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　　摘要：目的　研究促血管生成素基因在大鼠原位种植肝癌模型中的表达及其与肝癌新生血管之
间的关系。方法　采用 Ｗａｌｋｅｒ２５６癌肉瘤接种 ４０只 Ｗｉｓｔａｒ大鼠制作原位种植肝癌模型，用微血管计

数以标志肿瘤新生血管。采用原位杂交法检测促血管生成素基因的表达。结果　Ｗａｌｋｅｒ２５６癌肉瘤

接种后 １，２，３周肿瘤微血管密度分别为（１５±４．３）／Ｈｐ，（１７±３．６）／Ｈｐ和（４５±７．８）／Ｈｐ。接种

后 ３周较前 ２周有显著性增加（均 Ｐ＜０．０５）。无癌肝脏组织和肝癌组织中都有大量促血管生成素

－１（ａｎｇ１）ｍＲＮＡ表达，且两者差异无显著性 （Ｔ＝３．２１４，Ｐ＝０．１２６）。无癌肝脏组织中无促血管

生成素 －２（ａｎｇ２）ｍＲＮＡ表达，而肝癌组织中有大量 ａｎｇ２ｍＲＮＡ表达且与肿瘤微血管密度呈正相

关。结论　ａｎｇ２可能对原位接种肝癌中新生血管的形成有一定作用。
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　　 最近发现促血管生成素（ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ）及其酪

胺酸受体 Ｔｉｅ２在机体和肿瘤血管生成中发挥着重

要的作用，目前已发现 ａｎｇ１，ａｎｇ２，ａｎｇ３，ａｎｇ４

４种配体［１～２］。但对于 Ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ／Ｔｉｅ２系统在肝

癌血管生成中的作用尚缺乏报道。在本实验中，笔

者采用原位种植肝癌模型，用原位杂交染色法检测

肝癌组织中促血管生成素基因的表达，以探讨其表

达和肝癌新生血管形成的关系。

１　材料和方法

１．１　原位种植肝癌模型的建立及标本收集

取 Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ４０只，体 重 １６０～１８０ｇ，平 均

１７２ｇ，雌雄兼用。取生长旺盛的 Ｗａｌｋｅｒ２５６癌肉瘤

大鼠（上海医药工业研究院提供），无菌条件下分

离出癌组织，切成 １ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ大小的小块，

置于 ＤＭＥＭ培养液中备用。按照笔者以前的方法

建立原位种植肝癌模型［３］。

随机将大鼠分为 ４组，其中 １０只为正常对照，

另 ３组为实验组。分别于接种后 １，２，３周各取 １０

只开腹取肝脏及肝癌组织，立即以 １０％福尔马林

固定，２４ｈ内石蜡包埋。连续切片 ６μｍ，分别行 ＨＥ

染色和免疫组织化学染色。原位杂交切片以 ４％多

聚甲醛固定，２４ｈ内包埋切片，切片厚度 ４μｍ。

１．２　血管密度测定

ＨＥ染色切片 ２００倍光镜下计数 ３个视野微血

管数目，取平均值作为微血管密度。另计数免疫组

织化学染色切片强阳性、弱阳性及阴性血管的数

目，取平均值。

１．３　原位杂交染色步骤

切片常规脱蜡至水，用 ０．５％ Ｈ２Ｏ２／甲醇室温

处理 ３０ｍｉｎ以灭活内源性过氧化物酶。蒸馏水洗 ３

次。用 ３％柠檬酸新鲜稀释的胃蛋白酶 ３７℃消化

１ｍｉｎ，０．５ＭＰＢＳ溶液洗涤 ３次，每次 ５ｍｉｎ。蒸馏水

洗 １次。在切片组织中加入 ２０μｌ经变性处理的地

高辛标记的 Ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ１和 Ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ２杂交探

针，盖上预先硅化好的盖玻片。置于湿盒中 ３９℃

杂交 １６～１８ｈ。杂交反应后，用 ３７℃左右水温的 ２

×ＳＳＣ溶液洗涤 ３次，每次 ５ｍｉｎ。滴加杂交后稳定

液，３７℃，４～６ｈ。以 ０．５Ｍ ＰＢＳ溶液洗涤 ５ｍｉｎ×３

次。滴加封闭液，室温 ２０ｍｉｎ，不洗。滴加兔抗地

高辛，２０～３７℃反应 ６０ｍｉｎ，０．５ＭＰＢＳ洗涤 ２ｍｉｎ×

３次。滴 加 生 物 素 化 羊 抗 兔 ＩｇＧ２０～３７℃ 反 应

２０ｍｉｎ，０．５ＭＰＢＳ洗涤 ２ｍｉｎ×３次。滴加 ＳＡＢＣ，２０

～３７℃反应 ２０ｍｉｎ，０．５Ｍ ＰＢＳ洗涤 ５ｍｉｎ×４次。

ＤＡＢ显色，苏木素轻度复染，梯度酒精脱水，二甲苯

透明，中性树胶封片观察。

１．４　统计学分析

实验结果以（ｘ±ｓ）记录，采用 ＳＡＳ统计分析

软件行 ｔ检验和方差分析，Ｐ＜０．０５表示有统计学

意义。

２　结　果

２．１　大体及组织学观察

肝脏组织中接种 Ｗａｌｋｅｒ２５６癌肉瘤后 １周即可

在接种部位出现大小不等的肝癌肿块，２周、３周肿

瘤逐渐变大，５只出现肿瘤周围肝组织的转移和腹

水形成。ＨＥ染色证实肝癌形成和大量血管形成。

２．２　微血管密度测定

Ｗａｌｋｅｒ２５６癌肉瘤接种后 １，２，３周肿瘤微血管

密度分别为 （１５±４．３）／Ｈｐ，（１７±３．６）／Ｈｐ和

（４５±７．８）／Ｈｐ，第 １，２周相比无显著性差异（Ｐ

＞０．０５），第 ３周和前 ２周相比微血管数目显著增

多（Ｐ＜０．０５）。

２．３　原位杂交检测结果

正常肝组织和肝癌组织中都有大量促血管生

成素 －１（ａｎｇ１）ｍＲＮＡ表达，肝癌组织［（５６±６）／

Ｈｐ］和正常肝脏［（４８±４）／Ｈｐ］之间差异无显著

性 （Ｔ＝３．２１４，Ｐ＝０．１２６）。正常肝脏组织中无

促血管生成素 －２（ａｎｇ２）ｍＲＮＡ的表达，而肝癌组

织中有大量 ａｎｇ２ｍＲＮＡ［（３２±８／Ｈｐ）］表达，主要

集中于癌灶边缘与正常肝脏交界处，在血管密集处

表达较强，肝脏窦状间隙的内皮细胞胞浆中可有少

量表达。肝癌组织中的 ａｎｇ２的表达较正常肝脏组

织差异有显著性（Ｔ＝３．０８７，Ｐ＜０．０１）。

３　讨　论

促血管生成素 ａｎｇ１和 ａｎｇ２是近年来发现的

Ｔｉｅ２受体的配体［１］。ａｎｇ１和受体的结合后通过调

节内皮细胞与周围间质细胞的相互作用而发挥维

持血管稳定，促进新生血管成熟化的作用。Ａｎｇｉｏ

ｐｏｉｅｔｉｎ／Ｔｉｅ２系统在胚胎时期是血管形成的另一信

息通道，其在成熟机体和病理情况下的作用尚有待

阐明。

关于 ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ在肝癌血管生成中的作用目前

７９１
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报道较少。Ｔａｎａｋａ［４］发现 ａｎｇ１在肝癌组织和正常

肝脏组织没有显著差别，ａｎｇ２则主要集中在肝癌

组织中［１］。但其所采用的 ＲＴＰＣＲ无法对肝脏组

织中的 ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ进行定位研究，因此我们采用原

位杂交的方法观察了大鼠原位种植肝癌组织和正

常肝脏中的表达，发现 ａｎｇ１在正常肝脏和肝癌组

织中的表达没有明显区别，ａｎｇ２在正常肝组织中

无表达，却在肝癌组织中有较多表达，二者相比差

异有显著性意义。原位种植肝癌是研究原发性肝

癌较好的模型，由于肝脏本身具有很强的免疫性，

大多采用组织移植的方法。接种 １～２周即能形成

明显的肝癌，第 ３周时可见到肿瘤向周围的转移和

腹水形成。从肿瘤微血管密度的检测来看，肝癌的

长大和发展伴有微血管密度的增加，说明血管形成

和肝癌发展有密切关系。本研究结果发现：ａｎｇ２

ｍＲＮＡ在正常肝脏组织中几乎不表达，但在肝癌组

织中却呈强阳性表达，ａｎｇ２的表达主要集中于癌

灶边缘与正常肝脏交界处，在血管密集处表达较

强，肝脏窦状间隙的内皮细胞胞浆中可有少量表

达。说明 ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ在肝癌的转移过程中可能起到

一定作用。结合笔者以前的研究［５］，ａｎｇ１在体外

对血管内皮细胞具有趋化作用，而 ａｎｇ２则在体内

血管活跃的地方表达较强，因此认为 ａｎｇ２可能参

与了肝癌新生血管形成的启动环节。进一步研究

Ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ／Ｔｉｅ２系统在肝癌血管生成及转移中的

作用将有助于了解肝癌新生血管形成的机制，为开

发以肝癌新生血管为目标的抗血管生成疗法奠定

基础。
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