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　　摘要：目的　检测维生素 Ｅ琥珀酸酯（ＶＥＳ）对裸鼠荷乳腺癌 ＭＣＦ７细胞的抑制作用。方法　
裸鼠皮下接种 ＭＣＦ７乳腺癌细胞建立荷瘤裸鼠模型。以 １５０ｍｇ／ｋｇ（体重）剂量的 ＶＥＳ治疗模型鼠共
５周。处死动物后测量肿瘤大小。以流式细胞仪检测细胞周期变化和细胞表面 Ｆａｓ和 ＦａｓＬ的表达；
以免疫组化法检测肿瘤组织 Ｆａｓ和 ＦａｓＬ的表达，并以 ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡指数。结果　ＶＥＳ对荷
乳腺癌裸鼠具有显著的增殖抑制作用。细胞周期分析显示，ＶＥＳ治疗后肿瘤细胞表现为 Ｇ０／Ｇ１期阻
滞，肿瘤组织和细胞表面的 Ｆａｓ和 ＦａｓＬ均出现上调，同时细胞的凋亡指数升高。结论　ＶＥＳ对于
ＭＣＦ７乳腺癌荷瘤裸鼠具有强效的抑制作用，其机制与上调肿瘤细胞 Ｆａｓ／ＦａｓＬ表达，促进细胞凋亡
有关。
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　　维生素 Ｅ琥珀酸酯（ｖｉｔａｍｉｎＥｓｕｃｃｉｎａｔｅ，ＶＥＳ）

是不具有氧化活性的维生素 Ｅ衍生物，体外实验中
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要从事消化道和乳腺恶性肿瘤外科治疗方面的研究。
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能诱导 ２８％ ～６５％的白血病细胞及肺癌、乳腺癌

和结肠癌细胞等细胞的凋亡。而对正常细胞如造

血细胞、成纤维细胞、内皮细胞、心肌细胞、肝细胞

和平滑肌细胞无明显的凋亡诱导作用［１］。对恶性

细胞的选择性抑制作用使 ＶＥＳ成为一种很有前途

的抗肿瘤药物。本研究通过 ＭＣＦ７乳腺癌荷瘤裸

鼠模型的建立，探讨 ＶＥＳ在体内抑制肿瘤的作用。
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１　材料与方法

１．１　材料
ＢＡＬＢ／ｃｎｕ／ｎｕ裸鼠 １８只，雌性，４周龄，购于

中科院上海实验动物中心。人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞
受赠于上海肿瘤医院乳腺中心。人 Ｆａｓ和 ＦａｓＬ免
疫组织化学（免疫组化）试剂盒和原位凋亡检测

试剂盒购自武汉博士德公司。ＶＥＳ为 Ｓｉｇｍａ公司
产品。ＰＥ标记的抗人 Ｆａｓ和 ＦａｓＬ抗体购自晶美公
司。

１．２　方法
１．２．１　动物实验方法　取对数期生长的乳腺癌
ＭＣＦ７细胞，以 ２×１０６／只接种于裸鼠胸壁皮下，
接种 ３ｄ后给药。参照文献［２］，ＶＥＳ溶解于芝麻油
（ｓｅａｓａｍｅｏｉｌ），浓度为 ６０ｍｇ／ｍＬ，按 １５０ｍｇ／ｋｇ（体
重）腹腔注射 １次 ／ｄ（５０μＬ／ｄ），连续 ５ｄ后休息
２ｄ。治疗时间为 ５周。将动物分为：（１）空白对
照组；（２）芝麻油注射组；（３）ＶＥＳ治疗组 ３组，每
组 ６只。治疗 ５周后脱颈椎处死动物，切取肿瘤
测量长径（ａ）和横径（ｂ），按（ａ×ｂ２）／２计算肿
瘤体积。

１．２．２　分析细胞周期　切取肿瘤组织剪碎，经
１００目 ／ｍｍ２滤网过滤制成单细胞悬液，７０％冰乙
醇固定 ２ｈ后 以 ＰＢＳ漂 洗 ３遍，加 入 碘 化 丙 啶
（ＰＩ），于 ４°Ｃ黑暗处静置 ３０ｍｉｎ后流式细胞仪分
析细胞周期。每个样本分析 １００００个细胞。
１．２．３　肿瘤细胞表面 Ｆａｓ和 ＦａｓＬ表达的检测　
制成的单细胞悬液以 ＰＢＳ漂洗 ２遍后分别加入 ＰＥ
标记的抗人 Ｆａｓ和 ＦａｓＬ抗体，再以 ＰＢＳ漂洗 ３遍，
于黑暗处静置 ３０ｍｉｎ后流式细胞仪分析荧光强
度。

１．２．４　免疫组化法检测肿瘤组织 Ｆａｓ和 ＦａｓＬ的
表达　切取肿瘤组织以福尔马林固定 ３ｄ后制成
石蜡切片。按免疫组化试剂盒的操作步骤检测

Ｆａｓ和 ＦａｓＬ表达。细胞膜或细胞浆内出现棕黄色
颗粒 认 定 为 Ｆａｓ或 ＦａｓＬ表 达 阳 性。采 用 ＡＢ值
法［３］。Ａ表 示 显 色 深 浅：０为 无 显 色，１为 浅 黄
色，２为棕黄色，３为棕褐色。Ｂ为每个视野染色
细胞比例：１为阳性细胞 ＜１／３，２为 １／３～２／３，３
为 ＞２／３。每例观察 ５个高倍视野计算平均值。
１．２．５　ＴＵＮＥＬ法测定肿瘤细胞的凋亡指数　取
制成的肿瘤组织石蜡切片，按细胞凋亡检测试剂

盒的操作步骤进行操作。细胞核出现棕黄色颗粒

为凋亡细胞，随机选取 ５个高倍视野计数每 １００
个细胞中凋亡细胞数，计算乳腺癌细胞的凋亡指

数。

１．３　统计学分析
实验数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，用方

差分析进行统计学处理。

２　结　果

２．１　肿瘤大小
全组裸鼠均接种成功，治疗期间无死亡。成

瘤后瘤体大小在空白对照组和芝麻油注射组之间

差异无显著性（Ｐ＞０．０５），而 ＶＥＳ治疗组显著小
于对照组及芝麻油注射组（Ｐ ＜０．０５）（附表）。

附表　ＶＥＳ治疗后各组肿瘤大小的比较

　　分组 动物数（只） 肿块大小（ｍｍ３）

　　空白对照组 ６ １００８±１３２

　　芝麻油注射组 ６ １１２１±１０５

　　ＶＥＳ治疗组 ６ ４０５±３８

　　注：与ＶＥＳ治疗组比较，Ｐ＜０．０５

２．２　ＶＥＳ对乳腺癌细胞周期的影响

芝麻油注射后对乳腺癌细胞周期无明显影响；

ＶＥＳ治疗后，Ｇ０／Ｇ１期细胞增多，表现为 Ｇ０／Ｇ１期

阻滞。肿瘤细胞的凋亡率也较对照组升高（图 １）。

２．３　ＶＥＳ对乳腺癌组织 Ｆａｓ和 ＦａｓＬ表达的影响

细胞膜和／或胞浆出现棕黄色颗粒提示为 Ｆａｓ／

ＦａｓＬ表达（图 ２）。ＶＥＳ治疗后，乳腺癌组织 Ｆａｓ表

达值由对照组的 １．０±０．７１升高至 ２．４±０．５５，

ＦａｓＬ由 １．２±０．４５升高至 ２．８±０．５５；差异均具

有显著性（Ｐ＜０．０５）。

２．４　ＶＥＳ对乳腺癌细胞表面 Ｆａｓ和 ＦａｓＬ表达的

影响

与空白对照组相比，ＶＥＳ治疗后肿瘤细胞表面

Ｆａｓ和 ＦａｓＬ的表达均出现上调，Ｆａｓ平均荧光强度

由 １．４６升高至 ３．１８，ＦａｓＬ平均荧光强度由 ２．６８

升高至 ４．６６（图 ３）。

２．５　ＶＥＳ对乳腺癌细胞凋亡指数的影响

ＴＵＮＥＬ法显示细胞核为深棕黄色者为凋亡细胞

（图 ４）。经 ＶＥＳ处理后，肿瘤细胞的凋亡指数由对

照组的 １０．８±２．３升高至治疗组的 ２７．２±７．８，

差异具有显著性（Ｐ＜０．０５）。

９１９
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　　 Ａ：对照组　　　　　　　Ｂ：ＶＥＳ治疗组

图 １　ＶＥＳ对乳腺癌细胞周期的影响

　　 Ａ：对照组　　　　　　　Ｂ：ＶＥＳ治疗组

图 ２　ＶＥＳ对乳腺癌瘤块 Ｆａｓ表达的影响（免疫组化 ×２００）

　　 Ａ：对照组　　　　　　　Ｂ：ＶＥＳ治疗组

图 ３　ＶＥＳ对乳腺癌细胞表面 Ｆａｓ／ＦａｓＬ表达的影响

　　 Ａ：对照组　　　　　　　Ｂ：ＶＥＳ治疗组

图 ４　ＶＥＳ对乳腺癌细胞凋亡指数的影响（ＴＵＮＥＬ×２００）

３　讨　论

ＶＥＳ是一种新的肿瘤抑制剂，由于对肿瘤细胞

有选择性抑制作用，对正常细胞影响较小，对机体

毒性也较小［４］，因而其在肿瘤治疗中的意义越来

越引起人们的重视。最早 Ｔｕｒｌｅｙ等［５］报道 ＶＥＳ具

有诱导人 Ｂ淋巴瘤细胞凋亡的作用。进一步的研

究表明，ＶＥＳ除对淋巴系统来源的肿瘤有抑制作

用外，对上皮组织来源的恶性肿瘤如乳腺癌、前列

腺癌 和 结 肠 癌 等 都 具 有 显 著 的 凋 亡 诱 导 作

用［６～８］。本实验结果表明，ＶＥＳ对 ＭＣＦ７乳腺癌

荷瘤裸鼠具有强效的增殖抑制作用，ＶＥＳ作用后

乳腺癌 细 胞 的 Ｇ０／Ｇ１ 期 比 率 明 显 升 高，表 现 为

Ｇ０／Ｇ１期阻滞，肿瘤细胞的凋亡率升高。提示其

生长抑制作用与诱导细胞的凋亡有关。

由于在肿瘤发生过程中，肿瘤细胞常获得对凋

亡的抵抗，因此恢复对凋亡诱导的敏感性是肿瘤

治疗的策略之一［９］。Ｆａｓ／ＦａｓＬ系统是目前研究较

多的凋亡诱导分子。Ｔｕｒｌｅｙ等［５］报道 ＶＥＳ处理后，

乳腺癌细胞通过分子质量为 ４３ｋＤ的 Ｆａｓ蛋白在细

胞表面的重新分布，使原来对 Ｆａｓ抵抗的乳腺癌细

胞转变为对 Ｆａｓ敏感的表型。Ｆａｓ／ＦａｓＬ系统是 ＶＥＳ

诱导肿瘤细胞凋亡的主要机制之一，ＶＥＳ能促进

乳腺癌细胞 Ｆａｓ和 ＦａｓＬ蛋白的合成并通过上调细

胞表面 Ｆａｓ促进肿瘤细胞凋亡，而应用拮抗 Ｆａｓ的

中和抗体能阻断凋亡诱导作用［１０］。本实验结果

与此相一致。免疫组化结果亦显示治疗组组织内

Ｆａｓ／ＦａｓＬ的表达较对照组增加，提示 ＶＥＳ具有促

进肿瘤细胞 Ｆａｓ／ＦａｓＬ合成的作用。由于细胞凋亡

主要由细胞表面 Ｆａｓ／ＦａｓＬ介导，本实验同时检测

了细胞表面 Ｆａｓ／ＦａｓＬ的表达，发现 ＶＥＳ同样具有

上调作用。而 ＴＵＮＥＬ法检测到乳腺癌细胞的凋亡

指数在 ＶＥＳ作用后显著升高，与流式细胞仪的结

果相一致。以上结果说明，ＶＥＳ体内诱导 ＭＣＦ７

乳腺癌细胞凋亡的作用机制可能与调控 Ｆａｓ／ＦａｓＬ

的表达有关。
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双上肢动脉栓塞合并脑栓塞及出血１例
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　　患者　男，６４岁。４ｄ前无明显
诱因感右上肢麻痹、疼痛，并逐渐出现

右上肢发凉、发绀症状急诊入院。既

往有 “房 颤”病 史 １年。体 查：体 温
３７．０℃，脉搏 ８６次 ／ｍｉｎ，呼吸 １８次 ／
ｍｉｎ，血 压 １３６／８０ｍｍＨｇ。神 志 清 楚，
急性面容。右桡动脉搏动消失，左桡

动脉搏动不齐，心电图示：心房纤颤、

Ｔ波改变；心脏彩超示：主动脉粥样斑
块形成；右上肢血管彩色多普勒检查

示：右上肢肱动脉下端栓塞并血栓形

成（狭窄 １００％）。诊断“右上肢动脉

　　收稿日期：２００５－０９－２１。

　　作者简介：吴良平（１９７０－），男，四川自

贡人，广州军区广州总医院主治医师，主要从

事血管性疾病的基础与临床方面的研究。

　　通讯作者：吴良平　电话：０２０－３６６５３５４

７（Ｏ），１３８０２７７９１３７（手机）；Ｅｍａｉｌ：Ｗｌｐｏｋ＠

ｔｏｍ．ｃｏｍ。

栓塞并血栓形成，房颤”，立即给予低

右、溶栓、抗凝、祛聚等处理。入院第

２天凌晨 ３时左右，突发左上肢麻痹、
疼痛、发凉、发绀，左侧桡动脉搏动消

失，行左上肢血管彩色多普勒检查示：

左上肢腋动脉以下血管栓塞并血栓形

成（１００％）。遂急诊在全麻下行双侧
肱动脉切开、Ｆｏｇａｒｔｙ导管取栓术，术中
完整取出右侧远心端条状血栓 长 约

１０ｃｍ，直径约 ０．３ｃｍ；左侧近心端条
状血栓长约 ５ｃｍ，直径约 ０．５ｃｍ。手
术结束后 ４ｈ，患者麻醉仍未苏醒，处
于昏迷状态，行 ＭＲＩ＋ＭＲＡ检查示：脑
梗塞并出血。脑外科再次急诊行后颅

窝去骨瓣减压术。术后依靠呼吸机维

持，一直昏迷不醒，且并发梗阻性脑积

水，因中枢性呼吸循环衰竭导致死亡。

讨论　 心源性血栓是动脉栓塞的

主要原因。对急性上肢动脉栓塞，手

术是其首选治疗方式，手术时机无限

制，只要无明确坏死，均应争取手术取

栓，其效果良好。本例患者虽然双侧

上肢动脉栓塞，但取栓后双侧桡动脉

搏动恢复，远端肢体皮温升高，皮肤颜

色转红，有较好的治疗效果。

该患者因合并脑梗塞及出血，最终

中枢 性 呼 吸 循 环 衰 竭 死 亡。追 其 根

源，房颤是其始发动因，患者有房颤病

史 １年，未经过正规的抗凝、抗心律失
常等治疗造成心脏腹壁血栓形成，在

此病理状态下引起栓子脱落相继栓塞

在右上肢、左上肢及颅内较大血管，这

类情况非常罕见，病情来势凶猛提示

脱落栓子较大，造成脑梗塞面积大，又

合并蛛网膜下腔出血，情况复杂，虽经

积极抢救仍难以挽救患者生命。说明

对房颤的早期治疗显得尤为重要。
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