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Abstract
AIM: To investigate the effects of recombinant adenoviruses
carrying the endostatin-VEGI151 fusion gene AIerapy on
gastric carcinoma in nude mice.

METHODS: Human gastric carcinoma SGC7901 cells (5×106)
were injected sc into the dorsal midline of nude mice (3
weeks old), and 500 µL (1012 TCID50/L) of recombinant
adenoviruses AdCA13-hENDO-VEGI151 or AdLacZ was given
respectively sc every other day for ten times. Twenty-four
hours after the last injection, tumor size, inhibition rate,
expression of target gene, proliferating cell nuclear antigen
label index (PCNA LI), apoptotic index (AI), and intratumoral
microvessel density (MVD) were evaluated respectively
after the mice were sacrificed.

RESULTS: Compared with the control group AdLacZ (2 356±
1 140 mm3), the average tumor size of group AdCA13-
hENDO-VEGI151 was reduced in size(328±156 mm3, F =12.42,
P =0.0125) with an inhibition rate of 86.1 %. The adenoviruses
carriyring the target gene could be expressed in gastric
carcinoma. The PCNA LI of the treated mice (0.13±0.09 %)

was lower than the contol (1.40±0.53 %, F =22.30, P =0.0 033).
The AI was higher in the treated mice (5.09±0.25 %) than
in the control (0.61±0.67 %, F =155.13, P =0.0 001). The
MVD was lower in the treated mice (0.06±0.03 % ) than in
the control (1.09±0.76 %, F =7.38, P =0.0 348).

CONCLUSION: The recombinant adenovirus carrying fusion
gene of hENDO-VEGI151 can express the fuion protein in
gastric carcinoma in nude mice and inhibit the tumor growth.
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摘要

目的: 研究重组腺病毒携带hENDO-VEGI151融合基因治疗

胃癌的可行性.

方法: 分别用500 µL滴度为1 1012TCID50/L的粗制重组
腺病毒AdCA13-hENDO-VEGI151或AdLacZ皮下注射治疗

荷胃癌裸鼠 隔天1次 共注射10次. 最后一次注射24 h

后处死动物 检测肿瘤体积 抑瘤率 目的基因的表

达 增生细胞核抗原指数(PCNA LI) 肿瘤细胞凋亡指数

(AI) 肿瘤微血管密度(MVD).

结果: 注射AdCA13-hENDO-VEGI151的治疗组肿瘤体积为

328 156 mm3 注射AdLacZ的对照组肿瘤体积为2 356

1 140 mm3 差异显著(F =12.42 P =0.0125) 抑瘤

率为86.1 %; 重组腺病毒携带的目的基因均能在荷胃癌裸

鼠肿瘤组织中表达; 治疗组PCNA LI为0.13 0.09 % 对

照组为1.40 0.53 % 差异显著(F =22.30 P =0.0033);

治疗组AI为5.09 0.25 % 对照组AI为0.61 0.67 %

差异显著(F =155.13 P =0.0 001); 治疗组MVD为0.06

0.03 % 对照组MVD为1.09 0.76 % 差异明显(F =7.38

P =0.0348).

结论: 重组腺病毒携带的融合基因能在荷胃癌裸鼠体内表达

出有生物学活性的融合蛋白 并表现出一定的抑瘤效果.
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0   引言

以新生血管作为肿瘤治疗的 靶点 目前已成为国内



外研究的热点[1-6]. 内皮抑素可以引起内皮细胞G1期阻

滞 特异性抑制血管内皮细胞增生 促进细胞凋亡[7-9];

VEGI151能维持G0/G1期细胞生长阻滞 诱导进入细胞周

期的细胞发生凋亡 使血管内皮系统处于静止状态[10-13].

这两种血管生成抑制因子抑制内皮细胞增生的机制可

能差异较大 但将二者的基因进行融合 表达出的融

合蛋白可能可以阻断肿瘤血管生成的不同环节 提高

治疗效果. 我们利用重组腺病毒携带hENDO-VEGI151融

合基因治疗荷胃癌裸鼠 以期为肿瘤的抗血管生成基

因治疗提供新的思路.

1   材料和方法

1.1 材料  AdCA13-hENDO-VEGI151重组腺病毒和AdLacZ

重组腺病毒为本室包装鉴定 兔抗人Endostatin 多克

隆抗体由德国汉若威的Stanker教授惠赠; 由人胚肾上皮

细胞经Ad5基因片段转染后转化而成的293细胞 人胃

癌SGC7903细胞为本室保存; 3周龄Balb/c裸小鼠购

于本校动物实验中心; HRP酶标羊抗兔IgG mAb DAB

X-gal DMEM 等均购于华美生物工程公司; 鼠抗人

CD34 mAb试剂盒 PCNA免疫组化试剂盒 细胞凋亡

检测试剂盒购于武汉博士德生物工程有限公司.

1.2 方法  包装鉴定过的重组腺病毒AdCA13-hENDO-

VEGI151或AdCA13-LacZ 50 µL加200 µL完全培养液感
染293细胞 约2d (48 h)分别收集呈CPE表现的细胞

及上清 -70~-37 反复冻融3次 经0.45 µm滤膜
过滤 所得滤液为粗制重组腺病毒(混合克隆) -70 

保存. 两种重组腺病毒的滴度用TCID50法测定.

1.2.1 重组腺病毒治疗荷胃癌裸鼠[14-18]  8只3周龄Balb/c

裸小鼠 背部皮下以5 106接种生长良好的SGC7901

细胞悬液. 待 10 d长出2-3 mm直径的肿瘤后 随机分

成2组 每组4只 瘤体内注射AdCA13-hENDO-VEGI151
或AdLacZ 500 µL 隔天注射1次 共注射10次. 最
后 1次注射24 h后拉断颈椎 剥离瘤体 用游标卡尺

测量肿瘤短径(a) 长径(b) 按公式V= πa2b/6计算肿瘤
体积 按下式计算抑瘤率: 抑瘤率=[(对照组肿瘤的平均体

积-实验组肿瘤的平均体积)/对照组肿瘤的平均体积]

100 %; 称肿瘤质量. 瘤体用40 g/L 多聚甲醛固定 常

规病理切片 行苏木精伊红(HE)染色 免疫组化染色及

凋亡染色(TUNEL法)鉴定; 注射AdLacZ的剪下部分瘤

体 直接做冰冻切片进行 β-半乳糖苷酶报告基因的检
测. 冰冻切片用X-gal染色液染色 伊红衬染 镜下观察

计算重组腺病毒AdLacZ感染蓝染细胞面积百分率.

1.2.2 融合蛋白及PCNA在胃癌组织中的表达[19]  石蜡

切片常规脱蜡 水化 置3 mL/L H2O2 20 min 后用柠

檬酸-柠檬酸钠缓冲液浸泡组织切片 微波炉中95 

5 min修复抗原 更换柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液后重复

1次; 0.01 mol/L PBS 洗 3次 3 min/ 次; 加入兔抗人

Endostatin 多抗(1 200) 4 过夜; PBS洗 6次 3 min/

次; 加入HRP酶标羊抗兔 IgG mAb(1:500) 37 孵育

40 min PBS洗 6次 3 min/ 次; 然后以DAB显色15

m i n 苏木精衬染 盐酸乙醇分化 脱水 透明

甘油封片后 光学显微镜检查. PCNA免疫组化按说明

书操作 阳性表达定位于细胞核 经免疫组化染色后

呈棕黄色. 每组裸鼠观察4张切片(以下同) 在 200 倍

视野下 每张切片随机选取3个视野 计算PCNA指

数(PCNA Label Index PCNA LI): PCNA LI=(阳性细胞

面积 /癌细胞总面积) 100 %.

1.2.3 肿瘤组织原位细胞凋亡检测  采用TdT介导的DNA

末端原位标记染色法(TUNEL法)检测 按说明书方法操

作 凋亡细胞的细胞核染呈棕黄色. 在200倍视野下 每

张切片随机选取3个癌区 计算凋亡细胞在全部癌细胞

中所占的比例. 癌细胞凋亡指数(apoptotic index AI): AI=

(凋亡细胞面积 /癌细胞总面积) 100 %.

1.2.4 肿瘤内微血管密度(microvessel density MVD)测定

采用鼠抗人CD34 mAb的标记链霉亲和素-生物素免疫

组化方法染色 200倍视野下 每张切片计数3个血管

密度最高区的微血管数并求其均数.

        统计学处理  应用KS400图像分析系统(carl zeiss)进

行形态定量观察 每张切片随机取3个中倍视野(10 20

367 855.85 µm2) 测定每个视野的阳性面积百分比
以阳性面积百分比X平均灰度作为该视野的染色强度

3个视野的平均染色强度作为该例的染色强度. 数据用

SAS软件做方差分析.

2   结果

扩增后的两种粗制重组腺病毒用TCID50法测定病毒滴

度均为1 1012 TCID50/L. 重组腺病毒AdCA13-hENDO-

VEGI151经PCR鉴定证实融合基因存在.

2.1 重组腺病毒治疗荷胃癌裸鼠  荷胃癌裸鼠经粗制重

组腺病毒治疗20 d后 瘤体积明显小于对照组(图1) 裸

鼠其他脏器无肉眼可见的病变.治疗组(注射AdCA13-

hENDO-VEGI151)与对照组(注射AdLacZ)间的肿瘤体积差异

显著(328 156 mm3 vs 2 355.6 1 140.2 mm3 F =12.42

P =0.0 125) 抑瘤率为86.1 % 治疗组和对照组间肿

瘤质量差异显著(0.34 0.09 g vs 2.47 0.31 g F =177.69

P =0.0 001) 注射AdCA13-hENDO-VEGI151重组腺病

毒有较明显的治疗效果. 注射重组腺病毒AdLacZ的胃

癌组织冰冻切片 X-gal 染色后组织学检查 可见胃

癌细胞蓝染 经KS400 图像分析系统计算 报告基因

LacZ 经腺病毒转移到裸鼠胃癌细胞中的转染效率为

59.8 1.8 % (图 2).

2.2 重组腺病毒AdCA13-hENDO-VEGI151及PCNA在胃

癌组织中的表达  裸鼠胃癌组织切片用兔抗人Endostatin

多抗免疫组化检测 细胞质染呈棕黄色(图 3). 裸鼠胃

癌组织切片用PC10 mAb免疫组化检测 细胞核染呈

棕黄色 对照组PCNA LI为 1.40 0.53 % 治疗组为

0.13 0.09 % 对照组和治疗组间PCNA LI差异显著

(F =22.30 P =0.0033).

潘欣, 等.内皮抑素-血管内皮细胞抑制因子重组腺病毒对荷胃癌裸鼠的治疗                                                          1283



2.3 原位细胞凋亡检测  切片用TUNEL法检测 细胞

核染呈棕黄色 对照组AI为 0.61 0.67 % 治疗组为

5.09 0.25 % 对照组和治疗组间AI差异显著(F =155.13

P =0.0 001).

2.4 微血管密度测定  切片用鼠抗人CD34 mAb免疫组化

检测 血管内皮细胞染呈棕黄色.对照组MVD为1.09

0.76 % 治疗组为0.06 0.03 % 对照组和治疗组间

MVD差异明显(F =7.38 P =0.0 348).

A: AdCA13-hENDO-VEGI151治疗; B: AdLacZ治疗.
图1  重组腺病毒瘤内注射治疗20 d荷胃癌裸鼠外观.

图2  裸鼠胃癌组织X-gal 染色 冰冻切片伊红衬染.
图3  AdCA13-hENDO-VEGI151治疗荷胃癌裸鼠的肿瘤组织免疫组化染色图.

3   讨论

目前的研究认为 利用内源性血管生成抑制剂开展基

因治疗是较有前途的治疗策略[20, 21]. 由于内皮抑素与血

管内皮细胞抑制因子均为内源性的蛋白分子 对肿瘤

生长都有较好的抑制作用 因此我们利用重组腺病毒

携带融合的两个强效内源性血管生成抑制基因 治疗

荷胃癌裸鼠 抑瘤率达到86.1 %. 但肿瘤生长只是被抑

制 延缓 其大小并没有减小 与直接注射内皮抑素蛋

白使肿瘤消退还存在很大差距. 将X-gal 染色片与兔抗

人Endostatin 多抗免疫组化检测结果相比较 LacZ基

因的表达效率(阳性面积59.8 1.8 %)似乎要高于融合

基因的表达效率(阳性面积2.03 0.11 %). 我们认为这

两种染色方法本身差异很大.

       PCNA为酸性蛋白 仅在增生细胞中合成和表达

是DNA多聚酶的一种辅助蛋白 为DNA合成所必需

在 G 0早期不表达 G 1期开始表达 S 期达到高峰

G2/M期减少 是反应细胞增生活性的常用指标[22-26]. 本

结果表明 治疗组肿瘤的增生细胞核指数(PCNA LI)显

著低于对照组 说明重组腺病毒表达的融合蛋白对肿

瘤的增生能力存在明显的抑制作用 这种抑制作用是

直接引起的还是通过其他途径引起的 还需进一步阐

明. 凋亡是正常细胞或病变细胞主动激发的一种以 自

杀 机制 恶性肿瘤具有无限增生能力的重要原因之一

就是丧失自发性凋亡的能力. 凋亡细胞的特征是DNA分

解 结果产生DNA单链或双链缺口 我们采用TUNEL

方法[27, 28] 即在末端脱氧核糖核酸转移酶的作用下

用地高辛-核苷酸标记两种缺口3 -OH末端 再用酶

标记地高辛抗体予以显色. 实验结果表明治疗组肿瘤的

凋亡指数(AI)明显高于对照组.

         虽然新生血管生成是肿瘤发生和发展过程中的早期

事件 与肿瘤细胞的自发性凋亡是两个既相互独立又

相互联系的事件 但肿瘤细胞的凋亡受肿瘤组织新生

血管化程度的影响十分显著. 微血管密度实验能较好地

反映新生血管的生成状况[29, 30] 实验结果显示 治疗

组肿瘤的MVD明显低于对照组 说明融合蛋白可能通

过抑制内皮细胞增生 降低微血管密度 从而降低肿瘤

细胞的增生速率 增加细胞凋亡.

       总之 重组腺病毒携带的融合基因能在裸鼠体内

表达出有生物学活性的融合蛋白 并表现出一定的抑

瘤效果. 重组腺病毒表达的融合蛋白 其治疗效果是否

能倍增单基因表达蛋白的治疗效果 还有待深入研究.
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