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摘 要!%目的& 探讨重组人血管内皮抑素对小鼠胃癌移植瘤的血管正常化时间窗及其可能
机制' %方法& 建立
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只小鼠. 取出肿瘤"观察并测量各组肿瘤体积变化"绘制
肿瘤生长曲线" 采用免疫组化方法检测各组肿瘤组织中
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肿瘤微血管产生一个短暂趋于正常化时间窗"该时间窗内肿瘤细胞乏氧
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肿瘤内血管趋于正常化的这一时间段即为血管

正常化时间窗"在该时间窗内"肿瘤紊乱血管得到纠

正-血管基底膜增厚-血管周细胞覆盖率增加-乏氧

细胞比例降低"肿瘤对放化疗的敏感性提高%

#

&

. 抗血

管生成并不是直接杀灭癌细胞" 而是通过该治疗方

案改善肿瘤异常血管和肿瘤微环境" 提高肿瘤对化

放疗敏感性. 重组人血管内皮抑素!恩度,是我国自

主研发的一种广谱抗血管生成药物.本文研究恩度对

胃癌移植瘤的血管正常化时间窗及其可能机制.
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材料与方法
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细胞及动物!
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材 料!细胞培养基
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1234567

公
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将
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采用贴壁细胞培养法培养" 细胞覆盖培养瓶
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用
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注射器于小鼠右腋下皮肤进针约
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后推入细胞悬液
DA!94

"约
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左右"小鼠右腋皮下出

现米粒样小结节" 质韧# 用游标卡尺测量肿瘤长短

径"约
!

周左右"肿瘤体积生长为大约
!DD!?DD99
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质硬#

#A!A?

实验分组及处理

移植瘤面积约为
!DD!?DD99

? 时"将
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只小鼠

随机分成对照组和恩度组' 对照组小鼠尾静脉注射

生理盐水%
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离肿瘤并称取瘤重" 将肿瘤标本立即放入
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甲醛

溶液中固定#
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研究指标

肿瘤生长情况! 每
!

日用游标卡尺测量小鼠皮

下移植瘤的最长径
I:J

及最短径
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"按照公式'肿瘤

体积
MN"A%!?:L

!

"计算小鼠皮下移植瘤的体积"取其

平均值"绘制肿瘤生长曲线#

微血管密度"
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和
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蛋白测定! 肿瘤

标本用
@O

甲醛溶液中固定后"进行脱水$透明$浸

蜡$包埋及切片#用免疫组织化学
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法检测小鼠
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主要在血管内皮细胞的胞浆和

细胞膜上表达"阳性表达呈棕黄色或褐色!

"

型胶原

主要表达于血管外周" 阳性表达也呈棕黄色#
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主要在细胞浆表达"少部分表达于细胞核"阳性

表达为棕黄色至棕褐色的颗粒!
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蛋白表达阳

性者为细胞浆有棕黄色颗粒# 根据染色强度及染色
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级"

D

阴性!

#
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!
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J
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分即
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统计学处理

采用
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软件进行数据分析# 两组间正

态分布计数资料比较采用
T

检验" 多组间比较采用

单因素方差分析" 非符合正态分布及方差齐性的资

料采用秩和检验#
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为差异有统计学意义#
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表达比较

恩度用药
%C

后棕黄色区减少!不连续!

>9?

表

达较对照组明显降低! 在恩度治疗后第
IC

达到最

低!与对照组比较有统计学差异"

@J":""8

#!在实验

第
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棕黄色区有增多趋势!
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表达较前增加"

@J
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!"# .',,+51"!

表达比较

在恩度用药第
%L$C

! 微血管棕黄色区厚度增

加!中断减少!

.',,+51"!

呈高表达!与相应对照组比

较有统计学差异"

@J":"%

$& 在恩度用药第
88C .',"

,+51"!

表达降低!与对照组相比无统计学差异"
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表达比较

在恩度用药第
%L$C

肿瘤乏氧区明显减小!其

中!恩度用药的第
IC

乏氧改善最明显!

MNO"8"

表达

减少!与对照组比较均有统计学意义"

@JG:G%

$&在恩

度用药第
88C

!

MNO"8"

表达增加!呈中等强度表达!

与对照组相比无统计学差异"
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肿瘤组织中
PQR%

表达比较

在恩度用药第
%L$C

!微血管的棕黄色区厚度增

加!中断减少!

PQR%

呈低表达!与对照组相比有统计

学差异 "

@JG:G%

$& 在恩度用药第
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表达增

加!与对照组相比无统计学差异"
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讨 论

肿瘤血管生成是由促血管生成因子及血管生成

抑制因子等共同调节的复杂过程'

!SD

(

& 新形成的肿瘤

血管形态结构紊乱)微血管密度大)无完整周细胞覆

盖)基底膜不完整!导致血流紊乱)氧及营养物质输

送不足!影响放化疗的疗效&血管生成抑制剂可以使

肿瘤血管出现短暂的正常化现象! 血管结构变得规

则)基底膜完整!增加肿瘤的氧供!改善乏氧!增加放

化疗的敏感性!从而提高疗效'

ES%

(

& 本研究通过免疫

组化检测肿瘤微血管密度) 周细胞及基底膜的变化

以及肿瘤乏氧的改变! 探讨恩度存在血管正常化现

象&

在肿瘤新生血管中! 可通过肿瘤组织
>9?

代

表肿瘤新生血管的数量 ! 而
.?DE

变化可计数
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! 目前
.?DE

作为公认的标记血管内皮细胞的

标志物被广泛使用'
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.',,+51*"!

是细胞基底膜的重

要组成部分!存在于所有细胞的基底膜中!在血管生

成时合成并储存在内皮细胞和周细胞中& 周细胞是

主要的内皮支持细胞!在肿瘤血管中广泛存在!周细

胞覆盖率反映血管的成熟程度&

PQR%

是血管周细胞

发生)发展中的重要调节蛋白!与新生血管负相关'
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(
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研究显示恩度可使周细胞表型正常! 周细胞与内皮

细胞紧密连接!

PQR%

表达降低! 新生血管减少!血

管出现正常化现象'

H

(

&

MNO"8

是由
MNO"8"

和
MNO"8#

亚单位组成的异二聚体&

MNO"8#

并不随组织氧分压

的改变而变化&

MNO"8"

在不同的氧分压下稳定性差

异较大'

$

(

& 在常氧状态下!

MNO"8"

多泛素化!并被泛

素连接酶降解! 从而抑制
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功能& 研究表明!
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过表达可提高
MQO =P;T

的稳定性!

MNO"

8"

持续表达可以抑制细胞增生! 促进细胞凋亡!保

护内皮细胞& 在低氧状态下!
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表达水平增高!
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肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
##

期

并与
&'(!)!

形成二聚体!活化
&'(!)

"

&'(!)

启动一

系列缺氧应答基因! 应对缺氧状态! 同时活化包括

*+,(

在内的血管生长因子转录基因! 诱导新生血

管生成#

$

$

"目前
&'(!)"

是反映肿瘤乏氧情况的重要

指标"

本文实验组
-*.

%

/,0%

%

&'(!)"

较对照组明显

降低!在恩度治疗后第
%"$1

降低!第
21

最低!与对

照组相比差异有统计学意义"

34556789!#

在恩度用

药后第
:1

开始增高!第
21

达到高峰!第
$1

开始下

降!与对照组相比有统计学意义!说明在恩度用药后

第
%"$1

肿瘤微血管密度减少!基底膜完整!周细胞

覆盖率增加!血管出现短暂的正常化"

综上所述! 经恩度治疗后肿瘤血管正常化时间

窗为第
%"$1

!以第
21

最为明显!该时间窗内肿瘤细

胞乏氧改善 ! 可能与
-*.

%

34556789!#

%

/,0%

和

&'(!)"

等表达有关"本实验通过探讨恩度治疗后肿

瘤微血管正常化时间窗! 对进一步完善肿瘤的治疗

决策提供一定的指导意义"
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