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与
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动物模型成瘤率的影响%方法
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转座子分别与
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组$质粒溶液通过小鼠尾静脉注射入肝脏%注射
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和
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质粒作为
A

组!注射等量生理盐水作为
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组%注射
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周后处死!行病理学检查%免疫组织化学检测
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和
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作为胆管细胞性肝癌诊断指标%结果
"

V

组小鼠成癌率
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强阳性表达率为

99a

!

ZV

强阳性表达率为
&"a

'

N

组
A1#B

强阳性表达率为
&"a

!

ZV

强阳性表达率为
&9a

'

A

&

X

组均无阳性
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%关键词&

"

模型!动物'胆管肿瘤'水流动力学质粒转染方法'转座酶类

%中图法分类号&

"

P$%98K

%文献标识码&

"

V

%文章编号&

"

#&$#*K%:K

"

!"#B

$

"!*"!B$*":

?))(&-/+)/#((

.

$%

@

6('3-

*

-,'%/

.

+/'/(+%-1(-32+,$

@

(%(/$/,'-(+)$%-,'1(

.

'-$&

&1+#'%

@

$+&',&$%+2'2+3/(2+0(#

%

G$0,H*"

>

(5

#

!

$,/&I+5"

J

51

!

!

K8&G6-"

)L

5*"

)

#

!

M/&+5

#

#

#

#N'(

:

*;<=("<-

>

$(

:

*<-.5?5*;

@

O1;

)

(;

@

!

<6(35;C</

>>

5?5*<(B$-C

:

5<*?-

>

P("

)

.1D(B59*?

#-??(

)

(

!

P("

)

.1

!

/"615!%%"""

!

#65"*

+

!N'(

:

*;<=("<-

>

P5-C95("9(

!

P("

)

.1D(B59*?

#-??(

)

(

!

P("

)

.1

!

/"615!%%"""

!

#65"*

$

""

)

56/-,'&-

*

"

76

8

(&-$9(

"

C(6I?,L<7I5,-7=,<=(46<([7-?+,56

;

,?7335(<,-

)

7(3,+37-(=,

#

GAA

$

L

D

5

D

4+(4

D

*

-,=73

;

<,I=74?+,-I[63?7(-

!

,-4?(3(=

;

,+6?566[[63?I([?T(?+,-I

;

(I,L<66-̂

D

=6I0N#"",-40N#%(-?56?U*

=(+7

)

6-6I7I+,?6([7-?+,56

;

,?7335(<,-

)

7(3,+37-(=,,-7=,<=(46<I8:(-1+0/

"

C56?+,-I

;

(I(-I6M

;

+6II7-

)

=

D

+*V.?

)

6-6,-4?56@GAX#?+,-I

;

(I(-T6+67-

`

63?64T7?5?560N#""

#

)

+(U

;

V

$

,-40N#%

#

)

+(U

;

N

$

?+,-I*

;

(I,I6

;

<,I=74I(<U?7(-

!

+6I

;

63?7S6<

D

7-?(?56<7S6+?5+(U

)

5?56?,7<S67-L

D

5

D

4+(4

D

-,=737-

`

63?7(-8E736

@GAX#,-4=

D

+*V.?

)

6-6

;

<,I=74IT6+67-

`

63?64,I

)

+(U

;

A

!

7-

`

63?64T7?5-(+=,<I,<7-6,I3(-?+(<

)

+(U

;

X8

E736T6+6I,3+7[7364,[?6+:T66.I

!

,-435(<,-

)

7(3,+37-(=,?U=(+[(+=,?7(-T,I46?6+=7-64L

D;

,?5(<(

)

73,<

6M,=7-,?7(-,-47==U-(57I?(356=73,<46?63?7(-([A1#B,-4ZV*?,

)

#

?56I6

J

U6-36?,

)

([56=,

))

<U?7-7-IU+*

[,36,-?7

)

6-46?6+=7-,-?([G-[<U6-̂,\7+UI

$

8;(/3#-/

"

/+(U

;

V5,4,3,-36++,?6([#""a

#

!"

&

!"

$+

)

+(U

;

N

5,4,3,-36++,?6([$"a

#

#:

&

!"

$

8H,?5(<(

)

73,<+6IU<?I,-47==U-(57I?(356=7I?+

D

7-473,?64?5,??56?U=(+T,I

35(<,-

)

7(36<<U<,+3,+37-(=,7-

)

+(U

;

V

!

?56I?+(-

)

<

D

*

;

(I7?7S66M

;

+6II7(-+,?6([A1#BT,I99a

!

?56I?+(-

)

<

D

*

;

(I7?7S66M

;

+6II7(-+,?6([ZVT,I&"a

!

T57357-

)

+(U

;

NT,I&"a,-4&9a+6I

;

63?7S6<

D

8@(

;

(I7?7S66M*

;

+6II7(-7-

)

+(U

;

A,-4X8"+%&#3/$+%

"

C56?+,-I

;

(I,I60N#""3,-I7

)

-7[73,-?<

D

7-3+6,I6?56?U=(+[(+=,?7(-

+,?63(=

;

,+7-

)

T7?50N#%8

)

<(

*

4+,0/

*

"

=(46<I

!

,-7=,<

+

L7<64U3?-6(

;

<,I=I

+

5

D

4+(4

D

-,=73

;

<,I=74?+,-I[63?7(-=6?5(4I

+

?+,-I*

;

(I,I6I

""

肝内胆管癌#

7-?+,56

;

,?7335(<,-

)

7(3,+37-(=,

!

GAA

$是一种胆管上皮源性的%高度恶性的肿瘤)
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"在

世界范围内
GAA

作为肝胆系统第
!

常见的原发性恶

性肿瘤!其发病率与病死率在我国持续增高)

!
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"到目

前为止!根治性手术切除是
GAA

惟一有效的方法"

研究
GAA

的发病机制及病理改变的前提是建立

GAA

的动物模型"迄今为止!构建
GAA

动物模型的方

法为化学方法或通过肝内直接注射肿瘤细胞的方法!

如以氨基比林和亚硝酸钠溶液作为叙利亚地鼠的饮

用水!每周饮用
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!连续饮用
!:

周!可诱发
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!成癌
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*研究发现利用含有致癌基

因的慢病毒感染肝祖细胞!之后注射进小鼠肝脏内!

K

周后诱发
GAA

!成癌率
$"a

"但是以上两种方法用时

长!成癌率低"

NGVQ

等)
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*研究表明!应用水流动力学

质粒转染方法将两种质粒
@GAX#

和
=

D

+*V1C

通过

尾静脉注射到体内可诱导
GAA

的发生!但是此方法无

法稳定高效地建立起
GAA

模型"有文献报道睡美人
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$转座酶结合水流动力学转染方

法可以使靶基因在肝脏中长期稳定表达)
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"本研究

应用水流动力学方法并结合
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或
0N#%

将

@GAX#

和
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+*V1C

质粒注射到小鼠体内!诱导
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形成!进而比较两种转座酶对成瘤率的影响!为研究
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做好前期实验基础!现报道如下"

=

"

材料与方法
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模型的构建
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将实验小鼠分为
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组!每

组
!"

只"
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组小鼠通过尾静脉注射
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*V1C*
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和
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C%*2F#,*@GAX#

质粒联合
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"

N

组小鼠

通过尾静脉注射
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D

*V1C*ZV

和
;

C%*2F#,*

@GAX#

质粒联合
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"

A

组小鼠通过尾静脉注射

;
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*V1C*ZV

和
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C%*2F#,*@GAX#

质粒"

X

组

小鼠通过尾静脉注射生理盐水"用无内毒素质粒大

提试 剂 盒 提 取
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种质粒"在
V

组中
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种质粒分别

取
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与
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的
"8Ba @,A<

溶液充分混合!通过

尾静脉在
$I

内将含有此
%

种质粒的
"8Ba @,A<

溶

液注射入小鼠体内+

N

组和
A

组用上述同种方法将含

有质粒的溶液注射入小鼠体内+

X

组用上述同种方法

将等量
"8Ba @,A<

注射入小鼠体内"在实验期间!

小鼠正常投喂饲料!随意饮水"观察
:

组小鼠生长情

况!体质量变化!精神食欲等变化"

:

周后小鼠全部

处死"
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"

组织病理学检测
GAA

"

将实验组中
GAA

组织

和对照组中正常肝组织取出!用
:a

多聚甲醛固定!常

规石蜡包埋!之后用病理组织切片机制成
#"

'

=

的连

续石蜡切片"然后将切片用苏木素
*

伊红#

Z2

$染色!

在光镜下观察"

=8!8!

"

采用免疫组织化学
0H

法检测
GAA

"

将石蜡

组织块切成
9

'

=

厚切片!于二甲苯中脱蜡
!

次!水

化!自来水冲洗"柠檬酸缓冲液
B% g

抗原修复
%"

=7-

后!室温下驴血清封闭
%"=7-

后磷酸盐缓冲溶液

#

HN0

$洗
%

次"除去
HN0

后!滴加一抗#

#h!""

稀

释$!孵化
:g

过夜!

HN0

冲洗
%

次!每次
9=7-

"滴加

反应增强液!室温下孵育
%"=7-

!

HN0

冲洗
%

次!每次

9=7-

"滴加抗兔&山羊
G

)

/

聚合物!室温下孵育
%"

=7-

!

HN0

冲洗
%

次!每次
9=7-

"滴加新鲜配制的

%

!

%*

二氨基联苯胺#

XVN

$显色试剂显色"自来水充

分冲洗!苏木素复染!

HN0

返蓝!乙醇脱水!二甲苯透

明!中性树胶封固"以细胞质和#或$细胞膜上见到棕

黄色颗粒分布为阳性"采用半定量方法进行判断,无

着色细胞为阴性!着色细胞小于
%"a

为'

i

(#阳性$!

着色细胞
%"a

%

&"a

为'

ii

(#中等阳性$!着色细胞

大于
&"a

为'

iii

(#强阳性$"选择
9

个
:""

倍视

野!计数每个视野
#""

个瘤细胞中
A1#B

或者
ZV

阳

性细胞数"

=8A

"

统计学处理
"

采用
0H00!"8"

软件进行数据分

析!计数资料以频数或百分率表示!比较采用
F7I56+

精确概率法!以
!

!

"8"9

为差异有统计学意义"

>

"

结
""

果

>8=

"

诱癌质粒提取结果
"

使用酶标仪测
:

种质粒浓

度均在
#

'

)

&

'

'

以上!

V

!&"

&

V

!K"

在
#8K

%

!8"

"分别取

#

'

'

诱癌质粒上样
#a

凝胶电泳!见图
#

"
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#

,
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D

+*V1C*ZV

+

!

,

;
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2F#,*@GAX#

+

%

,

;

AE\

#

AVC

$

C$*0N#""

+

:

,

A*<U3*0N#%

图
#

""

:

种诱癌质粒的
X@V

凝胶电泳
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小鼠
GAA

发生情况
"

V

%

N

组小鼠在实验期间均

未发生死亡!随着实验时间的延长!实验组小鼠逐渐

出现精神萎靡!食欲减退!体质量减轻!毛发失去光

泽!部分呈现出嗜睡状态"

V

组中有
$

只腹水明显!

N

组中有
:

只腹水明显!而对照组精神食欲正常!体质

量无明显变化"

:

周后处死全部小鼠!对照组肝脏无

KB!

重庆医学
!"#B

年
#

月第
:K

卷第
!

期
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V

,

V

组小鼠肿瘤生长情况+

N

,

N

组小鼠肿瘤生长情况+

A

,

A

组小鼠肿瘤生长情况+

X

,

X

组小鼠肿瘤生长情+

2

,

A

组小鼠腹水情况+

F

,

V

组小鼠

腹水情况+

/

,

X

组小鼠腹水情况+

Z

,

N

组小鼠腹水情况

图
!

""

GAA

病理及小鼠腹水情况

""

V

,

V

组肝脏组织呈多灶囊泡状改变+

N

,

V

组肝脏组织镜下形态+

A

,

A

组肝脏组织表面光滑未见异常改变+

X

,

A

组肝脏组织镜下形态+

2

,

N

组

肝脏组织呈多灶囊泡状改变+

F

,

N

组肝脏组织镜下形态+

/

,

X

组肝脏组织表面光滑未见异常改变+

Z

,

X

组肝脏组织镜下形态

图
%
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小鼠
GAA

肿瘤组织标本及石蜡切片!

Z2

'

d:""

"

明显变化"

V

组小鼠全部成癌!成癌率
#""a

!

N

组小

鼠中
#:

只成癌!成癌率
$"a

!两组成癌率比较!差异

有统计学意义#

!

!

"8"9

$"肝脏表面可见多结节状肿

块!切面灰白质脆!呈鱼肉状!伴多囊形成!囊径
"8:

%

#8"3=

!内含清亮液体!见图
!

"

>8!

"

组织病理学变化
"

经
Z2

染色镜下实验组肿瘤

组织呈弥漫性生长!部分呈小片状分布!累犯周边肝

小叶"肿瘤组织中可见形状不规则的腺管样结构!部

分呈乳头状生长"瘤细胞形状不一!大小不等!多呈

低柱状或立方状单层排列!部分细胞呈复层排列"细

胞核大!深染!部分可见核分裂"胞质少!染色深"局

部瘤细胞间质血管丰富!肿瘤间质及腺管样结构内可

见炎性细胞浸润"肿瘤周围部分血管充血淤血明显"

胃%胰腺%肾等器官未见肿瘤转移"对照组细胞结构

完整!核型一致!见图
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"

免疫组织化学结果
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A1#B

免疫组织化学定位

于细胞质!

V

组中
GAA

瘤细胞
:9a

#

B

&

!"

$中等阳性表

达!

99a

#

##

&

!"

$强阳性表达+

N

组中
GAA

瘤细胞
:"a

#

K

&

!"

$中等阳性表达!

&"a

#

#!

&

!"

$强阳性表达+

A

组%

X

组无阳性表达"

V1C*ZV

定位于细胞质及细

胞膜!

V

组中
GAA

瘤细胞
&"a

#

#!

&

!"

$强阳性表达!

:"a

#

K

&

!"

$中等强阳性表达+

N

组中
GAA

瘤细胞
%9a

#

$
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!"

$中等阳性表达!

&9a

#

#%

&

!"

$强阳性表达+

A

组%

X

组中无阳性表达!见图
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V

,

V

组
GAA

肝脏组织
A1#B

蛋白表达于肿瘤细胞细胞质中显示是胆管细胞分化+

N

,

V

组
GAA

肝脏组织中
ZV

蛋白表达于肿瘤细胞细胞膜%

细胞质+

A

,

N

组肝脏组织中
A1#B

蛋白表达于肿瘤细胞细胞质中显示是胆管细胞分化+

X

,

N

组肝脏组织中
ZV

蛋白表达于肿瘤细胞细胞膜%细胞

质+

2

,

A

组肝脏组织中
A1#B

免疫组织化学表达阴性+

F

,

A

组肝脏组织中
ZV

免疫组织化学表达阴性+

/

,

X

组肝脏组织中
A1#B

免疫组织化学表达

阴性+

Z

,

X

组肝脏组织中
ZV

免疫组织化学表达阴性

图
:
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小鼠
GAA

实验组及对照组免疫组织化学结果!

d:""

"

!

"

讨
""

论

""

2\2PC

等)

K

*研究发现单独激活
@(?35

信号通路

虽然可以单独促进
GAA

的发展!但周期较长!一般为

!"

%

!9

周"

W2@X2P

等)

B

*发现
@(?35

信号通路和

V1C

信号通路在
GAA

形成和发展中具有重要作用!

二者结合可以加速
GAA

发展"水流动力学质粒转染

方法是一种全新的体内基因转移技术"

WZV@/

等)

#"

*认为!水流动力学注射是一个物理过程!肝内皮

细胞窗在高压情况下增大!导致肝细胞膜产生了孔

隙!从而质粒
X@V

可通过孔隙进入肝细胞"

NGVQ

等)

9

*利用表达
@GAX#

的转座子诱导小鼠
GAA

的形

成!其周期为
9

个月"

VEEPV

等)

##

*发现
0N

转座酶

是第
#

个可以在脊椎动物细胞中进行基因转移的转

座子!并且支持脊椎动物全面遗传工程!包括转基因%

插入突变和治疗性体细胞基因"

ZOX2A21

等)

&

*发

现
0N

转座酶结合水流动力学转染方法可以使靶基因

在肝脏中长期稳定表达"因此本研究利用水流动力

学质粒转染方法!将诱癌质粒
;

C%*=

D

+*V1C*ZV

#

5U=,-V1C#

$%

;

C%*2F#,*@GAX#

!分别与
0N#""

和

0N#%

混合后通过尾静脉快速注射入小鼠体内!建立

GAA

模型"以此来观察结合两种转座酶后对
GAA

模

型成瘤率的影响"实验发现结合
0N#""

的成瘤率高

于
0N#%

"对于未结合
0N

转座酶的
A

组!与文献报道

一致)

B

*

!

X

组无明显异常改变"

综上所述!利用水流动力学质粒转染法并结合

0N

转座酶构建小鼠
GAA

动物模型具有以下优点,#

#

$

操作简单!成瘤概率高!可以大量制备
GAA

动物模型"

#

!

$癌变过程与人类
GAA

发生相似!可以用于
GAA

发

病机制!病因和治疗的研究"#

%

$由于是无创操作!实

验动物耐受性好!病死率低!实用性强"本实验充分

比较了两种
0N

转座酶对于构建
GAA

模型的影响!结

果表明
0N#""

在成瘤率上显著优于
0N#%
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