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内皮抑素及其介入法应用

官泳松， 邹立群， 贺庆
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·述评Comment·

【摘要】血管生成涉及机体的许多生理和病理活动，包括肿瘤的发生、维持和进展。血管生成的具体

情况取决于促血管生成因子与抗血管生成因子之间的动态平衡。血管生成抑制剂可特异性抑制内皮细胞

增殖、迁移和管道形成，其中之一是内皮抑素。内皮抑索具有强烈的抑制血管生成作用，作用范围广．对多

血管肿瘤有治疗作用。本文根据内皮抑素的作用机翎、结构和生物学功能，推荐抗肿瘤治疗的具体方法和

产品，指出其在介入放射学领域中应用时需注意的问题。科研和临床工作中必须认真设计科学、严格的使

用方案。只有与有效破坏肿瘤组织的方法联合应用，争取协同、加强作用，才能得到显著的客观疗效。
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lAbstract】Angiogenesis，i．e．neovascularization from preexisting vasculature，is involved in a variety

of physiological and pathological processes of the body，including the initiation，maintenance and progression

of tumors．The process 0f angiogenesis depends on the dynamic balaIlce between the activities of pro-

angiogenic and anti-angiogenic factors． Angiogenesis inhibitom specifically prevent endothelial cells from

proliferation，migration and tube formation．One of the inhibitors is endostatin．which is of wide spectrum and

possesses profound angiogenesis inhibition and therapeutic effects on tumors with rich vasculatm屯．This paper

aims to explain the mechanism of the action，structure and biological function of endostatin，and to discuss

-its apphcation in，anti-neoplastic therapies and the issues in the field of interventional radiology．The author8

point out emphatically that the application∞heme must be designed stricdy and scientifically．Onty when

combination use of endostatin with other therapeutics which C8u-i effectively destroy tunlor tissues is carried out

to gain synergistic and intensified effect。can marked objective efficacy be obtained． (J Intervent Radi01．

2009，18：241．243)
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在使用介入方法应用基因治疗肿瘤时，有一类

药物正逐渐受到重视，即血管生成抑制剂，如血管

生成抑制因子(angiostatin)、凝血酶敏感蛋白

(thrombospondin)、自细胞介素类、蛋白裂解产物等。

1997年0’Reilly等⋯从小鼠血管内皮瘤上清液中

得到一种内源性多肽，能特异性抑制内皮细胞增

殖，具有强烈的抑制血管生成作用，而且作用范围

广，命名为内皮抑素(endostatin)，对富血管肿瘤有

治疗作用，近年来受到了较广泛和深入的研究【2jJ。
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l 内皮抑素的作用机制

内皮抑素的作用机制目前尚未完全阐明，但可

以初步地解释为通过调节机体内某些蛋白水平．从

而抑制内皮细胞的生物学功能。这种调节通常是负

调节，即降低受调节蛋白的生物学活性。而内皮细

胞受抑制的直接后果就是细胞周期停滞、生长受

阻、迁移障碍和细胞凋亡。有入假定血管生成受某

“开关”调控，肿瘤生长需要打开这个开关，而正常

生理情况下这个开关则处于关闭状态。目前需要在

成年入体内阐明，当该开关关闭时，究竟是抗血管

生成因子的量远远超过促血管生成因子的量，还是

两者的活动之间处于某种微妙的平衡“j)。
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2内皮抑素的结构和生物学功能

2．1 结构特点

内皮抑素是胶原XⅧ的降解产物，为其C端的

一部分，分子量20×103 U。氨基酸序列分析显示共

184个氨基酸残基。有3个主要结构域：分子量为

5 000 u的N端区域，中间蛋白酶敏感绞链区域和

C端内皮抑素区域。近N端有一锌离子。内皮抑素

具有独特的肝素结合位点，其抑制血管生成既有依

赖肝素也有不依赖肝素的机制哺】。

2．2生物学功能及临床意义

组织、器官维持正常生理活动，肿瘤生长、侵袭

和转移都需要形成新的微血管。内皮抑制通过抑制

内皮细胞增殖、抑制血管生成而抑制肿瘤生长。

2．2．1 抑制血管内皮细胞体内外实验均证明，内

皮抑素能特异地抑制内皮细胞的增殖，并通过抑制

细胞周期蛋白Dl诱导其凋亡。血管生成抑制剂是

机体内天然产物，以正常内皮细胞为靶点，因而不

容易产生耐药性n】。

2．2．2抑制血管生成 内皮抑素能干扰某些生长

因子的促血管生成作用，如碱性成纤维细胞生长因

子(bFGF)和血管内皮细胞生长因子(VEGF)。而某

些多血管肿瘤如恶性神经胶质瘤则产生VEGFI 31。

肿瘤如果没有血管供给营养和运走代谢产物，最多

只能长到数立方毫米，因此内皮抑素能阻止肿瘤进

入临床表现期[7J。

2．2．3抑制肿瘤生长和转移血管生成是一受调

节的过程，取决于促血管生成因子和抗血管生成因

子之间在局部的动态平衡，发生向血管生成一方的

转变，乃是肿瘤进展的关键一步。内皮抑素可干扰

这一平衡，通过消除肿瘤血管而使肿瘤完全停止生

长。已经发现内皮抑素能抑制60多种肿瘤的进展，

在多种人类肿瘤的小鼠模型上抑制肿瘤转移鸸】。

3抗肿瘤血管生成治疗

可以直接使用重组内皮抑素蛋白，但因其为活

性蛋白，极不稳定，易失活，体内半衰期短(仅lO．7 h

左右)，效果呈剂量依赖关系，用于抗血管生成治疗

时需要反复输入高浓度的药物，费用高，在临床应

用上受到限制。重组内皮抑素基因工程表达系统主

要有大肠埃希菌表达系统、酵母表达系统、哺乳动

物细胞表达系统等f9j。

通过载体转导内皮抑素基因，如重组人内皮抑

素腺病毒的肿瘤局部血管基因治疗，能抑制肿瘤新

生血管形成而有效抑制肿瘤生长和转移。但有人认

为局部转基因治疗只对肿瘤的生长有作用，提出全

身应用可溶性好、活性强的内皮抑素才能防止肿瘤

发生[101。

用藻酸盐制成微胶囊，包裹分泌内皮抑素的重

组细胞，再将微胶囊植入体内，可以长期持续分泌

内皮抑素蛋白⋯J。

4在介入放射学领域的应用

应用血管生成抑制剂治疗，可使肿瘤细胞停止

在G1期，但不能直接破坏肿瘤组织，称为休眠治

疗f2】。只有与有效破坏肿瘤组织的方法联合应用，争

取协同、加强作用，才能得到显著的客观疗效。而介

入放射学是公认的治疗肿瘤的有效方法，具有微创

性、可重复性强、定位准确、疗效好、见效快等特点。

由于血管生成是受局部调节而不是全身调节，所以

内皮抑素以局部应用为好。

国内已有市售蛋白产品重组人血管内皮抑制素

注射液(商品名Endostar，恩度)，适应证为与长春

瑞滨和顺铂联合用于初治或复治的Ⅲ／Ⅳ期非小细

胞肺癌。静脉滴注每天1次，每次7．5 mg／m2(1．2×

105 u／m2)，连续给药14 d为1个周期。恩度采用大

肠埃希菌表达和纯化，其抗血管生成作用主要是影

响VEGF信号通路。体外实验证明．恩度抑制VEGF

所激发的脐静脉内皮细胞的增殖、迁移和血管形

成。动物实验证明恩度能阻止大鼠主动脉环萌生微

血管【12l。

另外，贝伐珠单抗(Bevacizumab，商品名

Avastin)为重组人类单克隆lsGl抗体，也具抑制人

VEGF的生物学活性。美国FDA批准上市，用于联

合与5．Fu为基础的化疗方案一线治疗晚期结肠、

直肠癌【131。

5问题和展望

内皮抑素治疗肿瘤需要长期使用，而长期使用

蛋白产物会造成免疫反应；生产成本高，技术复杂，

使广泛应用受到限制。有人提出用微泵持续给药能

以较低剂量获得更大疗效C14】。用介入法导人基因可

以在局部持续表达高浓度的蛋白，既提高局部治疗

肿瘤的效果，又避免了全身免疫反应，还能降低治

疗费用。虽然正常内皮细胞不对内皮抑素产生耐受

性，但长期使用可能对血液循环中的内皮细胞产生

动员作用，使之向肿瘤迁徙。有的肿瘤还可能上调促

侵袭分子的水平，加快沿血管的浸润性生长【31。为尽

快让该药进入临床使用，要求我们进一步研究肿瘤
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对抗血管生成治疗产生耐受的机制。

必须认真设计科学、严格的使用方案。在需要

促血管生成的情况下，如合并糖尿病、冠状动脉疾

病的患者，则要慎用这类抗血管生成药物。而这类

患者体内的抗血管生成因子已经处于很高水平，其

调节机制也与正常人不同【151。寻找具有高度选择性

的给药系统也有应用前景。把载有内皮抑素基因的

青春双歧杆菌注入患肿瘤小鼠的尾静脉，结果只在。

肿瘤内找到青春双歧杆菌，在正常组织中却没有。

说明这种细菌只在肿瘤内繁殖，可以作为高效率的

基因载体【16】。联合使用2种以上的抗血管生成基因

也有希望获得更好的治疗效果。如同时转导血管生

成抑制因子和内皮抑素2种基因可获得协同作用，

对肿瘤的抑制作用十分明显【171。
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相似文献(10条)

1.期刊论文 苗新普.李建生.师晓天 食管鳞癌中鸟氨酸脱羧酶mRNA、内皮抑素mRNA表达和血管生成相关性研究 -中
华消化杂志2004,24(11)
    目的研究鸟氨酸脱羧酶(ODC)mRNA、内皮抑素mRNA和微血管密度(MVD)在食管鳞癌中的表达及相关关系,探讨ODC在食管鳞癌血管生成中的可能作用,及

其与肿瘤浸润和转移的关系.方法用半定量RT-PCR法测定41例食管鳞癌患者癌组织(T)和相应癌旁组织(N)中的ODC mRNA和内皮抑素mRNA表达,求得各自

T/N值;同时用免疫组化方法测定癌组织和癌旁正常组织MVD的T/N值.结果在41例患者中,39例ODC mRNA的T/N值>1.0,占95.1%:40例MVD的T/N值>1.0,占

97.6%.36例内皮抑素mRNA的T/N值>1.0,占87.8%.ODC mRNA、内皮抑素mRNA和MVD与食管鳞癌的肿瘤大小、浸润深度和淋巴结转移有关,ODC mRNA、内皮抑

素mRNA表达与肿瘤分化程度有关.ODC mRNA的T/N值与MVD的T/N值呈正相关,与内皮抑素mRNA的T/N值呈负相关,内皮抑素 mRNA的T/N值与MVD的T/N值呈负相

关.结论 ODC与食管鳞癌血管生成和肿瘤浸润转移密切相关.ODC过表达可能是通过抑制内皮抑素而促进血管生成,从而促进食管鳞癌的浸润和转移.

2.学位论文 张德新 内皮抑素、Mig和血管抑素的克隆、表达、纯化及初步活性鉴定 1999
    血管生成指从已存在的血客产生新血管的过程,它是哺乳动物个体生长、发育和许多生理和病理过程的重要组成部分.生理状况下,正常成人仅在某些

特定时期,如伤口愈合和女性的月经期和妊娠期,血管生成外于活跃状态.此时血管生成刺激因子合成增加同时伴有血管生成抑制因子合成减少.这种血管

生成是一个受到严密调控的过程,经过暂短的增殖期后,血管内皮细胞很快回到正常的静止状态.但在一些疾病状态下,如糖尿病性视网膜疾病、关节炎和

其它一些炎症中,由于正常的血管生成调控机制失控,血管生成又变得十分活跃并促使和维持这些疾病状态的延续和发展.特别指出,实体肿瘤的生长不仅

具有血管依赖性,而且在肿瘤转移灶播和生长过程中,血管生成也起着至关重要的作用.体内血管生成受到血管生成刺激因子和血管生成抑制因子两方面的

调节,当二者之中的某一方面或两方面都出现变化时,就可能使血管生成表型出现转换.内源性血管生成抑制因子是一组由于多种细胞分泌的或由较大的蛋

白分子降解后产生的多肽分子.血管抑素和内皮素是两个最新发现的小鼠内源性血管生成抑制因子.二者都具有强烈抑制小鼠原发肿瘤和转移瘤生长的功

能.但至今还没有有关人内皮抑素血管生成抑制活性的报道.Mig是一个具有血管生长抑制活性的ELR<'->CXC趋化因子家族成员,但它的血客生成抑制机制

还不清楚.结果表明,在杆状病毒表达系统中所表达的分泌型小鼠Mig、血管抑素和内皮抑素具有生物活性.该课题用实验首次证明,小鼠Mig蛋白在分泌后

具有分子量大小的多样性,推测可能由全长蛋白降解产生.小鼠Mig可以引起活化T细胞内钙离子浓度的增加,但对毛细血管内皮细胞增殖没有影响.Mig可能

通过其它机制抑制体内血管生成.

3.期刊论文 王建交.杨立庄.刘福生.金贵善.柴奇.WANG Jian-jiao.YANG Li-zhuang.LIU Fu-sheng.JIN Gui-shan.

CHAI Qi 内皮抑素和血管生成抑素融合基因的裂解病毒对C6胶质瘤的实验研究 -中华神经外科杂志2008,24(1)
    目的 探讨重组单纯疱疹病毒介导的内皮抑素和血管生成抑素(Endo-Angio)融合基因对C6胶质瘤的疗效.方法 构建含有Endo-Angio融合基因的重组单

纯疱疹病毒,四唑蓝比色法(MTT法)体外观察其C6细胞的裂解作用;Western-blot观察Endo-Angio融合蛋白的表达.建立大鼠C6模型,当肿瘤体积≥2mm3时

,治疗组瘤腔内注射107 pfu(10μl)病毒,对照组注射等剂量生理盐水.MRI动态观察肿瘤体积变化,组织病理行微血管计数,并记录荷瘤鼠生存时间.结果

体外实验示:当感染率(MOI)=1000时,99%的C6细胞死亡;头部MRI发现治疗组胶质瘤生长减慢;荷瘤鼠存活期:对照组(20.3±0.45)d,治疗组

(38.3±0.96)d,中位生存期延长(P＜0.01);HE染色见瘤细胞分散,体积较小,无出血坏死;病理染色示:治疗组和对照组新生血管均值分别为

(5.3±1.7)/HP和(15.6±2.8)/HP(P＜0.01).结论 重组单纯疱疹病毒介导的Endo-Angio融合基因不仅通过抑制肿瘤的新生血管生成,而且通过裂解肿瘤细

胞双重作用治疗颅内胶质瘤.

4.期刊论文 刘凡.刘运生.王小宜.廖伟华.吴光勇 垂体腺瘤血管生成与VEGF、bFGF和内皮抑素的关系探讨 -国际神

经病学神经外科学杂志2006,33(3)
    目的检测垂体腺瘤组织中的血管内皮细胞生长因子(VEGF)、碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)和内皮抑素蛋白的表达,探讨其与垂体腺瘤血管生成的关

系及临床意义.方法采用免疫组织化学技术检测了46例垂体腺瘤标本中VEGF、bFGF和内皮抑素的蛋白表达,以Ⅷ因子相关抗原(FⅧ-Rag)血管内皮细胞标记

法作为血管密度(MVD)计数的方法,分析上述血管生成相关因子与垂体腺瘤血管生成的关系.结果VEGF、bFGF蛋白表达与MVD之间呈显著正相关

(p＜0.05),内皮抑素蛋白表达和MVD之间无显著相关性(P＞0.05).结论垂体腺瘤血管生成与促血管生成因子VEGF、bFGF蛋白水平表达的上调有关.

5.学位论文 苗新普 食管鳞癌中鸟氨酸脱羧酶mRNA、内皮抑素mRNA的表达和血管生成相关性研究 2004
    背景与目的:食管鳞癌中内皮抑素、ODC和血管生成的关系如何,目前尚未见报道.该文拟对ODC mRNA,内皮抑素mRNA和MVD在食管鳞癌中的表达及相关

性作以探讨,以寻找可用食管癌诊断的肿瘤标记物,研究ODC过表达引起食管鳞癌的发生发展、浸润及转移机制,为食管鳞癌的临床诊治提供理论依据和治

疗靶位.方法:研究对象为41例经手术和病理证实的食管鳞癌患者,用RT-PCR方法测定每例患者癌组织(T)和相应癌旁正常组织(N)的ODC mRNA和内皮抑素

mRNA表达,以β-actin mRNA做内参照求得各自T/N值;用免疫组化方法测定CD34抗原得到癌组织和相应癌旁正常组织的MVD,求得T/N值.结论:1、ODC的表达

与食管鳞癌的发生发展、浸润和转移密切相关,可以作为食管鳞癌诊断的指标之一.2、内皮抑素和MVD与食管癌发生发展、外膜浸润和淋巴转移相关,可作

为判断食管癌生物学行为的指标.3、ODC与内皮抑素负相关,与MVD正相关;提示ODC过表达通过抑制内皮抑素而促进血管生成,这可能是其促使血管生成的

机制之一.

6.期刊论文 尚卫华.王康.SHANG Wei-hua.WANG Kang 内皮抑素在直肠癌中的表达与血管生成的关系 -现代肿瘤医

学2007,15(8)
    目的:探讨内皮抑素(Endostatin)在直肠癌中的表达及其与血管生成的关系.方法:利用免疫组化S-P法,对40例直肠癌组织中的Endostatin表达进行研

究.结果:Endostatin定位于癌组织中血管内皮细胞胞浆及胞膜,部分癌细胞胞浆也存在阳性表达,直肠癌组织中的Endostatin表达阳性率与正常直肠组织

无明显差异(P》0.05),Endostatin表达与直肠癌临床病理中的分化程度、浸润深度无关(P》0.05),而与淋巴转移、Dukes分期相关(P《0.05).结论

:Endostatin在直肠癌的血管生成调控中具有重要作用.

7.学位论文 范晓东 微血管密度、VEGF和内皮抑素在I期肾癌的研究 2003
    背景和目的:血管生成(Angiogenesis)是新血管从业己存在的成熟血管网中的芽生,对实体肿瘤的生长和转移起关键作用.透明细胞肾癌是一种高度血

管化肿瘤,研究证实其可以在体内外高表达血管内皮细胞生长因子(VEGF).内皮抑素(Endostatin)是一种内源性血管生成抑制因子,能特异抑制血管内皮细

胞增殖和血管生成,其抗肿瘤活性在小鼠肿瘤模型得到证实.该实验目的是研究血管生成及其调控因子,包括VEGF和内皮抑素,在早期透明细胞肾癌发病中

的作用及预后价值.所有肾肿瘤组织标本甲醛固定、石蜡包埋,4um切片,冯·威利布兰德因子(vonWillebrandFacior,vWF)免疫组化染色.肿瘤病理分级依

Fuhrman系统标准.肿瘤微血管密度(MVD)检测在不知晓相关病人临床病理资料情况下完成.低倍光镜(×100)下测览整个切片视野,选取血管密度最高的区

域,即棕染结构密度最高的视野,然后转换高倍镜(×400)对该视野进行仔细观察计数,任何棕褐色染色内皮细胞或内皮细胞簇,且与邻近微血管、肿瘤细胞
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以及其它结缔组织成份明显分离,均被认为是有效阳性染色,可计为一个微血管.同法顺序计数10个高倍镜视野(HPF),取平均值,最终结果表示为每高倍视

野平均微血管数.血清VEGF浓度由酶联免疫吸附测定(ELISA)获得,血清内皮抑素浓度由竞争性酶免疫检测(Compe-titiveenzvmeimmunoassay )获得.原发

肿瘤体积根据术后病理检查报告计算.组间均数比较采用Mann-WhitneyU检验,相关性分析采用Spearman秩和相关分析,P值小于0.05被认为有显著意义.结

论:肾肿瘤MVD对早期肾癌预后价值不大.早期透明细胞肾癌病人高表达内源性血管生成抑制剂内皮抑素和血管生成刺激因子VEGF,内皮抑素和VEGF表达水

平显著相关,二者均是透明细胞肾癌相关重要血管生成调控因子,具有潜在的预后价值.内皮抑素和VEGF者本质关系的阐明可以帮助我们加深对肾癌血管生

成调控机制的认识,进而发现新的治疗靶点和策略.

8.期刊论文 唐维强.何守志.TANG Wei-Qiang.HE Shou-Zhi 血管生成抑素、K-5和内皮抑素抑制眼新生血管的研究

进展 -眼科新进展2006,26(7)
    血管生成抑素、K-5和内皮抑素均是内源性新生血管抑制因子,结构上分别是纤维蛋白溶酶原和胶原ⅩⅧ的酶解片段.基因治疗眼新生血管方面的研究

不断取得进展,本文对其进行了综述.

9.期刊论文 潘静坤.赵卉.田磊.崔忻.高宇红.薛毅珑.Pan Jing-kun.Zhao Hui.Tian Lei.Cui Xin.Gao Yu-hong.

Xue Yi-long 体外培养下可持续分泌人血管抑素和内皮抑素基因工程细胞对血管生成的抑制效应 -中国组织工程研

究与临床康复2009,13(20)
    背景:以往实验构建了可持续分泌人血管抑素和内皮抑素的基因工程细胞,即人血管抑素/293细胞和人内皮抑素293细胞,并已证明可持续分泌人血管

抑素蛋白和人内皮抑素蛋白.但尚不了解其分泌物是否能发挥血管生成的抑制作用.目的:观察以基因工程技术构建的人血管抑素/293细胞和人内皮抑素

,293细胞对鸡胍尿囊膜血管新生的抑制效应.设计、时间及地点:随机对照动物实验,于2006-0612007-01在解放军总医院老年医学研究所细胞生物学研究

室完成.材料:Hek/293细胞为人胚胎肾细胞,由解放军军事医学科学院提供.人血管抑素/293细胞和人内皮抑素/293细胞由课题组前期构建.SPF级鸡胚购自

北京维通利华实验动物有限公司.方法:将鸡胚消毒后,置于37℃无菌恒温箱中孵育5 d,在距胚头1 cm两条卵黄静脉之间的卵壳投影部位磨切暴露尿囊膜

,制成假气室,用无菌滤纸封闭窗口.制成鸡胚尿囊膜模型,备用.用灭菌蒸馏水配制体积分数为0.5%甲基纤维素溶液,制成甲基纤维素小杯.卵壳开窗后第

3天,分别吸取浓缩的293细胞、人血管抑素/293细胞、人内皮抑素/293细胞培养上清液各20 μ L.或人血管抑素/293细胞和人内皮抑素/293细胞培养上清

液各10 μ L,加于甲基纤维素小杯中,将其置于鸡胚 尿囊膜的两条大血管之间的无血管区.主要观察指标:观察尿囊膜血管生成的变化.结果:共培养9 d时

,与单纯293细胞上清液组相比,人血管抑素/293细胞上清液或人内皮抑素/293细胞上清液组,甲基纤维素小杯内及邻近区的鸡胚尿囊膜血管明显发育不良

,血管分布稀疏,数量明显减少,其一级血管数量盟未明显减少,但其管径较细,而二级血管和二级以下的血管数量明显减少、管径明显变细,伸入尿囊膜边

缘区的血管数量减少,管径明显变细.与人血管抑素/293细胞组或人内皮抑素/293细胞组相比,人血管抑素/293细胞+人内皮抑素/293细胞组的一级血管数

量和管径未见明显变化,而其二级血管和三级以下血管数量明显减少,血管树消失.结论:人血管抑素/293细胞和人内皮抑素/293细胞的分泌物对鸡胚尿囊

膜的血管新生均具有明显的抑制作用,且联合用药抑制作用增强.

10.学位论文 曹瑞华 内皮抑素基因腺病毒载体表达系统治疗小鼠黑色素瘤的实验研究 2005
    新生血管形成对一定大小肿瘤的生长具有重要意义。抗肿瘤血管生成治疗的作用对象是遗传相对稳定的内皮细胞，不易产生耐药，因此抑制血管生

成成为肿瘤治疗研究的重要热点之一。在目前发现的40多种抗肿瘤血管生成抑制剂中，内皮抑素的作用最强。尽管已证实它的重组蛋白形式治疗可完全

抑制动物肿瘤的生长和转移，但由于需要长期应用，体外性质不稳定，大量生产困难等因素限制了其重组蛋白形式的广泛应用。基因治疗提供了一种替

代途径可解决上述问题，而腺病毒是目前应用最广泛的载体之一。

    该实验获得了内皮抑素基因腺病毒载体表达系统，观测了它对黑色素瘤的作用效果，以期为高度恶性、易转移的黑色素瘤提供新的治疗方向。

    目的

    一.检测含全长小鼠内皮抑素基因和绿色荧光蛋白基因的腺病毒载体表达系统的体外生物学活性，并进一步探讨内皮抑素的作用机理；

    二.检测内皮抑素基因腺病毒载体表达系统的体内转染效率，选择合适的基因治疗皮肤黑色素瘤的条件；

    三.观测内皮抑素基因腺病毒载体表达系统对小鼠的平均成瘤时间、成瘤率等的影响；

    四.观测内皮抑素基因腺病毒载体表达的内皮抑素对黑色素瘤的治疗作用，并进一步探讨其抗肿瘤机理。

    内容和方法

    一.在HEK293细胞内扩增腺病毒，利用GFP的特性评估小量扩增的腺病毒滴度；经CsCl密度梯度浓缩及50％组织培养感染剂量法测定大量扩增的腺病

毒滴度。

    二.不同MOI(感染复度)的Ad-GFP感染ECV304细胞(人血管内皮细胞)和B16F10黑色素瘤细胞，荧光显微镜下观察腺病毒载体体外对细胞的转染效率。

用RT-PCR法和WesternBlot法分别检测Ad-mES转染靶细胞后内皮抑素基因的mRNA表达、培养上清中内皮抑素蛋白表达，并进一步用ELISA检测试剂盒测定

其表达量。

    三.MTT法检测内皮抑素腺病毒载体转染靶细胞后细胞增殖的变化，检测Ad-mES转染内皮细胞后对内皮细胞生长刺激因子VEGF的阻断作用。用流式细

胞术检测内皮抑素腺病毒表达载体对细胞周期影响和致凋亡效应，并进一步用AnnexinV-FITC法检测细胞早期凋亡变化。

    四.根据肿瘤组织冰冻切片上GFP阳性细胞的计数，评估了内皮抑素基因腺病毒载体表达系统的体内转染效率。

    五.随机将24只C57BL/6小鼠均分为3组。即mES、GFP(接种MOI=500时，Ad-mES、Ad-GFP分别转染的B16F10细胞)和瘤细胞组(接种未转染的B16F10细胞

)，接种细胞数均为106/ml，种于背部右侧。观察肿瘤生成时间及体积变化并HE染色观察肿瘤组织病理。

    六.观测Ad-mES对小鼠黑色素瘤的治疗效果。建立小鼠黑色素瘤模型，肿瘤细胞接种两周后体积长到200-300mm3随机分为治疗组和对照组。治疗组分

Ad-mES单剂组和重复组(各20只)；对照组分PBS组、Ad-GFP组(各10只)；基因治疗方法：Ad-mES单剂组、PBS组、Ad-GFP组分别瘤内缓慢注射

3.16×1010pfu/mlAd-mES、PBS和3.98×1010pfu/ml的Ad-GFP各0.1ml/只，每只小鼠一次；Ad-mES重复组每隔7天瘤内注射上述滴度的Ad-mES。免疫组化

检测内皮抑素蛋白肿瘤组织内原位表达，WesternBlot法观测注射后蛋白表达持续时间，ELISA试剂盒检测血循环中内皮抑素蛋白表达水平。应用CD31和

CD105两种抗原标记免疫组化作肿瘤血管密度计数，观察治疗后肿瘤血管密度变化。

    七.观察内皮抑素腺病毒载体对小鼠肿瘤生长和转移的影响，生存率变化，并进行生存分析。

    八.电镜观察治疗后肿瘤细胞凋亡情况，初步分析内皮抑素抗肿瘤的机理。

    研究结果

    一.制备腺病毒的滴度：小量扩增3.25×107pfu/ml；大量扩增的Ad-mES为3.16×1010pfu/ml，Ad-GFP为3.98×1010pfu/ml。

    二.腺病毒载体可有效转染肿瘤细胞和内皮细胞。MOI为10，20，50，100，200，500的Ad-GFP在B16F10细胞和ECV304细胞的转染率分别为15.6％、

35％、73％、88％、95.2％、97％和19％、35％、80％、90％、97％、98.5％。MOI=100时，RT-PCR法在Ad-mES转染的B16F10和ECV304细胞内均检测到了

内皮抑素mRNA；WesternBlot法在上述细胞的培养液上清中均检测到了内皮抑素蛋白表达；ELISA试剂盒测定Ad-mES转染B16F10和ECV304细胞后的培养上

清中内皮抑素蛋白浓度分别达3170±486ng/ml、2008±381ng/ml。上述方法在病毒和PBS对照的结果均为阴性。

    三.Ad-mES可明显抑制ECV304细胞的增殖，相对于PBS组和GFP组，MOI=10、100时，抑制率最高分别为52.41％、50.4％和80.53％、79.72％。而对

B16F10肿瘤细胞的增殖没有抑制效果。

    四.MOI=100时，Ad-mES作用的ECV304实验组在不同的时相均有凋亡峰出现，其中转染后12小时即出现凋亡，48小时最明显，位于G1期的细胞增多

，S期和G2M期细胞减少，同时亚G1期细胞(凋亡细胞)增多，与两对照组相比具有统计学差异(P＜0.05)。对照病毒载体Ad-GFP与PBS组无统计学差异

(P＞0.05)。Ad-mES对B16F10的细胞周期无明显影响(P＞0.05)。AnnexinV-FITC法检测发现Ad-mES转染后24h就可诱导ECV304细胞的凋亡，凋亡率为

18.6±3.2％，至48小时平均至49.2±6.5％，这种作用随时间延长逐渐增强(P＜0.05)，最多达75.19％；而空载体组、PBS作用ECV304组及Ad-mES、空载

体组、PBS作用B16F10组则没有明显的凋亡。

    五.应用Ad-mES治疗小鼠黑色素瘤时，取MOI=500、瘤内注射和间隔7天后给药Ad的体内转染率最高，可达到37.33％。

    六.在该系统对黑色素瘤成瘤作用的实验研究中发现，瘤细胞组、GFP组和mES组小鼠平均成瘤时间分别为7.87±0.64、8.00±0.76和

10.25±2.55，mES组分别与前2组比较，P=0.018、0.025；mES组与瘤细胞组、GFP组相比，小鼠荷瘤第5天、10d、15d时，P值均＜0.05，在小鼠荷瘤5天

、10天、15天，相对于瘤细胞组、GFP组，mES组的抑瘤率分别为41.7％、36.5％;39.5％、58.7％;42.3％、42.5％。普通病理光镜下瘤细胞组和GFP组肿
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瘤细胞增殖旺盛，血管丰富，尤肿瘤边缘区域更为明显。mES组肿瘤血管不规则，扭曲并可见到坏死区，管腔口径不一，有的腔内可见红细胞，组织内少

量炎症细胞存在。

    七.基因治疗结果，对照组Ⅰ、Ⅱ在治疗后16天、18天始有小鼠死亡；治疗组Ⅰ、Ⅱ小鼠均在治疗后20天始有死亡。内皮抑素腺病毒载体注射后一周

免疫组化显示黑色素瘤组织内ES强阳性表达，对照组则呈阴性或痕量表达。WesternBlot显示单次Ad-mES组内皮抑素表达可持续一个月。ELISA试剂盒检

测治疗一周后内皮抑素就可达到640±230ng/ml，两周后为1120±360ng/ml，一月后降到与基础量相当水平。

    八.透射电镜下观察治疗后两周小鼠的肿瘤组织，内皮抑素基因治疗组微血管内皮细胞出现典型凋亡表现，另外肿瘤细胞也有凋亡，但对照组没有靶

细胞的明显凋亡。治疗组Ⅰ、Ⅱ和对照组Ⅰ、Ⅱ肿瘤组织血管经CD31抗体标记的平均血管密度(MVD)分别为171.6±42.6，165.4±37.4，39.3±7.4和

17.4±3.7，经CD105抗体标记的平均血管密度分别为43.6±4.8、39.7±5.6、17.5±3.8和9.5±4.2。治疗组和对照组比较统计学差异显著，空病毒对照

组与PBS阴性对照组无统计学意义。

    实验结论

    一.小鼠内皮抑素基因腺病毒载体表达系统可在体内、体外高效表达分泌型的有生物学活性的内皮抑素蛋白。

    二.内皮抑素基因腺病毒载体表达系统可高效转染内皮细胞和肿瘤细胞。体外转染可使ECV304细胞G1期阻滞并诱导其凋亡，从而抑制其增殖，且能阻

断血管内皮细胞生长因子的作用；对肿瘤细胞无影响。

    三.瘤内注射内皮抑素腺病毒载体后可显著延长小鼠的平均成瘤时间，抑制黑色素瘤生长，减少转移，延长生存时间。

    四.内皮抑素作用于黑色素瘤的新生血管，显著减少黑色素瘤微血管密度。

    五.内皮抑素基因腺病毒载体表达系统抗黑色素瘤的作用机理是间接诱导肿瘤细胞凋亡，抑制其新生血管生成致肿瘤缺血，停止生长。
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