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慢性应激对内皮抑素重组腺病毒抗肿瘤疗效的影响"
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"摘要#

!

目的
!

探讨慢性应激对内皮抑素重组腺病毒"

2!.34

$的抗肿瘤疗效是否产生影响%方法
!

小鼠

皮下接种
567#+

肺癌细胞"

55

&

1

$后分别接受
2!.34

'慢性束缚应激'

!

.

肾上腺素受体"

!

.28

$阻断剂普萘洛尔等

处理!记录肿瘤生长曲线%检测小鼠血清血管内皮生长因子"

94:;

$水平!检测肿瘤组织中血管内皮细胞%

55

&

1

细胞体外接受去甲肾上腺素"

<4

$或普萘洛尔处理!检测细胞上清液中
94:;

水平及肿瘤细胞乏氧诱导

因子
.$

"

"

=>;.$

"

$的表达%结果
!

小鼠在接受
2!.34

治疗的基础上再接受慢性应激
1$!

后!其负荷的肿瘤体

积及瘤质量分别达到了"

1?$'&%1@'?-&-/

$
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' 和"

%&-%@%&$'

$

B

!血清中
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水平为"
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,
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&

A5

!肿瘤组织中微血管数量为
-1&''@)&1%

%而单纯接受
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治疗的小鼠以上各值分别为"
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!差异均有统计学意义"

!

$
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在体

外可以诱导
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细胞分泌
94:;

并上调
=>;.$

"

表达%普萘洛尔可以阻断慢性应激以及
<4

的上述效应%

结论
!

慢性应激可能通过
!
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内皮抑素$

6,!"+EFE#,

&可以抑制内皮细胞增殖)

迁移及诱导其凋亡#发挥抗肿瘤新生血管生成的作

用#从而抑制肿瘤生长*笔者团队在前期研究中成功

构建内皮抑素重组腺病毒$

2!.34

&#发现荷瘤小鼠通

过尾静脉注射
2!.34

后#血清中内皮抑素的水平可较

长时间保持在高水平#肿瘤内血管内皮细胞的增殖明
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显减弱#肿瘤生长受到显著抑制'

$

(

*但据报道#肿瘤

患者在面对+癌症,诊断时#大多数会有长期的负性情

绪而处于一种+慢性应激,状态'

1

(

#促进以去甲肾上腺

素$

,"G6

O

#,6

O

3G#,6

#

<4

&为代表的压力相关激素释

放'

'

(

*

<4

可以激活
!

.

肾上腺素受体$

!

.F!G6,6G

B

#H

G6H6

O

E"G

#

!

.28

&后上调乏氧诱导因子
.$

"

$

3

NO

"R#F#,.

!JH6!IFHE"G.$

"

#

=>;.$

"

&)血管内皮生长因子$

DF+HJ.

MFG6,!"E36M#FM

B

G"7E3IFHE"G

#

94:;

&)白细胞介素
./

$

#,E6GM6JP#,./

#

>5./

&等因子表达#促进肿瘤新生血管

生成)侵袭及转移等#而
<4

的这些效应可以用
!

.28

阻断剂普萘洛尔$

O

G"

O

GF,"M"

&进行阻断'

0.)

(

*本研究

拟通过构建荷瘤小鼠慢性束缚应激模型#探索慢性应

激对
2!.34

效疗的影响#并试图探讨其中可能存在的

相关机制*

=

!

材料与方法

=&=

!

材料
!

UL4L

培养基及胎牛血清购自
=

N

HM",6

公司%

<4

购自美国
V#

B

AF.2M!G#H3

公司%普萘洛尔购

自
4,Q"

公司%兔抗鼠
=>;.$

"

)兔抗鼠
SU'$

抗体购自

美国
S6MMV#

B

,FM#,

B

公司%辣根过氧化物酶$

=8W

&标

记的羊抗兔二抗购自中杉金桥生物技术有限公司%

45>V2

试剂盒购自欣博盛生物科技有限公司%冰冻切

片包埋剂$

XSC

&购自瑞士
56#HF

公司*

=&>

!

方法

=&>&=

!

细胞培养及处理
!

小鼠
567#+

肺癌细胞
55

"

1

培养于含
$%Y

胎牛血清的
UL4L

完全培养基#于

'-Z

#

?Y SX

1

孵箱中培养*细胞汇合率在
-%Y

$

/%Y

左右时进行细胞传代)扩增#按
?[$%

0

"孔将

55

"

1

细胞接种于六孔板#于
'-Z

#

?Y SX

1

孵箱中孵

育过夜*过夜后细胞已贴壁#此时将细胞上清液弃去

并替换为不含血清的
UL4L

新鲜培养基#再次孵育

过夜*次日吸弃细胞培养上清液#将不含血清的

UL4L

培养基按以下分组加入相应试剂后分别处理

各组细胞!$

$

&单纯细胞培养基$

S",EG"M

组&%$

1

&

$%

%

A"M

"

5<4

$

<4

组&%$

'

&

$%

%

A"M

"

5

普萘洛尔$

WG"

O

组&%$

0

&

$%

%

A"M

"

5 <4\$%

%

A"M

"

5

普萘洛尔

$

<4\WG"

O

组&*普萘洛尔在加入
<4

前
$

小时加

入#每孔液体总量控制在
1A5

*处理
0/3

后收集细

胞上清液#用于
45>V2

检测*提取细胞蛋白用于

]6+E6G,KM"E

检测*

=&>&>

!

=>;.$

"

蛋白检测
!

细胞经上述处理
0/3

后

弃去上清液并提取总蛋白#

<F,"!G"

O

超微量分光光

度计测量蛋白浓度#配置好十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰

胺凝胶电泳$

VUV.W2:4

&分离胶倒入制胶器具#待自

然凝固后上层加入
VUV.W2:4

浓缩胶#将梳子插入

浓缩胶*待胶体凝固后拔出梳子#将胶体盛放于电泳

缓冲液#加入制备好的蛋白进行电泳*浓缩胶
/%9

电泳#当蛋白开始分离时调整电压为
$1%9

#蛋白分离

后停止电泳*将分离的蛋白转移至聚偏氟乙烯

$

W9U;

&膜#转膜电压条件
$%%9(%A#,

*

?Y

脱脂牛

奶封闭蛋白#兔抗鼠
=>;.$

"

抗体
0Z

孵育过夜*第
1

天
Ĉ VC

清洗条带后#室温孵育羊抗兔二抗
13

#再次

用
Ĉ VC

清洗条带*加入化学发光显影液后立即于

化学发光成像仪下曝光#观察
<4

及普萘洛尔对细胞

=>;.$

"

表达的影响*

=&>&?

!

荷瘤小鼠慢性束缚应激模型的建立及分组
!

采用
0

$

)

周雌鼠
S?-̂ 5

"

)

#均购自四川大学华西实

验动物中心*本研究中动物实验通过华西医院动物

实验伦理审查#所有关于小鼠实验操作均严格遵循四

川大学动物伦理委员会动物伦理学原则*培养中的

55

"

1

细胞经胰酶消化)离心后#用无血清培养基制备

细胞悬液#调整数量为
?[$%

)

"

A5

#将
$%%

%

5

细胞悬

液接种于小鼠右侧背部皮下*待小鼠皮下可扪及结

节后将小鼠分组#每组
?

只分别接受!$

$

&

2!.34

治疗

$

2!.34

组&%$

1

&

2!.34

联合慢性束缚应激$

2!.34\

86+

组&%$

'

&

2!.34

联合
!

.28

阻断剂普萘洛尔$

2!.

34\WG"

O

组&%$

0

&

2!.34

联合慢性束缚应激及普萘

洛尔阻断$

2!.34\WG"

O

\86+

组&*

2!.34

剂量为

$[$%

(

"

W;_

#尾静脉注射*慢性束缚应激方式为小

鼠固定于束缚管中可自由呼吸但身体无法移动#每天

13

*普萘洛尔处理剂量为每天
$

%

A"M

"

$%%

B

#腹腔注

射#其余组则腹腔注射等体积磷酸盐缓冲液$

Ŵ V

&*

每
'

天用游标卡尺记录皮下肿瘤长径和短径#计算肿

瘤体积 $

AA

'

&

`

长径
[

短径1

[%&?1

*

1$!

后麻醉小

鼠并断颈处死#留取血清妥善保存用于
45>V2

检测*

剥离皮下肿瘤组织)称质量)包埋于
XSC

妥善保存用

以制备切片及免疫组织化学检测*

=&>&@

!

45>V2

!

将上述收集的细胞培养上清液)小

鼠血清加入
45>V2

试剂盒中的板条#加入相应标准

品)标准品稀释液#封闭反应孔#于
'-Z

孵箱孵育
(%

A#,

*洗涤液洗板
?

次后加入生物素化抗体#

'-Z

孵

箱孵育
)%A#,

*洗板
?

次后加入酶结合工作液#

'-Z

孵箱避光孵育
'%A#,

*再次洗板
?

次后加入显色底

物
'-Z

孵箱避光孵育
$?A#,

#加入终止液于酶标仪

0?%,A

检测光密度$

<4

0?%,A

&值*以
<4

值作纵坐

标#标准品浓度作横坐标#绘制标准品曲线#计算细胞

上清液及小鼠血清中
94:;

水平*该试验严格按其

说明书操作步骤进行*

=&>&A

!

免疫组织化学检测肿瘤组织中血管内皮细胞

标志物
SU'$

!

包埋于
XSC

的肿瘤组织于冰冻切片

机中制备约
?

%

A

厚冰冻切片#采用
0Z

丙酮固定切

片#

%&'Y =

1

X

1

消除内源性过氧化物酶*孵育兔抗

鼠
SU'$

一抗及
=8W

标记的羊抗兔二抗#

U2̂

显

色)苏木素复染)梯度乙醇脱水)二甲苯透明切片)树

胶封片*于显微镜下观察#随机选取
?

个视野计数微

血管数量*

=&?

!

统计学处理
!

采用
VWVV$/&%

软件进行统计分

析*计量资料采用
J@@

表示#各时间点收集的小鼠

肿瘤体积的比较采用重复测量方差分析%其余数据均
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年
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期



采用单因素方差分析$

F,FM

N

+#+"IDFG#F,H6

#

2<X.
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&#各组之间的两两比较采用
5VU

$方差齐性&)

UJ,,6EE

法$方差不齐&#以
!

$

%&%?

为差异有统计学

意义*

>

!

结
!!

果

>&=

!

慢性应激对
2!.34

抗肿瘤生长的影响
!

2!.34\

86+

组小鼠在慢性应激
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后的肿瘤体积达到了

$
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组小鼠的肿瘤体积分别为
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#将各时间点肿瘤体积进行重复测量方差分析后

显示
2!.34\86+

组小鼠的肿瘤体积明显大于其他

组$

!
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2!.34\86+

组小鼠的肿瘤质量在慢

性应激
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#而
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及
2!.34\WG"

O
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组小鼠的肿瘤质量则分

别为$
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2!.34\86+

组小鼠的肿瘤质量明显大于其他组

$
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&*而接受慢性应激时予以
WG"
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进行干预

$

2!.34\WG"
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组&#虽然肿瘤体积及肿瘤质量

仍大于
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慢性应激对
2!.34

抗肿瘤新生血管生成的影响

!

2!.34\86+

组小鼠的皮下肿瘤内微血管数量为
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#明显多于其他组$
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组小鼠的肿瘤内微血管数虽然多于
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慢性束缚应激促进肿瘤内血管生成
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慢性应激对
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分泌的影响
!
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组小鼠的血清
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水平为$
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)
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&*而体外试验中#
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组
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细胞上

清液中
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的水平显著高于其他各组$
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表达的影响
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细胞经
<4

处理
0/3

后#采用
]6+E6G,KM"E

检测细胞
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蛋

白表达*

<4

组
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表达高于其他各组$
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可以在蛋

白表达水平抑制
<4

的作用#见图
1

*

图
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去甲肾上腺素上调
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细胞
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实体瘤的发生发展离不开新生血管生成#+抗肿

瘤新生血管能够抑制实体瘤生长,这一理论已经得到

公认*然而#以血管生成抑制剂的代表贝伐单抗$

6̂.

DFH#QJAFK

&为例#单药抗新生血管治疗在动物实验上

取得了成功#在临床试验中的疗效却并不令人满意#

需要联合化疗等直接针对肿瘤细胞的治疗手段才可

能有效*这提示存在着某些有别于实验动物的因素#

可能影响了肿瘤患者抗新生血管治疗的疗效*

与实验动物不同#大多数患者在面对+癌症,诊断

或治疗的时候往往会处于慢性应激状态#甚至有部分

患者会觉得心理压力的影响比躯体症状的影响更

大'

1

(

*研究已经证实慢性应激会促进肿瘤的发生发

展#而诱导肿瘤新生血管生成则是其中一个机制'

?

#
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*

其中#

<4

被认为是与肿瘤相关的最重要的应激相关

激素$

V8=

&之一#也被认为可以用于哺乳动物上模拟

慢性应激的效应'

/

(

*故慢性应激应该是肿瘤患者抗

肿瘤治疗疗效欠佳的影响因素之一*笔者团队前期

研究证实慢性应激可以刺激肿瘤细胞分泌
94:;

进

而影响小分子靶向药物舒尼替尼的疗效'

'

(

*本研究

试图验证慢性应激是否同样可以影响
2!.34

的抗肿

瘤效果*如结果所示#在
2!.34

治疗的
55

"
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移植瘤

模型中#慢性应激使小鼠肿瘤负荷增加#血清中

94:;

水平增高#肿瘤组织中微血管密度增多*这说
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明慢性应激的确可以影响
2!.34

的抗肿瘤疗效*

据报道#

!
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作为
=>;.$
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的上游信号#激活后

可以通过诱导
=>;.$

"

的表达进而促进
94:;

的分

泌'

)

#
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(

*笔者团队的研究也证明荷瘤小鼠接受慢性应

激后#外周血及肿瘤组织中的
94:;

分泌均增加'

'

(

*

本研究中
55

"

1

细胞经
<4

处理后#

=>;.$

"

的蛋白表

达明显增加#而一旦预先使用
!

.28

阻断剂普萘洛尔

处理#其表达水平则与对照组类似#这也证明了
<4

可以通过激活
!

.28

进而上调
=>;.$

"

*由于
=>;.$

"

已经证实可以刺激
94:;

的分泌#故笔者推测
!

.28.
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是参与慢性应激影响
2!.34

疗效的一

条信号通路*

慢性应激的动物模型较多#本研究采用的是已经

广泛应用于动物研究的慢性束缚应激模型#该模型作

为经典的慢性应激模型#已经证实可以诱导小鼠体内

<4

和
94:;

水平的增高#可以引发小鼠的焦虑样行

为'

'

#

$%

(

*慢性应激对肿瘤而言#可以通过多种途径减

弱机体抗肿瘤免疫的能力'

$$

(

#还能通过诱导肿瘤新生

血管生成导致肿瘤生长)侵袭'

-

(

#甚至还有研究表明

慢性应激也是导致肿瘤耐药的一大因素'

$1

(

*另外#越

来越多的证据表明#

<4

作为慢性应激状态下释放的

主要激素#还能诱导肿瘤细胞发生上皮
.

间质转化$
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*由此可

见#慢性应激对机体的影响是多方面的*而且#在本

研究中的体内试验部分#

!

.28

拮抗剂普萘洛尔虽然

起了一定阻断作用#但却没有完全拮抗慢性应激的作

用*然而在体外试验中#

<4

可以明显促进肿瘤细胞

94:;

的分泌#普萘洛尔则可以完全抑制这种效应*

这意味着
!

.28

信号通路只是参与其中的一个环节#

也提示慢性应激涉及多种压力相关激素#本研究中所

探讨的机制也可能只是其中的一条信号通路*

总的来说#本研究在荷瘤小鼠身上验证了慢性应

激可以促进肿瘤生长)诱导肿瘤新生血管生成#削弱

2!.34

抗肿瘤作用的疗效*并结合体外研究初步探

讨了
!

.28.=>;.$

"

.94:;

是涉及其中的一条信号通

路*本研究也提示肿瘤患者的社会心理压力是临床

工作中不可忽视的一部分#对肿瘤患者及时的心理干

预可能对其良好的预后有着重要的作用*
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