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肝动脉灌注 AdVEGF-tk 治疗大鼠肝癌

五孟龙，放五年拌，吴宗婚，康说燕，钱海年，夏少晴，吴孟起

(第二军医大学东方肝胆外科医院分子肿瘤实验室，上海 200438)

[摘要] 町的:研究经肝动脉灌注腺病毒介导的血管内皮生长因子 (VEGF)启动子调控的单纯痕莎病毒胸苦激酶基因

(HSV-tk) 系统 (AdVEGF-tk)对大鼠肝癌模型的治疗作用。主护自告:以二乙基亚硝胶(DEN)诱导建立 Wistar 大鼠肝癌模型，将

32 只成瘤鼠随机分成 AdVEGF-tk/GCV 组、Ad/GCV 组、AdCMV-tk/GCV 组和生理盐水/GCV 组，每组 8 只。诱癌后第 120

天时经肝动脉分别给予重组腺病毒或生理盐水，次日起连续 10 d 每天腹腔内给予丙氧鸟苦 (GCV) 1 次，剂量为 50 mg • 

kg~l • d~l 0停止注射后第 10 天剖腹测量肿瘤大小，比较各组问肿瘤评分变化及大鼠存活情况。结果 :DEN 处理第 120 天后，

所有大鼠均有典型肿瘤形成，病理证实为肝细胞癌。经肝动脉灌注腺病毒载体或生理盐水后，AdCMV-tk/GCV 组在腹腔内注

射 GCV 开始后第 5 天陆续死亡，灌注后第 20 天时该组大鼠只剩下 2 只;其他 3 组大鼠均完全存活。肿瘤评分表明，AdVEGF

tk/GCV 组处理前后肿瘤评分没有明显差异口2.25 :1: 0.89) vs (2.25 士 0.76刀，而 Ad/GCV 组 [(2.00 士 O. 93)ω(3.89士

0.83)J和生理盐水/GCV 组 [(2.13土 O. 83)ω(3. 75土 O. 89门在处理后明显增高 (P<O.01) 。到灌注后第 90 天时， AdVEGF

tk/GCV 组大鼠的生存时间明显延长。结~:肝动脉灌注 AdVEGF-tk/GCV 可明显减缓肿瘤生长速度并延长荷瘤大鼠的生

存时间，且不良反应小 o
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ma by selective administration into hepatic artery in rats 

WANG Meng-Long , YIN Zheng-Feng' , WU Zong-Di , KANG Xiao-Yan , QIAN Hai-Hua , XIA Shao-Qing , WU Meng 

Chao (Lab of Molecular Oncology Research , Eastern Hepatobiliary Surgery Hospital, Second Military Medical University , 

Shanghai 200438 , China) 

[ABSTRACTJ Objective: To investigate the therapeutic efficacy of HSV -tk under the control of VEGF promoter against rat 

hepatocarcinomas. Methods: Diethylnitrosamine (DEN) was used to develop hepatocarcinomas in 32 Wistar rats , which were 

subsequently divided into 4 groups :AdVEGF -tk group ,Ad group ,AdCMV -tk group and saline group. Then selective adminis

tration of recombinant adenovirus or saline via the intrahepatic artery was performed in all rats 120 d after the first DEN 

dose. Ganciclovir (GCV) was given at a dose of 50 mg' kg~l • d~l Cip) started on the following day and lasted 10 d. All the 

treated animals were anesthetized and laparotomized to evaluate tumor burden 10 d before and after the last GCV dose. The 

survival was checked daily in the remaining animals. Results: After the treatment of DEN 020 d) , typicalliver tumors were 

found in all laparotomized rats. The deaths were recorded continuously 5 d after GCV treatment in the animals treated with 

AdCMV-tk/GCV. but not in other groups. Tumor score remained stable in rats treated with AdVEGF-tk/GCV [(2.25 :1: 

0.89) vs (2.25 :1: 0.76汀. but increased in the rats treated with Ad/GCV [( 2. 00 土 0.93) vs (3.89 :1: 0. 83)J or saline/GCV 

[(2.13 士 0.83) vs (3.75 土 0.89). P< O. 01]. Furthermore , treatment with AdVEGF -tk/GCV increased the survival of tu

mor-bearing animals for more than 90 d. Conclusion: The results display a pronounced tumor growth delay and a prolonged 

survival time when AdVEGF -tk is injected by intrahepatic artery route followed by GCV administrations. 

[KEY WORDSJ vascular endothelial growth factor; herpes simplex virus-thymidine kinase; adenoviral vector; hepatocellu 

lar carcinoma ;rat 

血管内皮生长因子 C vascular endothelial 

growth factor , VEGF)主要在肿瘤细胞以及受到肿

瘤剌激的周围基质细胞中表达，在肿瘤血管生成过

程中起着关键作用[IJ 。新近的研究表明，腺病毒介导

的 VEGF 启动子调控的单纯殖摩病毒胸昔激酶基

[Acad J Sec Mil Med Univ.2004.250) :84-86J 

因 CAdVEGF-tk)可选择性杀死肝癌细胞，缺氧可增

强这种杀伤作用[2.3J 。本研究以二乙基亚硝胶
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(DEN)诱导的大鼠肝癌为模型，经肝动脉途径灌注

AdVEGF-tk，通过分析大鼠荷瘤状况和存活情况，

探讨 AdVEGF-tk 对活体肝癌的治疗作用。

1 材料和方法

1. 1 重组腺病毒构建、包装与扩增 应用 3 种重组

腺病毒 AdCMV-tk 、 AdVEGF-tk 及空病毒 Ad 。

AdCMV自由由 CMV 启动子调控 TK 基因表达。

AdVEGF-tk 由 VEGF 启动子调控[2.3J 3 种重组腺

病毒构建、包装与扩增等操作方法参见文献岳飞

1. 2 大鼠肝癌模型制备与疗效评价 参照 Rajew

sky 等问和 Gerolami 等[6J介绍的方法诱导肝癌，稍

作修改:将 DEN 加入到饮水中 (0.1 g/L)，每周配

制更新，让大鼠自由饮用， 70 d 后停用 DEN ，改用正

常饮水。实验采用 6 周龄 Wistar 雄性大鼠，体质量

为 150~180 g。自饮用诱癌剂后第 90 天开始，每 10

d 剖腹探查 5 只大鼠，观察肿瘤形成情况，确定大鼠

肝癌模型的建立成功。之后将 32 只肝癌模型大鼠随

机分成 4 组，每组 8 只，即 AdVEGF-tk/GCV 组、

AdCMV -tk/GCV 组、 Ad/GCV 组和生理盐水/

GCV 组。根据处理前后肿瘤评分和大鼠存活情况评

价疗效。肿瘤评分标准按照 Barajas 等问的肿瘤评分

法稍作修改而制定。

1. 3 经肝动脉灌注给药 诱癌第 120 天在氯胶酣

(200 mg/kg) 麻醉下，纵向开腹，探查并记录肿瘤数

目、位置和大小，肝硬化程度，有无远处转移、粘连

等。分离腹腔干动脉、肝固有动脉和胃十二指肠动

脉。钳夹腹腔干动脉，将 30 号针经胃十二指肠动脉

插入肝动脉，注入重组腺病毒溶液 (5 X 109 pfu)或生

理盐水 100μ1，之后结扎胃十二指肠动脉，开放腹腔

干动脉和肝动脉血流。动脉血流中断时间为 5~15

mln o 次日起腹腔内注射丙氧鸟昔(GCV) ，剂量为 50

mg • kg -1 • d -1 ，每天 1 次，连续 10 d。最后 1 次注

射后第 10 天，剖腹探查，再次记录肿瘤生长状况以

及大鼠存活情况，并与上次记录比较。

1. 4 组织标本处理 氯胶酣麻醉下剖腹，切除肿瘤

块及其癌旁肝组织，或用 10% 甲醒固定，石蜡包埋

切片，常规 H-E 染色，观察组织学变化情况。

1. 5 统计学处理 各组大鼠肿瘤生长率之间的比

较采用配对 t 检验，荷瘤鼠的生存率采用 Kaplan

Meier 过程分析。

2 结果

2.1 DEN 诱导大鼠肝癌模型 用低浓度 DEN 处
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理 Wistar 大鼠 70 d ，第 90 天时剖腹探查发现肝脏

表面弥散着乳白色小结节，直径为 1~2mm。第 120

天时所有被探查的大鼠均有典型的肿瘤形成，呈灰

白或红褐色，直径为 1~6 mm，病理证实为肝细胞

癌。部分大鼠肝硬化程度较轻，未发现腹水形成和远

处转移。

2. 2 不同处理对大鼠肝癌生长和存活的影响 经

肝动脉灌注处理后， AdCMV -tk/GCV 组在给予

GCV 5 d 后开始死亡，第 20 天时仅剩 2 只存活，而

其他 3 组大鼠全部存活，表明肝动脉灌注 AdCMV

tk/GCV 具有致死性毒性。对死亡大鼠尸检发现腹

腔内器官水肿，肝脏肿胀，肿瘤稍有增大，镜检可见

非肿瘤肝脏组织明显坏死。对存活鼠剖腹探查发现

肝门区与胃十二指肠及大网膜均有不同程度的粘

连 o 部分肝脏出现新肿瘤，有些肿瘤比处理前增大，

但均未见肿瘤破裂出血和远处转移。对所有存活鼠

的肿瘤进行评分，存活的 AdCMV-tk/GCV 组 2 只

大鼠处理前后的肿瘤评分均为1. 50 士 O. 71; 

AdVEGF-tk/GCV组处理前后肿瘤评分分别为

2. 25 士 O. 89和 2. 25 :::J::: 0. 76 ，相差不显著; Ad/GCV 

组处理前后肿瘤评分分别为 2. 00 士 O. 93 和 3. 89 土

O. 邸，相差显著(P<O. 01);生理盐水/GCV 组处理

前后肿瘤评分分别为 2. 13 土 O. 83 和 3. 75 :::J::: 0. 89 ，相

差显著 (P<O.01) 。表明肝动脉灌注 AdVEGF-tk/

GCV 对肿瘤生长具有选择性抑制作用。尽管 Ad

VEGF -tk/GCV 组有些肿瘤也有不同程度增大，但

肿瘤评分并无明显变化，而且很少出现新的癌结节。

探查后继续观察大鼠生存情况，灌注后第 90 天，仅

AdVEGF -tk/GCV 组有 3 只大鼠存活， AdVEGF

tk/GCV 组大鼠的生存时间明显延长(图1) 0 Ad

CMV-tk/GCV 组在早期就几乎全部死亡，因此图 l

未显示有关资料。
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图 1 肝动脉灌注给药后备组大鼠生存率

Fig 1 Long-term survival of tumor-bearing rats after 

treatment with recombinant adenovirus via IHA 
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3 讨论

DEN 诱发大鼠肝癌模型不仅具有肝细胞增生

和肝硬化背景，肿瘤以肝动脉供血为主，而且全身免

疫系统未被彻底破坏，因此与人体原发性肝癌的临

床情景比较相似白.6.8J 。

新近实验表明，AdVEGF-tk/GCV 可选择性地

杀死体外培养的肝癌细胞，同时对正常肝细胞几无

影响 [2.3J 。已知人与大鼠 VEGF 启动子中的 HRE 高

度同源，尤其是含有 HIF-l 结合位点和两侧的 (A/

C)ACAG 重复序列几乎完全相同[9J

基于以上情况，本次研究观察了 AdVEGF-tk

经肝动脉灌注对大鼠肝癌的治疗作用。结果表明，

AdCMV -tk/GCV 处理可导致大部分大鼠死亡，这

与其他相关文献的报道[6J一致。起因于 CMV 启动

子非特异性活性使 TK 基因在肝脏或全身细胞中广

泛表达而产生的毒性作用。另一方面，AdVEGF-tk/

GCV 处理可明显减缓肿瘤生长速度，并延长荷瘤大

鼠的生存时间。这是因为 VEGF 主要在缺氧的肿瘤

细胞及其周围基质细胞中表达，由 VEGF 启动子调

控的 HSV-tk/GCV 系统不仅破坏了肿瘤细胞本身，

还破坏了肿瘤赖以生存的微环境，同时 AdVEGF

tk/GCV 对肝脏及全身毒性反应很弱，即 VEGF 启

动子的特异性活性减少了 TK 所致的广泛毒性，因

此是安全的。

实验发现动物经 AdVEGF-tk 肝动脉灌注后，

肝内肿瘤并没有停止生长，只是生长速度延缓，其可

能原因有: (1)体内肿瘤细胞表达间隙连接蛋白较

低，旁观者效应不及体外试验明显; (2)重组腺病毒

经肝动脉灌注后在肝脏及肿瘤中停留时间较短，并

且可能很快被单核巨噬细胞清除[10J; (3)肿瘤细胞

周围存在不同程度的纤维增生，阻止了腺病毒在肿

瘤细胞间扩散; (4)本研究使用的 VEGF 启动子仅

含有单拷贝 HRE，在大鼠肝癌细胞中的活性相对较

低。因此，下一步研究将要重点解决上述问题。
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