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要!目的
!

探讨
J/2A

及
/2A,

抑制剂
C8)*%*

联合放疗抗肿瘤效果$并探讨其对肿瘤微血管生

成$细胞增殖及凋亡影响的机制(方法
!

建立裸鼠鳞状细胞癌荷瘤模型$随机均分成
*

组!对照组'放疗

组%

,1

&'

C8)*%*

组'联合治疗组%

C8)*%*-,1

&观察肿瘤大体增殖情况$用免疫荧光法检测肿瘤组织

*8#*

表达'细胞增殖相关抗原
_#)%

$凋亡抗原
VI

L

I&F(#

表达$计数微血管密度%

3J8

&$肿瘤增殖及凋

亡(结果
!

J/2A

及
/2A,

抑制剂同步联合放疗组相较于单药治疗及单纯放疗明显延迟肿瘤增殖时

间$同时通过针对
*8#*

'

_#)%

'

VI&

L

I&F(#

免疫荧光染色$显示明显减少微血管密度$降低肿瘤增殖'提高

细胞凋亡%

&

"

"$"'

&(结论
!

J/2A

及
/2A,

抑制剂与放疗同步$从机制上抑制肿瘤新生血管形成$抑

制肿瘤增殖$从而增进放疗疗效(

关键词!血管内皮生长因子#表皮生长因子#放疗#裸鼠模型

中图分类号!
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文献标识码!
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文章编号!
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%
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!

!

引言

相较于正常组织$肿瘤组织内在微循环结构功

能呈现异常$表现为大量新生微小血管$并伴随相应

增加血流量及氧流量$使肿瘤组织呈现乏氧环境$是

放射抗拒原因之一$因此改善肿瘤组织微循环结构$

是实现放射增敏途径+

!

,

(目前研究已发现$靶向

J/2A

及
/2A,

$具有抑制肿瘤血管生成作用$与放

疗联合具有放射增敏作用+

(

,

(

C8)*%*

+

#

,是一种新

型兼具靶向
J/2A

及
/2A,

双通道药物$其与放疗

联合效果及机制尚不明确(本研究建立
AI8X

鳞状

细胞癌裸鼠荷瘤模型$研究
J/2A

及
/2A,

抑制剂

C8)*%*

联合放疗抗肿瘤效果$并从机制上了解对

肿瘤微血管生成$细胞增殖及凋亡影响(

"

!

材料与方法

!$!

!

材料

兔抗人
_#()%

单克隆抗体'兔抗人
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单
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克隆抗体'鼠抗人
*8#*

单克隆抗体'

(3

"

(3

裸鼠$

雌性$共
*"

只$

&

"

!(

周龄$体重!

("

"

('

6

'

AI8X

鳞状细胞癌细胞株'

C8)*%*

均来自德国萨尔大学

放射肿瘤实验室(

!$(

!

实验动物分组及处理

!$($!

!

裸鼠鳞状细胞癌荷瘤模型的建立
!

AI8X

鳞状细胞癌细胞悬浮于含
!"7A@)

的
,43+!)*"

培养液$

#%f

'

'7*B

(

饱和湿度下培养传代维持单

层细胞生长$收集培养肿瘤细胞与
,43+!)*"

以

!0!

比例制成瘤细胞悬液$细胞密度约为
(1!"

%

"

5E

$用于动物实验(取
*"

只裸鼠$植入前
*&H

给予

所有裸鼠单次
*2

Z

全身放疗$抑制排斥反应$以

!5E

注射器吸取
"$!5E

相应肿瘤细胞注入小鼠右

后腿皮下$观察
'

"

%

天$待肿瘤直径达
!V5

$进行

以下研究(

!$($(

!

实验动物分组及用药治疗
!

将
*"

只裸鼠随

机分为
*

组!对照组#

C8)*%*

组%

'"5

6

"%

\

6

-

!

&每

日一次经灌胃给药&#放疗组%

,1

$

(2

Z

"

!

$连续
'

天

!!

"

'

&#联合组%

C8)*%*-,1

!采用常规分割放疗

剂量
(2

Z

"

!

$连续
'

天
!!

"

'

#

C8)*%*

以
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6

"

%

\

6
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!

&经灌胃给药$均于每日放疗前
(H

给予&(

治疗期间定期观察裸鼠的生活状态及裸鼠体重变化

情况(

!$#

!

观测指标及方法

!$#$!

!

肿瘤体积测定
!

从治疗开始$隔日以卡尺测

量获得肿瘤最长径
J

及最短径
Q

$依据公式+

*

,

!肿

瘤体积
,

%

J1Q

(

&"

(55

#记录肿瘤生长时间$体

积$待肿瘤达到
($'V5

#时停止$比较所需时间

差别(

!$#$(

!

免疫荧光染色检测肿瘤组织
*8#*

'

_#)%

'

VI

L

I&F(#

表达 于上述分组治疗完成后
'

天$于每组

中随机选择
*

只裸鼠$完整分离肿瘤组织后$用

!"7

中性甲醛固定$石蜡包埋$连续切片$切片厚度

*

,

5

$通过荧光标记的
*8#*

'

_#)%

'

VI&

L

I&F(#

抗体

特异性标记$

4+

进行核染色$免疫荧光染色和激光

共聚焦显微镜观察组织内
*8#*

'

_#)%

'

VI&

L

I&F(#

表达(

!$#$#

!

3J8

测定
!

*8#*

是骨髓祖细胞抗原$同

时表达在内皮细胞$近年来已用于监测'诊断肿瘤新

生血管+

'

,

(通过荧光标记显现
*8#*

阳性内皮细

胞$于
!""

倍荧光显微镜下观察$在肿瘤区域选择
*

个血管密集区$随后在
)""

倍镜下计数上述
*

个不

同区域血管数$取平均值$为该切片
3J8

值+

)

,

(

!$#$*

!

细胞增殖测定
!

增殖抗原
_#)%

能监测除

2

"

期细胞增殖状态(通过免疫荧光染色显现
_#()%

阳性肿瘤细胞$计数
'""

"

!"""

个肿瘤细胞
_#)%

阳性肿瘤细胞数$计算
_#)%

指数%

_#)%9INFE#'
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#'(
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&

+

%

,

(

!$#$'

!

细胞凋亡测定
!

通过
VI&

L

I&F(#

免疫荧光染

色标记凋亡$荧光显微镜下$在
!""

倍视野下选择阳

性细胞分布均匀
'

个区域$计数阳性细胞数$取其平

均值(

!$*

!

统计学方法

采用
)4))!#$"

软件进行分析$定量检测结果

采用
D/"

表示$采用单因素方差分析进行多组间均

数比较$两组间比较采用组间
U

检验$以
&

#

"$"'

为差异具有统计学意义(

'

!

结果

($!

!

肿瘤增殖大体观察评价

于肿瘤细胞植入后
!

周$所有动物均存活$可于

裸鼠后腿部触及肿瘤结节$平均直径在
!V5

$依据

研究分组治疗(于肿瘤体积达到
($'55

#

$动物被

处死$记录生长所需时间(结果显示$对照组经
(&

天达到所需体积$而
C8)*%*

组'

,1

组及联合组分

别需要
*"

'

*'

及
*$

天$联合治疗组明显延长肿瘤增

殖所需时间$见图
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肿瘤组织微血管评价

结果显示$对照组每视野下微血管密度%

3J8

&

为%

#"$$/!$*

&$

,1

及
C8)*%*

组均减少
3J8

值$

而联合组相较于前二组进一步减少组织新生血管形

成$见图
(

'表
!

(

($#

!

肿瘤细胞增殖评价

对照组中肿瘤细胞
_#)%

呈现高表达$

_#)%

指

数高$细胞增殖活跃#

,1

及
C8)*%*

组
_#)%

阳性表

达减少$细胞增殖受抑制$联合治疗组则
_#()%

表达

相较于前二组明显下降$细胞增殖活性明显受抑$结

果见图
#

'表
!

(

($*

!

肿瘤细胞凋亡情况

结果显示$

,1

组及
C8)*%*

组细胞凋亡数增

加$超过对照组#联合治疗组进一步增加细胞凋亡$

说明
C8)*%*

与放疗同步$增进放疗疗效$结果见图
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图
C

!

不同分组治疗下肿瘤体积随时间增殖变化的情况
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讨论

肿瘤增殖及转移是一个依赖血管生成过程+

&

,

(早

在
!$%!

年$

A"E\5I'

+

$

,研究发现缺乏充足血供$肿瘤生

长体积将低于
(55

#

$而这正是营养物质通过血管向

周围组织弥散最大距离$如果需要进一步增殖$则需要

新生血管形成$因此提出$抑制肿瘤血管生成在肿瘤发

生'发展各个阶段均可有效发挥抗肿瘤作用(

!!

研究已发现$肿瘤组织内在微环境异常及乏氧

状态能刺激
J/2A

及
/2A,

表达$

J/2A

及其受体

家族中
J/2A,((

在调控肿瘤血管生成中起至关重

要作用$是诱导血管新生的正向调控者$

J/2A

与

其受体
J/2A,((

结合能刺激血管内皮细胞及内皮

祖细胞增殖'迁移'抑制凋亡'促进内皮网状结构形

成并诱导血管高渗透性+

!"

,

#而
/2A,

则通过其下游

3-4_

信号通路促进多种生长因子如!

12A(

+

'

12A(

%

'

NA2A

等分泌$均进一步促进
J/2A

表达$

从而诱导肿瘤血管生成+

!!

,

(因此多项临床研究已

显示不论靶向
J/2A

"

J/2A,

信号系统或
/2A,

信号系统均显示良好抗肿瘤活性(

C8)*%*

是

J/2A

及
/2A,

双通道抑制剂$能同时抑制
J/2A

及
/2A,

信号转导$在前期临床研究$单药已显示

良好抗肿瘤效果(体外研究中$

C8)*%*

能抑制内

皮细胞增殖$同时与放疗联合时能增强内皮细胞放

射敏感度+

!(

,

(

目前血管生成抑制剂联合放疗治疗模式有多

种$包括血管生成抑制剂先于放疗给予$与放疗同步

或是放疗后序贯给予$何为最佳治疗模式尚无定论$

多数研究倾向于与放疗同步疗效优于其他两种模

式+

!#(!*

,

(可能解释在于$阻断
J/2A

"

J/2A,

信号

图
F

!

不同分组治疗干预下肿瘤组织
9EGI

表达情况%免疫荧光染色
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不同分组治疗干预下肿瘤组织增殖抗原
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不同分组治疗干预下肿瘤组织凋亡抗原
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能导致肿瘤组织内血管结构出现短时正常化$称为

窗口期$在此期间内组织氧压'渗透性均得到改善及

优化$从而增进放射治疗疗效+

!'

,

(在本研究中$我

们建立
AI8X

细胞%鳞状细胞癌&裸鼠肿瘤模型$采

用
C8)*%*

与放疗同步方式$

C8)*%*

于每日放疗前

(

小时给予$观察
C8)*%*

同步放疗在抑制肿瘤增殖

作用(结果显示相较于单药治疗及单纯放疗组$联

合治疗组明显延迟肿瘤增殖时间$差别明显(同时

通过针对
*8#*

'

_#)%

'

VI&

L

I&F(#

免疫荧光染色检测

组织内微血管密度'增殖及细胞凋亡$结果显示

J/2A

及
/2A,

抑制剂同步联合放疗组相较于单

药治疗及单纯放疗明显减少微血管密度$降低肿瘤

增殖'提高细胞凋亡$说明
J/2A

及
/2A,

抑制剂

与放疗同步联合明显增进放疗疗效(

我们研究显示$

J/2A

及
/2A,

抑制剂与放疗

联合$特别是与放疗同步$从机制上抑制肿瘤新生血

管形成$抑制肿瘤增殖$从而增进放疗疗效$结论与

其他研究者结论符合(我们研究为临床常规治疗及

生物靶向治疗提供进一步支持(
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