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［摘要］ 目的 探讨多西紫杉醇在肝癌细胞株 SMMC- 7721 裸鼠皮下移植瘤中与血管内皮生长因子 （VEGF）、

肿瘤抑制蛋白 （p53） 表达的研究．方法 建立肝癌细胞株 SMMC- 7721 裸鼠皮下移植瘤模型，建模成功后，将

20 只裸鼠分成两组，多西紫杉醇组及肿瘤对照组．3 周后处理裸鼠，应用免疫组化 Envision 法检测实验组与对照

组肝癌组织中 p53、VEGF 表达情况．结果 实验组肝癌组织中 p53 表达阳性率 41.26％，显著低于对照组肝癌组

织的 p53 表达阳性率 87.16％， 两者间差异有统计学意义 （ <0.05） ．实验组肝癌组织中 VEGF表达阳性率为

36.79％，显著低于对照组肝癌组织的 VEGF表达阳性率 68.27％，两者间差异有统计学意义 （ <0.05）．结论

p53 在诱导肝癌细胞凋亡中起到重要作用，VEGF过度表达在肝癌微血管生成过程中起重要作用，多西紫杉醇可降

低 p53、VEGF的表达，从而起到移植肿瘤生长及转移的作用．

［关键词］ 多西紫杉醇；肝癌细胞株 SMMC- 7721；裸鼠移植瘤；血管内皮生长因子；肿瘤抑制蛋白

［中图分类号］ R815.2 ［文献标识码］ A ［文章编号］ 2095－610X （2015） 01－0043－05

Effect of Docetaxel on the Expression of p53 and VEGF in
Hepatoma Cells SMMC-7721 Transplanted Tumors in Nude

Mice

HE Mi，WANG Jia－ping，ZHANG Lei，SUN Yin，MA Yue

（Dept. of Radiology，The 2nd Affiliated Hospital of Kunming Medical University，Kunming Yunnan 650101，

China）

［Abstract］ Objective To observe the effect of docetaxel on the expression of p53 and VEGF in hepatoma cells

SMMC-7721 transplanted tumor model in nude mice. Methods Twenty nude mice with transplant subcutaneous

were randomly divided into 2 groups （n = 10）， docetaxel group and control group. The expression of p53 and VEGF

were compared between two groups using envision immunohistochemistry. Results After 3 weeks with treatment，

p53 in control group was 87.16%，while in docetaxel group was 41.26% . Obviously， the expression of p53 in

docetaxel group was lower than that in control group （ < 0.05） . VEGF in docetaxel group was 36.79 %，which

was lower than that in control group （68.27%），and the difference was statistically significant （ < 0.05） .

Conclusion Docetaxel can inhibit the growth， invasion and metastasis of hepatoma cells SMMC-7721 by lowering

the expression of p53 and VEGF.
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原发性肝癌 （primary hepatic carcinoma，PHC）

是我国常见的恶性肿瘤，其死亡率在消化系统恶

性肿瘤中居第三位，仅次于胃癌和食管癌．目前

有大量动物实验研究为肝癌的临床治疗提供基础

依据[1]．多西紫杉醇作为一种抗肿瘤新药，已经引

起了人们极大兴趣，并在多种肿瘤中进行了基础和

临床应用研究．本研究通过建立肝癌细胞株

SMMC- 7721 裸鼠皮下转移瘤模型，从 P53、VEGF
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基因的角度，通过免疫组化检测裸鼠肝细胞癌中

p53 与 VEGF 的阳性表达率，探讨多西紫杉醇在肝

癌生长及转移中对上述靶点的作用 ．

1 材料与方法

1.1 细胞株

人肝癌细胞株 SMMC- 7721 由云南省肿瘤医院

肿瘤研究所提供．

1.2 主要试剂

多西紫杉醇注射液 （齐鲁制药有限公司）、胎

牛血清 （Gibco， Sigma 公司）；DMEM 培养液

（Hyclony 公司）；0.25%胰蛋白酶 （昆明医科大学

实 验 部 配 制 ） ； GeneJETTMRNAPurificationKit

（Fermentas 公司）；DAB 显色剂 （福州迈新生物技

术开发有限公司）；Envision 试剂盒 （达科为生物

技术有限公司）；多聚甲醛；兔抗人 P53 多克隆抗

体 （Neomarkeers，US）；兔抗人 VEGF 多克隆抗体

（Neomarkeers，US） ．

1.3 实验仪器

超净工作台、细胞培养箱、普通光学显微镜、细

胞计数板、4℃冰箱、恒温水浴箱、液氮罐、高速离心

机、注射器、CO2恒温培养箱、倒置显微镜.

1.4 实验动物

BALB/c-nude 裸鼠，数量不限，雌性，4～6

周龄，体重约 21～23 g，于北京维通利华实验动物

有限公司购买，昆明医科大学实验动物中心内予

SPF 级层流柜内分笼饲养．

1.5 动物模型建立

将适量培养液置于培养瓶中，细胞从液氮中取

出后快速置于 37 ℃恒温水浴箱内快速震荡，尽快

融解，再将细胞悬液转移到培养瓶中，混匀后置

37 ℃，5％CO2 恒温培养箱中培养；复苏后 24 h 换

液，之后每 3 d 换液 1 次，当培养细胞生长达培养

瓶 80%左右，吸出旧培养液后，置入胰酶，于培

养箱中消化 7～8 min，轻吹混匀，转移到离心管

中，1 000 r/min，5 min 离心，离心后弃上清，适

量培养液重悬细胞，按 l:3 传代，继续培养．按传

代方法收集细胞，加入适量细胞冻存液重悬细胞，

混匀后置冻存管，放入梯度冻存盒内，然后直接

放到 -80℃冰箱中，24 h 后可冻存到液氮中．取指

数生长期 SMMC-7721 肝癌细胞，制成浓度为

5.0×106/0.2 mL 的单细胞悬液，每只动物背部皮下

接种 200 滋L．4 周左右，待瘤体直径达 0.7～l.1

cm，将裸鼠随机分为 2 组，每组 10 只，按以下方

法进行分组处理．

肿瘤对照组：注射生理盐水 50 滋g/(0.3 mL·

只)，每 3 d 注射 1 次，连续注射 7 次，作为阴性对

照．

多西紫杉醇组：注射多西紫杉醇 50 滋g/(0.3

mL·只)，每 3 d 注射 1 次，连续注射 7 次．于 3 周

后处理动物，开腹切除整个肝脏，浸泡在 4％多聚

甲醛中，进行免疫组化检测．

1.6 研究方法

1.6.1 免疫组化法 （Envision 二步法） 检测 p53

的表达 石蜡切片，厚约 4 滋m，常规脱蜡、水化，

再将切片浸于 pH6.5 的柠檬酸缓冲液中，微波加热

至沸腾，作用 10 min 以修复抗原，然后冷却至室

温，充分水洗、PBS 浸洗，再将切片浸于 0.6％

H2O2 甲醇中，室温下孵育 30 min，阻断内源性过

氧化物酶，充分水洗，PBS 浸洗，滴加 l：20 正常

兔或羊血清，室温下孵育 20 min，滴加特异性单克

隆或多克隆抗体 （l:500），室温下孵育 1 h，PBS 浸

洗，滴加 EnViSion 复合物，室温下孵育 1 h，PBS

浸洗，DAB 显色，苏木素衬染，常规脱水、透明、

封固．阴性对照以 PBS 替代一抗，用已知阳性标

本作阳性对照．

免疫组化法 （Envision 二步法） 检测 VEGF 的

表达，方法同上．

1.6.2 评价标准 p53、VEGF 抗原分别定位于细

胞核及细胞浆，染色均呈棕黄色视为阳性；选择 4

个高倍 （400×） 光镜视野下进行细胞计数，至少

计数 1 000 个细胞，记数细胞总数和阳性细胞数，

计算百分率，取其均数．

1.7 统计学处理

所有资料采用 SPSS 统计分析软件包进行处

理，所的数值均以 x±s 表示，组间均数比较用单

因素方差分析和 SNK 检验 （Student Newman Keuls，

SNK）， ＜0.05 为差异有统计学意义．

2 结果

2.1 P53在肝癌细胞株 SMMC- 7721 裸鼠皮下移

植瘤中的表达

P53 定位于细胞核，表达阳性的染色显示为棕

黄色或棕褐色，阳性细胞散在或局灶性分布．光镜

下显示 （见图 1），在同一肿瘤细胞的组织切片中，

阳性细胞的染色呈不均一性分布．对照组 P53 表

达最高（见表 1），阳性百分率达 87.16%，而实验

组 p53 表达水平明显降低，只有 41.26%，差异有

统计学意义 （ ＜0.05） ．



与对照组比较，* ＜0.05.

表 2 VEGF 在肝癌细胞株 SMMC- 7721 裸鼠皮下移植瘤
的表达情况（x±s）

Tab. 2 The expression of VEGF in hepatocarcinoma
SMMC-7721 transplanted tumor （x±s）

组 别 n VEGF 蛋白的表达 （%）

肿瘤对照组 10 68.27±6.43

多西紫杉醇组 10 36.79±3.54*

表 1 p53 在肝癌细胞株 SMMC- 7721 裸鼠皮下移植瘤的
表达情况 （x±s）

Tab. 1 The expression of p53 in hepatocarcinoma
SMMC-7721 transplanted tumor （x±s）

组 别 n p53 蛋白的表达 （%）

肿瘤对照组 10 87.16±6.11

多西紫杉醇组 10 41.26±4.28*

与对照组比较，* ＜0.05.

2.2 VEGF 在肝癌细胞株 SMMC- 7721 裸鼠皮下

移植瘤中的表达

VEGF 位于细胞浆，表达阳性细胞的染色显示

为棕黄色或棕褐色 （图 2），阳性细胞染色无明显

规律，染色强度及分布尚均匀．对照组阳性表达率

（表 2） 约 68.26%，实验组表达水平较对照组低，

约 36.79%． ＜0.05，有统计学差异．

图 1 p53在瘤细胞中的阳性表达

Fig. 1 The positive expression of p53 in tumor cells in two groups

A:对照组；B:多西紫杉醇组.

图 2 VEGF 在瘤细胞中的阳性表达

Fig. 2 The positive expression of VEGF in tumor cells in two groups

A:对照组，B:多西紫杉醇组.

A B

A B
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3 讨论

多西紫杉醇是一种新型半合成紫杉醇类衍生

物，使微管蛋白及组成微管的微管蛋白二聚体失去

动态平衡，从而能促进微管蛋白聚合，抑制微管蛋

白的解聚及肿瘤细胞纺锤体的形成，使得肿瘤细胞

停止在 G2 期和 M 期[2，3]，从而导致细胞死亡．大多

数抗肿瘤药物都是通过诱导细胞凋亡达到抑制细胞

增殖，细胞凋亡又是众多基因调控的复杂的细胞程

序性死亡过程[4]．

目前的肿瘤基因治疗大致可以从很多方面着

手，其中包括： （1） 抑制癌基因活性．p53 基因

是最重要的抗癌基因，大约 50％以上的肿瘤中存

在 p53 基因的突变，是最为常见的基因突变 [5]．作

为转录因子，p53 可结合到靶基因 （如 p21、puma



等） 启动子区的保守结合位点，调节其转录，进而

参与细胞周期或细胞凋亡等生物学过程的调控 [6]；

其编码产物 p53 蛋白分野生型和突变型两种．目前

一致认为野生型 p53 （wide-type53，wtp53） 蛋白

是基因组卫士，DNA 因为体内外各种因素受损，

wtp53 蛋白开始活化，转录激活一系列下游靶基

因，诱导受损细胞生长停滞、对于发生 DNA 损伤

的细胞能阻止其增殖直至损伤修复，或者使受损细

胞发生老化，或者启动损伤细胞发生凋亡，阻止具

有癌变倾向细胞持续增殖，从而维持遗传稳定性[7]，

但是其半衰期短，难以通过免疫组化的方法检测

出．p53 基因突变后可表达过量的突变型 p53 蛋

白，刺激机体发生免疫应答反应 ，产生抗突变型

p53 （mutation-type 53，mtp53） 蛋白的自身抗体，

突变 p53 蛋白由于半衰期延长易积聚于核内并被检

出，因此免疫组化检测到的 p53 蛋白被认为是 p53

基因突变产物．而 mtP53 与 wtp53 作用相反，对细

胞凋亡有抑制作用，可以推测，正常情况下，体细

胞增殖过程中的端粒序列丢失、端粒损伤被 p53 识

别，从而触发 p53 依赖性凋亡或老化途径．异常情

况时，当 mtp53 大量表达时，细胞获得增殖优势，

肿瘤细胞增殖不受限制，利于肿瘤的发生和发展．

Ventura[8] （等实验所示，在带有缺陷 p53 的小鼠肿

瘤细胞中使 wtp53 表达增多，肿瘤明显消除．因此

细胞内 p53 野生型和突变型的比例可能是调节细胞

增殖、分裂的关键[9]．本研究显示，对照组裸鼠肝

癌组织中 mtp53 的表达高，多西紫杉醇组 mtp53 的

基因表达下降，两者之间差异显著，说明多西紫杉

醇对 p53 的表达产生了影响，通过检测结果可知实

验组 wtp53 的表达的蛋白明显降低，从而使其对肿

瘤细胞凋亡抑制作用降低，从而抑制了肿瘤的生

长． （2） 抑制肿瘤血管生成：即通过阻断促血管

生长因子作用或强化血管生长抑制因子的表达达

到治疗的目．恶性肿瘤的生长，侵袭及转移过程受

多种因素的影响，其中肿瘤诱导的血管生成反应与

其生物学行为关系密切．VEGF 是 PDGF （血小板

衍生生长因子） 家族中的一个重要成员，目前是最

强的促进血管生成的生长因子[10]．VEGF 作为肿瘤

组织中最主要的血管生成因子，不仅与 HCC 的肿

瘤血管发生、增殖有关，实验已证实[11]VEGF 蛋白

及 mRNA 表达主要在 HCC 细胞，肿瘤组织 VEGF

的表达水平明显高于邻近正常组织的表达，强阳性

染色的肿瘤细胞多位于肿瘤浸润边缘或肿瘤包膜附

近，其表达水平与肿瘤血管化程度呈正相关．同

时.对肿瘤浸润和转移起重要作用，有研究表明[12]，

HCC 中发生复发转移，VEGF 的表达均明显高于未

复发转移的患者 （ ＜0.05） ．肿瘤易转移和复发;

其浸润和转移的原理大体分为以下几方面： （1）

VEGF 能促进血管新生，增强血管通透性[13]．由于

新生肿瘤血管的结构不完善，通透性强，肿瘤细胞

可以穿过血管壁进入血管向远处转移，利于肿瘤浸

润和转移； （2） VEGF 通过自分泌或者旁分泌的

方式结合分布于肝癌细胞膜上的特异性受体

VEGFR[13]，促进其自身生长，并使肝癌细胞移动能

力加强，增强了癌细胞的浸润和转移能力； （3）

VEGF 作用于肝癌细胞后能使之更易发生分离脱

落，利于其运动和转移．

本实验对照组及实验组 VEGF 阳性表达率相差

显著，对照组明显在无多西紫杉醇的情况下，

VEGF 蛋白阳性表达率高，与许多文献证实的

VEGF 在肝癌中高表达一致，由此可知肿瘤血管生

长快速，血供丰富，有利于肿瘤的生长和转移．而

实验组由于紫杉醇的作用 VEGF 阳性表达率显著降

低，说明多西紫杉醇对 VEGF 有影响，抑制了肝癌

中 VEGF 的高表达，VEGF 表达下降，VEGF 促血

管生成因子分泌减少，使肿瘤新生血管生成减少，

血供匮乏，破坏了肿瘤的营养基础而使其生长受

限，同时新生血管减少，癌细胞向其他器官侵袭和

转移的能力明显降低．

综上所述，肿瘤的凋亡是一个多基因控制的复

杂的过程，本实验着重研究了 P53、VEGF 两个靶

点，结果表明多西紫杉醇可降低人肝癌细胞株

SMMC- 7721 裸鼠皮下转移瘤内的 P53、VEGF 的

表达水平，从而降低了肝癌细胞的凋亡的抑制作

用，抑制了肝细胞癌内的微血管生长，而达到抑制

肿瘤生长及转移的作用．最终可以确定多西紫杉醇

对 p53、VEGF 有影响，但是其进一步的具体机制

还有待研究．
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