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肝癌是发病率很高的恶性肿瘤之一，全世界每

年新增病例超过 $"" 万例，尤以亚太地区居多。该
病的预后极差，传统治疗方法疗效有限 >$?。近年来，

随着分子生物学、病毒学及遗传学的发展，人们研

究发现肝癌的发生有遗传易感性基础，因此，针对

肝癌研究进入到基因水平，8@A 是重要的抑癌基因。
本研究以兔 3B!移植性肝癌模型为动物模型，以脂
质体为基因载体，经导管动脉内注入脂质体与 8@A
基因的复合物，探究动脉内输注脂质体与 8@A 基因
复合物的可行性及转染和表达情况，现将结果报道

如下。

经导管动脉注入脂质体介导的 8@A 基因治
疗肝癌的实验研究

朱光宇， 卢 勤， 滕皋军， 魏晓莹， 郭金和， 余 辉， 邓 钢，

何仕诚， 方 文， 李国昭

【摘要】 目的 以兔 3B!肝癌模型为对象，探讨经导管动脉注入脂质体介导的 8@A 基因治疗肝癌的
可行性及转染和表达情况。方法 将 8CD3E9F;E!@A质粒、阳离子脂质体 G081H*;)ID’56以及 8CD3E9F;E
8@A和 G081H*;)ID’56的复合体分别注入兔 3B!肝癌模型的肿瘤供血动脉，并提取肿瘤组织蛋白，采用蛋
白印迹法及免疫组化检测基因转染及其表达。以不同量的 8CD3E9F;E8@A与 G081H*;)ID’56 形成的复合
体分别注入兔 3B! 肝癌模型的肿瘤供血动脉内，同法检测基因的转染及其表达。结果 脂质体介导的
8@A基因经动脉途径成功转染了兔 3B! 肝癌模型的肿瘤组织并进行表达，其转染效率明显高于单纯基因
导入，基因的量与转染效率之间存在量效关系。结论 经动脉途径导入脂质体介导的 8@A 基因治疗肝癌
是可行、有效的，具有广阔的应用前景。
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! 材料与方法
$4$ 材料与试剂
$4$4$ 实验试剂 真核细胞表达质粒 67839:;<9
6=>由东南大学医学院生化实验室构建，大肠埃希
菌 ?@=! 菌株为本实验室保存菌株，阳离子脂质体
A061B*<)C8’5D 为 721()*<E 公司产品，质粒提取试
剂盒为 -1<E* 公司产品，蛋白提取试剂盒为南京凯
基生物科技发展有限公司产品。

$4$4! 实验动物 新西兰大白兔 F" 只由南京金陵
种兔场提供，雌雄不限，体重 !4= G >4= HI，平均（!4J K
"4F）HI。3L!肿瘤细胞株由江苏省人民医院苗毅教
授惠赠。

$4$4> 实 验 设 备 及 器 械 影 像 设 备 ：7M 机
（ND@0O6**/ <) P 0），8- 机（8.+<1(0，$4= M），?QC（ND
’55R3C >$""）；介入用器械：F S Q1B)93T 导管和鞘
管（U1O)1( Q<0*()0B0<，71+/0O，VQC），FS导管、导丝、穿
刺系统、F S鞘管和 > S QW 导管（MT+1:T，&.6.(），对
比剂为欧乃派克（R:(06.XT*，>"" :I’ P :2）。
$4! 实验步骤
$4!4$ 质粒的扩增纯化 采用 7.72! 转化法将
67839:;<96=> 质粒导入大肠埃希菌 ?@=! 菌株，
用含氨苄西林的 AU 平板培养基培养，选择挑取阳
性菌落，接种于 AU 培养液中，振荡培养过夜。按质
粒提取试剂盒说明书操作步骤进行质粒提取纯化，

并测序鉴定。

$4!4! 3L! 自体移植肝癌模型的建立 将 3L! 肿
瘤细胞接种于兔后肢皮下成瘤并传代。待瘤体长至

! G > <:>，采用外科方法将肿瘤取出，置入 F Y生理
盐水。将瘤周组织和肿瘤包膜剥离干净，除去坏死组

织，切取靠近瘤体边缘的灰白色鱼肉样组织，于超净

台中用无菌眼科剪剪成约 $ :: Z $ :: Z $ :: 大
小的瘤组织块，$ :2 注射器抽吸备用。实验兔均采
用 $[戊巴比妥钠（> :2 P HI）麻醉，剑突中下 $ P > 略
偏左作约 ! <: 长纵行切口，打开腹腔，暴露肝脏，
轻压腹部挤出肝脏左叶，用盐水纱布将其拉出体外\
注入备用瘤组织块约 "4J :2 后局部压迫 $= G !" O
后，确认穿刺点无液体渗出，将肝脏回纳腹腔，逐层

缝合切口，所有实验兔均经耳缘静脉注入青霉素 J"
万 T预防感染。
$4!4> 影像学检查 肿瘤接种后 $、! 周内分别行
8-’ 和（或）7M平扫及增强扫描\了解成瘤与否及所
成瘤体的大小、形态、数量及增强表现。7M 及 8-’
检查时各实验组荷瘤兔所用扫描参数及对比剂类

型、总量及注入速度均相同，7M增强时选用非离子

型对比剂欧乃派克（R:(06.XT*，>"" :I’ P :2），对比
剂剂量为 = :2（> :2 欧乃派克加 ! :2 生理盐水），
注射速率为 "4> :2 P O。8- 主要采用 M$]’、M!]’ 及
?]’序列。实验兔扫描前禁食 F E，扫描体位为俯卧
位，头先进，所有实验兔均在深度麻醉下采集图像

以保证图像清晰。

$4!4F 介入技术
$4!4F4$ 与对照组的比较研究：选取肿瘤直径约
> <: 的荷瘤兔 $= 只，随机分成 > 组，每组 = 只，所
有实验兔均在肿瘤肝脏移植 ! 周后行股动脉置鞘
后插管检查和治疗操作。C 组：=[葡萄糖液 ="" "2
与 A061B*<)C8’5D F" "2 混合后静置 $" :0(，经导
管注入肿瘤供血动脉；U 组：=[葡萄糖液 ="" "2 与
67839:;<96=> $" "I，混合后静置 $" :0(，经导管
注入肿瘤供血动脉；7 组：=[葡萄糖液 ="" "2 与
A061B*<)C8’5D F" "2 混合后静置 $" :0(，加入
67839:;<96=> $" "I 后静置 !" :0(，经导管注入
肿瘤供血动脉。

$4!4F4! 6=> 基因的量与转染效率的关系研究：选
取肿瘤直径约 > <:的荷瘤兔 $J 只，随机分成 %组，
每组 > 只，所有实验兔均在肿瘤肝脏移植 ! 周后行
股动脉置鞘后插管检查和治疗操作。各组所用6=>
的量分别为 " "I、#4= "I、$" "I、$= "I、!" "I和
>" "I，首先将与 6=> 质量比为 > ^ $ 的 A061B*<)
C8’5D分别与 =[葡萄糖液 ="" "2 混合后静置
$" :0(后加入相对应的 67839:;<96=>，静置 !" :0(，
经导管注入肿瘤供血动脉。

$4!4= 基因转染及表达情况的检测 上述两部分
研究的实验兔均于术后饲养 FJ E 后处死，取肿瘤组
织，部分肿瘤组织按试剂盒说明书提取组织蛋白，

蛋白印迹检测基因转染情况，部分进行 @D 染色及
免疫组化检查，了解肿瘤组织病理结构及 6=> 基因
在肿瘤组织内的表达情况。

" 结果
!4$ 质粒的制备
按照上述方法制备的质粒 67839:;<96=> 经过

纯化后测序鉴定结果表明所制备的质粒完全符合

实验要求。

!4! 动物模型的建立情况及影像学检查结果
F"只实验兔中死亡 ! 只（麻醉意外死亡 $ 只，

腹泻死亡 $ 只），存活兔经影像学检查证实移植均
获成功，其中 >% 只所成肿瘤为孤立病灶，未见有肝
内及远处转移，!例出现腹腔及肺部转移。病灶直径
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!46 基因治疗的结果
!464$ 介入操作及实验动物情况 两组共 66 只荷
瘤兔均成功施行经股动脉的肝动脉插管并超选至

肿瘤供血动脉内，造影证实后成功注入实验试剂，

术后所有实验兔均存活，78 9内无动物死亡。
!464! 与对照组比较研究的结果 :、;、< 6 组的
肿瘤组织在转染后 78 9 蛋白印迹法检测均可见特
异性 =>6 蛋白表达，但三者之间存在显著的浓度梯
度差异，各条带用 ?.@ A1+B 74> 软件进行光密度半
定量分析的结果亦证实三者之间存在显著性差异。

免疫组化检查表明三组在 =>6 基因蛋白表达产物
上有显著性差异。

!4646 =>6基因的量与转染效率的关系研究结果
不同剂量的 =<C3DEFGD=>6 与 ?0=1H*G):C’5I 形成
的复合物转染荷瘤兔 78 9 后，所取的肿瘤组织进
行 A*J)*+( ;21) 检测均可见特异性 =>6 蛋白表达，
但 =>6 基因的量与转染效率之间表现为曲线关系，

当 =>6 的量小于 $" !K 时，随着 =>6 的增加，转染
效率逐步增加，当 =>6 的量大于 $" !K 时，转染效
率保持相对稳定。用 ?.@ A1+B 74> 软件进行光密度
半定量分析的结果亦证实这一趋势。免疫组化检查

表明 =>6 基因蛋白表达产物亦有上述趋势（图 #L
$"）。

! 讨论
3M! 肿瘤是由 N91=* 病毒在兔皮肤上诱发而

产生的乳头状瘤，在组织学上属鳞状细胞癌，经 #!
次传代后仍可在兔体内移植的转移性肿瘤 O!P，具有

很强的侵袭转移能力。因其肿瘤血供丰富，类似人

类肝细胞肝癌，常用于肝肿瘤影像诊断学、抗癌药

物药动学和肿瘤治疗学的临床前研究 O6P，兔 3M! 肝
癌模型的应用使得原来停留在体外离体细胞的相

关研究进入到在体研究阶段，其研究结果更接近人

体的实际环境，更接近临床，对临床研究更具有指

在 6 GE左右的荷瘤兔有 6> 只。接种 ! 周后 <Q 或
C- 扫描均能显示肿瘤。<Q 平扫多呈等或低密度
区，坏死区呈更低密度，增强扫描表现为边缘明显

环状强化或非均匀强化，坏死区无强化。C-’ 显示

肿瘤实质部分 Q$A’ 表现为均匀低信号，Q!A’ 为稍
高信号或混杂信号，边缘清楚，坏死部分呈长 Q$ 长
Q! 信号影，RA’ 上瘤灶呈明显高信号，边界清晰，
坏死区呈低信号（图 $L%）。

图 ! C-’ Q!A’ 示病灶呈略高混杂信
号，坏死区呈高信号

图 " 荷瘤兔 <Q平扫示病灶为低密度 图 # <Q增强扫描示病灶周边环形强化

图 $ 肿瘤组织病理所见（SI T 7""）图 % RN:示肿瘤血管丰富，染色明显 图 & 病灶大体观
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导意义，本研究应用兔 36!肝癌自体移植模型发现
该模型制作简便、复制稳定、成瘤周期短，价格低

廉，是合适的肝癌基因治疗的动物模型。

789是重要的抑癌基因，是目前抑癌基因研究
中最令人瞩目者。在人类肿瘤中，789变异是最普遍
的遗传异常，约半数以上人类肿瘤存在 789 基因的

改变，而肝癌中超过 8":存在 789基因突变，在9%:
的进展期肝癌中发现 789 基因的突变和缺失，因而
该基因被认为与肝癌有相关性 ;<，8=，许多学者发现导

入野生型 789 基因可以抑制体外培养的肿瘤细胞，
同时对 活 体 的 肿 瘤 组 织 亦 有 较 好 的 抑 制 作

用 ;%>?=，研究发现 789 基因主要通过下调原癌基因蛋

图 ! @、A、B 三组肿瘤组织免疫组化结果示 789 蛋白表达由弱渐强（C <""，阳性表现为细胞核中棕黄色染色）

图 "# 789的量分别为 "、#48、$"、$8、!"和 9" !D转染的肿瘤组织的免疫组化，结果示自 " E $" !D阳性率逐渐增高，自 $" E 9" !D阳性率相近

图 $ 组织提取蛋白蛋白印迹法检测结果（@：F071G*H)
@I’5J；A：7BI3>KLH>789；B：F071G*H)@I’5J M 7BI3>
KLH>789）下图为相应条带的光密度比值

图 % 组织提取蛋白蛋白印迹法检测结果（$E% 组 789 的量
分别为 "、#48、$"、$8、!" 和 9" !D，与相应脂质体的质量比
为 $ N 9），下图为相应条带的光密度比值
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白的表达，抑制 6728! 蛋白，增加线粒体膜的通透性
而引起细胞的凋亡来治疗肿瘤，同时野生型 9:; 可
以减少 <8糖蛋白的表达而提高肿瘤细胞对化疗药
物的敏感性，因此，野生型 9:; 基因的回复被认为
是肿瘤有希望的治疗方法 =$"，$$>，目前常用的基因治

疗方法包括瘤体内注射及静脉用药，本研究结果显

示，经动脉途径导入 9:; 基因后蛋白印迹法检测证
明 9:; 基因成功转染了肿瘤细胞，免疫组化检查亦
检测到相应的蛋白表达，说明经动脉途径导入 9:;
基因是可行且有效的。

单纯基因的转染效率低下，不能满足临床基因

治疗的需要，合适的载体是提高临床疗效和保证治

疗安全性的必要因素，理想的基因转导载体应具有

安全性好、转染特异性强、转染率高和操作简便等

特点=?>。以往常用的是病毒类载体，包括腺病毒及逆

转录病毒，虽然病毒类载体具有转染效率高的优

势，但腺病毒载体在使用过程中可引起急性感染及

导致宿主体内的特异性免疫反应，加之 @5A 不整
合到宿主细胞的染色体，因此表达时间短，逆转录

病毒只能感染分裂复制的细胞，因而对高分化而不

分裂的细胞就不能实施基因转移，逆转录病毒在辅

助细胞中有同源重组为野生病毒而引起恶性转化

的风险，同时其介导的基因转移操作复杂，技术要

求高，因而限制了病毒类载体的广泛应用=$!，$;>。

非病毒载体，主要是阳离子脂质体，是一种人

工合成的单层或多层磷脂双分子层组成的封闭环

形囊状结构，将 @5A 包在中心水相空间而转运的
结构，脂质体作为载体时宿主体不会出现外源性病

毒基因所致的特异性免疫反应，这是病毒载体无法

避免的，同时该方法具有操作简便、携带外源基因

大小不受限制、表达时间较腺病毒载体长、分裂期及

非分裂期细胞均可被转染等特点，另外，该载体的注

入方式多样，可经静脉注入、经导管或瘤体直接注

入，因此是目前在实验研究中广泛运用的载体系

统=$?>，有研究表明，阳离子脂质体与基因组成的复合

物可以避免血液成分中红细胞及网状内皮系统对

基因转移系统的影响，扩展基因的循环范围，增强

对转移病灶的治疗，同时还可以降低不良反应，复

合物还具有很强的稳定性，因而有望取代病毒类载

体成为基因治疗的新型载体。已有动物实验证实静

脉应用脂质体作为载体具有较好的疗效 =$:，$%>，本研

究表明，运用脂质体作为载体较单纯导入基因具有

更高的转染效率，同时在一定范围内，基因的量与

转染效率成正比。另外，本研究还说明经动脉途径

导入基因同样可得到较好的转染效果。

在对转染效率的检测方法上，以往采用 <B-
法，显示特异性 <:; 的蛋白条带，但此方法仅能定
性分析，本实验采用蛋白印迹法检测法除了能通过

条带直观地显示 <:; 蛋白条带，还能通过 C.D E1+F
?4: 软件进行光密度半定量分析，能够更加准确地
了解转染的效率，另外，本研究还对肿瘤组织进行

了免疫组化检查，从病理学角度观察 9:; 基因转染
后的蛋白表达情况，使得对 9:; 转染效率的检测更
加全面、准确。但上述方法只是针对离体的肿瘤组

织进行检测，不能实现在体检测，有研究利用放射

自显影的方法，将碘化钠标记到 9:; 基因上，在体
外用 !相机来测定 9:;基因的转录及表达情况。另
外，有学者将超顺磁性的探针标记在载体和基因组

成的复合物上，通过磁共振成像的方法追踪基因的

转染与表达，这些方法的应用将会使得在体检测基

因的转录与表达成为可能，必将加速基因临床应用

的进程。

综上所述，利用兔 3G!移植肝癌模型进行肝癌
动脉内基因治疗的研究是可行的，脂质体作为一种

基因治疗的载体可以明显提高基因的转染效率，在

一定范围内存在量H效关系，可经蛋白印迹法及免
疫组化检测，为临床应用提供了科学的实验数据，

但脂质体作为一种载体，其转染效率较病毒类载体

低，因此，提高脂质体转染效率的方法还有待进一

步研究。
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