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摘 要! &目的’ 体内(体外实验观察人纤维蛋白溶酶原 BC@DEAF7!G7"对肝癌血管生成和肿瘤生长的影
响) *方法’ 大肠杆菌中表达$组氨酸结合柱亲和层析+纯化获得 G7 蛋白$3H3$I)J9 和 KFLMFCD NAOM 方法鉴定
G7 蛋白的表达#0PP 法分析 G7 对牛视网膜毛细血管内皮细胞!1Q/9/"和肝癌细胞株 1FA$’*+-(RFSJ6 增殖
的影响#建立皮下种植肝癌鼠模型$瘤内注射 G7$检测抑瘤率及肝癌组织微血管密度!0TH", &结果- 3H3$
I)J9 及 KFLMFCD NAOM 鉴定获得 G7 纯化蛋白#G7 特异性地抑制 1Q/9/ 的增殖$U/7+V;.% D>OAWX$ 而对肝癌细
胞株 1FA$’*+6(RFSJ6 的增殖无抑制作用#G7 显著抑制小鼠肝癌生长$ 治疗组肝癌组织 0TH 明显低于对照
组, &结论- G7 抑制移植性小鼠肝癌血管生成和肿瘤生长$特异性抑制血管内皮细胞的增殖可能是 G7 抑制肝
癌血管生成的主要机制, G7 具有治疗肝癌的潜在临床价值,
关键词!纤溶酶原 G7# 肝癌# 血管生成# 内皮细胞
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人纤维蛋白溶酶原 !"#$%&’( !简称纤溶酶原
)("或称 *+#是目前发现的相对分子质量较小$性
质稳定$ 活性最强的新型的内源性血管增生抑制
因子之一 ,-.%既往实验研究主要集中在血管增生性
眼病动物模型上"研究表明 *( 能够显著抑制视网
膜血管增生动物模型的血管增生 ,/01.% )+ 在肿瘤治
疗方面的研究却少有报道% 本研究运用基因工程
方法获得人纤溶酶原 )+ 纯化蛋白"观察 )+ 对血
管内皮细胞$肝癌细胞增殖的影响"并在小鼠移植
性肝癌体内模型上观察了 )+ 抑制肝癌血管生成
和肿瘤生长的效应"为深入探讨 )+ 作用机制及其
临床应用提供基础性研究%

! 材料与方法

23- 主要试剂
限制性核酸内切酶 !"#4 5$$%&6 555 和 71

89: 连接酶 &美国 9’; <$%&=$6 >#?@=AB#’’()
89: 聚合酶&美国 C74:7:D<9< 公司#’ EF4 引
物和 89: 片段测序 &上海生物工程有限公司#’
G#B"H=% 鼠源性单克隆抗体&一抗#$G4E 标记的抗
鼠多克隆抗体 &二抗" 美国 I$J?%’$’ 公司#’G#B
>#$6 4’B#$ 和 G#B >#$6 >KLL’"&美国 9IM:N<9 公
司#’克隆菌株 !*"#+% >@/O$表达菌株 !*"#+% >@P-
&8<Q# 和表达载体 R<7"PPA STU 质粒均购自美国
9IM:D<9 公司% 培养 8V<V$4EV5OW1X 及 V77
为 DY>FI 公司产品"M?$ Z#&&’A"=$6&!#因子多克
隆抗体购自美国 8=!? 公司"过氧化物酶标记的二
C"E 超敏试剂盒$二氨基联苯胺 S8:>U 显色试剂盒
为福州迈新生物技术开发公司产品%
O3P 实验动物
昆明小鼠 +X 只"雌雄各半"1#W 周鼠龄"体质

量 O[#PX %"购自广东省实验动物中心"许可证号(
CF\*S粤UPXXQ"XXXP%瘤源(腹水型肝癌!]’R=H?^=)
小鼠"购自中山大学肿瘤防治中心% 均饲养于无特
殊病原环境%
O_Q 细 胞
人肝癌细胞株 >’&"‘1XP$a’RDP 由本室保存"

采用常规传代培养 ’ 牛视网膜微血管内皮细胞
S>4F<FU 按文献,Q.从牛眼中分离得到"原代培养%
其形如鹅卵石"取 >4F<F 第 Q 代细胞"M?$ Z#&&’"
A"=$6!!)因子抗体"链霉素抗生物素蛋白"过氧化
氢酶!CE 免疫组织化学方法)法进行鉴定b 被证实
为 >4F<F%
-31 !"#!$$%&’()*+重组体的构建
以人肝细胞总 49: 为模板"通过 47"EF4 方

法扩增得到人 *+ J89: 片断% EF4 上游引物为 +$
"7D7D::77FD FF:7D7:D:D:F7FF77F"Q$ "其 +
S端含 !"#4"识别序列!+$" D!::77F "Q$)’下游
引 物 +$ "DD:::DF77DDF:F:F7D:DDD:F:
7F:F: D"Q$)"+$端含 ,%&6 YYY 识别序列 !+$":!
:DF77"Q$)% EF4 产物经 !"#4 Y 和 ,%&6 YYY 双酶
切后定向克隆进入 R<7PPA!T)载体"在 *+ J89:
插入位点的 +$端具有编码信号引导肽的序列"在
Q$端含有编码 W 个组氨酸的序列% R<7"PPA STUc*+
重组体连接的准确性和正确读码框架均经 89:
序列测定确认%
O3+ ,+的表达!纯化和鉴定
将 R<7//A STUc*+ 重组体导入大肠杆菌 >@/O

!8<Q)株中"5E7D 低温 S/+ %U OX&O1 ] 诱导蛋白
表达"用溶菌酶裂解细菌"使蛋白释放"然后离心
分离蛋白质"通过组氨酸结合柱纯化 *+ 蛋白"*+
重组体蛋白的纯度和鉴定采用 C8C"E:D< 和
Z’BH’"$ A&?H 方法%
O3W *+对 -./0/和肝癌细胞 -12!345$!61!7$
增殖的影响

取 对 数 生 长 期 的 细 胞 >4F<F$>’&"‘1X/$
G’RD/" 以 O’OX1c^@的细胞密度接种到 /1 孔平
板"细胞贴壁 W ] 后"吸出上清"加入含 *+ 的无血
清培养液 WXX #@" 肿瘤细胞组 *+ 的终浓度分别
为 OWX $Q/X $W1X $O/dX $/+WX $^?&c@">4F<F细胞
组 *+ 的终浓度分别为 1X$dX$OWX$Q/X$W1X $^?&c
@"阴性对照组均为等量无血清培养液"FI/孵箱培

养 Wd ]"加 V77S+ ^%c^@U WX #@c孔"继续孵育 1
]"吸出上清液"每孔加入 WXX #@ 8VCI"分光光度
计在 +‘X $^ 处测定每孔的吸光度!-)%
O3‘ ,+抑制小鼠肝癌实体瘤生长的效应
处死肝荷瘤种鼠"抽取乳白色浓稠腹水"加无

菌生理盐水混匀稀释至细胞数 O(OX‘c^@"并以 X3/
^@ 的量接种于昆明!*V)小鼠右前肢腋下"接种
‘/ ] 后"小鼠腋下肿瘤直径 Q&1 ^^"随机分 + 组"
每组小鼠 OX 只"以无菌的 E>C 为溶剂"*+ 等比稀
释成 O3/+$/3+X$+3XX$OX3XX ^%c!% 1 组的药物"Q 6
O 次"连续 Q 次"分别瘤内注射 X3Q ^@ 相应浓度的
药物"对照组给 E>C"第 OO 天处死小鼠"剥瘤测定
瘤质量" 以各处理组瘤的均质量与对照组瘤的均
质量比较"计算抑瘤率"抑瘤率)!O"治疗组平均瘤
质量c对照组平均瘤质量)(OXX*% 抑瘤率"QX*为
有效%
O3d 肝癌组织微血管密度检测
小鼠肝癌瘤块用 1X %c@ 多聚甲醛固定" 石蜡

包埋"切片"继而二甲苯"梯度酒精脱蜡"采用 M?$
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!"##$%&’()因子抗体!链霉素抗生物素蛋白!过氧化
氢酶"*+ 免疫组织化学方法#法进行鉴定, -./ 显
色,苏木素复染!棕黄色环形为血管阳性表达$肿瘤
间质微血管密度"0"1&2!3455$# )$(5"67!89-% 的测
定参照 :$")($& 方法!即先在低倍镜"";<%下扫视
整个切片!选取高血管密度区!再在高倍镜""=<%
下计数被染成棕黄色的血管数目! 取 > 个视野的
平均值$
;?@ 统计学处理
所有数据用均数#标准差 A!!"B 表示! 通过

*+**;;C< 软件检测完成$采用方差分析!并用最小
有意义差异 # 检验 "#4’56 5"D("E"F’(6 G"EE4&4(F4!$!
H*-!$%进行均数间的多重比较!检验水准 !$<C<I$

J 结 果

JC; !"的构建!表达和纯化
KI 在大肠杆菌 /HJ;"-L>%株中表达!组氨酸

亲和柱纯化!*-*!+.ML 考马斯亮蓝染色显示纯化
KI 相对分子质量 %&N;O";<>! 与从序列理论推算
而来的相对分子量相符合P图;.Q!经凝胶成像系统
扫描分析!KI 纯度在 @<R以上& 采用组氨酸特异
性抗体进行 :4564&( %#26 分析进一步证实了该条
带为 KI 重组蛋白 P图;/BS ; H 培养物可获得 ;I
0D 纯化 KI 蛋白$

JCJ !"对内皮细胞特异性抑制作用
KI 蛋白能特异性地抑制 /TULU 增殖! 而对

肝癌细胞/4#!V=<J’W4XMJ增殖则无明显影响$ KI

蛋白在 =< (02#YH 即能抑制 /TULU 的增殖!当 KI
浓度达 Z< (02#YH 时! 差别具有统计学意义 "&[
<?<;%!这种对 /TULU 增殖抑制作用随着 KI 浓度
的增加而增大! 呈明显地浓度依赖关系!\UI< 为

;O< (02#YHP图JB$

J?> !"抑制小鼠肝癌实体瘤生长
第 ;; 天处死小鼠! 称鼠质量!+/* 对照组与

各相应浓度药物组鼠质量均在 J>%JO D!统计学分
析无明显差异&剥瘤称质量!结果 +/* 对照组与不
同浓度药物组瘤均质量与 KI 给药量呈明显地剂
量依赖关系!KI 能够抑制小鼠肝癌实体瘤生长$
KI 剂量为 ;?JI 0DY]D 时!对肿瘤生长只有轻微抑
制作用& 剂量为 I?<< 0DY]D 抑瘤率为 >=?;Z&!差
异有统计学意义 "&[ <?<;%! 剂量为 ;<?<< 0DY]D
时!抑瘤率达到 =O?J=&!对肿瘤的生长有显著的
抑制作用"图>S表 ;%$

图 # 重组 !" 的表达和纯化
$%&’# ()*+(,,%-. /.0 *1+%2%3/4%-. -2 !" +(3-56%./.4 *+-4(%.

78 *-*!+.ML 8^ X&264"( 0’&]4&_ ;^ X‘&"E"4) KI_ J^ %4E2&4
\+aM "()‘16"2(_ >^ ’E64& \+aM "()‘16"2(_ 98 :4564&( %#26_ 8^ X&264"(
0’&]4&_ ;^ X‘&"E"4) KI

图 : !" 对 9;<=< 和肝癌细胞 9(>?@AB:!C(*D: 增殖的
影响

$%&’: =22(34 -2 !" -. 4E( *+->%2(+/4%-. -2 9;<=<F
E(*/4-5/ 9(>?@AB: /.0 C(*D: 3(>> >%.(,

.(/TULU& /(/4#bV=<J& U(W4XMJC ! & ’ <C<;!(N>

图 G !" 抑制小鼠肝癌生长形态表现
$%&’G HE( %.E%6%4%-. -2 !" -. E(*/4-3/+3%.-5/ &+-I4E
%. 5%3(

.(+/* D&2‘X& /(KI ;CJI 0DY]D D&2‘X& U(KI JCI< 0DY]D
D&2‘X&-(KI IC<< 0DY]D D&2‘X& L(KI ;<C<< 0DY]D D&2‘X
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.-D !"抑制肝癌血管生成的效应
!)*+ 对照组$FGH 为 I.7-99/’-7"(%"!" 治

疗组$’-."& .-"8&"-88 和 ’8-88 $%J&% 组#FGH 分
别是!..-"7/.-":"&!..-"7/,-","&!,9-D7/7-D,"和
!,.-"9/,-;<"’ !" "-88 $%J&%&,8-88 $%J&% 两个治
疗组 FGH 明显少于 )*+ 对照组# !E 8-8"#说明
!" 具有抑制肿瘤微血管生成作用(

7 讨 论

血管生成是恶性实体瘤主要病理特征之一#
血管生成在肿瘤的发生& 发展过程中扮演重要的
角色( 肿瘤的生长依赖于血管生成#血管生成为恶
性肿瘤的迅速增殖提供充足的营养物质# 同时肿
瘤的转移也依赖于血管生成# 血管生成过程是原
位癌向侵袭性癌转变的关键点# 并且也为肿瘤播
散建立了一条直捷路径#加速肿瘤的转移过程( 所
以抑制肿瘤血管生成# 可以抑制肿瘤的生长及转
移 K"#;L(

!" 是纤溶酶原!MN45$@>2%O>"的水解片段#人
纤溶酶原含有 " 个环状结构域!&3@>%NO"#水解后可
产生一组具有抑制血管增生的小分子片段$ 血管
抑素!&3@>%NO’1D"&&3@>%NO’1"&&3@>%NO’17 和 &3@>%NO"
!!""K9# :L( 血管抑素作为研究最早的内源性血管抑
制因子而为广大研究者所熟悉# 血管抑素用于肿
瘤的治疗已进入临床#期试验# 但血管抑素的分
子量较大且性质较不稳定 K<L( 较之血管抑素!相对
分子质量 "3!D"2’87"#!" 具有相对分子质量小
I"3P’;2’87(&活性稳定#具有更强的抑制血管内皮
细胞增殖活性的优点 K’L ( !" 的功能和作用目前
主要局限在眼血管增生领域# 在肿瘤治疗方面的
研究少有报道(我们以往的研究发现 !" 具有抑制
糖尿病性视网膜病血管增生的作用 ).*#提示 !" 可
能对肿瘤血管生成和肿瘤生长也有作用( 因此#本
研究拟探讨 !" 在细胞和动物整体水平对肝癌血
管生成和肿瘤生长的影响(

本研究观察!" 对血管内皮细胞 *QRSR+肝癌
细胞 *ON19D8. 和 TOMU.体外增殖的影响# 结果表
明!" 特异性抑制血管内皮细胞增殖而对肝癌细
胞的增殖没有作用(为进一步探讨 !" 抗肿瘤生长
作用# 本研究在体外实验基础上建立了小鼠皮下
移植性肝癌实体瘤模型#瘤内注射 !"#观察 !" 体
内抗肿瘤生长及抑制血管生成的效应# 结果证实
!" 具有显著抑制肝癌血管生成及肿瘤生长的效
应(
本研究首次证明了 !" 具有抑制肝癌实体瘤

小鼠模型肿瘤血管生成及肿瘤生长的效应# 提示
!" 具有治疗肝癌的潜在临床价值#为靶向抑制肿
瘤新生血管生成提供新的有效候选药物(

!本文在资料收集"实验室准备方面得到了陈静和骆
晓枫两位老师的协助#谨此致谢$

参考文献!

R42 VW R?O> XW X> ++W #$ %&’ !3@>%NO " 2C MN45$@>2%O>
@5 4 >2YON @>?@A@B23 2C O>Z2B?ON@4N [ONN %32\B?K]L- ] *@2N
R?O$W ’<<9W .9.I7;(^..<.D1:-
_?4>% HW !41C$4> )‘W U42 UW #$ %&’ =>B34Y@B3O4N
@>aO[B@2> 2C MN45$@>2%O> &3@>%NO "W 4> O>Z2%O>215
4>%@2%O>@[ @>?@A@B23W 433O5B5 3OB@>4N >O2Y45[1N43@b4B@2> @>
34B5K]L- H@4AOB2N2%@4W .//,W DDI;(^9"91;"-
U42 UW ‘@ VW UOO +W #$ %&’ H2\>13O%1N4B@2> 2C Y45[1N43
O>Z2B?ON@4N %32\B? C4[B23 4>Z 1M13O%1N4B@2> 2C M@%$O>B
OM@B?ON@1$1ZO3@YOZ C4[B23^ 4 M255@ANO $O[?4>@5$ C23 B?O
4>B@14>%@2%O>@[ 4[B@Y@Bc 2C MN45$@>2%O> &3@>%NO " K]L- ]
*@2N R?O$W .//.W .99I.17(^<D<.19-
U42 UW ‘@ VW _?4>% HW #$ %&’ d>A4N4>[OZ O6M3O55@2> 2C
GSUe 4>Z )SHe @> @5[?O$@41@>Z1[OZ 3OB@>4N
>O2Y45[1N43@b4B@2>- eS*+ ‘OBBW .//,W D:<!.17"^.9/1;-
韩 锐 - 抗癌药物研究与实验技术 KFL- 北京$北京医
科大学W协和医科大学联合出版社出版W ,<<9- ,;71<-
e2N&$4> ]- X>%@2%O>O5@5 @> [4>[O3W Y45[1N43W
3?O1$4B2@Z 4>Z 2B?O3 Z@5O45OK]L- f4B FOZW ,<<"W ,I,(^
.917,-
g,QO@NNc F+W T2N$%3O> ‘W +?@>% VW #$ %&’ X>%@25B4B@>^
4 >2YON 4>%@2%O>O5@5 @>?@A@B23 B?4B $OZ@4BO5 B?O
51MM3O55@2> 2C $OB45B45O5 Ac 4 ‘O\@5 N1>% [43[@>2$4K]L-
RONNW ,<<DW 9<I.(^7,"1.:-
R45BONN@>2 e]W F[R4>[O +U- 0?O &3@>%NO Z2$4@>5 2C
?1$4> MN45$@>2%O> K]L- R@A4 e21>Z +c$MW ,<<9W .,.^
D;h;(3
F4BBO3 X- 01$23 4>%@2%O>O5@5 45 4 B?O34MO1B@[ B43%OBK]L-
H31% H@5[2Y 02Z4cW .//,W ;I,<(^,//"h.D-

!编辑 张敏瑞$

表 , !" 抑制小鼠肝癌实体瘤的生长作用
04ANO , 0?O @>?@A@B@2> 2C !" 2> ?OM4B2[43[@>2$4 %32\B? @>
$@[O I(P,/(

,( )3O5[3@MB@2>^ @3M327W i7Zj .() P :-::DW ! 4 /-//,

刘倩平#等3人纤维蛋白溶酶原 &3@>%NO"!!""抑制小鼠肝癌的血管生成和肿瘤生长第 ’期 7:7


