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%对小鼠移植瘤血管生成的影响&探讨
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抑制肝细胞

癌生长可能的作用机制'方法
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腹腔注射'计算各瘤体体积&绘制肿瘤生长曲

线#用药
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周后剥离瘤体&称量&计算抑瘤率#光学显微镜下观察组织病理变化#免疫组织化学法检测瘤

组织中
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所标记的微血管密度#酶联免疫吸附实验$
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%检测血清中血管内皮生长因子$
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含量'结果
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的生成&从而降低肿瘤组织中
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&使得局部肿瘤组织缺血(坏死&进而抑制肿瘤的生长'
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世界上常见的(恶性程度最高的肿瘤之一)
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&其发病

率和死亡率均居我国恶性肿瘤前列&严重威胁人们

的健康及生命'目前临床上对肝癌的治疗&主要包

括手术(化疗(放疗(介入治疗(微波消融治疗及免疫

治疗等&但其复发率仍高达
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'消癌平

是乌骨藤的灭菌水溶剂&药理研究)
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*发现其有效成

分甾体酯苷和多糖具有明显抗肿瘤活性'体内外实

验研究)

)('

*显示&消癌平可使肿瘤细胞向正常方向分

化或诱导细胞凋亡而抑制肿瘤生长&临床上常单独

或联合化放疗用于多种肿瘤的治疗&但其具体抗肿

瘤作用机制仍不甚清楚'由于肝癌作为一种血管富

集的肿瘤&血管新生在肿瘤的发生发展过程中至关
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重要)
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'本研究旨在通过观察不同浓度消癌平对体

内小鼠移植瘤血管生成的影响&探讨消癌平抑制肝

癌细胞生长可能的作用机制&为临床肝癌的治疗提

供实验依据'
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材料与方法
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实验动物
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&购自山西省肿瘤医院研究所'
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材料与设备

肝癌腹水瘤细胞系
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细胞株&购自山西省
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7:,

试

剂盒(

Y-EX->OC:

试剂盒购自武汉博士德生物

工程有限公司#兔抗鼠
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单克隆抗体购自北京

博奥森生物技术有限公司#过氧化物酶标记的链

霉卵白素染色试剂盒购自北京博奥森生物技术有

限公司#其他生化试剂均为国产分析纯试剂产品'
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实验动物模型的建立
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腹腔接种肝癌
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细胞株
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天的昆明小鼠&抽取

其腹水
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&加入
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氯化钠溶液
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&充分混

匀&记录肿瘤细胞存活率&计算所抽取腹水中活细

胞总数'将腹水混悬液离心重悬至每毫升
'.!"

*

个细胞$按活细胞数计算%'抽取制备好的肿瘤细

胞混悬液
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&注射于小鼠右前肢腋窝部位

皮下'

!$#$(

!
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消癌平注射液腹腔注射'实验动物于每天给药前称

重&按体重大小来计算具体给药剂量'
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标本的采集及固定
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于用药
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周后第
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摘眼球放血法处死动物'血标本静置
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&分离得血清标本
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存待测#剥离瘤体&取瘤组织&
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甲醛溶液固定
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&肿瘤组织常规脱水&透明(浸蜡(石蜡包埋&对包

埋好的肿瘤组织进行切片&切片厚约
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&烘箱

内烘干以备用'
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检测指标及测定方法
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%计算各瘤

体体积&并以横坐标为用药时间&纵坐标为肿瘤体积

来绘制肿瘤生长曲线'

处死动物后&剥离瘤体&称取瘤重&计算
7

!

(

+

!

(

+

(

(

+

#

各组的抑瘤率'抑瘤率
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实验组$
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染色后&在光学显微镜下观察各组组织切

片中肿瘤细胞病理学改变'
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织化学
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所
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统计学方法

除小鼠移植瘤体积用肿瘤生长曲线表示外&余

所用计量资料应用
B0,

表示&采用方差分析&用

CNCC!*$"

软件进行统计学分析&
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#
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为差异有

统计学意义'
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!

结果

($!

!

一般情况

各组实验鼠均有自然死亡现象'皮下接种肝癌

细胞并开始用药后&

7

!

组小鼠右前肢接种处局部组

织肿胀轻&小鼠活动灵活&进食饮水有所减少&反应

慢&毛发稍粗糙&稍有消瘦'

7

(

组小鼠右前肢接种

处局部组织肿胀明显&甚至出现皮肤坏死及皮肤结

痂&小鼠行走困难&活动受限&进食饮水明显减少&反

应迟钝&毛发粗糙(无光泽&小鼠消瘦明显'

+

!

组小

鼠接种处局部组织肿胀明显&小鼠活动状态尚可&进

饮食有所减少&反应慢&毛发稍粗糙&稍有消瘦'
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(

组小鼠的情况较
+

!

组小鼠情况有所好转'

+

#

组小

鼠右前肢局部组织肿胀轻&活动灵活&进食饮水稍

少&反应灵敏&毛发稍粗糙&未见明显消瘦'
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肿瘤生长曲线

接种肝癌细胞
*

天后&各组小鼠均出现肿瘤结

节&相差不大&随时间的延长&
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组小鼠移植瘤体积

生长最快&
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组生长较慢&
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及
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组小鼠肿

瘤体积生长最慢'在各时间点&各用药组小鼠肿瘤

体积均小于
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组&其中
'(XD

及
+

(

组小鼠肿瘤体积

明显小于
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组&尤其在用药
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天时&见图
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各组小鼠
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肝癌移植瘤重量及抑瘤率

各用药组移植瘤平均瘤重与
7
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组相比&差异均

有统计学意义$

G

#

"$"'

%#消癌平各剂量组间相比&

差异有统计学意义$
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%'各用药组抑瘤率均

大于
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&其中
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及
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组抑瘤率分别高达
'!$(Q

(

)$$*Q

&两组瘤重相比&差异无统计学意义$
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各组组织切片中肿瘤细胞病理学改变
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(

组!肿瘤细胞排列紧密&形状不规则&核分裂

相多见&未出现明显坏死现象&见图
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组!肿

瘤细胞间隙明显增大&核固缩&核分裂相较
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(

组明

显减少&可见片状坏死的肿瘤细胞&见图
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组!

肿瘤细胞密度降低&核出现固缩&核分裂相较
7

(

组有所减少&可见坏死的肿瘤细胞&见图
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(

组!

肿瘤细胞间隙增大&核出现固缩&核分裂相较
7

(

组

减少&可见坏死的肿瘤细胞&见图
(7
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+

#

组!肿瘤细

胞稀疏&散在分布&核固缩&核分裂相较
7

(

组明显减

少&可见片状坏死的肿瘤细胞&见图
(-

'

($'

!

7

(

组及消癌平各组
Z((

肝癌移植瘤小鼠血清

中
Y-EX

的测定结果

7

(

组荷瘤小鼠血清中
Y-EX

的含量为$

)'$!(

0)$$'

%&

+

#

组为$

(&$)%0!$&!

%&两组相比较&差异

有统计学意义$

G

#

"$"!

%#

+

!

及
+

(

组血清中
Y-EX

的含量分别为$

#&$&'0#$""

%($

##$"(0"+&)

%&与

7

(

组相比较&差异有统计学意义$

G

#

"+"'

%#两组与

+

#

组相比&差异有统计学意义$

G

#

"+"'

%'

($*

!

7

(

组及消癌平各组
Z((

肝癌小鼠移植瘤中微

血管密度

*7#)

免疫组织化学染色法&对
+

!

(

+

(

(

+

#

及
7

(

组移植瘤进行染色&同时计算各移植瘤中微血管的

数目&结果示!

7

(

组小鼠移植瘤中微血管数目为$

#*

0'$%

%个&

+

#

及
+

(

组分别为$

$$)0)$%(

%($

!%$)0

*$(#

%个&两组与
7

(

组相比&差异均有统计学意义

$

G

#

"$"!

%#

+

!

组小鼠移植瘤中微血管数目为$

(*$(

0*$&%

%个&与
7

(

组相比&差异有统计学意义$

G

#

"+"'

%#

+

!

和
+

(

组与
+

#

组相比&差异有统计学意义

$

G

#

"+"'

%&见图
#

'

!

$

!

讨论

近年来&血管发生成为肿瘤研究的热点'血管

发生使得肿瘤细胞获得足够的营养物质&如果没有
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新生血管的发生&肿瘤组织只能长期处于
!

$

(..

#

微小的休眠状态甚至退化#反之&肿瘤体积可成指数

倍的增长'肿瘤血管在给肿瘤组织运送营养物质的

同时&还将肿瘤细胞源源不断地运送到肿瘤组织以

外的其他部位&导致肿瘤的转移'因此如果能抑制

肿瘤血管的发生&不仅能使肿瘤原发灶缩小甚至消

失&还能阻止肿瘤的转移'

血管生成是指活体组织在原有微血管网的基础

上芽生出以毛细血管为主的新血管系统的过程'目

前认为&血管生成一般包括以下几个步骤!$

!

%肿瘤

组织局部维持血管状态的促血管生成因子和抑制血

管生成因子之间的平衡被破坏&肿瘤细胞释放出多

种促血管生成的因子&促血管生成因子增多&活性上

调#$

(

%血管内皮细胞$

A'!"H3A0#/06A00

&

-*

%在促血

管生成因子的作用下出现形态及结构的改变&包括

各种细胞器数目与大小的增加以及伪足的出现#$

#

%

-*

及肿瘤细胞释放蛋白酶&使得毛细血管基底膜

与周围的细胞外基质降解&继而引起细胞外基质的

重塑#$

)

%

-*

从毛细血管的后微静脉迁移出来并形

成血管新芽#$

'

%

-*

的增殖&血管新芽的不断延伸#

$

*

%肿瘤微血管的分化和成型'在肿瘤血管生成这

一过程中&血管生成的促进因子和血管生成的抑制

因子起着十分重要的作用&即血管调控平衡学说)

&

*

'

目前己知的促进血管生成的因子包括
Y-EX

(碱性

成纤维细胞生长因子$

I/&#61#IJ"I0/&H

=

J"4H31/6(

H"J

&

IXEX

%(转化生长因子(血小板源性生长因子(

表皮细胞生长因子等'其中&

Y-EX

和
IXEX

是目

前所知促使血管内皮细胞生长作用最强(特异性最

高的两种重要调控因子)

$

*

'

在正常的情况下&人体大多数正常组织中

Y-EX

的表达水平很低&而在许多恶性肿瘤组织

中其表达明显增高)

!"(!!

*

'大量研究发现&血液中

的
Y-EX

含量与许多肿瘤的生长呈负相关&对肿

瘤患者预后具有重要意义'肝癌是一类血管丰富

的肿瘤&血管生成无论是在肝癌发生的初期&还是

在进展转移的后期均发挥着重要作用&因此有研

究者把血液中
Y-EX

的表达看作是肝癌治疗过程

中评价预后的一项简便有效的指标)

!(

*

'

PY7

在

许多原发性肿瘤中己被作为判定肿瘤的侵袭和转

移能 力 的 指 标'许 多 实 验 研 究 证 实
PY7

与

Y-EX

之间存在显著的正相关关系)

!#

*

'通过计算

PY7

可以更好的测量及量化
Y-EX

的促血管生

成作用'

本结果显示&在不同时间点&各用药组小鼠肿

瘤体积均小于阴性对照组$

"+$Q

氯化钠溶液组%&

消癌平低剂量组与中剂量组小鼠移植瘤体积较阴

性对照组有所减小&但两组之间差别不大#消癌平

高剂量组小鼠移植瘤体积明显小于阴性对照组&

尤其是在用药
(!

天时体积相差明显&且与阳性对

照组$

'(XD

组%没有明显差别'计算各用药组的抑

瘤率&也得到类似的结果'提示消癌平在治疗肿

瘤方面具有显著的疗效'

本实验还通过计算消癌平各组及阴性对照组用

*7#)

单抗所标记的
PY7

&结果发现消癌平中剂量

组
PY7

明显低于阴性对照组#消癌平低剂量组与

中剂量组较阴性对照组虽有所减少&但两组之间无

明显差别'检测血清中
Y-EX

的含量&发现消癌平

高剂量组
Y-EX

的含量较阴性对照组明显降低&消

癌平低剂量组及中剂量组血清中
Y-EX

含量较阴

性对照组有所减少&且两组间差别不大&与
PY7

结

果一致'这一定程度上提示消癌平可能是通过降低

Y-EX

的含量从而降低
PY7

'而肿瘤组织病理切

片
Z-

染色示!消癌平高剂量组出现肿瘤细胞片状

坏死&其坏死面积与
'(XD

组无明显差别#这也提示

消癌平可能是通过减少
Y-EX

的含量使得
PY7

的数目减少&进而导致肿瘤细胞缺血(缺氧坏死'另

外&本实验结果提示
)"

=

"$

M

=

+

!

%剂量的消癌平抗

肿瘤作用最佳'

抗肿瘤血管生成为肿瘤的预防及治疗开辟了

新的思路和途径&其较传统的放化疗具有以下几

个优势!不容易耐药&各抗血管药物间的协同效

应&对放化疗的增效作用&靶向血管使得其小剂量

发挥高效作用&不良反应少&对正常组织影响小&

作用广谱等'鉴于日前国内外市场上所售抗肿瘤

血管生成的药物价格昂贵&我国中草药治疗肿瘤

历史悠久&且具有成本低(作用范围大(广谱性强(

作用靶点多等优点&因此从中药中提取抗肿瘤血

管生成的有效成分及药物对抗肿瘤治疗具有重要

意义'本研究结果提示消癌平可通过减少
Y-EX

的含量使得
PY7

的数目减少&使肿瘤细胞缺血(

缺氧坏死&从而发挥抗肿瘤作用'不可否认&本实

验还存在有诸多待完善之处&如消癌平是否存在

其他作用靶点&消癌平通过何种途径抑制
Y-EX

的表达及其是否还作用于其他血管因子$

IXEX

(

FEX

(

-EX

等%等&这些都有待进一步研究'相信

随着对消癌平等中药抗肿瘤的深入研究&开发并

形成具有独特抗血管生成的中成药&定可为现代

临床提供更有效的帮助'
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-肿瘤防治研究.杂志征订征稿启事

-肿瘤防治研究.杂志创刊于
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年&是我国第一本独立的全国性肿瘤专业高级学术刊物'中华人民共

和国卫生部主管&中国抗癌协会(湖北省肿瘤医院主办'杂志是中文核心期刊(中国科技论文统计源期刊(中

国科学引文数据库来源期刊$
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及国内所有大型数据库收录'

主要栏目有!专题论坛(基础研究(临床研究(临床诊断(临床应用(流行病学(研究简报(技术交流(论著

摘要(综述(短篇个案(简讯等'它是我国肿瘤防治研究领域的一面镜子和窗口'

希望广大朋友们一如既往地给予本刊以热忱的关注!将优秀稿件投往-肿瘤防治研究.以支持我国学术

期刊的发展#订阅-肿瘤防治研究.以关注我国肿瘤防治研究事业取得的进步'同时&编辑部将进一步加强自

身的建设&努力提升自己的办刊能力&紧紧围绕内容为王(快速反应的要旨&竭尽全力打造精品期刊&以回报

朋友们的支持与厚爱'
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