
图 4　正常人尿样本处理后的分离总离子流图

时间分别定为 7 min , 10 min , 分析结果表明两者无显著性差

异;其余 3 份的衍生化试剂用量分别为 150 , 200 , 300 μL , 分

析结果表明用量各为 150 μL 时 ,检测不到 20 μg·L -1标准样

品 ,提示衍生化反应不完全;衍生化试剂各为 300 μL 时 , 检

测结果与 200 μL 时无显著性差异 , 且常因反应产生的压力

大而使反应瓶口裂开而导致反应失败。故选用 200 μL 试

剂 ,同时节省了实验费用。

2.4　线性关系与检测限

0.1 ～ 20 mg·L
-1
系列质量浓度的标准尿样经处理后进

样分析 , 其质量浓度(X)与 D/ L 比率(Y)间的标准曲线回

归方程为 Y =1.937 +0.2444 X(r =0.9997 , n =5)。 D-阿

拉伯糖醇与 L-阿拉伯糖醇的最低检测限均为 2.86 ng ,即 20

μg·L -1标准液(S/ N =3),见图 5 。

图 5　测定人尿中阿拉伯糖醇 D/ L 比率的标准曲线(n =5)

2.5　精密度

对 0.5 , 5.0 , 20 mg·L -1 3 个质量浓度共 5 批 D-阿拉伯

糖醇标准尿样本进行日内变异系数测定的结果见表 1 。

2.6　稳定性

　　对 0.5 , 5.0 , 20 mg·L -1 3 个质量浓度共 3 批 D-阿拉伯

糖醇标准尿样本进行稳定性评价 , 结果见表 2 。结果表明 ,

尿样本在-20 ℃冰箱放置 33 d 后对测定结果无显著性差

异。

表 1 　精密度(D/ L 峰面积比率 , n =5)

ρ(D-阿拉伯糖醇)/(mg·L -1)
阿拉伯糖醇 D/ L 比率

mean SD RSD(%)

　　　　　0.5 2.03 0.04 2.02

5.0 2.96 0.29 9.87

20.0 6.92 0.50 7.20

表 2 　稳定性(D/ L 峰面积比率 , n =3)

ρ(D-阿拉伯糖醇)/(mg·L -1)
阿拉伯糖醇 D/ L 比率

mean SD RSD(%)

　　　　　0 .5 2 .15 0.23 10 .81

5.0 3.02 0.26 8.64

20.0 6.99 0.68 9.83

2.7　方法的应用

用本方法检测了 6 个正常人空白尿样 , 其阿拉伯糖醇

D/ L 比率为 2.10 ±0.62 ,本方法快速 、准确 ,样本处理 、分析

整个过程只需要 1 d ,而现用系统性念珠菌病诊断方法需要

14 d ,因此本方法为其疾病的诊断提供了一个很好的前景。
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摘　要:【目的】以腺病毒携带的人内皮抑素基因-Endostatin基因(Ad/ hEnd)感染舌癌细胞株 Tca8113和人脐静脉内皮细胞株 ECV304 ,

观察其在舌癌细胞和静脉内皮细胞株中的表达。【方法】用 293细胞扩增Ad/ hEnd ,并抽提 、纯化。以 10 MOI 的 Ad/GFP 感染 ECV 细胞 ,观

察细胞中表达绿色荧光蛋白的细胞所占的比例。采用免疫组化法检测 Endostatin蛋白在感染了Ad/ hEnd 的 Tca细胞和 ECV 细胞中的表达。

4 中山医科大学学报(Acad J SUMS), 2002 , 23(5S)

DOI :10.13471/j .cnki .j .sun.yat -sen.univ(med.sci ).2002.0170



Ad/ hEnd感染 Tca细胞后收集细胞培养液上清 , ELISA检测上清中 Endostat in 蛋白含量。 Western-blot检测 Endostatin蛋白在 Tca 和 ECV 细

胞中的表达。【结果】扩增的Ad/ hEnd通过空斑形成试验准确测定其滴度可达 1 ×1010 ～ 8 ×1010 PFU/ mL 。表达绿色荧光蛋白的细胞所占的

比例为 31 %。实验显示感染 Ad/ hEnd后 ,在 Tca 细胞和ECV 细胞胞浆内有 Endostatin蛋白合成。细胞培养液上清中 Endostatin蛋白表达浓

度呈时间剂量依赖关系 ,最高达到 597 μg/ L。 Western-blot 检测显示 Endostatin 蛋白可在两种细胞中高效表达 ,相对分子质量与自然 Endo-

stat in蛋白一致 ,无杂合蛋白 ,呈剂量依赖关系, 且持续到第 7天仍呈明显的 Endostatin 蛋白质条带。【结论】本实验制备的重组腺病毒 Ad/

h End能在舌癌细胞和血管内皮细胞中有效表达 Endostatin蛋白 ,可用于抗肿瘤血管生成的 Endostatin基因治疗的实验研究。

关键词:口腔肿瘤;癌 , 鳞状细胞;腺病毒;血管内皮抑素;基因治疗

中图分类号:Q75 　　　文献标识码:A　　　文章编号:1000 -257X(2002)5S -0005 -03

　　舌癌是口腔恶性肿瘤中发病率最高的一种 , 目前常规采

用以手术为主结合放疗化疗的综合治疗 , 疗效并不令人满

意 ,总体的 5 年生存率只有 50 %左右[ 1] 。国内外学者不断

探索新的治疗方法。近几年 , Folkman 等人报告[ 2 ～ 4]血管内

皮抑素(Endostatin)的动物实验和临床观察 , 证实 Endostatin

能抑制肿瘤生长 , 且有惊人的效果。因此 , 以 Endostatin 抗

肿瘤血管生成治疗的研究倍受关注。本研究以腺病毒携带

的人 Endostatin 基因感染舌癌细胞 , 观察 Endostatin 蛋白在

舌癌细胞及血管内皮细胞中的表达 ,以探索抗肿瘤血管生成

的 Endosta tin基因治疗技术 ,并研究采用这一技术治疗舌癌

的可能性。

1 　材料和方法

1.1　实验用细胞株 、主要试剂及仪器

Ad/ hEnd ,携带人血管内皮抑素基因的重组腺病毒 , 由

普林斯顿大学黄文林教授构建并提供。 293 细胞 , 为经导入

人腺病毒 E1 区基因并具有永生化特性的人胚肾细胞 , 由黄

文林教授提供。 ECV-304 , 人脐静脉内皮细胞株(endothelial

cell of vein , ECV), 由黄文林教授提供。 Tca8113 , 舌癌细胞

株 ,由何荣根教授提供。 兔抗人 Endostatin 蛋白多克隆抗

体:购自 Chemicom 公司。 Human Endostatin EIA KIT :购自

ONCOGENE公司。 HRP 偶联的抗鼠二抗 、抗兔二抗 、抗生

物素二抗 、化学发光剂 A 、B 、分子 M arker :购自 New England

BioLabs公司。 PI(溴化丙锭)染色液:购自美国 Coulter 公

司。 FACSot FCM 流式细胞仪:购自美国BD公司。 Beckman

DU 640 型紫外分光光度计:购自美国 Beckman 公司.

1.2　实验方法

1.2.1 　病毒的制备　①Ad/ hEnd 的增殖:在 75 cm2 一次性

塑料培养瓶内传代 、扩增 293 细胞。当细胞处于对数生长

期 、80 %～ 90 %汇合时加入适量 Ad/hEnd , 24 ～ 48 h 后 ,大多

数细胞出现圆胀 、聚集成葡萄串状并开始脱落等病理改变

时 ,小心收集细胞 , 离心 , 倾去上清 , 细胞放-80 ℃冰箱冻

存。 ②Ad/ hEnd 的抽提 、纯化及保存:将收集冻存的细胞置

于37 ℃恒温水浴箱内 ,再置于-80 ℃冰箱 , 反复冻融 3 次

使细胞充分裂解。然后离心 ,收集上清 , 以 1.25 kg/ L和 1.4

kg/ L 的 CsCl进行密度梯度超速离心。小心收集病毒带 , 置

于透析袋内密封 ,浸透析液中 4 ℃透析过夜 , 中途换透析液

3 次。次日将透析的病毒与等量的 2 ×病毒保存液混匀 , 取

样做细菌培养 ,然后分装 、冻存于-80 ℃备用。 ③Ad/hEnd

滴度的测定:空斑法(P laque Forming Assay):采用空斑形成

单位(plaque fo rming unit , PFU)准确测定病毒滴度。 将 293

细胞接种于 24 孔培养板中 ,待细胞密度达到 80 %～ 90%汇

合的细胞单层时 , 加入 105 ～ 1012稀释的 Ad/ hEnd 悬液 ,每个

稀释度及空白对照设 3个重复孔。2 h 后弃去病毒液每孔加

入 0.8 mL 的 8 g/ L 琼脂糖营养液均匀覆盖在单层细胞上 ,

置孵箱中培养 , 每 4 天加 8 g/ L的琼脂糖营养液一次。连续

观察 2 周 , 计数空斑形成情况 , 计算可形成空斑的最高稀释

度的空斑均数 , 求出 Ad/ hEnd 的感染滴度(空斑均数×病毒

稀释度的倒数/每孔接种病毒量 , PFU/m L)。

1.2.2 　Ad/GFP 对血管内皮细胞株感染效率的测定　将

ECV 细胞按 1×105/孔接种于 24 孔培养板中 , 20 h 后用 10

感染复数(multiplicity of infection , M OI)的 Ad/GFP 感染细

胞(病毒用无血清 1640 稀成 200 μL/孔), 设 3 个复孔。 2 h

后吸弃病毒悬液 ,加入细胞培液 1 mL , 置 37 ℃、体积分数为

5 %的 CO 2温箱中培养。24 h 后 , 用荧光显微镜观察细胞中

表达绿色荧光蛋白的细胞所占的比例 ,即为 Ad/GFP 的感染

率。

1.2.3 　免疫组化法检测 Endostatin 蛋白在 Tca 细胞和 ECV

细胞中的表达　将 Tca细胞和 ECV 细胞按 2 ×106/瓶接种

于 25 mL 培养瓶中 , 24 h 后用 0、10 M OI 的 Ad/ hEnd感染细

胞 , 2 h 后吸弃病毒悬液 , 加入含 10 %小牛血清的 1640 细胞

培液 2 mL , 置温箱中培养。对照组加入 1640 液。 24 h 后 ,

消化收集细胞 , 用 PBS 缓冲液重悬 , 涂于玻片上固定 , 加一

抗(兔抗人 Endosta tin)和二抗 , 于光镜下观测 Endostatin 蛋

白在细胞内的表达。

1.2.4 　ELISA 检测 Tca8113 感染 Ad/hEnd 后 Endostatin 蛋

白的分泌表达　用 0、10 、100 M OI 的Ad/ hEnd 感染 Tca8113

细胞 , 分别于 24 , 36 , 48 , 72 h 收集细胞培养液上清 , 按 Hu-

man Endostatin EIA(ONCOGENE)KIT 的操作规程 , 检测并

计算上清中 Endostatin 蛋白含量。

1.2.5 　Western-blot检测 Endostatin 蛋白在 Tca8113 和内皮

细胞的表达　用 10、50 、100 M OI 的 Ad/ hEnd 感染 Tca8113

和内皮细胞 , 分别于 24 , 48 , 72 h 收集细胞。另外以 30 MOI

的 Ad/hEnd 感染舌癌细胞和内皮细胞 , 分别于 1 周内每天

收集细胞。两批标本进行 Western-blot检测。

2 　结　果

实验生产的 Ad/hEnd 感染滴度可达(1 ～ 8)×1010 PFU/

m L 。用 10 MOI的 Ad/GFP感染内皮细胞后 ,表达绿色荧光

蛋白的细胞所占的比例为 31 %。实验组感染 Ad/hEnd 的舌

癌细胞胞浆染棕色 ,约占 25%, 感染 Ad/ hEnd 的 ECV 细胞

染棕色者约占 28%, 对照组无深染细胞 , 显示感染 Ad/ hEnd

后 Tca 细胞和 ECV 细胞胞浆内合成 Endostatin 蛋白。

ELISA 检测上清 Endostatin 蛋白浓度显示 Endostatin 在感染
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后的第 1 天即可表达 , 表达浓度呈时间剂量依赖关系 , 在

100 MOI 的病毒感染后第 3 天表达最强 , 平均达到 597

μg/ L 。结果如表 1 。 Western-blot 显示:舌癌和内皮细胞感

染 Ad/ hEnd后第 1 天始 , 目的基因 Endostatin 的产物可在细

胞中高效表达 , 相对分子量与自然 Endostatin 蛋白一致 , 无

杂合蛋白 ,且呈剂量依赖关系。 10 M OI 的病毒感染细胞后 ,

24 h 可检测到明显的 Endostatin 蛋白条带。 30 M OI 的病毒

感染 Tca细胞后 , 持续到第 7 天仍呈明显的 Endostatin 蛋白

条带。

表 1 　ELISA 检测 Tca8113感染 Ad/ hEnd后细胞培养液上清

Endostat in蛋白的含量 ( x ±s , μg/ L)

MOI 24 h 36 h 　 48 h 72 h 　

10 　 8.62 ±5.12 30.12 ±10.26
2)

72.35 ±16.69
2)

126.7 ±13.25
2)

100 37.28 ±7.36
1)

241.48 ±31.28
2)

287.08 ±28.74
2)

597.54 ±38.47
2)

0 5.24 ±2.53 　 3.0 ±1.28 　 4.7 ±2.33 　2.67 ±1.31

　　注:10 MOI 组和 100 MOI 组分别与 0 MOI 组比较 , 1)P <

0.05 ;2)P <0.01

3 　讨　论

3.1　Endostatin抗肿瘤血管生成治疗的研究进展

近年来 Hanahan[ 5]等研究表明 , 血管生成是受促血管生

成因子和抑制血管生成因子的调控 , 当发生肿瘤时 , 就会出

现病理性血管生成 ,肿瘤细胞可迅速产生血管内皮细胞生长

因子(vascular endo thelial grow th facto r , VEGF)等刺激新生

血管生成的多肽分子 , 同时 VEGF 可使血管通透性增强 , 以

提高肿瘤组织营养的交流 , 也可促进肿瘤细胞的血源性转

移。当肿瘤体积达到 2 mm3 时 , 必需依靠新生血管来获取

营养及氧份 、维持肿瘤的迅速生长 , 因而通过抑制肿瘤血管

生成 ,切断肿瘤的血液供养 , 可以阻止肿瘤迅速生长和转移。

这就是抗肿瘤血管生成治疗。

Endostatin 从发现到临床应用发展迅速。 1997 年 , O'

Reilly[ 3]和其同事首次报道内皮抑素(Endostatin)的发现。 在

随后的动物实验中[ 2 , 4 , 6] , Endostatin 显示的抑瘤效果最强 ,

具有显著抑制内皮细胞生长和血管生成的作用 , 被认为是目

前活性最强的血管形成抑制剂。美国于 1999 年底开始批准

Endostatin 的临床试验。

3.2　Endostatin的基因治疗研究

由于 Endostatin 蛋白质结构不稳定 , 生产技术工艺复

杂 ,难以大批量制备 , 而且每天需要多次重复给药 , 疗程长 ,

患者须承受巨大的经济负担 , 这些问题使 Endostatin 无法在

临床上推广 。采取基因治疗的方法是解决以上问题的最佳

途径[ 7] 。这种方法具有明显的优点 , 首先它可以产生很高活

性的内源蛋白;另外 , 一次治疗就可以获得较长时间的稳定

表达 ,成本降低 , 并且治疗过程简单 , 病人容易接受;同时基

因治疗能使体内的 Endostatin 蛋白保持在一个相对稳定的

水平 ,其药物动力学更加合理。

目前国内外以腺病毒携带的人 Endosta tin 基因进行抗

肿瘤血管生成的报道和以 Endostatin 基因抗舌癌的研究资

料较少见。为了提高舌癌疗效 , 减少肿瘤的复发和转移 , 提

高舌癌患者的生存质量 , 我们对此进行初步的研究 , 以探索

采用 Endostatin 基因对舌癌进行抗肿瘤血管生成治疗的新

技术。

腺病毒载体是临床基因治疗研究中应用最为广泛的载

体之一[ 8 , 9] ,具有易于制备和操作 , 基因转移效率高 , 无插入

突变危险 , 稳定性好等优点。本实验采用腺病毒作载体 , 以

腺病毒携带人的 Endostatin 基因(Ad/ hEnd), 实验结果证实

腺病毒载体对 Tca 细胞和 ECV 细胞有较高的感染率 , 使目

的基因能在 Tca细胞和 ECV 细胞中有效表达。同时实验生

产的 Ad/ hEnd 感染滴度可达(1～ 8)×1010 PFU/ mL , 为进一

步的研究打下良好基础。

3.3　Endostatin蛋白在 Tca 细胞和 ECV细胞中的表达

研究表明 , Endostatin 是内源性多肽 , 相对分子质量为

20 ,其氨基酸序列为胶原蛋白 X VIII C 末端片段。 Endo-

statin 对肝素有很高的亲和力 , 是因为其含有的很多碱性氨

基酸 , 特别是精氨酸。精氨酸分布在蛋白表面 , 对肝素的结

合起重要作用。 Endostatin 有一个锌离子结合位点 , 由氨基

末端的组氨酸和天冬氨酸组成 , 可能参与了其酶解过程。

Endostatin 通过被内皮细胞内吞 ,形成一种具有酪氨酸激酶

活性的复合物引起内皮细胞 G1 期阻滞和凋亡。

重组腺病毒对不同的细胞的转染率不同 ,所携带的目的

基因能否表达和表达的程度受到诸多因素的限制。 Ad/

hEnd 感染 Tca细胞和 ECV 细胞后的 Endostatin 蛋白在细胞

浆内的表达以及在细胞培养液上清的分泌性表达功能是

Ad/hEnd 构建成功与否的关键。同时 , Endostatin 蛋白在不

感染 Ad/ hEnd 的 Tca细胞和 ECV 细胞的自然表达状态少

见报道。

本实验结果显示 , Ad/ hEnd 感染 Tca细胞和 ECV 细胞

后 24 h开始 , 在细胞内用免疫组化法可检测到 Endostatin 蛋

白在细胞浆内的表达 , 而不感染 Ad/ hEnd 的 Tca 细胞和

ECV 细胞内无表达。 Western-blot 检查显示 , Ad/ hEnd 感染

Tca细胞和 ECV细胞后出现明显 Endostatin 蛋白条带 , 分子

质量与自然 Endostatin 蛋白一致 , 无杂合蛋白 ,而不感染 Ad/

hEnd 的 Tca 细胞和 ECV 细胞无 Endostatin 蛋白条带。

ELISA 亦检测到感染 Ad/hEnd 的 Tca 细胞和 ECV 细胞培

养液上清的 Endostatin 蛋白 , 含量是空白组的 100 多倍 , 说

明 Ad/ hEnd 能在 Tca细胞和 ECV 细胞中快速高效表达 , 并

持续表达到第 7天仍然可用Western-blot检测到。这些结果

证明 Ad/ hEnd 能在 ECV 和 TCA 细胞中高效持久地表达

Endostatin 蛋白 ,达到了我们设计的要求。

本实验结果显示 Ad/hEnd 能在 Ecv 和 Tca8113 细胞中

有效表达 Endostatin 蛋白 , 为应用 Ad/ hEnd进行舌癌的抗肿

瘤血管生成的 Endostatin 基因治疗实验研究开辟了广阔前景。
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摘　要:【目的】探讨牙磷灰石中碳酸基团(CO3)的存在方式及其对牙磷灰石理化特性的影响。【方法】应用红外光谱技术(IR)对四颗正

常乳牙 、年轻恒牙牙釉质和牙本质中的CO 3 进行定性和定量分析。【结果】所有标本中均存在CO 3 和PO 4特征性吸收峰 , CO 3含量的质量百分

比依次为:恒牙牙釉质(6.9)<乳牙牙釉质(7.8)<恒牙牙本质(8.9)<乳牙牙本质(9.3)。红外吸收峰的峰形显示乳 、恒牙牙釉质的结晶性较

牙本质高。【结论】CO 3 主要以取代 PO 4 的方式(B型取代)存在于牙磷灰石结构中;恒牙牙釉质和牙本质结晶性的不同可部分归因于不同组

织中 CO 3 的含量差异。

关键词:碳酸基团;牙磷灰石
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　　早期的研究多用羟基磷灰石(HA)作为研究牙体组织矿

化的模型。但有学者指出 ,生物磷灰石(包括牙釉质 、牙本质

和骨组织等)不是纯 HA ,而是含有多种微量成份的碳酸盐磷

灰石(carbonate hydro xyapatite),分子式可以表达为(Ca , M g ,

Na , X)10(PO4 , HPO4 , CO 3)6(OH , CL)2
[ 1 , 2] 。迄今 , 碳酸基团

CO3 在牙磷灰石结构中可能存在的方式及其对牙磷灰石结

晶性 、溶解性等特性的影响尚无定论。本实验应用红外光谱

技术对乳 、恒牙牙釉质和牙本质中的碳酸基团(CO3)进行了

定性 、定量的对比分析。

1 　材料和方法

1.1　标本收集

选取因正畸或换牙拔除的正常乳牙 、恒牙各四颗。牙齿

拔除后去除软垢 、牙石和软组织 , 用蒸馏水洗净 , 置于 100

g/ L甲醛固定 24～ 48 h 。蒸馏水冲洗 ,自然干燥备用。

1.2　样品制备

用慢速牙科手机(7 000 r/ min)及锥形金刚砂钻 , 将牙釉

质 、牙本质分别制成粉末 ,并将位于釉牙本质界处的牙体组

织(此处牙釉质 、牙本质不易分开)弃之不用 。各标本取 1

mg 粉末与 300 mg 溴化钾混匀 , 压片法制样。

1.3　红外光谱检测(IR)

在 BIO-RAD 公司产傅立叶变换红外光谱仪上进行 , 测

定波数范围为 400～ 4 000 cm -1的红外吸收峰 , 根据一定波

数范围的特征性吸收峰的出现及其强度 , 对样品中的 CO3

进行定性及定量分析。

2 　结　果

乳 、恒牙牙釉质和牙本质的红外光谱图(见图 1)显示 ,

所有标本除具有 OH(O-H)吸收峰外 , 均出现了 CO 3(C-O)、

PO 4(P-O)的特征性吸收峰。计算 CO3(C-O)与 PO4(P-O)峰

形的强度比值 , 根据 leGeros 的方法[ 1] , CO 3 含量与其吸收峰

的强度成正比 , 测得恒牙牙釉质 CO3 含量质量百分比为

6.9 ,恒牙牙本质为 8.9 , 乳牙牙釉质为 7.8 , 乳牙牙本质为

9.3 。比较乳 、恒牙牙釉质和牙本质红外吸收峰的峰形 , 表明

乳 、恒牙牙釉质中 PO 4的吸收峰分辨度(resolution)较其牙本

质高 , 提示乳 、恒牙牙釉质的结晶性高于其自身牙本质。

图 1　乳 、恒牙牙釉质和牙本质的红外光谱(IR)图谱
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