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Abstract
AIM: To study the distribution and stability of VEGF ASODN
in Walker-256 cells and to explore the distribution of VEGF
ASODN in rat’s liver, lung and kidney after mixed with
lipiodol for hepatic artery infusion.

METHODS: The 5’-FITC labeled VEGF ASODN was given
into Walker-256 cell culture media. The cellular distribution
was observed by fluorescent microscope. Walker-256
carcinosarcoma was transplanted into Wistar rat liver to
establish the liver cancer model. 5’-FITC labeled VEGF
ASODN mixed with (mixed group, n =6) or without (TAI
group, n =6) ultra-fluide lipiodol was administrated via
hepatic artery. The frozen samples of rats’ liver, lung and
kidney tissues were collected at 1, 3, and 6d after ASODN
administration. The distribution of ASODN was determined
under fluorescent microscope.

RESULTS: ASODN could enter the cytoplasm within 2 h
and enter the nuclei within 4 h. Accumulation of the ASODN
reached the high point in the nuclei at 6h. After that, they
began to disappear. No fluorescence could be seen in cells

at 48 h. At 1d and 3d, the fluorescence stained stronger in
the liver in the mixed group than that in TAI group. More
fluorescence could be detected in lung and kidney in TAI
group than that in the mixed group. At 6 d, no fluorescence
could be detected in TAI group tissues, but a little flores-
cence could be seen in the mixed group tissues. ASODN
could be seen in cancer cells and normal hepatic cells.

CONCLUSION: VEGF ASODN can transfect Walker-256
cells. VEGF ASODN stays longer in the liver, is transfected
more into hepatic and cancerous cells and distributes less
in other tissue when mixed with lipiodol. VEGF ASODN
mixed with lipiodol via hepatic artery is an ideal way treating
liver carcinoma.
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摘要

目的: 探讨反义VEGF寡核苷酸(antisense oligodeoxynucleotides

ASODN)转染Walker-256瘤细胞及其与碘油混合后肝动脉

注入转染鼠肝癌及在鼠肝 肺 肾组织的分布情况.

方法: 将异硫氰酸荧光素(5 -FITC)标记的VEGF ASODN

加入培养的Walker-256瘤细胞培养液中 不同时间用荧光

显微镜观察细胞内ASODN的分布. 12只Walker-256移植

性大鼠肝癌模型 一组肝动脉内注入荧光标记的VEGF

ASODN(TAI组 n =6) 另一组肝动脉内注入荧光标记的

VEGF ASODN与超液态碘油的混合液(混合组 n =6) 两

组分别于术后1 d 3 d 6 d取动物的肝 肺 肾组织行冰

冻切片 荧光显微镜观察各组织内ASODN的分布情况.

结果: 荧光标记的ASODN与Walker-256瘤细胞共同培养

后2 h时可见瘤细胞胞质内有点状荧光染色 6 h胞核内有

荧光染色 12 h荧光染色最强 胞核及胞质中均可见荧光染

色 24 h荧光物质减少 48 h完全消失. 1 d和 3 d时混合

组肝癌组织及肝组织内荧光染色强于TAI组 而肺 肾组

织荧光染色弱于TAI组; 6 d时TAI组肝 肺 肾组织内荧

光染色基本消失 而混合组肝 肺 肾组织仍有少许荧光

染色. ASODN可以进入肝癌细胞及瘤周肝细胞.

结论: VEGF ASODN可以转染Walker-256细胞 其与碘

油混合后可以延长ASODN在肝内的停留时间 增加对肝
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癌组织的转染率 减少其在肝外组织的分布. 与碘油混合

后肝动脉注入是VEGF ASODN反义基因治疗肝癌的理想给

药方法.
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0   引言

抗血管生成是肿瘤治疗的热点 血管内皮生长因子

(vascular endothelial growth factor VEGF) 是目前公认

主要促进血管形成的因子之一[1-9] 针对VEGF的反义

基因治疗可以抑制肿瘤血管生成[10-14]. 反义寡核苷酸

(antisense oligodeoxynucleotides ASODN)由于合成简

便 序列可依据不同的靶基因序列的要求进行变换

具有较大的适应性 是反义基因治疗中最为方便的一

种方法[15-18]. 实验表明VEGF ASODN可以抑制肿瘤细胞

VEGF 的表达[19-24] 但ASODN 的临床应用大多是全

身给药 靶向性差 转染率低 治疗效果差. 器官的靶

向性给药是介入治疗的优势之一 能否采用介入的方

法来提高ASODN在活体反义治疗中的疗效 目前尚未

见报道 特设计以下实验.

1   材料和方法

1.1 材料  Walker-256瘤细胞株购自武汉大学中国典型

物保藏中心; 荧光标记的VEGF ASODN(序列为: 5 -GC

AGTAGCTGCGCTGATAGCGC-3 全长硫代修饰

5 端FITC荧光素标记)由上海生工生物公司合成; 

Wistar 大鼠由华中科技大学同济医学院实验动物部提

供; 荧光显微镜(日本Olympus公司); 超液态碘油(法国

Guerbet公司).

1.2 方法

1.2.1 体外实验  取接种Walker-256 瘤细胞 3-5 d 后

Wistar大鼠癌性腹水0.2 mL接种于含50 mL/L小牛血清

RPMI 1640 培养液培养瓶内 置 37 饱和湿度

50 mL/L CO2的培养箱中培养 每2 d传代1次. 取第3

代培养的Walker-256 瘤细胞 接种在24孔板上 每

孔100 µL 含细胞总数为1×103个 加入荧光密度为
10 kA/L ASODN 20 µL 置37 饱和湿度 50 mL/L
CO2的培养箱中培养. 分别在荧光ASODN加入后2 h

6 h 12 h 24 h 36 h和 48 h收集细胞 用无血清的

培养液冲洗3次 最后将洗涤后的细胞滴在玻片上 盖

上盖玻片 置于荧光显微镜下观察.

1.2.2 体内实验  取接种Walker-256 瘤细胞 3-5 d 后

Wistar 大鼠癌性腹水0.5-1 mL 无菌条件下注射至健

康大鼠皮下 7-10 d可以长出直径约1-2 cm肿瘤 切

取新鲜鱼肉样瘤组织剪成1 mm3组织块. 预接种大鼠用

1 g/L戊巴比妥钠30 mg/kg腹腔麻醉后 剑突下正中小

切口切开腹腔 挑出肝左外叶 用眼科镊在肝实质内

刺一小隧道 将1 mm3瘤组织块种植到隧道内 并用

明胶海绵小块填塞隧道口部. 将肝左外叶送回腹腔 关

腹. 饲养1 wk后即可长出直径为0.5-1 cm的肝左叶肿瘤.

荷瘤大鼠随机分为2组 每组6只. TAI组: 肝动脉内缓

慢注入荧光ASODN 1A (生理盐水稀释至0.2 mL) 注

药同时阻断肝动脉20 min; 混合组: 荧光ASODN 1A与超

液态碘油0.2 mL混合后肝动脉注入 VEGF ASODN分

子质量为6 766 u 1A质量为165 µg. 荷瘤大鼠于接种
后10 d 腹腔麻醉后 仰卧固定于实验台上. 上腹部消

毒铺巾后 行正中切口打开腹腔 暴露肝门及肝十二指

肠韧带. 在手术显微镜下游离出肝总动脉 胃十二指肠

动脉 肝右动脉 用丝线打活结法暂时阻断腹腔动脉

结扎胃十二指肠动脉远段 用显微剪在结扎处的近肝

端剪一小口 将PE-50管逆行插入胃十二指肠动脉近

端 并结扎固定导管 再暂时阻断肝右动脉 经PE-50

管注入实验药物. 实验完后拔出PE-50管 结扎胃十二

指肠动脉近端 松开肝总动脉及肝右动脉 逐层缝合

消毒 分笼饲养. 于术后 1 d 3 d 6 d 每组各处死

2只动物 取肝左叶肿瘤组织及瘤周肝组织 肺 肾

组织 -70 保存. 上述组织行5 µm厚冰冻切片 在
荧光显微镜下观察荧光ASODN分布情况.

2   结果

2.1 体外实验  Walker-256瘤细胞呈悬浮方式生长 圆

形. 荧光标记的ASODN在荧光显微镜下显示为黄绿色.

荧光ASODN与Walker-256瘤细胞作用后2 h胞体中即

可见清晰的点状荧光聚集 胞核荧光聚集不明显; 6 h

时胞质荧光着色加浓 部分细胞胞核核膜周围及核内

可见点状荧光; 12 h时胞质荧光着色最浓 呈黄色颗粒

状 小片状 大部分细胞胞核内可见点状荧光着色

(图 1); 24 h时胞质荧光物质开始减少 36 h 细胞内荧

光着色进一步减退 呈散点状(图2) 48 h细胞内荧光

完全消失.

2.2 体内实验  混合组术后1 d时肝脏荧光染色主要见于

肿瘤区 部分瘤周区域也可见到 荧光染色强 呈深黄

色 大片状 细胞界限不清(图3); 肺 肾组织有轻度染

色 其中部分肺组织可见较强的片状荧光染色. 3 d在肝

脏肿瘤区及瘤周区域可见较多的荧光染色 染色强度

减弱 呈星芒状分布 主要位于肿瘤区域 大多数的癌

细胞内有点状黄色荧光; 肺 肾组织仅有弱染色. 6 d时

肝组织内荧光染色减少 呈簇状分布 部分癌细胞及肝

细胞内可见荧光物质(图4); 肺 肾组织仍可见较弱的荧

光染色.

        TAI组术后1 d时肝脏肿瘤及瘤周区内肿瘤细胞及

肝细胞见浅黄色的荧光染色 簇状分布(图5); 肺 肾组

织有较强的染色. 3 d在肝细胞及癌细胞仅见散在的荧光

染色(图6) 肺 肾组织仅有弱染色. 6 d时肝内几乎无

荧光染色 肺 肾组织无染色.
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图1  12 h, 胞质荧光呈黄色小片状, 最浓, 胞核内见点状荧光着色×200.

图 2  36 h, 细胞内荧光着色进一步减退, 呈散点状 ×100.

图 3  混合组, 1 d肝癌组织见大量的荧光染色, 成片状 ×100.

图 4  混合组, 6 d肝组织仍有较强的荧光染色 ×100.

图 5  TAI 组, 1 d肝癌组织较强荧光染色 ×100.

图 6  TAI 组, 3 d肝癌细胞见散在的荧光染色 ×100.

3   讨论

ASODN 在基因治疗实验中有较好的疗效 但价格昂

贵 有毒性作用 对靶器官及组织的转染效率较低 增

加转染效率有多种方法 如用阳离子脂质体包裹 肿瘤

局部注射等. 经导管动脉内灌注(TAI)化疗和碘油与化疗

药混合动脉栓塞已成为治疗中晚期实体肿瘤的重要方

法. 与全身给药相比 TAI可使药物直接进入靶器官而

不受血流量的影响 这样使局部药物浓度显著增加 减

少剂量及全身副作用. 采用TAI方法可以增加外源治疗

基因在靶组织内的浓度及持续的时间 提高基因转染

率. 郝强et al 研究肝动脉注入重组腺病毒介导的标记基

因(LacZ) 结果发现LacZ基因在肝脏表达有器官特异

性 并可以持续21 d以上. 碘油经肝动脉注入后可以选

择性在肝癌组织中存积数月甚至1 a以上 碘油与化疗

药混合后行肝癌的栓塞可以使化疗药在肿瘤局部缓慢释

放 长期发挥作用. 鉴于碘油在肝癌介入栓塞治疗中的

特殊作用 将外源基因与碘油混合肝动脉注入能否进

一步增加其对肝癌的转染效果 目前国内外尚未见类

似的报道.

       我们采用的肝癌模型为富血管性肿瘤 碘油肝动

脉灌注后主要积聚在肿瘤组织. 肝动脉注入ASODN与碘

油混合物后 ASODN在肝脏中的分布以肿瘤区为主

可以进入肝细胞及癌细胞内 且可以维持达5 d以上;

而肝动脉单纯灌注时 ASODN在肝脏的肿瘤区及非肿



瘤区分布差不多 分布的范围及感染的细胞数目明显

少于混合组 且仅在肝脏维持3 d左右. 就ASODN在肺

肾组织的分布而言 两组均在第1 d染色最强 但混

合组弱于TAI组 第 3 d肺 肾组织ASODN均较少

第5 d时 TAI 组几乎没有荧光染色 而混合组还有少

量的荧光染色. 这可以得出以下结论: (1)ASODN对肝细

胞和肿瘤细胞的转染没有选择性; (2 )碘油可以携带

ASODN进入肿瘤区域内; (3)与单纯肝动脉注入相比

ASODN与碘油混合后肝动脉注入可以在肿瘤内缓慢释

放 延长与肿瘤细胞作用时间 增加转染率 减少肝外

组织的分布. 我们发现荧光ASODN在肝细胞及瘤细胞中

为点状黄色颗粒 但混合组第1 d荧光染色呈片状 细

胞界限分辨不清 这可能是因为ASODN与碘油混合后

致使ASODN大量停留在肿瘤局部 某些尚在血窦内

未从碘油中分离出来 加之冰冻切片较厚 荧光显微镜

下主要显示荧光物质 细胞及组织结构显示相对较差

致使难以看清细胞结构. 混合组第1 d部分肺组织中可

见到较强的片状荧光染色 这可能和少量碘油与

ASODN混合物进入肺组织沉积所致. 一般而言 VEGF

主要在肿瘤组织内高表达 在正常肝 肺 肾组织表达

较少 由于设计的VEGF ASODN对VEGF具有高度的特

异性 因此注入的ASODN对非肿瘤组织的作用较小.

         ASODN与碘油混合后肝动脉注入ASODN进入肿瘤

细胞的机制并不十分清楚 我们推测其可能的机制为:

(1)ASODN 分子量较小 渗透力强 细胞可以主动摄

取; (2)肿瘤血管发育不成熟 缺乏弹力层和肌层 内

皮细胞间隙较大等为ASODN进入肿瘤细胞外间隙提供

了条件; (3)有研究表明碘油肝动脉栓塞后病理检查发现

在肝癌细胞胞质及部分胞核内可以有碘油存在 推测

肝癌细胞可以主动摄取碘油 ASODN可伴随碘油进入

癌细胞内.

      总之 我们认为碘油可以作为ASODN的一种载

体 使其主要集中在肿瘤组织内 缓慢释放 同时可以

减少在肝外组织中的分布 达到增加基因转染效率 减

少全身副作用的目的 明显优于单纯肝动脉灌注.
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