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肺腺癌小鼠移植瘤生长的抑制作用!并探讨其作用机制'方法
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只皮

下接种
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肺腺癌细胞
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小鼠随机分为对照组&紫杉醇组&苏拉明组和联合组!每组
(

只'观察移植瘤生长情况!饲养
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后处死小鼠!剥离皮下移植瘤!采用免疫组化检测移植瘤组织中血管生成素
1&

#
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%和微血管密度#
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%'结果
!

紫杉醇组&

苏拉明组和联合组移植瘤的生长明显受到抑制!以联合组生长最慢'对照组移植瘤质量大于其他
)

组#
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%'紫杉醇组和

苏拉明组移植瘤质量大于联合组#
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%$紫杉醇组或苏拉明组移植瘤组织内
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高于联合组#
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%'移植瘤组织中
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表达&
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与移植瘤质量均呈正相关#
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苏拉明可下调肿瘤组织
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表达!抑制肿瘤内微血管形

成!与紫杉醇联合对
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肺腺癌小鼠皮下移植瘤生长发挥协同抑制作用'

关键词#腺癌$移植!同种$小鼠$苏拉明$紫杉醇
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肿瘤的发生和发展受多种因素影响#其中细胞周期调节的

失控和肿瘤诱导新生血管的形成是人类肿瘤生长的主要驱动

力*

%1&

+

(本实验利用小鼠肺腺癌细胞
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建立高转移小鼠

皮下移植瘤动物模型#应用血管生成抑制剂苏拉明联合抗癌药

紫杉醇治疗#观察移植瘤的生长情况#探讨苏拉明联合紫杉醇

治疗肺腺癌的作用机制(

B
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材料与方法

B'B
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实验动物)细胞株)药品及试剂
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只#
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'级#鼠龄
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体质量为
&*

@

左右&

O;:52

肺腺癌荷瘤鼠
&

只#均由中国医学

科学院肿瘤医院动物室提供%动物合格证号!
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级饲养环境由南华大学肿瘤研究所提供(紫杉醇
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年
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后各组小鼠皮下移植瘤组织
;9

@

1&

表达"

,\T

以及移植瘤瘤质量"抑瘤率的比较

组别
9 ;9

@

1&

%

S[

'

,\T

%个"单位面积' 移植瘤质量%

@

' 抑瘤率%

^

'

i

值

对照组
: %:')&5a+'&6+ &&'6%)a+'6): 2'2&5a%'*+: * c

紫杉醇组
( %6'5+6a)'5+: %:'%(&a+':()

$

+'%&6a%'*(:

$

&2'6&5 c

苏拉明组
( %*'62&a)'%6:

D

#

/

%2'5+:a6'%6&

$

+'&:5a%'%+)

$

&&'6)( c

联合组
: %*'&)5a)'*:)

D

#

/

5'%%5a6'*&5

D

#

/

#

3

&'2)%a%'%&(

D

#

/

#

3

2+'%*5 %'&:+

!!

$

!

!

$

*'*2

#

D

!

!

$

*'*%

#与对照组比较&

/

!

!

$

*'*2

#与紫杉醇组比较&

3

!

!

$

*'*2

#与苏拉明组比较&

c

!表示此项目无数据(

购自海口市制药厂有限公司#苏拉明购自美国
!"

@

C$

公司(兔

抗鼠血管生成素
1&

%

$9

@

"4

E

4">?"91&

#

;9

@

1&

'抗体和兔抗鼠聚类

分化群%

/0G8?>F4B3"BB>F>9?"$?"49

#

NT

'

)+

抗体购自武汉博士德

公司#通用型链霉卵白素
1

过氧化物酶%

8?F>

E

?$="3"9

E

>F4K"3$8>

#

!S

'试剂盒和二氨基联苯胺%

)

#

)<13"$C"94D>9H"3"9>

#

T;.

'显色

剂均购自福州迈新生物工程公司(

B'C

!

动物模型的建立
!

断颈处死
&

只荷瘤鼠#在无菌条件下

剥离瘤块#按
%

@

肿瘤组织加
+CO

生理盐水放入表面皿中#剪

碎肿瘤组织#研磨成匀浆液#过
)6*

目钢网#制成肿瘤细胞悬

液#倒入离心管中#加生理盐水调节细胞密度为
&̀ %*

6

"

CO

#于

)&

只
-:)5

小鼠右后腿根部外侧皮下注射
*'&CO

肿瘤细胞悬

液#建立
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肺腺癌小鼠皮下移植瘤模型(实验过程符合

动物伦理学标准(

B'D

!

分组及用药
!

)&

只实验小鼠接种
+3

后随机平分为
+

组#%

%

'对照组!腹腔注射生理盐水
*'&CO

#

%

次"
3

#共
%63

&

%

&

'紫杉醇组!紫杉醇
&C

@

$

P

@

c%

$

3

c%溶于生理盐水
*'&CO

中腹腔注射#于接种后第
+

天和第
%%

天各
%

次&%

)

'苏拉明组!

苏拉明
%*C

@

$

P

@

c%

$

3

c%溶于生理盐水
*'&CO

中腹腔注射#

%

次"
3

#用药
%63

#&%

+

'联合组%苏拉明联合紫杉醇'按苏拉明

组和紫杉醇组的剂量与用法联合给药(

B'E

!

观察药物对移植瘤生长的影响
!

从小鼠接种后第
+

天开

始#每
2

天用游标卡尺测量小鼠皮下移植瘤最大长径%

$

'和横

径%

D

'#计算移植瘤体积%

\b$̀ D

&

"

&

'(第
&+

天处死全部小

鼠#剥离皮下移植瘤称质量#按公式计算各组药物的抑瘤率#药

物的抑瘤率
b

%

%cV-

"

VN

'

%̀**̂

#其中
V-

为用药组平均瘤

质量#

VN

为对照组平均瘤质量(按以下公式计算
i

值#

i

值
bV

%

;l.

'"*

V;lV.

%

%cV;

'+#其中
V;

)

V.

和
V

%

;l.

'

分别表示紫杉醇组)苏拉明组及联合用药组的抑瘤率#根据
i

值来判断联合用药疗效#

i

值小于
*'(2

为拮抗作用#

i

值介于

*'(2

!

%'%2

之间为相加作用#

i

值大于
%'%2

为协同作用*

)

+

(

B'F

!

检测移植瘤内
;9

@

1&

表达及微血管密度%

C"/F4=>88>0

3>98"?

M

#

,\T

'

!

!S

免疫组化法检测移植瘤内
;9

@

1&

表达及

,\T

#方法步骤严格按试剂盒说明书进行#用磷酸盐缓冲液

%

E

A48

E

A$?>DGBB>F840G?"49

#

S.!

'代替一抗作阴性对照(

;9

@

1&

的判定标准!高倍显微镜下计数
%**

个细胞#细胞质及细胞膜

呈棕黄色的阳性细胞数所占百分比小于
%*̂

为阴性#

'

%*̂

阳性#采用德国
YRZ-XRZL.!;&'2

全自动图像分析系统测

定移植瘤组织中
;9

@

1&

的表达#平均灰度和象素面积按系统

内公式自动换算成阳性单位%

E

48"?"=>[9"?

#

S[

'#以
S[

值定

量
;9

@

1&

的表达强度(

,\T

的判定标准!采用特异性的

NT)+

抗体标记血管内皮细胞#血管内皮细胞被染成棕黄色#

凡与邻近的肿瘤细胞)微血管或结缔组织分开#呈棕黄色的单

个内皮细胞或内皮细胞串计为一个血管#肌层较厚或管腔大于

(

个红细胞直径的血管不计数(

,\T

计数参考
Q>"39>F

等*

+

+

方法#先在低倍镜下扫视整个组织切片#在肿瘤浸润区选择内

皮细胞染色清晰#背景良好#微血管最密集的
+

个视野#然后在

高倍显微镜视野范围内计数所有染色的微血管#取
+

个视野的

计数结果均数为该切片的微血管数(

B'G

!

统计学处理
!

用
!S!!%*'*

软件进行统计学分析#计量

数据采用
Ha?

表示#多组均数比较采用方差分析#组间比较采

用
D

检验#相关性用直线相关分析#以
!

$

*'*2

为差异有统计

学意义(

C

!

结
!!

果

C'B

!

各组小鼠皮下移植瘤的生长曲线
!

)&

只小鼠接种后均

成功建立了
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肺腺癌小鼠皮下移植瘤模型(实验期间对

照组和联合组均死亡
%

只(各组小鼠第
+

天移植瘤体积大致

相同(随着实验时间延长#移植瘤体积均逐渐增大#对照组小

鼠于
%+

!

&+3

生长明显快于紫杉醇组)苏拉明组和联合组%

!

$

*'*2

'#联合组小鼠的移植瘤生长最慢(见图
%

(

C'C

!

&+3

后各组用药对小鼠皮下移植瘤质量及抑瘤率的影响

!

对照组瘤质量大于其他
)

组%

!

$

*'*2

'(苏拉明组和紫杉

醇组瘤质量比较#差异无统计学意义%

!

&

*'*2

'(紫杉醇组和

苏拉明组瘤质量均大于联合组%

!

$

*'*2

'&苏拉明组)紫杉醇

组及联合组的抑瘤率分别为
&&'6)(̂

)

&2'6&5̂

及
2+'%*5̂

#

其
i

值为
%'&:+

%

&

%'%2

'#提示紫杉醇和苏拉明有协同作用(

见表
%

(

图
%

!!

各组小鼠皮下移植瘤生长曲线

C'D

!

&+3

后各组小鼠皮下移植瘤内
;9

@

1&

表达及
,\T

!

对

照组与紫杉醇组)苏拉明组与联合组移植瘤组织内
;9

@

1&

的

表达大致相当#差异无统计学意义%

!

&

*'*2

'&苏拉明组和联

合组组织内
;9

@

1&

的表达均低于对照组和紫杉醇组%

!

$

*'*2

'(对照组移植瘤组织内
,\T

高于其他
)

组%

!

$

*'*2

'&

紫杉醇组)苏拉明组和联合组移植瘤内
,\T

依次降低#紫杉

醇组与苏拉明组比较#差异无统计学意义%

!

&

*'*2

'#而紫杉

醇组)苏拉明组与联合组比较#差异有统计学意义%

!

$

*'*2

'(

见表
%

#封
)

图
&

)

)

(

C'E

!

相关性分析
!

移植瘤组织中
;9

@

1&

表达与移植瘤质量#

,\T

与移植瘤质量均呈同向变化#作相关分析均呈正相关性

%

,b*'+6(

)

*'2&6
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本研究发现#随着实验时间延长#移植瘤生长速度最快为
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对照组#其后依次为苏拉明组)紫杉醇组及联合组(第
&+

天剥

离移植瘤#移植瘤质量最大为对照组#其后依次为苏拉明组)紫

杉醇组及联合组&苏拉明组)紫杉醇组及联合组的抑瘤率分别

为
&&'6)(̂

)

&2'6&5̂

及
2+'%*5̂

#其
;i

值 为
%'&:+

%

&

%'%2

'#提示苏拉明和紫杉醇均能抑制肺腺癌小鼠皮下移植

瘤生长#二者联合有协同抑制作用(

;9

@

1&

是一种与血管生成及成熟有关的因子#与内皮细胞

特异性酪氨酸酶受体上皮生长因子样域酪氨酸激酶
&

%

E

4F/"9>

?

M

F48"9>P"9$8> J"?A"CCG94

@

04DG0"910"P>$93 VWj10"P>341

C$"98&

#

-">1&

'结合#导致内皮细胞之间与支持细胞之间相互

作用减弱#血管结构稳定性受到破坏#毛细血管出芽#形成新生

血管*

216

+

(有研究发现
;9

@

1&

的表达是肿瘤血管新生起始的

强化因素#与肿瘤血管生成的数目及密度)肿瘤的大小)肿瘤的

侵袭转移密切相关#是临床判断肿瘤生物学行为的指标之

一*

:15

+

(

,\T

是反映肿瘤血管生成活性或强度的重要定量指

标之一*

%*

+

#可用于血管抑制药物的疗效评价(苏拉明作为血

管生成抑制剂#能抑制肿瘤组织中碱性成纤维细胞生长因子的

表达而使肿瘤细胞增生*

%%

+

(紫杉醇是一种抗肿瘤药物#通过

抑制细胞有丝分裂#使肿瘤细胞停止在
W

&

期和
,

期#而且紫

杉醇还可以通过与凋亡相关的基因作用#诱导肿瘤细胞凋

亡*

%&1%+

+

(本研究选用人原始造血细胞抗原
NT)+

标记移植瘤

内血管内皮细胞#采用免疫组化检察移植瘤组织中
;9

@

1&

表

达及
,\T

(发现紫杉醇组移植瘤组织中
;9

@

1&

表达与对照

组相当#但
,\T

明显低于对照组%

!

$

*'*2

'#说明紫杉醇抑制

移植瘤内微血管形成可能不是通过抑制
;9

@

1&

表达实现#至

于其具体机制可能为!紫杉醇作为周期特异性药物#作用于细

胞微管网#通过提高有活性内皮细胞的微管动力#减弱分裂间

期微管功能从而抑制血管生成*

%2

+

(苏拉明组和联合组移植瘤

内
;9

@

1&

表达大致相当#但明显低于对照组和紫杉醇组%

!

$

*'*2

'&苏拉明组与紫杉醇组
,\T

相当#但明显低于对照组%

!

$

*'*2

'&联合组
,\T

明显低于对照组)紫杉醇组和苏拉明组

%

!

$

*'*2

'&移植瘤内
;9

@

1&

表达或
,\T

与瘤质量均呈同向

变化#作相关分析均呈正相关性%

,b*'+6(

)

*'2&6

#

!

$

*'*%

'#

说明苏拉明可能通过下调移植瘤组织中
;9

@

1&

表达#减少微

血管形成#导致肿瘤局部营养和血供不足#从而抑制肿瘤细胞

生长#更有意义的是苏拉明与紫杉醇有协同抑制作用(

本研究表明苏拉明与紫杉醇对
O;:52

肺腺癌小鼠皮下移

植瘤生长具有协同抑制作用#其机制可能为苏拉明下调肿瘤内

;9

@

1&

表达#抑制肿瘤内微血管形成#从而抑制肿瘤生长&另一

方面#紫杉醇除有抑制细胞有丝分裂#诱导肿瘤细胞凋亡等作

用外*

%&1%)

+

#还能与苏拉明协同抑制肿瘤内微血管形成#从而抑

制肿瘤生长(因此#血管生成抑制剂与紫杉醇联合治疗肺腺癌

具有较好的临床应用前景(

参考文献#

*

%

+ 邵荣光
'

以细胞周期调控分子为靶点的肿瘤治疗*

d

+

'

中

国肿瘤#

&**2

#

%+

%

%%

'!

:*61:*('

*

&

+ 邵荣光
'

新分子靶点的抗癌药物研究*

d

+

'

中国肿瘤#

&**&

#

%%

%

+

'!

&&(1&)*'

*

)

+ 王小华#王铮#段宝春#等
'

烟曲霉醇联合环磷酰胺对小鼠

O;:52

肺腺癌转移的抑制作用*

d

+

'

癌症#

&**2

#

&+

%

%&

'!

%++(1%+2&'

*

+

+

Q>"39>FZ'-GC4F$9

@

"4

@

>9>8"8

!

F>=">J4B/GFF>9?$

EE

0"1

/$?"498"9?GC4F

E

F4

@

948?"/$?"49

*

d

+

'!>C"9T"$

@

9S$?A40

#

%55)

#

%*

%

+

'!

)*&1)%)'

*

2

+

!$A$F"9>9S

#

VP0G93O

#

,">??"9>9d

#

>?$0';9

@

"4

E

4">?"98

$88>CD0>3"8?"9/?-">&8"

@

9$00"9

@

/4C

E

0>K>8"9>934?A>0"$0

/>001/>00$93/>001C$?F"K/49?$/?8

*

d

+

'Z$?N>00."40

#

&**(

#

%*

%

2

'!

2&:12):'

*

6

+

YGD4P"!

#

!A"C"HG#

#

,"?8GA$8A"Z

#

>?$0';9

@

"4

E

4">?"91&

0>=>08"9?A>A>

E

$?"/=>"9$8$G8>BG0

E

F>3"/?4F4B?GC4F"91

=$8"=>9>88$93

E

F4

@

948"8"9AGC$9A>

E

$?4/>00G0$F/$F/"941

C$

*

d

+

'dW$8?F4>9?>F40#>

E

$?40

#

&**(

#

&)

%

:S?&

'!

%2:1

%6+'

*

:

+

eA4Gi

#

WG4S

#

W$004d,'LC

E

$/?4B$9

@

"4

@

>9>8"8"9A"D"1

?"49D

M

8G9"?"9"D49?GC4F3"8?F"DG?"494B?>C4H404C"3>

*

d

+

'N0"9N$9/>FX>8

#

&**(

#

%+

%

2

'!

%2+*1%2+5'

*

(

+ 雷杰#夏登云#费建东#等
';9

@

1&

和
VX

在乳腺良恶性肿

瘤中的表达及生物学意义*

d

+

'

河北医药#

&**5

#

)%

%

&

'!

%):1%)('

*

5

+

T$,k

#

QGe

#

-"$9#Q'-GC4F0

M

C

E

A$9

@

"4

@

>9>8"8$93

0

M

C

E

A$9

@

"4

@

>9"/

@

F4J?AB$/?4F8

*

d

+

';F/A,>3X>8

#

&**(

#

)5

%

+

'!

)621):&'

*

%*

+张波#孔宪炳
'

肝细胞癌的抗新生血管治疗*

d

+

'

重庆医

学#

&**:

#

)6

%

:

'!

6261625'

*

%%

+贺兼斌#向志#杨凯#等
'

苏拉明对肺腺癌小鼠移植瘤的抑

制作用及碱性成纤维细胞生长因子表达的影响*

d

+

'

中国

现代医学杂志#

&**(

#

%(

%

+

'!

+*(1+%&'

*

%&

+

]48A"94-

#

!A""9$#

#

[F$P$C"!

#

>?$0'./01&>K

E

F>88"49

$8$

E

F>3"/?"=> C$FP>F4BA4FC49>1F>BF$/?4F

ME

F48?$?>

/$9/>F?F>$?>3J"?A?$K$9>1D$8>3/A>C4?A>F$

EM

*

d

+

'N0"9

N$9/>FX>8

#

&**6

#

%&

%

&*S?%

'!

6%%616%&+'

*

%)

+

]$9

@

]N

#

#8G]-

#

QGNN

#

>?$0'!"0>9/"9

@

4B$8?F"9"91

3G/>8?A>

E

2)13>

E

>93>9?$

E

4

E

?48"8D

M

8G

EE

F>88"49 4B

#S\%(V6>K

E

F>88"49$938>98"?"H>8/>008?4

E

$/0"?$K>0

?F>$?C>9?"9#>O$/>008

*

d

+

'."4/A>C."4

E

A

M

8X>8N4C1

CG9

#

&**6

#

)+)

%

&

'!

+&(1+)+'

*

%+

+周文杰#蒋敬庭#李敏#等
'NLY

联合紫杉醇对胃癌细胞株

!WN1:5*%

的杀伤作用观察*

d

+

'

山东医药#

&**5

#

+5

%

+&

'!

:*1:%'

*

%2

+

,>F/A$9dX

#

d$

M

$F$CTX

#

!G

E

P4dW

#

>?$0'L9/F>$8>3>91

34?A>0"$0G

E

?$P>4B

E

$/0"?$K>0$8$

E

4?>9?"$0C>/A$9"8CB4F

"?8$9?"$9

@

"4

@

>9"/>BB>/?8

!

E

4?>9?"$?"49D

M

N4K1&"9A"D"1

?"49

*

d

+

'L9?dN$9/>F

#

&**2

#

%%)

%

)

'!

+5*1+5('

%收稿日期!

&*%%1*%1%)

!

修回日期!

&*%%1*+1)*

'

+::%

重庆医学
&*%%

年
6

月第
+*

卷第
%(

期


