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摘 要
:

【目的1 探讨 8
一

Br
- C了犯叨1〕 联合单纯疤疹病毒胸昔激酶基因 ( HVS

了1飞 )
/

丙氧鸟昔 ( (二;C V )对舌鳞癌移植

瘤的治疗作用
。

【方法】舌鳞癌 T ca 8 113 细胞接种于 28 只裸鼠右侧腋下
,

随机分成 4 组进行治疗
:

对照组
,

8
一

Br
-

C了矫」P 组
,

HVS
一

T K /’( 孤二V 组
,

8
一

Br
一 C
A加且〕

联合 H VS
~

叨 < / G CV 组 ;观察肿瘤的生长状态
、

计算抑瘤率和群体倍增时

间 ;观察肿瘤的组织病理学及超微结构改变
。

【结果】与对照组比较
,

8
一

Br
-

叭丫田 和 H SV
~

T K
/

’(汇 V 单独应用时肿

瘤的生长明显受到抑制 ( 尸 < 0
.

0 1 )
,

肿瘤的群体倍增时间延长 ;析因分析显示两者间存在协同的抑瘤作用 ( 尸 <

0
.

0 1 )
。

光镜下对照组和 8
一

Br
一 c
A M P 组无明显差别

,

H弘人 T K
z

义孤二V 组和 8
一

Br
一
e
A M P联合 H vS

一

T K浅三C V 组肿瘤组

织中可见囊性变和大片的灶性坏死 ;透射电镜显示 8
一

Br
~ C AM I〕 对舌癌细胞具有诱导分化作用

。

【结论」8
一

B卜 CA M I )

与 H vS
一

T K戊 3C V 系统具有协同的抑制舌鳞癌移植瘤生长作用
。
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b ac k co lo u r e d p昭 e 6」

研究显示单纯疤疹病毒胸昔激酶基因 ( h er p es
s im p le x v i r u s t h y m i d in e k i n a s e

,

邢 v
一

T K ) /丙氧鸟

昔 ( ga
n ic cl vo i r乃 C V )对舌鳞癌具有强的体外杀伤

作用和体内抑瘤效果
,

但旁观者效应差
,

其主要原

因与舌癌细胞缺乏间隙连接有关〔`
,

2 〕
。

8
一

rB
~ CA M p

是一种良好的诱导分化剂
,

它可诱导间隙连接蛋白

的表达
,

恢复间隙连接及间隙连接通讯
,

从而提高
H s v

一

T K (/ 弓CV 系统的旁观者效应 [ 3
,

4 〕
。

本文在此

基础 上进一 步研究 8
一

B r 一 CA M P 联合 H S V
一

T K /

(3 C V 系统对舌鳞癌的体内抑瘤效果
。

瘤率 (抑瘤率 = 1
一

实验组体积变化尽寸照组体积变

化 ) ;对 8
一

B r ~ CA M P 和 H S从 T K (/ X二V 系统的抑瘤

作用进行析因分析
。

1
.

4 观察肿瘤细胞形态学改变

接种第 15 天取 8
一

B r 一 e A M P 治疗组及对照组移

植瘤 (各 2 只 )
,

加人前固定液
,

10 9几 饿酸固定 1

一 Z h ;常规乙醇脱水 ;

LR w hi t e 渗透包埋
,

56 ℃聚

合 24
一

36 ;h 超薄切片
,

铀铅双染 ;透射电镜观察肿

瘤细胞超微结构
。

取第 35 天各组 肿瘤组织
,

100

g几 福尔马林固定
,

石蜡包埋
,

H E 染色
,

光镜下观

察肿瘤组织病理学改变
。

1 材料和方法
2 结 果

1
.

1 材 料

BABL c/ 裸小鼠 ( 6一 8 周
,

体重 20 一 30 9
,

SP F

级
,

雌性
,

共 28 只 )购自中山大学北校区实验动物

中心
,

T c as 1 13 细胞株 (舌鳞癌细胞株
,

何荣根教授

惠 赠 )
,

含 H SV
一

T K 基 因 的 重 组腺 病 毒 ( dA
-

C M \明 SV- T K
,

许德华教授提供 )采用常规方法扩

增
、

纯化及滴度测定川
,

其滴度为 2 x 10
`3 PuF 几

( p l
a q u e fo mr i n g u n it s净

e r li t e r )
,

G C v
、

8
一

B r 一 e AM I〕

( S i g m
a
公司 ) ;透射电镜 ( JE -M 1 2OOE X

,

JO E L
,

日

本 )
。

1
.

2 口腔鳞癌裸鼠移植瘤模型的建立及治疗

于 B A L B c/ 裸小鼠右侧腋下接种 T ca 8 1 1 3 细

胞 2 只 10 6 个细胞 /只
,

随机分组如下
: ①空 白组 ( 8

只 )
,

② 8
一

B r 一 e了、州 P 组 ( 8 只 )
,

③ H SV
一

T K G/ C 、 7 组

( 6 只 )
,

④ 8
一

B r 一 c A M P 十 H S V
一

T K G/ C V 组 ( 6 只 )
。

于接种第 2 天始第②及④组腹腔注射 8
一

B r 一 CA人IP

( 60 m g八g
, ,

每天 1 次
,

共 7 d) ;于接种第 8 天第③

及④组瘤内注射 A dC M讥于S v 了 r K ( 2 只 1 0 9 P F U ) ;

于接种第 9 天始第③及④组腹腔 注射 G C v ( 25

gm 人 g
,

每天 1次
,

共 6 d) ;其余组分别在相 同时间

给予瘤内注射和
Z

域腹腔注射等量 PBS
。

1
.

3 观察肿瘤的生长状况

接种第 8 天开始测量肿瘤的最大直径 (
a
)和

最大横径 ( b )
,

每 3 天测量 1 次
:①计算肿瘤的体积

〔v = 1忍 (
a 只 护 ) 〕

,

描绘肿瘤的生长曲线
,

对生长

曲线进行拟合 ( y = A x e K `

)
,

计算群体倍增时间 ( T

= nI ZK/ ) ;②接种第 35 天全部处死动物
,

计算抑

2
.

1 -8 B r 一

cA M P 和 H SV
·

T K G/ C V 系统对舌癌移

植瘤的抑制作用

肿瘤的生长曲线如图 1
。

由图可见
:
与对照组

比较
,

8
一

B r 一 e A M P 治疗组
、

H S V
一

T K G/ CV 治疗组及

8一-r CA M P 联合 SH从 T K (/ 3C V 治疗组肿瘤的生

长均明显受到抑制
,

其群体倍增时间延长
,

分别为

3
.

2
,

3
.

6
,

4
.

0
,

5
.

O d ;抑瘤率分别为 76 %
,

7 4 %
,

8 6%
。

。
.

,
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.

0 0 2 l e
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图 1 舌鳞癌移植瘤的生长曲线
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对 8
一

B r 一 c A M P 和 H SV- T K G/ C V 系统第 35 天

肿瘤的体积进行析因分析 (表 1 )
:
单独应用 8

一

Br
-

CA M P 或 H S V
一

T K (/ X二V 系统均可对肿瘤产生明

显的抑瘤作用 ( 尸 < 0
.

0 1 )
,

两者间存在着协同的



第 1期 王安训
,

等
.

8
一

Br
一
e A入11

〕

联合 H弘入 ,
,

K (/ ;C V 治疗舌鳞癌移植瘤的研究

抑瘤作用 ( 尸 < 0
.

0 1 )
。

2
.

2 月中瘤细胞形态学改变

乡日境下 对 照组 和 8
一

B r 一 e A M P 组的差别不 明

显
,

肿瘤细胞排列紧密
,

可见瘤巨细胞和核分裂相 ;

H SV
一

T K (/ 3 C V 组和联合治疗组可见肿瘤内灶性坏

死及囊性变 (图 2 )
。

透射电镜下对照组 细胞核大而不规则
,

核仁

多
,

核膜凹陷
,

胞浆内有较多的游离核糖体
,

张力原

纤维少见 ; 8
一

B r 一 e A M P 治疗组肿瘤细胞出现一定的

分化
,

胞质中出现较多的张力原纤维
,

细胞器增多
,

细胞间可见较多的桥粒和发育不 良的间隙连接
,

同

时可见较多的凋亡细胞 (图 3 )
。

表 1 8
一

B -r
cA N且〕

和 H S V
es

l
,

K (/ x 二V 系统抑瘤作用的析因分析

T abl
e 1 aF

C tD r ial a n al y s is s ll e〕w 氏1 t h e in t er a e t

ion b e t w e
en s

一

Br
- cA M I

〕

an d H S V
-

T K (/ 〕CV

S l lr e e

肠 rr e e t ed M 〔x
l
e l

8
一

Br
~ c AM P ()A

H S V
一

T K
/

G/ CV ( B )

F v a lu e

29
.

33 3

12
.

0 15

10
.

8 88

12
.

0 1 5

10
.

88 8

136
.

6 83

123
.

8 63

0
.

0 1

0
.

0 1

( A B ) 1 6
.

42 9 6
.

42 9 73
.

132 0
.

0 1

E r r o r 2 0 1
.

7 58 0
.

08 8

图 3 8- B 卜c A 入11
,

处理后 T c a 8 113 细胞超微结构的改变

F ig
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8
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3 讨 论

H S V
一

T K / G C V 系统对多种恶性肿瘤的移植瘤

具有明显 的抑制作用
。

作者应用腺病毒介导 的

H s v 了 r K 基因 ( 2 火 10
9 p F U )转染舌鳞癌细胞

,

并给

予 G C V 25 哩众g
,

每天 2 次
,

共 6 d
,

治疗后移植瘤

的生长受到显著抑制
,

肿瘤的倍增时间延长 lz[
。

本

研究中将 G C V 的量改为每天 1 次
,

其移植瘤的生

长也显著受到抑制
。

H S V
一

T K (/ X二V 的治疗机理主

要是5[] : H vs
一

KT 基因通过将 G 〔大 磷酸化从而对

转染的细胞产生杀伤作用
,

同时通过旁观者效应对

邻近未转染的细胞也产生杀伤作用
。

由于体内基

因治疗时其转染率通常很低
,

一般小于 10 %
,

因此

旁观者效应在 SH华 T K (/ 三( : v 基因治疗时起重要

的作用
,

旁观者效应依赖于 间隙连接蛋 白基 因

(

~
e x in

,

xC )的表达和间隙连接介导的细胞间隙

连接通讯 ( g叩 ju n e t i o n i n t e r e e ll u lar co mm
u n i e a t io n

,

GJ cI 卢〕
。

作者研究已发现单独 的 H vs
一

T K 力已CV

系统对 T ca 8 1 1 3 细胞的旁观者效应差
,

这可能与

T ca 8 1 1 3 细胞间隙连接蛋 白表达低以及缺乏 间隙

连接有关 [` 〕
。

研究显示采用间隙连接蛋白 cx 基因

转染或化学药物诱导 xC 基因的表达可提高 HVS
-

KT
J

次; C V 的旁观者效应川
。

8
一

Br
一 c A N IP 为蛋白激酶 A ( P K A ) R ll 亚基位点

选择性结合的
c A N IP类似物

,

对多种癌细胞具有抑

制生长和促进分化的效应
。

体外实验显示 [ 4〕8
一

Br
-

c A N且
〕
可上调舌癌细胞 C x 4 3 基因的表达

,

诱导舌

癌细胞分化以及形成间隙连接 ;同时可提高 H SV
-

T K (/ 〕C V 系统的旁观者效应
。

虽然已有许多关于

(下转插页 6 ot ba ck col ou edr aP g e 6)
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8
一

Br
一 c A M P 诱导分化和抑制肿瘤细胞生长的体外

研究
,

但关于 8
一

B r一 。A M P 在裸移植瘤中的应用仍未

见报道
,

本文参照其类似物 8
一

lC
一 c AM P 的动物实验

阁
,

采用 60 m g / k g
,

每天 1次
,

共 7 d
,

结果显示

-8 价
一 c AM P 对舌鳞癌移植瘤的生 长具有明显的抑

制作用
,

肿瘤的倍增时间延长
,

抑瘤率达 7 6% ; 透

射电镜显示 8
一

Br
c A M p 可诱导舌鳞癌细胞的分化

和凋亡
。

为 了进一步研究 8
一

B卜 cA M P 对 Hs V
一

TK /

G C v 抑瘤的增强 作用
,

本研究将两者联合应用于

舌鳞癌移植瘤
,

结果显示联合应用具有明显的抑瘤

作用
,

抑瘤率达 86 %
,

两者间存在协同的抑瘤作

用
。
以上结果提示

, 8
一

B、 AM P 可提高 HVs
一

T K /

GC v 治疗舌鳞癌的抑瘤作用
。

f本文 图 2 见该页 上方
.

F 、 9
.

2 、 hu w n in u v pe r p art
。 f

一h i , v a罗 )
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