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TI M P
一
2 基因转染在裸鼠胃癌中W 型胶原酶及 W 型胶原改变的研究

李 楠
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提 要 目的
:

探讨组织 金属 蛋 白酶抑制剂 ( T IM P
一

2) 基因体外转染 胃癌 S G C
一
7 9 0 1 细胞 系后 建立的裸

鼠侵袭模型 中的 VI 型胶原和 VI 型胶原酶改变 的情况
。

方法
:

用 T IM P
一
2 基因体 外转染的 胃癌 S G C

一
7 9 0 1 细胞

系建立裸 鼠肿瘤侵袭模型
,

并应用免疫组化对侵袭部位的组织 w 型胶 原和 w 型胶原酶前体 (M T
一

M M P )的改

变作了研究
。

结果
:

正常 肾脏组织 VI 型 胶原酶反应阳性率与在种植肿瘤 中阳性率两者差异 显著 ( P < 0
.

0 1 )
。

VI 型胶原染 色显示
,

肾小 管及 肾小球基底膜完整呈连续性线状分布
,

肿瘤部位的 vI 型胶原在基底 膜处出现断

裂和缺失
,

而肿瘤浸润部 见 N 型胶原酶表达异常丰富
。

结论
:

组 织金属蛋 白酶抑制剂 T IM P
一
2 基 因转染 参与

肿瘤细胞分泌胶原酶的调控过程
,

抑制 了 VI 型胶原的降解
,

是肿瘤侵袭
、

转移 的重要负作用 因子
。
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肿瘤侵袭转移是一个复杂的过程
。

近年来肿瘤侵

袭转移与细胞外基质的关系已成为肿瘤分子生物学家

研究的热点
。

其 中由肿瘤细胞产生多种蛋白水解酶降

解细胞外基质及基底膜成分是一个重要环节 lj[
。

近来

研究表明
,

组织金属蛋白酶抑制剂 ( T i s s u e i n h ib i t o r o f

m a t r i x m e t a l l o p r o t e i n a s e 一 2
,

T IM P
一

2 ) 基 因具 有抑 制

肿瘤细胞表达 vI 型胶原酶的作用
,

可在体外实验抑制

肿瘤细胞的侵袭川
。

本实验用 T IM P
一

2 基 因转染的人

胃癌细胞 S G C
一

7 90 1
一

T Z 种植砖裸鼠肾包膜下
,

用免疫

组化对模型侵袭的组织中 w 型胶原酶前体的表达与基

底膜改变作了研究
,

并观察了肿瘤细胞 中 T IM P
一

2 基

因 m R N A 表达与 W 型胶原酶前体 (M e n l b
r a n e m

a t r i x

m e t a l l o p r o t e i n a s e S ,

M T
一

M M p ) 表达的关系
,

探讨它们

在 胃癌侵袭转移中的相关性及作用机制
。

白酶消化 后
,

按 S P 法加抗 VI 型胶原酶抗 体及 二抗
、

三抗
、

D A B

显色 (棕 色 )
。

免疫组化染色均为 P B S 代替 一抗作阴性对照
。

1
.

3 观察与统计

VI 型胶原酶 (前体 )免疫 组化染 色阳性 结果 为细胞 内呈现

明显 的棕 黄色颗粒弥散分布
。

根据实验结果分析
,

我 们确定每

例 切片随机 观察上 皮细胞 或肿瘤 细胞 2 0 个 高倍视 野
,

其 阳性

细 胞 总数 占所观察细 胞 总 数 20 % 以上 者为阳 性 病例
,

低于

2 0 %则为 阴性
,

5% 一 2 0% 之间为可 疑阳性
,

但统计时拟作 为阴

性
。

统计 良
、

恶性病变各组 阳性 率
。

vI 型胶原染色阳性 则显示基

底膜的线性结构
,

阴性对照片结果均 为阴性
。

2 结果

材料和方法

1
.

1 动物实验

B A L B /
c n u

/
n u
裸 鼠 3 0 只

,

为 4 一 6 周龄
,

购 自军事 医学科

学院实验 动物中心
,

实 验室符合 三级 (S P F )动物 实验室标 准
。

分为
:

①含 T IM P
一
2 基因组 (细胞 S G C

一

79 01
一

T Z )
,

10 只 ;

②单纯

S G C
一
7 9 0 1 肿瘤组

,

1 0 只
;

③转染 p L X S N 空载体组
,

1 0 只
。

按高

进川方法建立动物模 型
,

分别于接种后第 7
、

12 及 3。 天 处死裸

鼠
,

检查 肾包膜 下肿 瘤侵袭生 长情 况
,

留取标本
,

10 % 中性福尔

马林固定
,

石蜡包 埋切片 (4 拜m )
,

做 H E 及免疫组化染 色
。

1
.

2 免疫组化 染色

采用 S P 染色法显示 vJ 胶 原酶 (前体 )与 vI 胶 原
,

第一 抗体

为 兔抗 鼠 VI 型 胶原 酶抗体 ( 日本 K
a n

nz ar n
大学 癌症研究 中心

Sot a
博 士赠送 ) 1

:
3 。饥 鼠抗兔 vI 型胶 原抗体 (北京 中山生物工

程公司提供 ) 1
:

75
。

切片经常规脱蜡水化
。

0
.

1% ~ 0
.

3% 胃蛋

动物实验
:

实 验组 中第 7 天 鼠肾被膜上 见有 肿瘤生 长
,

少

量瘤细胞沿 肾小管侵袭
,

但不超过 7一 8 层 正常肾皮质细胞
,

而

对照组及空载 体组 已有部分瘤细胞呈浸 润性生长
。

第 12 天实

验组 中只 有 2 只出现 明显浸 润倾 向
,

而对 照组 10 只中 6 只 已

有侵袭性生长
,

且 浸润程度亦 较实验组深
,

个别 已 近达肾髓质
。

第 3 0 天 的比较
,

实验 组裸 鼠全部存 活
,

其 肾脏 内成 瘤率 60 %

( 6 / 1 0 )
,

其浸润 肾小球
、

肾髓 质 占肾总 面积 ( 1 7
.

3士 7
.

9) %
。

而

对 照组则有 90 % (9 八 0) 出现 浸润
,

而且一 只已濒 于死亡
,

体重

达正常 鼠体重 1 / 4
。

镜下见生 长的瘤细胞成 团
,

成簇侵袭正常肾

皮层及 肾髓质
,

受损的肾小 管及 肾小球 已变形
,

淋 巴结检查实

验组腹 腔淋 巴结 转移者 4 例 (4 O% ) ;
而实验 对照组有淋 巴结转

移者 占 80 % (8 例 ;) 空 载体组 与对照组 之间差异 不显著 ( P >

0
.

0 5 )
。

免疫 组化染 色
:
W 型胶 原酶 (M T

一

M M P )在 正 常肾小 管上

皮细胞阴性
,

少量间质 细胞 有 阳性表达
。

而上皮基底膜 vI 型胶

原染色阳性
,

表 现为清晰 的棕 黄色连续 细线 状分布或完 整环 绕

肾小管基底膜
,

见 图 1
。

在有侵 袭的肿瘤组织 与之相 近的正常肾

组织见上 皮细胞 及肿 瘤组织 内癌 细胞表 达 W 型 胶原 酶明显增
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T IM P
一
2 基 因转染在裸 鼠胃癌中 vI 型胶 原酶及 W 型胶原改变 的研 究 2 9 1

n

n

癌肿生长中的变化是一个备受关注的问题
。

金属蛋白

酶抑制剂 T IM P s 与 VI 型 胶原酶 (M M P
一

2
,

M M P
一

9) 之

间的动态平衡 影响着基底 膜的完整性困
,

其 中 M T
-

M M P 的变化 是 W 型胶原酶未活 化的形式
,

它不但影

响基底膜胶原成份降解
,

亦参与影响 vI 型胶原酶二个

亚型 (M M P
一

3
、

M M P
一

9) 的激活过程
,

是近 年颇受重视

的新发现
。

我们在体外肿瘤侵袭能力的研究中发现
,

转

染 T IM P
一

2 基 因 的 S G C
一

7 9 0 1 细胞 其 穿 透 B o y de n

C h a m b e r 侵 袭 小 室 的 能 力 减 弱
,

在 m R N A 水 平

T IM P
一

2 基因较未转染组表达增强
。

为探讨含有过量

表达 T IM P
一

2 基因的肿瘤细胞在体内侵袭的生物学行

为
,

我们在裸 鼠肾包膜下建立侵袭肿瘤模型
。

所得结果

与体外报道基本一致
,

并且通过观察实验组肿瘤侵袭

程 度及成 瘤 时间
、

成瘤 率 比 对照 组 明显 降低
,

而 且

M T
一

M M P 表达与 w 型胶原酶破坏两者间的关系呈明

显对应关系
,

即在侵袭胃癌组织边缘 M T
一

M M P 阳性
,

基底膜断裂或缺失
,

侵袭程度高的组织 中 M T
一

M M P

表达更加丰富
,

而基底膜的结构不完整
,

缺失更甚
。

另

外发现 M T
一

M M P 呈灶状或巢状分 布
,

在肿瘤 中无明

显均一性表达
,

表明肿瘤分化的异质性
,

具有高转移能

力
,

表达高浓度 M M P S 的肿瘤细胞只是瘤实质中的一

部分
,

其分化中心含有高侵袭能力的肿瘤细胞
,

而大部

分瘤细胞 可能不具备侵袭能力或侵袭能力弱
。

用 T IM P
一

2 基 因转染 的肿瘤细胞体内降解基底膜

及分泌 M M P
一

M T 的能力与母 系肿瘤明显不同
,

说 明

了 T IM P
一

2 基因具有抑制肿瘤细胞 恶性表型 的作用 ;

另一方面 M T
一

M M P 与基底膜完整性的免疫组化亦是

肿瘤侵袭能力变化的显著标志
,

本研究说明 了 T IM P
-

2 基因参与抑制肿瘤细胞浸润转移 的分化调节
,

是 阻

断肿瘤转移的有效治疗方法之一
。
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