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Relationship between overexpression of p53 protein and intratumoral mi-

crovessel density in osteosarcoma
Wang Dong , Chen Li, Gao Fengxun, Wang Aimin ( Depar tment o f Patho lo gy , Daping Hospital, Third Milita ry Medical

Univ ersity, Chongqing , 400042)

　　 Abstract　Objecti ve: T o study the r ela tionship be tween over expr ession of p53 pro tein and intra tumo ra l

micr ovessel density ( MVD) and their pro gno stic significance in osteosa rcoma. Methods: Th e expression of

p53 pro tein and MVD count in 80 cases o f o steosa rcoma w ere determined with immunohisto ch emistr y and

mo rph omet ry. Results: The over expr ession of p53 pro tein w as significantly associa ted with MV D count and

the two pa ramete rs w er e impo r tant in eva luation o f the pr ogno sis o f osteo sa rcoma. p53 po sitiv ity wa s the

most impo rtant index to pr edict the ove rall surviv al rate in patients with o steosar coma. Conclusion: It is indi-

ca ted tha t p53 pro tein invo lv es in angiog enesis and its ov er expr ession is an impo rtant angiog enic pheno type in

neopla sm. Meanwhile , p53 protein and MVD may be useful pr ogno stic indica to rs for pa tients with o steosar-

coma.

　　 Key words　 bone tumo r; p53; angiog enesis

反义核酸抑制 TGF-β 1表达及对肝纤维化调节的研究
 

博士生论文摘要

Study of inhibition of TGF-β 1 expression and regulation of hepatic f ibro-

genesis by antisense RNA

梁志清  　何振平　　 (第三军医大学附属西南医院肝胆外科中心 )重庆 , 400038

　　肝纤维化是由肝细胞的损伤以及相继持续发生的炎症反

应所启动 ,结果不仅导致细胞外基质 ( Ex tracellular ma trix ,

ECM )的堆积 ,还使 ECM成分发生永久的分子和组织结构的

重新分布 ,结果出现严重临床并发症。因此 ,肝纤维化的治疗一

直是困绕人们的难题 ,到目前为止 ,仍无一种有效的治疗方法。

　　已经证明 ,纤维化肝脏的 ECM主要由 Ito细胞合成。人和

动物的肝纤维化肝脏产生的大量转化生长因子 - β1 ( T rans-

fo rming g row th facto r, TGF-β1 )是刺激 Ito细胞激活、产生过

量 ECM的主要因子。

　　为了探讨能否通过抑制 Ito细胞和实验性肝纤维化 TGF-

β1的产生来抑制 ECM堆积 ,我们采用脂质体和逆转录病毒相

结合的方法将反义 TGF-β1基因导入 Ito细胞株 L I90及 CCl4诱

导的大鼠纤维化肝脏内 ,以研究反义 TGF-β1在抑制 ECM产生

及抗肝纤维化中的作用。

　　 ( 1)反义 TGF-β1逆转录病毒载体的构建及其包装和滴度

测定: 将人的转化生长因子 -β1 cDN A( 1467bp)反向插入逆转录

病毒载体 pLXSN ,筛选转化菌 ,挑取抗性克隆 ,用限制性内切

酶酶切鉴定重组子。用脂质体介导反义 TGF-β1重组逆转录病

毒载体和空载体转染包装细胞 PA317,筛选 G418抗性细胞克

隆 ,并用 NIH3T3细胞测定病毒滴度 ,空载体感染细胞和重组

病毒感染细胞分泌的病毒颗粒效价分别为 4. 23× 105CFU /ml

和 3. 75× 105 C FU /ml。
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Changes of endothelin in plasma and pancreas in rats with acute hemor-

rhagic necrotizing pancreatitis and their signif icance
Ren Xiaobao, He Zhengping , Feng Huafang , Duan Hengchun, Yang Hengw en ( Depa r tment o f Hepatobiliar y

Srugery , South west Hospita l, Third Militar y M edical Univ ersi ty, Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objective: T o mea sur e the content o f endo thelin ( ET ) in the plasma and pancr ea s in ra ts with

acute hemor rhagic necro tizing pancrea titis ( AHN P) and determine the r ole o f E T in the pa thogenesis of AH-

NP. Methods: After the model of AHN P w as established with the injection o f 5% sodium taur ocholate into

the bile-pancreatic duct in ra ts, the changes of panc reatic blood flow ( PBF ) , lev els of ET and 1, 4, 5-

trispho sphate ( IP3) in pancrea tic tissue and the content of [ Ca2+ ]i in pancr eatic cells we re dynamica lly ob-

serv ed. M eanw hile, th e pa thological changes of the panc reatic tissue ( PCPT ) we re also quantita tively ana-

ly zed. Results: Th e lev el o f ET in the pla sma and panc reatic tissue w as significantly increased and its increase

in the plasma was slow er than that in the pancr ea tic tissue in the ea rly stag e. Significant cor relation was

found among ET level in th e plasma , ET level in the pancrea tic tissue, PBF, IP3, [ Ca2+ ]i a nd PC PT and the

fir st w as mo re closely co rr ela ted with the last four than the second. Conclusion: ET in the pancr eas might

mediate panc reatic ischemia in the early stag e and tha t in th e plasma agg ravate panc reatic injury a fter AHNP

in ra ts.

　　 Key words　 acute panc reatitis; e ndothelin; blood circulation; Ca2+ ; ra t

　　 (上接 499页 )

　　 ( 2)反义 TGF-β1调节贮脂细胞 TGF-β1 mRN A的表达及抑

制细胞外基质的合成:将高滴度的重组反义 TGF-β1逆转录病

毒载体感染 Ito细胞株 L I90,经 G418筛选 ,获得抗性克隆并命

名为 L IAT。用 Southe rn Blo t杂交证实重组病毒已在转染细胞

基因组 DN A内稳定整合 ,通过 RT-PC R和 Northern Blo t杂交

检测转染细胞内有反义 TGF-β1RNA存在。进一步用原位杂交

及 RT-PCR分析发现转染反义 TGF-β1的培养细胞 L IAT表达

的 TGF-β1、 Tβ RI、 T IM P2、 CoL1A1和 CoL4A1 m RN A明显低

于未转染细胞 ,进一步用 Western Blo t、免疫组化、 ELISA和

RIA检测培养 L IAT细胞及培养上清内合成分泌的 TGF-β1及

I、 II I、 IV前胶原和 FN明显降低。另外 ,用免疫组化和原位杂交

分析发现 L IAT细胞表达的 M T-M MP明显高于 L I90细胞。提

示反义 TGF-β1 RN A能有效抑制 Ito细胞内源性 T GF-β1的表

达、合成分泌以及胶原等 ECM的合成 ;并能下调金属蛋白酶抑

制剂 T IM P的表达和上调 Tβ RI及 M T-MM P的表达 ,加速

ECM的降解。

　　 ( 3)脂质体和逆转录病毒复合物介导反义 TGF-β1RN A肝

脏转移及其对肝纤维化的调节:我们通过门静脉将反义 TGF-

β1基因与阳离子脂质体混合后再与重组逆转录病毒一起注入

CCl4诱导的大鼠肝纤维化模型肝脏内 ,结果用 RT-PCR证实

转基因大鼠肝脏有反义 TGF-β1 RNA的转录和表达。同时用原

位杂交、Western印迹、免疫组化和 ELISA等方法检测发现 ,转

染反义 TGF-β1的纤维化肝脏内源性 TGF-β1的表达、合成分泌

明显低于未转染组。此外 ,通过免疫组化和原位杂交分析证实

转基因组大鼠纤维化肝脏门静脉周围、肝小叶和纤维间隔内的

Tβ RI、 T IM P1和 FN阳性细胞明显低于未转基因组 ,但是 M T-

MM P、 MM P2、 M MP9、 M MP3和 Tβ R II阳性细胞却高于未转

基因组。常规 HE染色和 V-G染色提示转基因组大鼠纤维化肝

脏内的胶原纤维间隔较未转基因组减少 ,进一步通过扫描电镜

观察发现转基因大鼠纤维化肝脏贮脂细胞内的微管及致密颗

粒明显较未转基因组少。结果显示反义 TGF-β1 RN A能通过抑

制内源性的 TGF-β1、 T IM P1和 FN的表达以及刺激金属蛋白

酶的产生而降低 ECM在肝脏的堆积。

　　总之 ,我们的结果提示反义 TGF-β1RNA能减缓或改善肝

脏纤维化进程 ,对于慢性肝脏纤维化的治疗具有潜在的应用价值。

　　关键词　肝硬变 ;转化生长因子 β1;反义核酸
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