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氟尿嘧啶与生长抑素受体基因联合治疗鼠

胰腺癌移植瘤的研究

杜志勇，陈立模，秦仁义

（华中科技大学同济医学院附属同济医院 胆胰外科，湖北 武汉 ４３００３０）

　　摘要：目的　 观察生长抑素二型受体（ＳＳＴＲ２）基因体内转染后裸鼠胰腺癌移植瘤对 ５－氟尿嘧

啶（５ＦＵ）的反应，并探讨其可能机制。方法　将人胰腺癌细胞株 ｐａｎｃ１种植于裸鼠背部皮下形成

胰腺癌移植瘤模型。成模后动物随机分成 ４组（每组 ６只）；Ｉ组为对照组；ＩＩ组为腹腔注射 ５ＦＵ治

疗组；ＩＩＩ组为瘤内注射 ｐＣＭＶ６ＣＳＳＴＲ２脂质体转染 ＳＳＴＲ２基因治疗组；ＩＶ组为基因治疗 ＋５ＦＵ治

疗组。观察肿瘤生长速度，测量瘤体大小及重量。用免疫组织化学方法和免疫印迹技术（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

检测转染效率；用凋亡原位检测方法（Ｔｕｎｅｌ）检测胰腺癌细胞的凋亡率。结果　体内转染后 ＳＳＴＲ２可

重新表达。５ＦＵ和 ＳＳＴＲ２基因联合治疗（ＩＶ）组肿瘤生长速度显著慢于单独基因治疗（ＩＩＩ）组及单独

５ＦＵ治疗（ＩＩ）组和空白对照（Ｉ）组（Ｐ＜０．０１）；最终肿瘤大小，重量也显著小于其他 ３组（均 Ｐ ＜

０．０１），而癌细胞凋亡率显著高于其他 ３组（均 Ｐ＜０．０１）。结论　ＳＳＴＲ２重新表达后可增强胰腺癌

细胞对化疗药物 ５ＦＵ的敏感性，联合 ５ＦＵ和 ＳＳＴＲ２基因治疗可望成为治疗胰腺癌新的途径。
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　　生长抑素二型受体（ＳＳＴＲ２）表达可能是抑制

胰腺肿瘤生长的重要通路，但遗憾的是几乎 ９０％的

胰腺癌丧失了表达 ＳＳＴＲ２的能力［１］。作者［２］先前

的研究表明，单独转染 ＳＳＴＲ２基因能起到比较显著

的治疗效果，其机制主要系通过诱导胰腺癌细胞凋

亡而发挥作用。传统的化疗药物治疗肿瘤的一个

重要机制是诱导肿瘤细胞凋亡。ＳＳＴＲ２基因表达后

是否增强在体胰腺癌细胞对化疗药物（５ＦＵ）的敏

感性至 今未见 报 道。鉴 于 此，笔 者 联 合 ５ＦＵ和

ＳＳＴＲ２基因治疗裸鼠胰腺癌移植瘤，观察其对肿瘤

的生长及癌细胞凋亡的影响，以期探索临床联合应

用 ５ＦＵ和 ＳＳＴＲ２基因治疗胰腺癌的可行性。

１　材料和方法

１．１　材料

人胰腺癌细胞株 ｐａｎｃ１（无 ＳＳＴＲ２表达）购于

中国医学科学院基础研究所；２４只 ６周龄 ＢＡＬＢ／Ｃ

ｎｕ／ｎｕ裸鼠购于湖北省疾病预防中心；ｐＣＭＶ６Ｃ

ＳＳＴＲ２质粒由芝加哥大学 Ｂｅｌｌ教授惠赠；脂质体 ｌｉ

ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；提取质粒试剂

盒购于 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；抗 ＳＳＴＲ２多克隆抗体购于 Ｓａｎ

ｔａＣｒｕｚ公司；辣根过氧化酶标记的兔抗羊 ＩｇＧ购于

北京中山生物技术有限公司；Ｔｕｎｅｌ试剂盒为德国

ＢｏｅｈｒｉｎｇｅｒＭａｎｎｈｅｉｍ公司产品；５ＦＵ注射剂是天津

金耀氨基酸有限公司产品。

１．２　实验方法

１．２．１　质粒准备　用大肠杆菌 ＤＨ５α大量扩增

ｐＣＭＶ６ＣＳＳＴＲ２质粒，按照提取质粒试剂盒说明书

提取质粒，保存备用。

１．２．２　细胞培养及移植瘤模型的建立　细胞用含

１０％胎牛血清、０．０３％谷胺酰胺的 ＤＭＥＭ培养基培

养。取 指 数 生 长 期 细 胞，用 含 ０．０１％ ＥＤＴＡ 的

０．２５％胰酶消化；收集细胞悬浮于无血清培养基

中，调整密度为 ２．０×１０７个／ｍＬ。每只裸鼠皮下接

种 ０．４ｍＬ即 ８×１０６个细胞。

１．２．３　实验分组及处理　７ｄ后肿瘤长到 ５ｍｍ×

５ｍｍ时，动物随机分成 ４组，每组 ６只。Ｉ组为对照

组，腹腔给予磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ），量及日期同 ５

ＦＵ的给予；ＩＩ组为 ５ＦＵ治疗组，腹腔给予 ５ＦＵ；ＩＩＩ

组 为 ＳＳＴＲ２基 因 治 疗 组，瘤 内 注 射 ｐＣＭＶ６Ｃ

ＳＳＴＲ２脂质体 转 染 ＳＳＴＲ２基 因；ＩＶ组 为 ５ＦＵ和

ＳＳＴＲ２基因联合治疗组，腹腔给予 ５ＦＵ，瘤内注射

ｐＣＭＶ６ＣＳＳＴＲ２－脂 质 体。瘤 内 注 射 ｐＣＭＶ６Ｃ

ＳＳＴＲ２－脂质体分别于第 ７，１４，２１，２８天进行，每

次质粒与脂质体质量体积比为 ０．５ｇ／Ｌ，每次注射

前质粒与脂质体先分别与无血 清培 养基 混合至

５０μＬ，室温静置 １５ｍｉｎ，再将两者混合，室温静置

１５ｍｉｎ后应用。５ＦＵ的给予分别于第 １０，１７，２４，

３１天按 ５０ｍｇ／ｋｇ进行（溶于 １ｍＬＰＢＳ中）。

１．３　检测指标及方法

１．３．１　肿瘤长、短径测定　每次注射前用游标卡

尺测量肿瘤最长径（长）和最短径（宽）。第 ３２天

麻醉所有裸鼠，剥离肿瘤，用电子称称其重量。取

少许肿瘤组织放入 １０％甲醛溶液中固定，其余迅速

置入 －７０℃冰箱中保存备用。

１．３．２　免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）、免疫组织化学检测

　ＳＳＴＲ２蛋白表达及转染效率每次取组织块 １００ｍｇ

加入 １ｍＬ匀浆缓冲液，快速冰上匀浆，１２０００ｒ／

ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ后取上清，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定总蛋白浓

度。取 １００μｇ总蛋白以 １０％ＳＡＤＰＡＧＥ凝胶电泳

分离。电转移蛋白至 ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶粉封闭过

夜；加入一抗（１∶１０００），于封闭袋中 ４℃孵育 ２ｈ；

加入二抗（１∶５０００），孵育 １ｈ。化学发光法显示

结果，压片曝光。免疫组化采用链霉亲和素 －生物

素 －过氧化物酶标法（ＳＰ）法。一抗 １∶１００，二抗

１∶５００。空白对照采用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）代替一

抗。每只裸鼠移植瘤的免疫组化切片取 ２张，４０×

高倍镜下计数连续 １０个视野，至少 ５０００个细胞，

计算转染效率。

１．３．３　Ｔｕｎｅｌ检测细胞凋亡率　按 ＢｏｅｈｒｉｎｇｅｒＭａｎｎ

ｈｅｉｍ公司产品说明书操作。

１．４　统计学处理

数据采用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。显著性

差异采用 ｔ检验。Ｐ＜０．０５为有统计学意义。

７２８
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２　结　果

２．１　ＳＳＴＲ２蛋白表达及转染效率的测定

２．１．１　免疫组化结果　图中呈棕色颗粒即为转染

成功的细胞（转染效率为 ２％）。颗粒主要在细胞

浆中，大小不等，分布不均；Ｉ（对照）组，ＩＩ（５ＦＵ）

组无棕色颗粒（图 １）。

Ｉ组 ＩＩ组 ＩＩＩ组 ＩＶ组

图 １　免疫组化结果（ＳＰ×４００）

２．１．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果　ＩＩＩ（基因）组，ＩＶ（联合）

组出现 ＳＳＴＲ２特异性蛋白目的条带；Ｉ，ＩＩ组中无特

异性蛋白目的条带（图 ２）。

以上结果说明瘤内注射质粒脂质体混合物的方

式可导致胰腺癌组织中癌细胞重新表达 ＳＳＴＲ２蛋

白。

２．２　ＳＳＴＲ２基因治疗联合 ５ＦＵ化疗对肿瘤生长

的影响

ＩＶ（联合）组肿瘤生长速度最慢，最终肿瘤的大

小、重量均显著小于其他 ３组（图 ３，表 １）。

　　ＩＩＩ，ＩＶ组出现 ＳＳＴＲ２特异性蛋白目的条带；Ｉ，ＩＩ组中无特

异性蛋白目的条带

图 ２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果

Ｉ组 ＩＩ组 ＩＩＩ组 ＩＶ组

图 ３　肿瘤实体图 Ｉ组肿瘤瘤体最大，ＩＶ组瘤体最小。

２．３　对胰腺癌细胞凋亡的影响

ＨＥ染色切片中肿瘤凋亡细胞呈空泡状，核浓

缩、碎裂，散在分布。Ｔｕｎｅｌ图可见 ＩＶ组肿瘤凋亡细

胞数目明显增多（图 ４），凋亡率最高（附表）。

Ｉ组 ＩＩ组 ＩＩＩ组 ＩＶ组

图 ４　Ｔｕｎｅｌ图（×４００）ＩＶ组肿瘤凋亡细胞数目明显增多，ＩＩＩ组次之，Ｉ，ＩＩ组最少

８２８
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附表　ＳＳＴＲ２基因治疗联合 ５ＦＵ化疗对胰腺癌移植瘤

的影响

分组 肿瘤体积（ｃｍ３） 肿瘤重量（ｇ） 细胞凋亡率（％）

Ｉ ２．０５８±０．１７６ １．４１２±０．１４６ ０．５６±０．０９

ＩＩ １．９８５±０．１６８ １．３５２±０．１０８ ０．５８±０．１２

ＩＩＩ ０．３１８±０．０９８１），２） ０．５２３±０．０９０１），２） １．４７±０．１３１），２）

ＩＶ ０．１３４±０．０７６１），２），３） ０．３２２±０．０４３１），２），３） ２．１７±０．１９１），２），３）

　　注：１）与Ｉ组比较Ｐ＜０．０１，２）与ＩＩ比较Ｐ＜０．０１，３）与ＩＩＩ比较Ｐ＜０．０１

３　讨　论

目前，胰腺癌惟一可能治愈的方法依然是手术

切除。但 手 术 切 除 率 仅 在 １０％ ～１５％ 左 右［３］。

胰腺癌对常规的放、化疗不敏感，导致其 ５年生存

率在 ５％以下［３］。因此，寻找新的治疗方法显得

尤为必要。国外有研究［１，３－６］表明，ＳＳＴＲ２基因可

作为胰腺癌的候选抑癌基因之一，其在胰腺癌细

胞中表达后通过不同的机制发挥抑瘤作用。笔者

等以前的研究［２，７］也表明，ＳＳＴＲ２重新表达后可通

过抑制胰腺肿瘤内微血管的生成、抑制癌细胞增

殖、抑制转移和诱导癌细胞凋亡等途径发挥治疗

作用。５ＦＵ作为治疗消化系统肿瘤包括胰腺癌

的经典化疗药物，也主要是通过诱导癌细胞的凋

亡来发挥治疗作用的［８－９］。

本实验结果显示，联合治疗组最终移植瘤瘤体

大小、重量均显著小于 ＳＳＴＲ２基因治疗组、５ＦＵ

化疗组及对照组，而细胞凋亡率则显著高于上述 ３

组；而单一 ＳＳＴＲ２基因治疗或 ５ＦＵ化疗对胰腺癌

移植瘤影响不大。上述结果表明联合 ＳＳＴＲ２基因

和 ５ＦＵ治疗对 ｐａｎｃ１胰腺癌移植瘤有显著的协

同效应。其可能机制如下：

（１）化疗药物对胰腺癌细胞的杀伤作用与诱

导细胞凋亡密切相关［８－９］　５ＦＵ作为治疗胰腺

癌的一线化疗药物，其作用的发挥主要是通过诱

导癌细胞凋亡来实现的。细胞凋亡调控主要因子

Ｂｃｌ２蛋白家族中 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ的相互作用在凋亡

调节过程中 起 关 键 作 用。Ｂｃｌ２抑 制 细 胞 凋 亡，

Ｂａｘ促进细胞凋亡，二者之间的比例决定癌细胞是

否发生凋亡。临床和实验研究［１０－１１］中均发现胰

腺癌细胞 凋 亡 与 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值呈负相关，表明

Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ在胰腺癌细胞凋亡调节过程中起着重

要作用。有研究［１２］显 示，Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比 值低则肿

瘤细胞易发生凋亡，对化疗也较为敏感。说明细

胞凋亡抗性可能是肿瘤细胞耐药的重要因素。笔

者以 前 的 研 究［２］表 明，ＳＳＴＲ２表 达 后 显 著 上 调

Ｂａｘ２的表达，下调 Ｂｃｌ２的表达。Ｇｕｉｌｌｅｒｍｅｔ等［１３］

的研究结果也表明 ＳＳＴＲ２表达后下调 Ｂｃｌ２的表

达。因此，ＳＳＴＲ２表达后不仅能显著增加胰腺癌细

胞的凋亡，同时可以通过下调 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值来增

加胰腺癌细胞对化疗药物 ５ＦＵ的敏感性。本实

验表明，单独的 ５ＦＵ治疗对裸鼠肿瘤的影响微乎

其微，肿瘤细胞的凋亡与对照组相比无显著意义。

这说明人胰腺癌细胞株 ｐａｎｃ１对 ５ＦＵ是显著耐

药的，而 ＳＳＴＲ２基因表达后可显著提高在体胰腺

癌细胞对化疗药物 ５ＦＵ的敏感性，从而发挥显著

的协同效应。

（２）两者联合还可能通过不同的途径发挥协

同作用　笔者以前的研究［２，７］表明，ＳＳＴＲ２表达后

可通过胰腺肿瘤内微血管的生成、抑制癌细胞的

增殖、抑制转移及癌细胞周期抑制等途径来发挥

抑癌效应。而 ５ＦＵ作为细胞毒药物，其还可以直

接导致癌细胞发生坏死，病理切片也证实有较多

癌细胞坏死崩解。

总之，联合应用 ５ＦＵ化疗和 ＳＳＴＲ２基因治疗

胰腺癌可望成为治疗不可切除 胰腺 癌的有效手

段。ＳＳＴＲ２基因表达后增加胰腺癌对化疗药物 ５

ＦＵ敏感性的机制尚待进一步研究。
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颈动脉鞘外侧异位结节性甲状腺肿１例
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　　患者　女，４４岁。因发现颈前
肿物 ７ｄ入院。专科检查：左叶甲状腺
区可扪及 ４个 约 ０．５～１．２ｃｍ小 肿
物，甲状腺左叶 Ｉ°大小；于左胸锁乳
突肌中段后方可扪及约 １．５ｃｍ×２．０
ｃｍ大小肿物，质略硬，活动度差，不随
吞咽上下活动。辅助检查：Ｂ超检查
发现甲状腺左叶结节性甲状腺肿，左

侧颈内静脉外侧颈下段可见一约 ２４．
２ｍｍ×１５．５ｍｍ×２０．５ｍｍ大小混合
性回 声，其 内 弱 回 声 无 回 声 各 占

５０％，周边可见血管无内向生长，提
示甲状腺左叶结节性甲状腺肿，左颈

部混合性病变，以液性为主；颈部 ＣＴ
增强扫描发现左叶甲状腺内结节性病

变伴轻度钙化，左颈动脉间隙内囊性

低密度灶，边界较清楚，增强扫描壁有
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明显钙化，呈类圆形直径约 １．５ｃｍ，考
虑为左甲状腺癌伴颈部淋巴结转移。

诊断：（１）左叶结节性甲状腺肿（不排
除恶变）；（２）左颈部肿物（淋巴结转
移可能大）。于 ２００６年 ４月 ６日全麻
下行手术探查，术中见左叶甲状腺 ４
个约 ０．５～１．２ｃｍ结节，切除送冷冻病
理检查，报告为结节性甲状腺伴微小

乳头状癌。探查左胸锁乳突肌后方颈

内静脉外侧一约 ２．５ｃｍ×２．０ｃｍ肿物
与颈内静脉紧密相连，质略硬，切除送

冷冻病理检查，报告为左颈部结节性

甲状腺肿囊性变。遂行左叶甲状腺次

全切除峡部切除、左颈部异位甲状腺

切除、颈部淋巴结廓清术。术后石蜡

病理切片报告与冷冻病理结果一致。

讨论　大多数人认为，异位甲状腺
是甲状腺在胚胎发育和甲状腺原基位

置异常，甲状腺舌管下降过程中发生

障碍所致，可发生在甲状腺下降过程

的任何部位，最常见为舌根部大约占

９０％以上，其次为舌骨上、舌骨前、舌
骨下、上纵隔等，但限于颈动脉鞘内

侧、侧方异位甲状腺临床极少见。侧

方异位甲状腺为甲状腺异位于颈动脉

鞘外侧，如本例。异位甲状腺从形态

上可分为 ３类：（１）真性异位，异位和
正常位置同时存在甲状腺组织；（２）假
性异位，异位甲状腺是正常甲状腺的

延伸；（３）完全异位，正常位置缺如，
仅有异位甲状腺组织。也有文献认为

异位甲状腺可分为 ２类：（１）迷走甲状
腺，正常位置缺如的异位甲状腺组织；

（２）副甲状腺，除正常位置甲状腺外还
存在其他位置甲状腺组织。本例异位

甲状腺属于真性异位甲状腺或副甲状

腺。该病一般在体检或异位甲状腺发

生病变时发现，确诊一般主要通过病

史，临床表现，体检及辅助检查，其中

辅助检查中 ＣＴ及 Ｂ超有一定作用，核
素 Ｉ１３１扫描和吸碘功能对确定正常部
位或异位甲状腺的功能状态有着特异

性意义，对术前诊断及指导手术也有

一定临床意义。临床医生对待颈部肿

物不能简单定论，要有异位甲状腺的

概念。未 扪 及 正 常 位 置 甲 状 腺 的 病

例，更应有异位甲状腺的概念。
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