新的途

径。

1　材料和方法

1. 1　质粒、细胞株与实验动物　质粒 pB last2m ES

购于美国 Invivogen 公司; 腺病毒载体 PU C19、

pCA 13、pBGH E3 及腺病毒 E1 区转化人胚胎肾 293

细胞株, 为北方基因中心蔡晶晶博士惠赠; 小鼠

L ew is 肺癌细胞株LL C 购于中国科学院上海细胞

库; C57BL ö6 小鼠, 4～ 6 周龄, 由第二军医大学实验

动物中心提供。

1. 2　中间载体 PU C192m ES 和 pCA 132m ES 的构

建　在m ES 基因上下游分别合成引物, 引物由孟德

尔基因中心合成。对m ES 基因进行 PCR 扩增, 获得

550 bp 大小的m ES 基因片段。克隆到以 E coR É 和

B am H É 双酶切线性化的 PU C19 载体上 (缺失

396～ 420 bp ) , 命名为 PU C192m ES。将 PU C192
m ES 和 pCA 13 应用内切酶 E coR É 和B am H É 双

酶切, 电泳回收m ES 片段和酶切线性化的腺病毒载

体 pCA 13 (缺失 764～ 788 bp ) , 进行连接, 酶切及

PCR 鉴定正确者命名为 pCA 132m ES。

1. 3　腺病毒载体A d2m ES 的重组及鉴定　将质粒

pCA 132m ES 与质粒 pBGH E3 (包含除了 5 型腺病

毒 188～ 1 339 bp 以外的整个 5 型腺病毒基因) 通

过阳离子脂质体法 (L ipofectam ine2000, Invit rogen

公司)共转染至 293 细胞, 在细胞内通过两质粒间的

同源重组,m ES 插入到腺病毒基因组的 E1 区。转染

后 9～ 14 d 出现病毒空斑, 经过病毒空斑纯化, 提取

腺病毒DNA (按Q IA am p DNA B lood M in i K it 试

剂盒说明操作) , 应用基因上下游引物行 PCR 鉴定。

进行 PCR 鉴定正确后命名为A d2m ES, 用以下各组

引物分别对重组病毒DNA 进行 PCR 鉴定: (1) 以

m ES 基因上游引物 P 1öm ES 基因下游引物 P 2 检测

m ES 基因的存在; (2) 以腺病毒 E1A 基因启动子上

游引物 P 3ö腺病毒 E1A 基因启动子下游引物 P 4 鉴

别A d2m ES 病毒中是否存在野生型腺病毒。

1. 4　重组腺病毒的扩增、纯化及滴度测定　腺病毒

在 293 细胞内进行扩增及氯化铯密度梯度离心纯化

的常规方法, 病毒滴度测定采用 TC ID 50法。

1. 5　动物模型及疗效观察

1. 5. 1 　小鼠肺癌模型复制及分组　于每只

C57BL ö6 小鼠左侧背部皮下接种对数生长期LL C

细胞 1×106ö0. 1 m l (10% FCSöDM EM 培养液培

养) [ 2 ] , 待皮下长出直径约 5～ 7 mm 肿瘤以后, 随机

分为对照组、化疗组、基因治疗组、基因治疗联合化

疗组, 每组 10 只。基因治疗组及基因治疗联合化疗

组的小鼠一次性瘤内多点注射A d2m ES 病毒纯化

液 6×109 pfuöm l[ 3 ]; 化疗以环磷酰胺每次 150 m gö

kg, 隔日注射, 21 d 为 1 个周期, 共给药 3 次[ 4 ] , 化疗

前 30 m in 予地塞米松 (1 m gökg) 及盐酸托烷司琼

(欧必亭, 5 m gökg) 减轻化疗引起的胃肠道不良反

应及慢性体质量减轻[ 4 ]; 对照组注射等体积的生理

盐水。

1. 5. 2　疗效及不良反应观察　每天观察动物用药

后的反应, 且每 3 d 用游标卡尺测量肿瘤大小, 计算

肿瘤体积及抑瘤率, 直至接种肿瘤后 30 d。肿瘤体积

(mm 3) = a×b2×0. 52 (a、b 为肿瘤的最大径和最

小径) [ 1, 5 ] , 抑瘤率= (1- 治疗组体积变化ö对照组体

积变化)×100%。

1. 5. 3　标本采集　治疗结束后, 4 组各随机取 5 只

小鼠, 留取血清后处死小鼠剥离各组瘤体, 测其直

径, 将瘤体以甲醛溶液固定及液氮冻存, 备免疫组化

分析测定肿瘤微血管密度 (M VD ) 及W estern 印迹

法检测蛋白表达; 未处死小鼠任其自然死亡, 记录小

鼠的生存时间。

1. 5. 4　肿瘤M VD 及m ES 表达的检测　免疫组化

ABC 法对血管内皮细胞的 CD 34 抗原进行标记及

血管计数[ 6 ] , 肿瘤组织M VD 用 5 个 200 倍视野下

的血管数的平均数表示。按W estern 印迹法常规步

骤检测 m ES 的表达, 一抗为 1∶1 000 稀释的鼠

m ES 单克隆抗体, 二抗为 1∶500 稀释的A P 标记

的羊抗小鼠 IgG 多克隆抗体, 均购于美国U p sta te

System s 公司。

1. 6　统计学处理　应用 SPSS 10. 0 统计软件, 以两

因素方差分析比较各组不同时间裸鼠瘤体大小及

M VD , Kap lan2M eier 乘积限法比较生存时间。

2　结　果

2. 1　重组腺病毒载体A d2m ES 的构建及鉴定　载

体 PU C192m ES 经酶切鉴定结果正确; 将m ES 基因

插入到pCA 13 后, 经酶切及 PCR 鉴定正确的阳性克

隆命名为pCA 132m ES。以PCR 鉴定重组腺病毒A d2
m ES 即携带m ES 基因的非增殖型腺病毒, 结果表明

A d2m ES 已克隆入目的基因, 且没有野生型腺病毒混
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杂 (图 1)。A d2m ES 经氯化铯密度梯度离心纯化后,

TC ID 50法测定病毒滴度达 6. 0×1010 pfuöm l。

图 1　Ad-m ES 的 PCR 鉴定

F ig 1　PCR iden tif ica tion of Ad-m ES

M : DNA m arker (DL 2000) ; 1: P3 and P4 (po sit ive contro l) ;

2: A d2m ES amp lified using P3 and P4 as p rim ers; 3: A d2m ES

amp lified using P1 and P2 as p rim ers; 4: PBS amp lified

using P1 and P2 as p rim ers (negative contro l) ;

5: pxc1 amp lified using P1 and P2 as p rim ers (po sit ive contro l)

2. 2　几种治疗对肿瘤生长抑制的作用　C57BL ö6

小鼠皮下接种肿瘤细胞后第 9 天, 可观察到直径约

5～ 7 mm 的皮下肿瘤结节, 成瘤率为 100%。分组治

疗后观察到对照组小鼠瘤体均呈进行性增大, 而经

化疗、基因治疗及两者联合治疗后, 肿瘤生长抑制明

显, 瘤体增长速度减缓 (图 2)。从第 21 天开始, 各治

疗组肿瘤体积明显小于对照组 (P < 0. 05) , 至第 30

天观察结束其抑瘤率分别为 50. 35%、53. 90%、

80170% , 基因治疗联合化疗组明显高于化疗组和基

因治疗组 (P < 0. 05)。

图 2　治疗后各组小鼠肿瘤体积的变化

F ig 2　Tum or volum e changes in therapeutic group

and con trol group af ter trea tm en t
3 P < 0. 05, 3 3 P < 0. 01 vs contro l group; △P < 0. 05 vs

chemo therapy group and gene therapy group

2. 3　治疗后M VD 检测结果　基因治疗组及基因

治疗联合化疗组M VD 分别为 (8. 2±1. 8) 与 (5. 1±

1. 0) , 较对照组的 ( 28. 8±4. 0) 显著减少 (P <

0105) ; 化疗组M VD 为 (22. 4±1. 8) , 与对照组相比

无明显差异。

2. 4　肿瘤组织中m ES 蛋白的表达　处死小鼠后,

取各组瘤体进行组织m ES 蛋白表达的W estern 印

迹分析检测, 结果显示, 基因治疗及基因治疗联合化

疗组瘤组织均表达 20 000 特异性蛋白条带。

图 3　m ES 蛋白的W estern 印迹分析

F ig 3　W estern blot ana lysis of m ES prote in

1: Gene therapy group; 2: Chemo therapy group;

3: Chemo therapy + gene therapy group;

4: Contro l group; M : P ro tein m arker

2. 5　用药期间不良反应的观察　在用药的整个过

程中, 基因治疗组小鼠活动良好, 精神状态佳, 反应

灵敏, 能正常摄食, 除肿瘤部位可见坏死外, 未见其

他不良反应。化疗及基因治疗联合化疗组小鼠未发

现明显呕吐, 活动敏捷, 仅摄食稍减少, 体质量未见

明显减轻; 对照组在接种 3 周起, 即出现摄食、活动

减少, 消瘦, 精神状态差, 反应迟钝。

2. 6　生存时间　基因治疗联合化疗组、基因治疗组

和化疗组的平均存活时间分别为 (48±10)、(37±3)

和 (38±4) d, 均显著高于对照组的 (23±2) d (P <

0. 05) ; 基因治疗联合化疗组生存时间最长 (P <

0. 05) , 但化疗组与基因治疗组相比无明显差异。

3　讨　论

内皮抑素作为血管抑制剂家族的一员, 能抑制

内皮细胞迁移和增生, 拮抗肿瘤的新生血管生成, 从

而阻断肿瘤的血液供应, 使“饥饿”的肿瘤生长受到

抑制, 进入“休眠状态”并诱导凋亡[ 5 ]。本实验选择腺

病毒作为基因转移工具, 以小鼠的内皮抑素基因作

为治疗基因, 将其亚克隆至穿梭质粒中构建成转移

质粒, 再与腺病毒基因组质粒共转染 293 细胞, 在

293 细胞内发生两质粒同源重组而形成具有感染活

力的复制缺陷型腺病毒A d2m ES [ 7 ]。早在 2000 年

Sau ter 等[ 8 ]就已利用腺病毒作为载体, 通过静脉注

射将内皮抑素基因导入荷L ew is 肺癌小鼠及 JC 乳

腺癌小鼠体内, 血清获得高达 605～ 1 740 ngöm l 内

皮抑素, 使瘤体减少 78% 且阻止了肺转移。本实验
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采用瘤内多点注射基因腺病毒的方式将内皮抑素转

入瘤细胞, 腺病毒载体和细胞表面受体的高亲和力

将病毒局限于注射点附近的细胞, 局部药物浓度高,

且避免出现非靶器官的不良反应。

但是内源性血管抑制剂只能特异性抑制内皮细

胞的新生和移行, 而不是杀死肿瘤细胞, 肿瘤的治疗

应考虑把肿瘤分为两个不同的可以互为刺激对方生

长的细胞群体, 一群为肿瘤细胞, 另一群为血管内皮

细胞。针对内皮细胞的抗血管生成治疗与传统的细

胞毒治疗相结合[ 9～ 12 ] , 具有化疗药物剂量要求低、

不良反应小的优点。本实验采用环磷酰胺细胞毒疗

法联合内皮抑素基因对实验性肺癌进行治疗, 直接

杀伤肿瘤细胞并阻断肿瘤供血, 结果肿瘤增长缓慢,

生存期明显延长, 比单纯化疗和基因治疗效果好。提

示内皮抑素与环磷酰胺可能具有协同效应或内皮抑

素可增强环磷酰胺等化疗药物的抗肿瘤活性。

尽管以腺病毒为载体的治疗在荷瘤鼠体内表现

出高效性、不良反应小, 但我们所应用的复制缺陷型

腺病毒载体 (传统腺病毒载体系统)不能在除包装细

胞系 (293、911、PERC6 等) 以外的细胞中复制增殖,

而抗血管活性物质会因半衰期而表达减少, 于是肿

瘤特异性增殖型腺病毒载体成为理想的工具, 该载

体病毒可以特异性地在靶向肿瘤细胞内复制、增殖,

大量表达目的基因并最终裂解肿瘤细胞。但对于增

殖型腺病毒载体来说, 如何识别何者为肿瘤细胞, 何

者为正常细胞的靶向性问题还是个难题。因此如何

构建更有效、更安全的基因转移工具成为今后的研

究方向。
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固定骨折的稳定性是靠螺钉使钢板紧贴骨干而获得。由于

L ISS2PT 由胫前骨筋膜室插入, 放置于骨膜外侧, 钢板不与

骨干直接接触, 类似外固定支架的结构, 只是固定杆更贴近

骨面, 故有人称之为内固定支架, 自攻自钻型镙钉通过精确

的定位系统经皮钻入, 骨折周围的软组织及骨膜无需暴露与

剥离, 从而使血液循环得以维持。独特的 Pu lling device 设计

可使游离骨块获得良好的复位。有效的骨折复位与固定, 加

以骨折块周围充足的血液循环, 是骨折愈合的前提, 近年来

经皮微创钢板接骨术 (m in im ally invasive percu taneous p late

o steo syn thesis,M IPPO )在临床上的成功运用充分证实了这

一点, 而L ISS 可以说是M IPPO 的进一步发展, 更能体现生

物接骨术 (b io logical o steo sythesis, BO ) 和微创外科原则的

精髓。但目前其价格高昂, 是制约国内临床广泛应用的主要

因素。
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