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绿色荧光蛋白在肿瘤研究中的应用
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绿色荧光蛋白（$%&&’ ()*+%&,-&’. /%+.&0’，123）来
源于海洋生物水母，是近年来细胞生物学中应用最

为广泛的标记性蛋白质之一。123的 -456全长约
7 89:;，编码 7<=个氨基酸残基，分子量为 7> ? "#<*。
无需加外源性分子，在 <@! ’A、B># ’A波长光线激
发下，123肽链内部第 9! C 9>位的氨基酸残基通过
自身环化和氧化形成一个绿色荧光基团，性质稳定，

使用普通荧光显微镜即可观察到［"，7］。改进后的

123突变型，所发荧光强度高，吸收峰单一，极大地
提高其应用价值。目前，123在肿瘤的发病机制、生
物学行为、药效评价和基因治疗等方面得到了广泛

的应用。

一、在肿瘤发病机制研究中的应用

123是一个分子量较小的蛋白，易与其他一些
目的基因形成融合蛋白且不影响自身的目的基因产

物的空间构象和功能。123与目的基因融合，将目
的基因标记为绿色，即可定量分析目的基因的表达

水平，显示其在肿瘤细胞内的表达位置和量的变化，

为探讨该基因在肿瘤发生、发展中的作用及其分子

机制提供便利条件。如乙型肝炎病毒的 D 基因为
调控基因，影响着乙型肝炎发展、预后，并与肝癌的

发生密切相关。用 123转染 D基因，发现乙型肝炎
病毒感染的肝细胞，不管其处于什么周期，D蛋白主
要定位于细胞质，与胞液蛋白酶共同分布，其中一部

分紧紧地附着在核膜上。据此推测 D 蛋白是通过
蛋白酶体影响肝细胞的功能。

在肿瘤的形成过程中，增殖和凋亡是一对相互

矛盾的统一体。若肿瘤细胞凋亡占优势，肿瘤组织

将长期处于休眠状态或自行消亡。肿瘤细胞的凋亡

受凋亡相关基因调控。用 123转染肿瘤细胞凋亡
相关基因，并与正常组织进行比较，若过表达，则大

致可判断此基因为抑制肿瘤细胞凋亡的基因；反之，

为促进肿瘤细胞凋亡的基因。E+’$等［<］在研究凋
亡与肿瘤转移形成的关系中发现，;-)F7过表达的瘤
细胞，经周围静脉注入后，肿瘤细胞在肺脏内增生活

跃、凋亡减弱，易于形成转移灶。用 123 转染含或
不含有某种凋亡调控基因的肿瘤细胞，并对这些肿

瘤细胞在体内的生物学行为进行观察，可确定这种

凋亡调控基因的功能。GH%$I&,& 等［B］用含 %H, 基因
的 3637肿瘤细胞和不含 %H,基因的 5JK <L<肿瘤细
胞分别注入小鼠的门静脉，结果显示 3637 细胞在
肝窦内异常增生，而 5JK <L< 细胞因凋亡而难以形
成转移灶。提示 %H,基因具有抗凋亡的作用。
肿瘤细胞浸润是肿瘤细胞粘连、酶降解、移动和

基质内增殖等一系列过程的表现，其根本原因在于

肿瘤细胞内某些基因表达异常。利用 123的示踪
特性，研究肿瘤细胞内某些基因异常表达与肿瘤细

胞浸润的关系，即可揭示肿瘤细胞浸润的某些机制。

何诚等［!］为研究 ’A7<FK"对肿瘤细胞侵袭能力的影
响，将 ’A7<FK"F123分别转染 @!4、@!M人肺巨细胞
癌，结果转染 ’A7<FK"的 @!4、@!M细胞体外侵袭能
力明显低于未转染组。提示 ’A7<FK"具有抑制肿瘤
细胞体外侵袭的能力。

二、在肿瘤生物学行为研究方面的应用

研究肿瘤生长、浸润和转移的传统方法是将载

瘤动物分阶段处死，做成光学或免疫组化切片进行

观察，或采用 ML、NML、OPJ、3NL等影像仪器进行检
测。为了详细了解肿瘤的生物学行为特征，即使使

用大量的动物和昂贵的设备，也难以对肿瘤细胞的

生长、瘤体形成过程进行连续、动态的观察。曾有报

道将标记了荧光染料的肿瘤细胞经血管注射到动物

体内，研究转移病灶形成过程，但由于标记后肿瘤细

胞的荧光信号很易衰减，加上肿瘤细胞分裂，通常 7
C < Q后便难以显示或跟踪经荧光标记过的肿瘤细
胞［9］。为了克服上述缺陷，RH’$等［>］建立了一种在
活体内可连续、重复、动态观察肿瘤细胞生长及瘤体

形成过程的方法。首先把 123转染到肿瘤细胞上，
然后原位移植至裸鼠体内，采用 ST"7立体荧光显微
镜，以 4B7! U 9#、B>#4MDP双色滤片过滤后的蓝光作
为激发源，直接观察活体内原位瘤的生长和转移过

程，通过附于显微镜上的摄像装置摄像，图像同步输

入计算机存储并分析，获取裸鼠全身瘤灶的影像。

也可不利用 ST"7立体荧光显微镜，而将裸鼠放入携
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有 !"# $% 蓝光的箱子里，通过（&’()*+,&-./0+1 1+,
23&+，445）相机直接摄像获得。采用这些方法，他
们在体外观察到了脑、肺、纵隔、肝、胃、肠、骨骼和腹

腔淋巴结内的瘤灶。初步经验显示，荧光的强弱与

肿瘤大小、深度有关，肿瘤位于皮下 # 67 %%时，可检
测到的最小瘤灶为 7"!%；距皮下 8 6 8 %%时，能够
检测到的瘤体约为 9 6 : %%；深在部位的肿瘤，其所
发出的荧光由于受周围组织，尤其是皮肤的干扰，小

的瘤灶常难以显示。为此，;($*等［:］在欲检测的器
官做一个可逆性的皮瓣，观察时打开皮瓣，建立一条

荧光通路，大大提高了检测的敏感性，从而可检测出

脑内、肝内单个肿瘤细胞，以及由数个肿瘤细胞形成

的肺内微小瘤灶。

三、在检测肿瘤血管形成方面的应用

肿瘤血管形成是肿瘤生长、浸润和转移的必备

条件，如果没有新生血管供应营养，肿瘤达到 9 < 8
%%的直径将不再增大。因此，测定肿瘤内微血管
密度（%3&)-2+==+0 1+$>3=3>?，@A5），可以判断患者预
后，通常测定 @A5的方法是以抗血管内皮细胞抗体
显示血管，计数阳性染色的新生血管数目。由于切

片固定和脱水过程中可出现组织体积和形状的改

变，采用免疫组化法获得的 @A5值可靠性较差［"］。
B$$(等［9#］将 CDE转染 "F胶质瘤细胞后接肿于大
鼠脑内，8周后处死大鼠，行鼠脑切片和荧光显微镜
观察，无荧光标记的暗区（G0-&H =/->=）为肿瘤血管
区，由此计数肿瘤内的 @A5。此法操作简便，结果
可靠。最近，;($* 等［99］将 CDE 分别转染 E4I、JK,
E4I、@5B,@J,!I7前列腺癌细胞和 F+L3=肺癌细胞，
然后原位移植至裸鼠体内，采用 FM98立体荧光显微
镜对移植瘤进行适时观察，瘤内肿瘤血管在荧光的

对照下异常清晰，可以在活体内动态监测肿瘤血管

的形成和发展。

四、在观测抗肿瘤疗效中的应用

CDE作为一种报告基因，转染肿瘤细胞后，将随
着肿瘤细胞的分裂、生长而传给下代，也将随着肿瘤

细胞的死亡而消亡。根据这一特性，人们已将 CDE
应用于抗癌药物的疗效评价、肿瘤耐药机制的研究。

4’(%G+)=等［98］将 CDE转染卵巢癌细胞 NOPAI，在筛
选出的阳性细胞内加入抗癌药物阿霉素，结果大部

分肿瘤细胞荧光消失，并且证实失去荧光的肿瘤细

胞均已死亡。随后的体内实验结果也与体外实验一

致。Q-RR%($［9I］用 CDE转染的肿瘤细胞建立了 9#余
种大鼠原位移植瘤模型，并已用于多种药物的疗效

评价。这些模型不仅可以动态观察药物对肿瘤细胞

生长的影响，还可以连续检测药物对肿瘤细胞侵袭

和转移的影响，是进行新药筛选、药理作用探讨的标

准模型，有望成为临床前和临床实验的桥染。

五、CDE在肿瘤基因治疗中的应用
肿瘤基因治疗的关键在于目的基因的高效转染

和表达。既往常采用",半乳糖苷酶、荧光素酶检测
目的基因的转染和表达效率，但两者均有明显的缺

陷。前者要求固定组织或细胞，不能进行动态观察，

此外，某些组织或细胞内存在内源性的",半乳糖苷
酶，可干扰检测结果；后者需要荧光素做底物，而荧

光素随着时间的推移和肿瘤细胞的分裂会逐渐消

失，通常 8 < I 1 后便很难显示被标记过的肿瘤细
胞。CDE具有性能稳定、无需底物、能在活体内连续
检测的特性，并已成为检测目的基因转染效率和表

达方式的最佳报告基因［!］。D0->>+等［97］为了探索原
位动态检测目的基因转染效率的方法，将 B1,4@A,
CDE、BBA,4@A,CDE分别注入新西兰大白兔的支气
管内，于转染后的第 9I、89、I# 天，采用改装后能够
检测绿色荧光的纤维支气管镜进行观察，并于第 I#
天时处死动物行免疫组化对照分析，结果显示 CDE
能够准确地检测目的基因的转染效率。

综上所述，CDE具有无毒、性能稳定、无需底物
或辅酶和能在活体内动态观测等特性，为研究肿瘤

的发病机制、生物学行为、血管形成以及评价抗癌药

物的疗效和基因转染效率提供了一种简便可靠的观

察方法。

参 考 文 献

9 4.G3>> BJ，Q+3% S，B1(%= NS，+> (0 6 T$1+)=>(13$*，3%/)-23$* ($1
.=3$* *)++$ R0.-)+=&+$> /)->+3$6 U)+$1= J3-&’+% N&3，9""7，8#：!!:,
!77 6

8 Q+3% S，E)(=’+) 54，U=3+$ S;，+> (0 6 V(2+0+$*>’ %.>(>3-$= ($1
/-=>>)($=0(>3-$(0 (.>-K31(>3-$ -R *)++$ R0.-)+=&+$> /)->+3$6 E)-& W(>0 B,
&(1 N&3 TNB，9""!，"9：987#9,987#!6

I V-$* 4V，F++ B，N’3+$>(* F，+> (0 6 B/-/>-=3=：($ +()0? +2+$> 3$
%+>(=>(>3& 3$+RR3&3+$&?6 4($&+) S+=，8##9，X9；III,II: 6

! A()*’+=+ QY，5(231=-$ @U@，@(&5-$(01 Z4，+> (0 6 B&>32(>+1 )(= )+*,
.0(>+= >’+ /)-03R+)(>3-$ [ (/-/>-=3= G(0($&+ ($1 +()0? =.)232(0 -R 1+2+0-/3$*
%3&)-%+>(=>(=+=6 4($&+) S+=，8##8，X8：::\,:"9 6

7 何诚，贺平，朱运松 6 $%8I,Q9,CDE融合蛋白在人肺癌细胞株中
的表达及其对肿瘤细胞体外侵袭能力的影响 6中国生物化学与
分子生物学报，8###，9X：79,7X 6

X 4’(%G+)= BD，@(&1-$(01 Z4，N&’%31> ]]，+> (0 6 N>+/= 3$ >.%-)
%+>(=>(=3=： $+L &-$&+/>= R)-% 3$>)(23>(0 231+-%3&)-=&-/?6 4($&+)
@+>(=>(=3= S+2，9""7，9!：8\",I#9 6

\ ;($* @，J()($-2 ]，Y3($* E，+> (0 6 S+(0,>3%+ -/>3&(0 3%(*3$* -R /)3,
%()?>.%-) *)-L>’ ($1 %.0>3/0+ %+>(=>(>3& +2+$>= 3$ ( /($&)+(>3& &($&+)
-)>’->-/3& %-1+0 6 4($&+) S+=，8##8，X8：97I!,97!# 6

: ;($* @，J()($-2 ]，V($* YV，+> (0 6 53)+&> +K>+)$(0 3%(*3$* -R

—#\!— 介入放射学杂志 8##!年 9#月第 9I卷第 7期 Y Z$>+)2+$>3-$(0 S(13-0-*? 8##!，A-0 69I，W-67

 万方数据



!"#$%!& $"!$%’，&()*’ +’*,’%##-*!，"!,-*,%!%#-#，"!. )%&"#&"#-# *! -!/
&%’!"0 *’,"!# -! &1% 20(*’%#$%!& *’&1*&*+-$ )*.%0 3 4’*$ 5"&0 6$". 7$-
876，9::9，;;：<=9>/<=9; 3

; ?"!-,"@" 5，A( B，C-&#(- ?，%& "0 3 D("!&-&"&-*! *2 #-!(#*-./0-E% F%##%0
-! 1%+"&*$%00(0"’ $"’$-!*)"：-&# $0-!-$"0 "!. +’*,!*#&-$ #-,!-2-$"!$%3
G%+"&*0*,H，I;;J，9K：I9IK/I99< 3

I: 6!!" C，L.,’".* C，7-)*!*F" C，%& "0 3 5*F%0 ,0-*#"’$*)" $%00 0-!%
%M+’%##-!, ,’%%! 20(*’%#$%!& +’*&%-!：" )*.%0 2*’ N("!&-&"&-F% "##%##)%!&
*2 "!,-*,%!%#-#3 C-$’*F"#(0"’ O%#，I;;=，PK：I>P/IP< 3

II Q"!, C，R"’"!*F L，A- SC，%& "0 3 T1*0%/U*.H "!. -!&’"F-&"0 *+&-$"0
-)",-!, *2 "!,-*,%!%#-# -! *’&1*&*+-$"00H -)+0"!&%. &()*’#3 4’*$ 5"&0 6/
$". 7$- 876，9::I，;=：9KIK/9K9I 3

I9 B1"(.1(’- ?O，C*(!&V WC，O*,%’# RL，%& "0 3 A-,1&/U"#%. -)",-!, *2
,’%%! 20(*’%#$%!& +’*&%-!/+*#-&-F% *’"’-"! $"!$%’ M%!*,’"2&# .(’-!, &1%’"/
+H3 XH!%$*0 Y!$*0，9::I，=9：P=I/P=; 3

I< G*22)"! OC3 Y’&1*&*+-$ )%&"#&"&-$ )*(#% )*.%0# 2*’ "!&-$"!$%’ .’(,
.-#$*F%’H "!. %F"0("&-*!：" U’-.,% &* &1% $0-!-$3 Z!F%#& 5%@ [’(,#，
I;;;，IJ：<></<P; 3

I> \0%-! [，Z!.’"$$*0* 7，]*! O*)U# \，%& "0 3 O"+-. -.%!&-2-$"&-*! *2 F-/
"U0% ’%&’*F-’(#/&’"!#.($%. $%00# (#-!, &1% ,’%%! 20(*’%#$%!& +’*&%-! "# "
)"’E%’ 3 X%!% ?1%’，I;;J，>：I9PK/I9K: 3

IP ^0*&&% ?O，R%$E 7L，B1%#!(& \，%& "0 3 6 20(*’%#$%!$% F-.%*/%!.*#$*+H
&%$1!-N(% 2*’ .%&%$&-*! *2 ,%!% &’"!#2%’ "!. %M+’%##-*!3 X%!% ?1%’，
I;;=，P：IKK/IJ< 3

（收稿日期：9::</:</I9）

·病例报告·

全覆膜分叉形气管支架治疗食管气管瘘一例

殷世武 项延淼 叶录安

作者单位：9<::II 合肥市第二人民医院影像中心介入放射科

患者女，KP岁，9::<年 >月因进行性进食困难行食管吞
钡检查及胃镜检查，明确为食管中段鳞状细胞癌，病变长约

I9 $)，于 9::<年 J 月经伽玛刀治疗后进食状况有所缓解。
于 9::<年 ;月出现饮水呛咳，食管磺水造影示食管气管瘘，
瘘口位于气管隆突部位，食管扩张度良好（图 I）。
于 9::<年 I:月来我院行食管支架置入术后造影见瘘

口未能完全封闭，仍然存在瘘，I: .后复查支架出现下移，随
即取出支架，由于患者的食管狭窄不明显，且瘘口位于气管

隆突部位，考虑用食管支架封闭瘘口比较困难。决定换用气

管分叉形气管支架进行瘘口封堵术，该支架以 _形不锈钢丝
作为骨架，内外覆以硅橡胶膜。

手术经过：先行胸部 B?检查，明确该患者的气管及支气
管的管径。患者取仰卧位，在透视下经口直接气管插管置入

:3:<=英寸导丝至左主支气管内，沿导丝送入支架输送器的
导引鞘，退出导引头保留外鞘以维持呼吸道通畅，压缩气管

支架至输送器内管内。将内管置入外鞘内，电视透视下定位

适中后固定顶推管，后退外鞘，先将分叉型支架的长臂释放

于左侧的支气管内，短臂部分释放在气管内，向前推动支架，

使短臂进入右侧支气管。术后复查支架扩张度好，瘘口封闭

完全，进食水通畅（图 9）。
讨论 食管癌放疗后引起食管气管瘘是一种比较常见

的并发症，由于患者不能进食，且合并肺部感染等。目前大

多数均可以用食管支架置入来封闭瘘口，但对于瘘口位于气

管隆突部位的患者单独放置气管或支气管支架瘘口不容易

封闭成功，如果放置气管支架容易移位引起支气管开口阻

塞。采用全覆膜气管分叉型支架治疗气管瘘可以根据 B?显
示气管和支气管的管径定制合适的支架，便于封闭瘘口，减

少术后的反应。

图 ! 食管吞钡示食管中段癌合并食管气管瘘，瘘口位于气管隆突

部位

图 " 气管支架置入后瘘口封闭良好

采用三套管支架释放系统，外套管在释放支架前留在气

管内，保持呼吸道通畅，减少了术中患者限制通气的时间，使

得释放支架更加安全、简便易行，易于被患者接受。

（收稿日期：9::>/:=/9<）
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