
书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报 ２０１４年１０月第３５卷（增刊）

ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｏｃｔ．２０１４，Ｖｏｌ．３５（Ｓｕｐｐｌ）

细胞形态；应用ＭＴＴ的方法检测不同细胞的细胞活力；利用ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测不同的细胞迁移和侵袭能力；最后

根据实验结果，查询与迁移有关的蛋白质并利用蛋白质印迹的方法进行检测。（３）分别采用裸鼠尾静脉注射观察

肺部转移瘤和脾脏注射观察肝转移瘤的方法，评价ＣＤ７０表达变化与肿瘤转移及注射后裸鼠生存率的关系；通过

皮下注射检测不同细胞的成瘤性并保留照片和组织，进行免疫组化以及蛋白检测。（４）选择新鲜人肝癌组织，用流

式细胞技术对这些组织进行ＣＤ７０表达的检测并分选，再将分选好的新鲜人肝癌细胞异体移植到裸鼠体内以检测

其细胞特性是否与体外培养的细胞一致。

【材料】　ＨｅｐＧ２、Ｈｕｈ７、Ｈｅｐ３Ｂ、及ＢＥＬ７４０２细胞系，流式分选仪，ＣＤ７０的流式抗体ＢＤＰｈａｒｍｉｎｇｅｎ５５５８３４，

ＢＤＰｈａｒｍｉｎｇｅｎ５５５８３５，裸鼠，新鲜人肝癌组织

【可行性】　前期工作已证实ＣＤ７０在肝癌细胞转移后表达下调，提示ＣＤ７０可能参与肝癌的转移；能熟练操作

课题中所需的方法；所属实验室为“肝脏保护与再生调节北京市重点实验室”，与北京佑安医院具有合作关系，能获

得新鲜人肝癌组织。

【创新性】　首次发现ＣＤ７０在肝癌转移过程中表达下调，同时本课题首次提出ＣＤ７０表达下调可能促进肝癌

转移。
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　　【立论依据】　２００１年Ｄａｎｇ等通过研究Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｎｏｖｙｉ（Ｃ．ｎｏｖｙｉ）对结直肠肿瘤、黑色素瘤的作用发现，它

能够引起广泛的肿瘤细胞坏死；为了减少其致病性，Ｃ．ｎｏｖｙｉ中编码外毒素的基因被去除，成为Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ（Ｎｏｎ

ｔｏｘｉｃｇｅｎｅｎｉｃＣ．ｎｏｖｙｉ）菌株。研究人员将Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ芽胞通过尾静脉给予荷瘤裸鼠，有趣的是，Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ除了

在肿瘤中生长外，却并不累及其它正常组织；实验结果表明Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ在肿瘤低氧区域弥散分布，并引起该区域

肿瘤细胞明显坏死，整体上缩小肿瘤体积，且具有约３０％的治愈率。Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ对肿瘤的杀伤作用被证实与引

起机体免疫反应有关，但具体机制仍不清楚。随后Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ芽胞被用来联合抗肿瘤药物、放射疗法，均表现出

令人振奋抗肿瘤协同作用。目前Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ的抗肿瘤研究已进入Ｉ期临床试验，以评估其安全性。

【设计思路】　基于已有的研究基础，我们提出Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ对肝癌具有治疗作用，且是通过诱导机体产生免

疫炎性反应起到杀伤作用；另外，通过联合索拉菲尼、紫杉醇等化疗药物，能够起到协同作用。

【实验内容】　（１）建立鼠肝癌 Ｈ２２荷瘤小鼠模型：观察肿瘤生长情况，统计小鼠存活天数；（２）Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ芽

胞的制备：诱导Ｃ．ｎｏｖｙｉ菌株芽胞形成，通过物理方法去除毒力基因，得到Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ芽胞；（３）Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ抗肝

癌作用的研究：将Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ芽胞通过尾静脉注入荷瘤小鼠，观察肿瘤生长变化、测量肿瘤体积，统计小鼠治愈

率、死亡率，检测血管生成指标及免疫指标；联合Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ与肿瘤化疗药物索拉非尼、紫杉醇处理荷瘤小鼠，观

察抗肿瘤效果并检测血管生成、免疫指标。

【材料】　Ｃ．ｎｏｖｙｉ；Ｈ２２鼠肝癌细胞株；ＢＡＬＢ／ｃ小鼠；索拉菲尼；紫杉醇。

【可行性】　本项目立论依据充分，有大量的相关研究工作作为基础；实验设施及实验环境均满足本项目要求，

并受到微生物学教研室主任李明远教授指导；项目研究团队均为基础医学基地班学生，通过平时各类科研训练，已

有一定的实验基础。

【创新性】　此项目为肿瘤学、微生物学、免疫学等多学科交叉，并与转化医学紧密结合。此项目将首次揭示

Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ对肝癌的治疗作用及具体机制，并通过Ｃ．ｎｏｖｙｉＮＴ联合肿瘤化疗药物对肝癌的协同治疗作用，为耐

药性肿瘤的治疗提供新的治疗策略。
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