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!摘要"
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目的
!

应用脱氧核苷酸转移酶介导的原位末端标记技术"

'!()*

#!检测咖啡酸锗对小鼠宫颈癌
!"#

瘤的凋亡诱导作用$方法
!

建立小鼠宫颈癌
!"#

移植瘤动物模型!观察抑瘤率!并应用
'!()*

检测各组瘤细胞

凋亡阳性率$结果
!

咖啡酸锗对小鼠有明显抑制作用!其高%中%低剂量分别为
#+,#-.

%

+-,/&.

%

++,/$.

!差异有

统计学意义"

!

#

%,%"

#!

'!()*

显示咖啡酸锗低剂量组细胞凋亡阳性率最高!达
/%,%%.

!与对照组比较差异有统

计学意义"

!

#
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#$结论
!

咖啡酸锗对小鼠
!"#

瘤有明显的抑制作用!可诱导
!"#

移植瘤细胞凋亡!可能是其

抑癌机制之一$
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癌症是严重危害人类健康的一大顽症#宫颈癌&

G>@P5GBC

GB7G>@

'是最常见的妇科恶性肿瘤#调查发现其发病率呈逐年

上升及年轻化趋势)前期工作中已经发现本课题组合成的新

化合物***咖啡酸锗&专利号!

%$""/&$+,"

'具有抗肿瘤作用#

本实验应用原位末端标记技术&
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'#从诱导肿瘤细胞凋

亡角度进一步探讨其抑制肿瘤的机制)现报道如下)

B

!

材料与方法
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材料
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瘤株和动物
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近交系昆明种清洁级雌鼠#年龄
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周#江西中医学院实验动物中心提供&合格证号
ST0U(<8%%&9
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'#小鼠宫颈癌
!"#

细胞株由浙江科学院杭州药物研究所

提供#本室常规传代保种)
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药品及试剂
!

咖啡酸锗由江西中医学院化学实验中心

合成#
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细胞凋亡原位检测试剂盒由南京凯基生物科技

发展有限公司提供#注射用环磷酰胺&
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R'V
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由江苏恒瑞医药公司提供)

B,C
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方法

B,C,B

!

动物实验
!

取接种后
&
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生长良好的
!"#

腹水瘤

源小鼠#无菌条件下抽取瘤液&经台盼蓝染色法检验瘤细胞活

性大于
3+.

'#灭菌生理盐水
"W$

稀释#调整细胞浓度为
$,&$

X"%
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#每只小鼠右腋皮下接种
%,8A*

)将小鼠随机分为

+

组!生理盐水阴性组&

(Y

组'+阳性组&

R'V

组'+咖啡酸锗实

验组(按接种剂量分为!低剂量组&

%,%+A

L

"

A*

'+中剂量组

&
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L

"

A*

'+高剂量组&

%,8A

L

"

A*

')每组
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只小鼠)

B,C,C
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抑瘤率的测定
!

接种次日开始行尾静脉注射给药&

%,8

A*

"

8%

L

'#每天给药
"

次#连续
"%D

#常规饲养)停药次日断

椎处死#称体质量#解剖剥离皮下瘤体#计算肿瘤生长抑制率)

抑瘤率&

.

'

Z

&

R'V

组平均瘤重
[

给药组平均瘤重'"

R'V

组

平均瘤重
X"%%.

)

B,C,D

!
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检测细胞凋亡
!

剥离瘤块#常规
"%.

中性甲

醛固定#石蜡包埋#

#

!

+A

切片)切片常规脱蜡及水合#加蛋

白酶
\

&

I@<?>57B6>\

'#

$-]

反应
$%

!

+%A57

#封闭液作用
"%

A57

&

$.^

8

1

8

溶于甲醇'#封闭内源性过氧化物酶活性)脱氧

核苷酸末端转移酶&

'0'

'反应液加盖玻片
$-]

避光湿润反

应
&%A57

后滴加
Y?@>

N

?BP5D57[ :̂I

工作液#加盖玻片
$-]

避光湿润反应
$%A57

#过氧化氢酵素反应物&

0;_

'显色#苏木

素复染#二甲苯透明#显微镜下观察)阴性对照片#用磷酸盐缓

冲液&

I_Y

'代替
'0'

反应液)
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阳性表达定位于肿瘤

细胞的细胞核或核膜)阳性细胞单个+散在分布#细胞核固缩+

呈棕色着染#染色质聚集成致密的团块状#或沿核膜凝集而呈
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新月形/帽0状或戒指状#或碎裂成几个核膜包绕的凋亡小体(

非凋亡细胞的核呈蓝色)结果判定采用半定量计分法)

B,D

!

统计学方法
!

采用
YIYY"$,%

进行统计学处理#对所有

计量资料和数据进行单因素方差分析及显著性+相关性检验#

结果均以
>b8

表示)以
!

#

%,%+

为差异有统计学意义#

!

$

%,%+

为差异无统计学意义(对等级资料用多个独立样本的秩

和检验分析)

C

!

结
!!

果

C,B

!

咖啡酸锗对小鼠
!"#

瘤的抑制作用
!

咖啡酸锗各剂量

组对
!"#

小鼠均有明显的抑制作用#以中剂量抑瘤效果最明

显#并且各剂量组之间呈现一定的剂量关系)咖啡酸锗组+

R'V

组与
(Y

组比较肿瘤重量有显著性降低#差异有统计学意

义&

!

#

%,%"

'#而用药前后各组小鼠体质量之间比较差异无统

计学意义&

!

$
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'#见表
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表
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咖啡酸锗对小鼠宫颈癌
!"#

瘤的抑制率

!!!

比较$

>b8

%

(Z"%

&

组别
剂量

&

A

L

"

A*

'

体质量&

L

'

实验前 实验后

瘤重

&

L

'

抑瘤率

&

.

'

(Y

组
"3,%"b",8% 8&,3"b8,$/ ",++b%,$&

R'V

组
8,+ "3,%%b",#/ 88,##b$,"- %,#$b%,"&

"

-",3#

实验组

低剂量
%,%+ "3,%"b","" 8#,#-b",3- %,&/b%,$"
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中剂量
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"

+-,/&

高剂量
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注!与
(Y

组比较#

"

!

#
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表
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法检测各组肿瘤组织阳性结果$

>b8

%

(Z"%

&

组别 剂量&

A

L

"

A*

'

[ c cc ccc

阳性率&

.

'

(Y

组
& 8 8 % #%,%%

R'V

组
8,+ # $ $ % &%,%%

"

实验组

低剂量
%,+ 8 8 + % /%,%%

"

中剂量
" $ $ # % -%,%%

"

高剂量
8 $ + 8 % -%,%%
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注!与
(Y

组比较#
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注!

;

!&

(Y

组'(

_

!&

R'V

组'(

R

!&咖啡酸锗低剂量组'(

0

!&咖啡酸

锗中剂量组'(

)

!&咖啡酸锗高剂量组')

图
"

!

'!()*

染色法结果

C,C

!

细胞凋亡&

;I1

'阳性率&

;I1

积分'

!

染色结果显示#

(Y

组凋亡细胞较少#可见数个典型的凋亡细胞#核仁着色)

R'V

组凋亡细胞多见#呈散在分布#可见核仁及核膜着色)咖

啡酸锗各剂量组凋亡细胞增多#呈灶状+片状分布#可见较多着

色粗大+典型的凋亡细胞&图
"

')

'!()*

检测各组肿瘤组织

阳性结果见表
8

)从表
8

可见#各实验组均表现一定的凋亡#

R'V

组和咖啡酸锗各剂量组阳性率均明显高于
(Y

组#其中低

剂量组阳性率最高#达
/%,%%.

)各实验组与
(Y

比较#差异有

统计学意义&

!

#

%,%"

')而咖啡酸锗各实验组之间差异无统

计学意义&

!

$

%,%+

')

D
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讨
!!

论

有机锗生物学效应的研究已受到国内外学者的极大重视#

国内外许多学者从不同领域对其抗肿瘤作用进行了研究#以进

一步提高其抗肿瘤活性)咖啡酸锗是新合成的化合物#动物实

验表明其对小鼠
!"#

瘤的生长具有明显抑瘤效应#以中剂量

抑瘤效果最明显#达
+-,/&.

#并且各剂量组之间呈现一定的

剂量关系)

细胞凋亡是细胞在基因调控下程序性死亡的方式#细胞凋

亡与增殖调控机制失衡则导致肿瘤的发生#随着细胞向恶性转

变#细胞凋亡水平呈下降趋势1

"

2

)因此#通过特异性诱导肿瘤

细胞凋亡已成为治疗肿瘤的新策略)许多放+化疗方法正是通

过诱导肿瘤细胞凋亡而实现抑瘤作用的1

8

2

)

"338

年#

OBP@5>C5

等1

$

2建立了
'!()*

法#其原理是在
'D'

催化下生物素或荧

光素等标记物被标记在
0(;

缺口末端的
$d91^

上#通过标记

物显色系统在组织细胞原位检测凋亡细胞#可对完整的单个凋

亡细胞或凋亡小体进行原位染色#能准确反映细胞凋亡最典型

的生物化学和形态特征)可在显微镜下计数凋亡细胞#较适于

研究体内组织细胞凋亡#通常应用于石蜡组织切片的细胞凋亡

检测及定量研究#是检测细胞凋亡敏感性和特异性较高的实验

方法1

#9+

2

)

本实验通过
'!()*

法检测咖啡酸锗各实验组的阳性率

明显高于
R'V

组#差异有统计学意义&

!

#

%,%"

'#其低剂量组

阳性率达
/%,%%.

#提示咖啡酸锗能诱导宫颈癌
!"#

细胞的凋

亡#可能通过细胞凋亡途径发挥对肿瘤的细胞毒作用#但其诱

导肿瘤细胞凋亡的主要信号传导通路或信号分子十分复杂#有

待于进一步深入研究)
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