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抑制恶性胶质瘤

诱导 内 皮细胞血管生成能力 的体外研究
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摘 要
： 目 的 通过 细胞 培养 及 干扰 技术探讨类 表 皮 生 长 因 子域 在 恶 性 胶 质瘤 血 管 生成 中 的

作 用和 机制 。 方法 培 养技术 建立 共 培养 系统
， 体外模 拟恶性胶 质瘤 与 内 皮 细胞 的 相 互 作 用 ；

并

通 过 构建靶 向 基 因 的 慢 病毒 载体抑 制 和 细 胞中该 基 因 的 表达 。 通 过内 皮 细 胞增 殖 、

粘附 、 迁移 及成 管实 验检测 该基 因 在体外 恶性胶 质瘤微 环境 中 对血管 生成 的影 响 。
结果 沉 默 基因 表达

后 ， 生 长 出 现 暂时性 减缓 ， 但很 快 恢复正 常增 殖状 态 ， 而且 内 皮 细胞 的迁移能力 不受影 响 ， 但 是 内 皮细 胞的粘 附能

力 明显 受到 抑制
；
成 管实验 发现 ， 基 因 沉默 后 内 皮细 胞 不 能形 成 毛 细 血 管样 结构 。 结论

可 通过 调节 内 皮细 胞 的 粘附 性 而在 恶性胶质瘤 血管 生成过 程 的血管 管 腔形成过 程中 起 着关 键性 调控 作用 。
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脑 胶质 瘤 是 由 神 经外 胚 叶 衍 化 而来 的 胶 质 细 胞发 生 的 恶性肿 瘤
， 发 病 率 占 颅 内 肿 瘤 的 第 一 位 。
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虽然 近 年医学技 术取得 了 令 人瞩 目 的进 步
，
但是 恶 究 上下 层 细 胞 之 间 相 互 作 用 。 聚 碳酸 酯 膜 的 孔 径

性胶 质 瘤患 者的 预后 并没得 到多 大改观
， 其平 均生 若小 于

， 细 胞不 能 通 过 但细 胞分泌 的 物 质

存期 仍然只 有 个 月 。 胶质 瘤 的 生 长及 侵袭 可 以 通 过 ，
常 用 。 若 膜的 孔 径 大 于

依赖 于血管形 成
，
持续 的 血管 增殖被 认为是胶 质瘤 则 上室 的 细胞 在 下 室 细 胞 的 趋化 作 用 下 会穿 过 此

一个重 要 的 恶 性 特 征⑴
，
肿 瘤 血管 生 成 的 机制 复 孔 向 下 迁移 。 实 验分组 ： ①正 常 阴 性 对照 （ 即

杂 ， 寻找 具有 调控血管 生成 的关键性靶点 具有 重要 正 常培 养未 加 任 何 干 预 措施 。 ②含 普 适 性 阴 性 对

的意 义 。 类表皮生 长 因 子域 照 序 列 （ 的 慢病 毒感染 和 细胞 。

是新 近 发 现 的 内 ③含 有 效靶 点 序 列 （ 的

皮细 胞 源性 血管 生成调 控 因 子 ， 在 胚胎发 育 过 程 中 慢 病毒 感染 和 细 胞 。

高 表达 ， 在胚胎血 管 发 育 的 管状 形 成过程 中 起着 关 慢 病 毒 载 体 构 建 及

键性调 控作 用 。 它 在成人 除 肺 、 卵 巢 、 子宫 等 富 血 感 染 及 前期 本 课题组 已 成功 筛 选

管组织 外的 大部 分 组织 中 不表 达 或 弱表 达 。 继 出 基 因 干 扰 的 有 效 靶 点 。

等 及本 课题 组 分别 发 现 在 慢 病毒 载体 构 建及感 染 细 胞

肝癌和 恶性 胶质瘤 中 存在高 水 平 表达后 ， 越来 越 多 方 法见 参考 文献 。

的证据 显 示 基 因 在 多 种 人 类 恶 性 增 殖 能 力 检测 （ 法 ） 收集 对

肿 瘤 中 被 重新激 活 。 本 研 究 拟进 一 步 采 用 小 数 期 细 胞 ， 调 整 细 胞 悬 液 浓 度
， 细 胞 培养 用 孔

干扰 技 术 （ 体 外 研 究 板
，
膜孔 径 畔 。 下室 接 种

，
每 孔

在胶质 瘤 血 管 生 成 中 的 作 用
，
阐 明 个

；

上 室 接 种 每 孔 含 细 胞 数

的在胶 质瘤 中 表 达 的 作用 和 机制 。 个 孔 ； 置 、 温箱 分开 培 养
；
待 两 种

材料与方法 细胞均 融合 达 以 上 时 进 行 共 培 养 ， 并 按实 验

细 胞培养 分 组要求进 行慢 病毒 感 染
，
继 续 培养

；
培 养后 、

人脐静 脉 内 皮 细胞株 及 人脑 星 型 胶 质 、 、 、 行 检 测 ； 小心 吸 去 上清 ，

细 胞瘤 细胞株 来 源 于 多 形性 胶 质 母细 胞 瘤 加 人 新鲜 培养 液
，
再加 入

级 ） 均 购 自 中 南大 学 湘 雅 中 心 实 验 室 细胞 溶 液 ， 继 续培 养 然 后 吸掉 上 清 ， 将

库 。 加 人 含 胎牛 血 清 的 培养 基 于 聚碳酸 酯膜 取下 置 人 孔 板 中 ， 每 孔 加 入

和 二氧 化碳 的温箱 中 培养 。 二 甲 基亚砜 ，
置 摇床 上 低 速振荡

， 使结 晶 物

主 要 仪器 和 试 剂 充 分溶 解 ， 弃 聚 碳酸 酯 膜
；
同 时 设置 调 零孔 （ 二 甲

购 自 美 国 公 司 。 相 关 基 亚 砜 ） ，
每 组 设定 复 孔

；
选择 波 长 ， 在

试剂 均 购 自 公 司 。 胎牛 血 清
、

酶标仪上测 定 各孔 光 密 度 （ 值 。

培 养基及 等 为 产 品 。 、 结 晶 粘 附及迁 移 能 力 检测 （ 结 晶 紫 法 ）

紫 为 产 。 大抽 为 生 产 。 按 准 备 细 胞 及 感染 病毒 。 感 染 慢 病毒

引 物 由 上 海 吉 凯基 因合 成 。 荧 光 显 微 镜 为 奥 林 帕 后 ，
收集 接 种 于 上 室

，
膜 孔 径 膜 的

斯公 司 产 。 蛋 白 电 泳 仪及 蛋 白 转膜 仪 为 上面经 鼠尾 胶原包 被 用 于粘 附实 验
，
每 孔 含

上 海 天 能 产 。 倒 置 相 差 显 微 镜 为 。 细 胞数 个 孔 ； 测定 前 ， 将 各实 验 组上室 置人

培养 板购 于 美 国 。 多 孔培 养 板 购 于 新 的 孔板 中
， 每孔 加 醋酸 脱色

， 充分

美 国 公 司 。 振 荡
，
每 组 设 定 复 孔

；
同 时 设 置 调 零孔 （ 醋

实 验 方 法 酸 ）
；
每 孔取脱 色液 … 加 入 孔 板 中 ， 在

共 培 养 及 实 验分 组 用 处 测 定 值 。 细 胞 迁 移 实 验 用 的 膜 孔 径 为

腿 培 养 技 术 建 立 共 培 养 系 统 ：
上室 内 接 种 为 每 孔 … 含 细 胞

将 小室放 人 孔 培养 板 中 ， 小 室 底 层 有 数 个 孔 ， 培 养 后 测 定 迁移 细 胞 数
；
吸

一张 通透 性 的 聚 碳 酸酯 膜 。 将 和 细 去 培养液 ， 用棉 签轻 轻擦 除上 室 聚 碳酸酯膜 内 侧 面

胞分别 种 在上 下 室 内
，
由 于 聚碳 酸酯 膜有 通 透 性

，
贴壁细 胞

， 用 漂洗两 次
，

多 聚 甲 醛 固

上下 层 培 养液 中 的成分 可 以 互 相 交换 ， 从 而 可 以 研 定 后续 结晶紫染 色步 骤 同 粘附 实验 。
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体 外 成 管 能 力 检 测 取 倍 体 积 软件

的 鼠 尾 胶原 ， 倍 体 积 的 培 养 基 ，
结 果

倍体 积 的 氢 氧化 钠和 倍 体积 的 胎牛 血清 ，
慢 病 毒 瞬 转 和 细胞 株

在 冰 盒上 无 菌 小瓶 内 迅 速 混 匀 ， 调 值至 左 含靶 向 基 因 的 序 列 的 慢

右 ； 收 集 对 数 期 细 胞 用 孔 板 培 养
，
膜 孔 径 病 毒 表 达 载 体 感 染 及 细 胞 小 时

。 调 整 细 胞 悬 液 浓 度 ， 先 在 下 室 接 种 后 ， 在 倒置 相 差荧 光显 微 镜 下 可 见感 染 细 胞 发 出 强

每 孔 个 ，
上室 接 种 细 胞 ， 烈 的 绿 色荧光 ，

感 染 率 ，
而 对 照 组 因 未 感 染

个 孔 ， 进 行 共 培养
，
如前 所述 进行 慢 病 毒 感 染 ； 置 慢 病 毒故 不 发 出 荧光 。 实 时 荧 光 定 量 检 测 结

、 温 箱 培 养 ； 待 细 胞 近 果 显 示 实验 组 与 对 照 组 相 比
，
两 种 细 胞 的

融 合 汇 集成 单 细 胞层 后 吸 除 培养 液
； 将 配制 好 的 胶 表 达 抑 制 率 均 以 上 。

原 凝 胶 加 入 下 室 覆 盖 层
，
每 孔 于 增 殖 活 性 的 变化

温 箱 继 续 培 养 ，
观 察 的 管状 加 人 后 活细 胞 生成 紫蓝 色 的 针状 结 晶 用

结 构 形 成情 况 。 二 甲 基 亚砜 （ 溶 解后在 酶标 仪上 测 定各孔

统计 分 析 值 。
组 在 后增 殖 能 力 明 显 低 于 两

用 统计 分 析 软 件 包 处 理 数 据 ， 数 据 对 照组 ， 此状 态 一直持续 至第 ； 第

以 工 ± 表 示
，
检 验 水 准 （ 。 根 据 数 据 资 料 时 又恢 复 至 对 照组 水 平 。 组 与

的 特 征 ， 采 用 单 因 素 方 差 分 析 ， 检 验 进 行 两 组无 明显 差 异 （ 。 见 图 。

两 间 显 著 性 分 析 。 图 像 分 析 采 用

—

—

图 对 细 胞 增 殖 能 力 的 影 响 组 在 后 增 殖 能 力 明 显 低 于

两 对 照 组
，
此 状 态

一

直持 续 至 第 尸
；
第 时 又 恢 复 至 对 照 组 水 平

（
尸

，

“

对 比

组
， ， ； 代 表 细 胞 的 正 常 阴

性 对 照 组
， （ 代 表 普 适 应 性 阴 性 对 照 序 列 的 慢 病 毒 感 染 细 胞 ， （ 代 表 含

有 效 靶点 序 列 的 慢 病 毒 感 染 细 胞

粘 附 、 迁 移 能 力 的 变 化 值 分别 为 ± 和 ±
，
均

在 及 两组 中
，
接 种 后 其 结 晶 紫 明 显 高 于 组 （ ±

，
表明
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E g
fl 7  s i R N A 可 明 显 抑 制 的 粘 附 性 默后 内 皮 细 胞 不 能形 成 毛 细 血 管 样结构 。 结 果 提

； 但 时 检测 三组 细 示 可 通 过 调 节 内 皮 细 胞 的 粘 附 性

胞迁移 无显 著差 异 ，
表 明 对 而在胶质 瘤血 管 生 成过 程 的 血 管管 腔 化 中 起 着 关

的 迁 移能 力 无 明显 影 响 （ 。 键性调 控 作 用 。

成 管 能 力 的变化 是新 一 发 现 的 血管 活 性 因 子
，

加 人 鼠尾胶 原 后 ， 及 组 均 可 见 在生理 或 病 理性 血 管 生 成 中 可 重

细 胞 出 现变 形 ，
大多 呈 长 梭 形 ， 伸 出 较 长 的 伪 新被激活 而参 与 血 管 生成 ， 这 也 提 示在 某 些 血管

足 。 与 未 加胶 的 普通 培养 相 比 ， 细 胞伸 展
， 依赖 性 的 恶 性肿 瘤 中 它 的表 达可 能被 重 新 激活 ， 在

胞体变 成 细 长形 。 随着 培 养 时 间 的 延 长 ， 变 形 的 细 肿瘤 的抗 血 管 生 成治 疗 中 是 一极 具潜在 价 值 的 靶

胞 不断运 动 ， 并逐渐 出 现 纵 轴 一 致 的 群 集 性现 象 。 点 ， 因 而 近 三 年 ￡ 与 肿 瘤 发 生 发 展 的

后 已 可 见 明 显 的 单层 围 成 的 毛 细 血管 相关性研 究 备受 重 视 。 除 了 在胶 质瘤 中
，
研究表 明

管 腔样结 构
，
并 逐 渐增 加 。 后 管腔 结 构 仍较 明 在人 体多 种 恶 性肿 瘤 中 存 在 表达 ，

显 。 与 两 对 照 组 相 比 ， 组 一 直未 见 管 状 结构 形 并促进肿 瘤 的 侵 袭 和 转 移 能 力 ，
且 与预 后 不 良 相

成 。 采 集 的 图 像 经 量化 分 关 。 自 从 提 出 了 肿瘤 生 长 血 管 依 赖 性

析 后 发现 ，
及 组 管 状 结 构 相 对 面 积 分 别 为 理论 ，

指 出 肿瘤 血 管 生 成 是 肿 瘤 迅 速 成 长
、
侵 袭 和

± 和 ± 管 型 数 分别 为 转移 的关键 。 血 管 新生 是 肿 瘤 侵 袭 和 转 移 的 前 提

± 和 ± 组 均 为 。 两 组 和基础 这 一 观点 已 取 得共识且为 大量研究 所证实 。

间相 比 无 明 显 差 异 （ 。 本研究 表 明 可 通 过 调 节 胶质 瘤 的

讨论 血管生 成 能 力 ， 在 促 进 脑胶质 瘤 的 恶性 进 展 中 发 挥

如 其它 实体性 肿 瘤 一样
，
胶 质 瘤 的 生 长 高 度 依 作用 ，

该研 究 进一 步 阐 明 了 在 人 脑

赖持 续 的 血 管 生 成 。 本 课 题 组 在 前 期 研 究 中 发 恶性胶 质 瘤 中 高 水 平 表 达 的 意 义 和 机 制 。

现 在人 脑 恶 性胶 质 瘤 血管 内 皮 细 在人脑 胶 质 瘤 恶 性 化 特 征 中 的 分 子机 制

胞及肿 瘤 细 胞 中 均存在 高 水平 表达 ，
并 且与 肿瘤 的 尚 未检 索 到 相 关 报道 。 但 有 研究 发 现

恶 性程 度 、 增 殖及 血管 新生 有 着 密切 的 正 相 关性 。 通过 激活 增 加 局 部 粘 着 斑 激 酶 （

用免疫 组 化 及实 时 荧光定 量 检 测 到 人 源 多 形 的 磷酸化水 平
，
而 促进 内 皮 细 胞的 迁移 及 肝癌 的 转

性胶质 母 细 胞 株 也存 在该 基 因 的 高 表 达 ， 这 移 。 在 果 蝇 中 与 整 合 素 配 体

表 明 非 内 皮 细 胞 特 异 性分泌 ，
胶 质 形成复 合体 而 调 节 整 合 素 的 活 性

， 整

瘤 细 胞 也 可 合成该蛋 白
，
但 它 的作 用 及 分子 机制 尚 合 素与 的 结 合 可 以 激 活 信号 通 路 。 人体

不太清 楚 。 本研 究 通 过 技 术 建立 了 中 该基 因 在 细胞 外 基 质 与 整 合 素 结 合
，
参 与

与 的共 培养 系 统 ，
从而 在 体外 构 建 胶质 瘤 血管 形 成 。 在 胚 胎 血 管 发 育 及 血 管 损 伤 修 复

细 胞与 内 皮 细胞 相互作 用 与影 响 的 微生 态环境 ，
以 时 ， 的 功 能 主 要 是 在 脉 管 发 育 过 程

单独分 析 特 定 因 子 的 作 用 及机 制 。 中 管状 结构 的 形 成 中 起着 关 键作 用 。 其 主 要 作 用

前期 本 课 题 组 采 用 小 干 扰 技 术 构 建 了 靶 向 机制 可 能 与调 节 血 管 内 皮 细 胞 的 群 集 性 迁 移和 时

基 因 的 短 发 夹 结 构 慢 病毒 绿 空排 列 相 关 。 在 本 研 究 中 发 现

色荧光 蛋 白 表 达 载 体
， 对 及 细 胞 的 基 因 沉 默后 ， 恶性胶 质瘤 细胞 株 诱导 的

基 因 可 产 生 显 著 特 异 性 的 沉 默 作 血 管生 成 能 力 明 显 受 到 抑 制 ， 并影 响

用
、

。 在 此基 础 上
，
本 研 究 旨 在 进 一 步在 体外 探 的粘 附性 ，

表明 参 与 胶 质 瘤 血管 生

索 在 恶 性胶 质 瘤 诱 导 内 皮 细 胞 血 成调 控 是其作 用机 制 之一

。

管 生 成 中 的 作 用 和 机制 ， 结 果 发 现 沉 默 生 理及病理 性血管 生 成 中 ， 内 皮 细 胞迁 移是 重

基 因 表 达 后 ， 生 长 亦 出 现 暂 时 性 减 要 的一 个步 骤 ， 但 本研究并没发 现如 实 验 前所预 期

缓 ， 但很快恢复 正常 增 殖 状 态
， 而且 内 皮 细 胞 的 迁 影 响 内 皮 细 胞 的 迁 移 能 力 ， 而 是 在

移 能 力 亦不 受影 响
，
但是 内 皮 细胞 的粘附能 力 明显 沉默 基 因 表 达 后 发 现 单 个

受 到 抑 制 ； 成 管 实 验发 现 ， 基 因 沉 迁移 能 力 并 无 明 显 的 改 变 。 分 析 其 原 因 ，
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在 血 管 生成 中 主 要 是 调 节 内 皮 细 胞 的 群

集 性迁移 即 血 管 出 芽 ，
而并 不是增 加 单个 内 皮 细 胞 ：

的 迁移 能力 ， 在 多 细胞 器 官 中
，
尽 管 各 种 细 胞能 够

￥ 丄 °

单 独迁 移
， 但 是通 常 细 胞都 是呈 群 集 性 迁 移 的 。

° ‘ ‘ “ °

：

— 研 究 个 内
李 学 军 ， 黄 纯 海 ， 釋 ， 等 在 人 脑 胶 质 瘤 中

细胞的迁 移没有 影 响
，
它主要是 通 过 给邻 近 的 内 皮

的 表 达 及 其 意 义 肿 瘤 防 冶 研 究
’ ， ：

细胞 传 递位 置 信 息而 影 响 内 皮 细胞 的 群集 性迁移 。

当 表达 缺失 时
，
新形 成 的 内 皮细 胞 黄 纯海 ， 李 学 军 ， 罗 勇 ， 等 人 基 因 短 发 夹 结

粘附 于其它 内 皮细 胞 的 基底 侧 出 现 局 部 异 常 的 内 构 慢病 毒 载 体 的 构 建 及 鉴 定 中 华 神 经 外 科 疾

皮 细 胞堆积 ， 而 不是与 其邻 近 内 皮 细 胞呈 面对 面沿 病研究 杂 志 ， ：

血 管 出 芽迁移路径 呈 线状 排列 ， 因 而导 致 内 皮细 胞
周 桂 林 ’

黄 纯 海 ’ 万 一

， 等 靶 向 人 基 因 的 短

— 发 夹结 构 对 胶 质 瘤 细 胞 系 增 殖 的 影 响 中
不能 向 目 迁 移 。 所 以

，
的 作 用 机 制

，
，

， “

国 现代 医 学杂 志 ， ，
：

之一可 能是 在 内 皮 细 胞群 集性 迁移 过程 中
，
精确 调

「

」
！

：

节 内 皮 细胞之 间 的 正 确 空 间 排 列 从而 保证 内 皮 细

胞按正确 的 路 径迁 移
，
确 保最终 毛 细 血管 样结构 形 ， ：

成 ，

内 皮 细 胞 与 周 围 细胞 外 基 质粘 附
、 整 合 亦是 血

管形 成 的重 要 步骤 之 一

，
若 不然 内 皮 细胞 则无法 发

挥其正 常 功 能 ， 最 终 发 生 凋 亡 。 本 研 究 发 现

基 因 沉 默 可 使 粘 附 能 力 下 降 。

版丨则…七 她
’ ’

細柳
’ 丄

等 研 究 报 道 可 促 进 内 皮 细
：

胞粘 附 ， 但是 其作 用 能 力 较 其 它 基 质 蛋 白 弱 ， 故 单

独存在情 况 下 ， 对 内 皮 细 胞 具 有 促
，

进 粘 附 的 能 力 。 等 发 现

能够 整合人 新 生 血 管 周 围 的 细 胞 外 基质 ， 并 与

等形 成细 胞 外 基质 复 合 物
，
由 于 比 这 些 胞

哪熱

外基质粘 附能 力 低 ， 因 而 的 粘 附 调
°

节 作用 可能 主要 是确 保 内 皮 细 胞 在 管 状 结 构形 成
「 …

，
，

，

过 程 中 精 确 的 时空 排 列 。

，

本研 究 表 明 抑 制

和 的 基 因 表 达 后
， 可 明 显

， ，

抵 抗恶 性胶质 瘤 细 胞 诱 导 的 血 管 生

成 能 力
，
其 作 用 机制 是通过 调 节 内 皮 细胞 粘 附性 影

响其群 集性迁 移 ， 最 终 在血 管管 腔 化过 程 中 起 着 关 ：

键 性 作 用 。 以 为 靶 点 的 抗胶 质 瘤
丨

’ ’

血 管 生 成及 基 因 治 疗可 能 成为 一新 的 有 效 的 策 略 。
」 匸

，
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