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#对大鼠主动脉血管生长的作用!研究
:]L6

$
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对肿瘤血管

形成的影响$方法
!

无菌分离出大鼠的胸主动脉!显微镜下小心地将大鼠的胸主动脉分离!并将剔好的动脉剪

成小段!每段长度
.
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'将主动脉放入盛有青霉素&链霉素的冰磷酸盐缓冲液中!拿出预先用
NE?>C

F

*=

胶包

被的
#9

孔板!将动脉环小心接种到
#9

孔板的
NE?>C

F

*=

胶上'再取出液态
NE?>C

F

*=

胶!加在环上!形成夹心状'

%10

培养箱中再放置
%$)CD

!使其凝固$人乳腺癌细胞
NP56NR6!%.

培养基中给予
%4.!8

&

"4!8$

&

.!48$$

D

F

(

)M:]L6

$

.

分别加至
NE?>C

F

*=

胶上层'培养箱中常规培养并进行拍照&统计$结果
!

显微镜下观察比较发

现!随着
:]L6
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.

水平增加!大鼠主动脉环的血管生成速度&密度&直径及血管分支长度均增加$结论
!
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能刺激乳腺癌细胞血管内皮细胞的血管形成$

关键词"转化生长因子
6

$

.

'

!

血管形成'

!

乳腺肿瘤

中图法分类号"

31%147

文献标志码"

5

文章编号"

."1!67#88

"

!$.9

#

!#6%""$6$%

#-5B@6-7695LNR0

!

.9-8A6<-

=

+9

=

6-6,+,958@>9;

"

;#T/%

#

:#1U%)4

E

7&

'

#

.-9%)

$

@H344G4

E

$)L%H;7K%H)G@H%7&H7

#

1%&

'

!%);7K%H)G-&%N7<L%D

(

#

.%&H3/)&

#

1%&

'

O%)18$$$#

#

F3%&)

%

EC,8;<78

!

"C

*

678+F6

!

:;CDK*(?C

F

E?*?@**AA*B?;A?>ED(A;>)CD

FF

>;J?@AEB?;>6H*?E.

$

:]L6

$

.

%

;DE;>?CB

KE(BG=E>

F

>;J?@CD>E?(ED2?@**AA*B?;A:]L6

$

.;DED

F

C;

F

*D*(C(;A?G);>4G68A9:,

!

:@*?@;>EBCBE;>?E;A

>E?(JE(C(;=E?*2E(*

<

?CBE==

'

4:@*?@;>EBCBE;>?E;A>E?(JE(BE>*AG==

'

(*

<

E>E?*2GD2*>?@*)CB>;(B;

<

*ED2BG?

CD?;()E==(*

F

)*D?(

#

*EB@;AJ@CB@JE(EH;G?./!))CD=*D

F

?@4:@*E;>?EJE(

<

G?CD?;CB*

<

@;(

<

@E?*HGAA*>

B;D?ECDCD

F<

*DCBC==CDED2(?>*

<

?;)

'

BCD4:@*#96J*==

<

=E?*

<

>*6B;E?*2JC?@NE?>C

F

*=

F

=G*JE(?Ea*D;G?ED2?@*

E>?*>

'

>CD

F

JE(BE>*AG==

'

CD;BG=E?*2;D?;?@*NE?>C

F

*=

F

=G*;A?@*#96J*==

<

=E?*4:@*D?@*=C

e

GC2NE?>C

F

*=

F

=G*

JE(?Ea*D;G?ED2E22*2?;?@*>CD

F

?;A;>)E(ED2JCB@(@E

<

*4S?JE(

<

=EB*2CD?@*CDBGHE?;>E?%10A;>%$

)CDG?*(A;>(;=C2CACBE?C;D4SD TG)EDH>*E(?BEDB*>B*==(NP56NR6!%. )*2CG)

#

%4.!8

#

"4!8$ED2.!48$$

D

F

"

)M:]L6

$

.J*>*E22*2?;?@*G

<<

*>=E

'

*>;ANE?>C

F

*=

F

=G*>*(

<

*B?CK*=

'

4:@*B*==(J*>*BG=?G>*2>*

F

G=E>=

'

CDCDBGHE?;>ED2

<

@;?;

F

>E

<

@*2ED2B;GD?*24H6,@B8,

!

NCB>;(B;

<

CB;H(*>KE?C;D(@;J*2?@E?JC?@?@*CDB>*E(*;A

=*K*=;A:]L6

$

.

#

?@*K*=;BC?

'

#

2*D(C?

'

#

2CE)*?*>;AED

F

C;

F

*D*(C(ED2?@*=*D

F

?@;AKE(BG=E>H>EDB@*(CDB>*E(*24

I9-7B@,+9-

!

:]L6

$

.BED(?C)G=E?*?@*ED

F

C;

F

*D*(C(;AKE(BG=E>*D2;?@*=CE=B*==(CDH>*E(?BEDB*>B*==(4

J6

D

K9;:,

!

?>ED(A;>)CD

FF

>;J?@AEB?;>6H*?E.

&

!

ED

F

C;

F

*D*(C(

&

!

?G);>;AH>*E(?

!!

正常机体在生理状态下血管新生是暂时的#并且

机体严密监视+控制这一过程(但在病理条件下#血

管内皮细胞促进血管生长的能力将使增生组织或细

胞异常增殖(同时#血管形成受多种信号调控#这些

信号能够调控血管生成的状态#包括基因突变+免疫

细胞在局部浸润+代谢应激$如缺氧+酸中毒+碱中毒+

低血糖%+增殖压力改变等(转化生长因子
6

$

$
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%

有许多生物学作用#如参与胚胎发育+调节细胞的生

长+增殖和分化#甚至诱导程序性死亡&另外#

:]L6

$

还参与细胞外基质形成+抑制细胞因子产生#促进黏

附分子表达#进而抑制免疫应答#修复受损组织等(

:]L6

$

家族中研究最多的是
:]L6

$
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#它是一种多功

能生长因子#分布于多种组织细胞内#激活其下游的

胞内信号蛋白#介导
:]L6

$

.

的信号传递#进而发挥重

要生物学效应(有研究显示#在成纤维促血管生成

中#

:]L6

$

.

信号通路可以诱导成纤维细胞表型发生

改变#促进肌动蛋白
#

$

#
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%和血管内皮生长因子

$
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表达#使成纤维细胞形成小管样结构)

.
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(

有研究表明#

:]L6

$

基因敲除的小鼠表现有血管发育缺

陷#致胚胎死亡)

!

*

(目前
:]L6

$

对血管内皮细胞的作

用及转导通路研究还比较少#

]5:5"

能够与
:]L6

$

基

因的启动子结合#参与调控血管内皮细胞功能(而
]56

:5"

分子在血管内皮细胞内广泛表达#维持血管内皮

细胞的生存和调节周围血管)
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#这些理论知识为利用
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刺激大鼠内皮细胞提供了有利条件(

$
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材料与方法
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材料
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健康雄性大鼠#
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周#体质量
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#购于宁夏医科大学实验动物中心(人乳腺癌细

胞株
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$上海美轩生物科技有限公司%#
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公司%#

NE?>C

F
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胶$
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公司%#

XON

培养基$

SDKC?>;

F

*D

公司%#全自动数码凝胶成像

分析仪$

RC;63E2

公司%#超净工作台$苏州苏洁医疗%#

O\

!

恒温培养箱$博科公司%#生物安全柜$

:@*>);

公

司%#普通倒置显微镜$
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公司%(
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方法
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大鼠主动脉环形成试验
!

&P

大鼠戊巴比妥

钠腹腔麻醉后打开腹腔#迅速分离出大鼠的胸主动

脉#若有出血#用纱布拭去#保持视野清晰$过程中注

意无菌操作%&

NE?>C

F

*=

胶提前从
/!$0

移至
#0

冰

箱过夜#将
NE?>C

F

*=

胶加入
#9

孔板中#并在
%10

培

养箱中放置
%$)CD

#使其凝固(小心将大鼠的胸主动

脉结缔组织和脂肪剔除掉#注意不能剪破血管&放入

盛有
.$$[

"

)M

青霉素+

.$$[

"

)M

链霉素的冰磷酸

盐缓冲液$

ZR&

%中#再将动脉剪成小段#每段长度
.
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&用
ZR&

清洗主动脉环#取出
%10

培养箱中的

#9

孔板#将动脉环小心接种到
#9

孔板的
NE?>C

F

*=

胶

上&再将液态
NE?>C

F

*=

胶覆盖于环上#形成夹心状&

%10

培养箱中放置
%$)CD

#使其凝固&凝固后#在每

孔
NE?>C

F

*=

胶上层给予
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+

"4!8$

+

.!48$$D

F

"

)M

:]L6

$

.

$

XON

培养基配制%的
NP56NR6!%.

细胞培

养基上清液#比较各种
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水平对大鼠主动脉环

形成的影响(同一水平设
%

个复孔置于
%1 0

+
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培养箱中培养#每两天换
.

次#每日拍照(

$4/4/

!

新生血管分支长度比较
!

倒置显微镜观察大

鼠主动脉形成的血管分支#对不同组别进行测量并

统计(

$4'

!

统计学处理
!

采用
&Z&&!!4$

软件进行数据分

析#计量资料以
O_L

表示#多组间比较采用方差分

析#以
2

$

$4$8

为差异有统计学意义(

/

!

结
!!

果
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大鼠主动脉环血管形成试验
!

见图
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各种
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水平对大鼠主动脉

环形成的影响&

d.!$
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不同水平
:]L6
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刺激试验大鼠新生血管分支

长度比较
!

诱导
#9@

后#
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+
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)M:]L6
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刺激试验大鼠主动脉环外周血管分支

长度分别为$

$4"$$_$4$#.

%+$

$47$$_$4%$7
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$

.4!$$_$4!%9
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#差异有统计学意义$

2

$

$4$8

%(

表明
NP56NR6!%.

人类乳腺癌细胞经
:]L6

$

.

诱导

后#血管分支长度增加(

'

!

讨
!!

论

!!

目前#乳腺癌仍是导致女性死亡的重要疾病#虽

然现代诊断和治疗技术不断提高#乳腺肿瘤患者病死

率逐年下降#但其病死率仍高达
%8̂

(因此#筛选出

具有早期诊断价值的靶标分子#对于改善预后意义重

大(

:]L6

$

.

及其下游信号通路研究目前已成为肿瘤

研究的热点)

%6#

*

(作为
PZO#

基因的传递蛋白#

:]L6

$

.

已被证明
PZO#

突变或缺失与多种肿瘤相关(在

肿瘤细胞分泌的众多因子中#何种因子介导内皮细胞

从原有血管出芽形成新的肿瘤血管#并发挥的关键作

用还不十分清楚(血管生成后#血管大量增殖#形成

类似毛细血管网的细胞环状结构#这是肿瘤新血管生

长的重要步骤(

目前已有许多药物针对血管生成靶向性方向治

疗乳腺肿瘤#如索拉非尼)

8

*

(在健康人体内#血管生

成是被严格控制的#但在肿瘤组织中#血管生成迅速#

一方面供给肿瘤组织营养#另一方面实现肿瘤细胞远

端转移(因此#如何行之有效地切断肿瘤组织血管生

成途径#已被研究人员公认为是治疗肿瘤的有效途

径(尤其是某些促血管生成因子#可以在原有管腔内

大量释放#这些因子似.诱饵/激活血管内皮细胞表面

的相应受体#如
QX]L6QX]L3

结合+活化内皮细胞+

释放水解酶及蛋白酶#发挥纤维溶解作用#溶解血管

基底膜)

"61

*

(探明以上机制#对于肿瘤细胞如何最终

形成管腔#以致成熟血管形成#具有重大现实意义(

本研究旨在研究
:]L6

$

.

对于乳腺肿瘤细胞血管

生成的影响&为肿瘤细胞侵袭+远端转移等提供理论

佐证#进而对
:]L6

$

.

及其受体+信号通路研究提供了

前期基础)

967

*

(在前期多次预试验的基础上#本研究

分离出大鼠胸主动脉#并制作体外主动脉环试验模

型#借助
NE?>C

F

*=

胶模拟的细胞内基质环境#进行血

管形成试验观察(

#9@

后经倒置显微镜比较发现#人

类乳腺癌细胞
NP56NR6!%.

经
:]L6

$

.

诱导后#血

管出芽数量+密度增加#而且血管分支长度也增长(

:]L6

$

.

使
NP56NR6!%.

人类乳腺癌细胞迁移和血

管生成的能力增强#在后续研究中#作者将对其调控

的分子机制进行进一步探究(
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根据学者提出的有关菌株同源性的判断标准及

同源性
(

98̂

的菌株可被认为是来源同一克隆株的

理论#该起事件检出的
!.

株
Q

<

中#相同血清型的不

同
ZL]X

带型之间存在
.

!

%

个条带差异#具有高度

同源性#为同一聚类#可能来自同一污染源(

药敏试验结果显示#

!.

株
Q

<

的抗生素耐药情况

基本一致#与文献)

.!6.%

*报道基本一致#对氨苄西林

和头孢唑啉的耐药率最高#达
.$$4$$̂

#对头孢他啶+

四环素+阿莫西林"克拉维酸等均敏感(近年来#滥用

抗生素及细菌之间耐药基因传递等原因使细菌耐药

情况愈发严重#进而受到广大医务人员的重视)

.%6.#

*

(

因此#需密切关注
Q

<

的耐药情况及变化#以期有效指

导临床合理使用抗生素(

综上所述#此次聚集性腹泻事件是由
\%

!

V"

和

\#

!

V9

两种血清型为主的
8

种不同克隆株
Q

<

混合

感染引起的(而分离自餐厅从业人员的菌株为非产

毒株#与分离自患者的
Q

<

#可视为无相关性(因此#

引起此次事件的病原菌来源尚未确定#不排除由于此

次送检的可疑样品不全#未采集到致病菌污染样品(

建议相关部门在处理此类事件时#应扩大可疑食物或

相关环节样品的采样范围(此次事件可怀疑为该宾

馆食堂用具被多种血清型
Q

<

污染#或是食品在烹煮

过程中存在尚未熟透的现象#或是食堂厨房存在用具

生熟未严格分开+食品储存保管不当等#均是造成
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