
压
,%! '-

!目前认为 H=N?基因可能与 HD的发生也密

切相关"

本研究临床资料显示!HD组研究对象的 B

d

(

=N

d

水平均显著高于 =@组!而 =N

d

>B

d

水平则较 =@

组显著降低!与以往研究显示的血压水平与 =N

d

(

=N

d

>B

d

水平呈正相关!而与 B

d

水平呈负相关的报

道不一致
,)!#-

" 血压与电解质间的关系相当复杂!除

与遗传(神经体液因素相关外!人及动物实验研究均

表明B

d

(=N

d

(2P

+ d

(?N

+ d

等在其吸收与排泄(胞膜转

运及细胞内浓度的稳定方面存在复合作用!B

d

(

2P

+ d

(?N

+ d

能拮抗 =N

d

的升压作用+盐的摄取和排泄

常因气温(出汗而不同+血压波动也受心理活动(姿

势(气候等影响!故电解质与血压的真正关系常被掩

盖" 本研究采用 /?5_5YL/技术!检测到 @$*#$?

多态的 @@(@?(??$ 种基因型!证实哈萨克族人存在

@$*#$?多态性!其中等位基因频率 @为 &<#(!?为

&<&%!低于汉族人的 &<"""" 本研究结果显示!新疆

哈萨克族人高血压组和正常对照组间 @$*#$?多态

基因型和等位基因的分布频率无显著性差异" 比较

不同基因型研究对象间的血压(血电解质!均未见统

计学差异" 提示 @$*#$?多态性可能不是该民族高

血压发生的遗传因素" 分析本结果产生的原因认为'

!

本研究的 @$*#$?位于内含子区域!其变异可能不

会引起基因功能发生改变!从而不会影响其所编码的

蛋白质的功能(表达和稳定性而使临床表型或中间表

型发生改变+

"

我们只通过较少量的样本研究了

*

H=N?基因第 + 内含子区域 @$*#$?多态性与新疆

哈萨克族 HD间的相关性+

#

在此单体型板块中与本

研究位点存在连锁不平衡关系的其他共同遗传的未

知的变异位点可能与高血压的发生也无关联"
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摘!要!目的!分析 BM_%' 增生抗原与 9H-Y细胞因子在荷瘤鼠组织中的表达!探讨其与肿瘤的内在关系" 方法!取小

鼠 () 只!随机分成 ( 组!左前腋下接种 D

++

肝癌瘤细胞 &<+ 毫升>只" 连续用药水蛭素!第 "* 天处死动物!剥离肿块称重" 同时

取荷瘤鼠肿块组织固定(包埋(切片(染色(孵育(滴加抗体等!用免疫组化法检测 BM_%' 增生抗原与 9H-Y细胞因子的表达" BM

_%' 阳性表达定位于细胞核!9H-Y阳性表达定位于细胞质" 结果!BM_%' 与 9H-Y模型对照组呈强阳性+水蛭素大剂量组呈

弱阳性+水蛭素小剂量组呈阳性" 结论!水蛭素能抑制荷瘤鼠肝癌实体瘤 BM_%' 增生抗原与 9H-Y细胞因子的高表达!具有明

显的抗肿瘤作用!这与中药水蛭素活血化瘀及强大的抗凝血功效有密切关系"
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关键词!中药水蛭素!D

++

肝癌实体瘤!BM_%' 增生抗原!9H-Y细胞因子

5;"077",.%7BFN%#.;"0M&-"))+%#%7G+AYZ 4"#"(#$T04R+#F+,"C6

Y!* T1*+)-#!D- ()'*+ 1̀#*+!&!*+ 2#*H-*!()#*+ G'!P1

2#*!Y!* ,#1S-#*4.)#*:'*+ D!:1<#$9'$$!+!!.)#*:'*+ XJJJWX!9)1*#
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;MS3R
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I7K:7RZN66IRMOO34 N84 Z3MPV34<@V3I7K:R_E3NRM8PKMG3o6I7K:7R:RPN8MhNIM:8 ZN66MK7;IN83:76;QIN\38 I:E3TM̀34! 3KE3434! 6;MG34!

4Q34! T:6I3R34! N4434 EQN8IME:4Q<@V33̀OR366M:8 :TBM_%'P383N84 9H-YZN643I3GI34 EQMKK78:VM6I:GV3KM6IRQ<@V3O:6MIMS33̀OR36[

6M:8 :TBM_%' ZN6;:GNI34 M8 IV387G;376!N84 9H-Y3̀OR366M:8 M8 IV3GQI:O;N6K<1")/'.)!BM_%' N84 9H-Y6V:Z34 6IR:8PO:6MIMS3R3[

N;NIM:8 M8 K:43;G:8IR:;PR:7O!6V:Z34 Z3N\ O:6MIMS3M8 VMPV _4:63VMR74M8 PR:7O!N84 6V:Z34 O:6MIMS3M8 ;:Z_4:63PR:7O :TVMR74M8<

B%#,'/)+%#!DMR74M8 GN8 M8VMEMIIV3VMPV 3̀OR366M:8 :TBM_%' OR:;MT3RNIM:8 N8IMP38 N84 9H-Y:TIV3I7K:R_E3NRM8PKMG3;MS3RGN8G3R

6:;M4 I7K:R<?2D VN6:ESM:76M8VMEMIM:8 :TI7K:R! ZVMGV VN6IV34MR3GIR3;NIM:8 ZMIV ?2Ds6D7:̀73V7NQ7 N84 O:Z3RT7;N8IM_G;:IIM8P

3TT3GI<

G"8 H%-$)!?2D+ D++ ;MS3RGN8G3R6:;M4 I7K:R+ BM_%' OR:;MT3RNIM:8 N8IMP38+ 9H-Y

!!水蛭为环节动物水蛭科蚂蟥宽体金线蛭 #ZVMI[

KN8MNONPRNZVMIKN8$的全体!其味辛咸!归肝经!具有

抗血栓(抗 .̂?(抗血小板聚集的作用!广泛用于临床

治疗各种疑难病症!且无明显的不良反应" 水蛭素是

中药水蛭的活性成分!一种多肽类蛋白" 现代医学研

究表明!水蛭素是一种强有力的抗凝素
,"-

!含有凝血

酶抑制剂!能显著地降低血液黏度!中和凝血酶元!促

进血液循环" 本研究证实!中药水蛭素能抑制荷瘤鼠

D

++

肝癌实体瘤 BM_%' 增生抗原与 9H-Y细胞因子

的高表达!具有明显的抗肿瘤作用"

材料与方法

"<材料'#"$动物'昆明种健康小白鼠!雄性(体重 ++ J

&W*P!山东省实验动物中心提供" 合格证书'动管质字#+&&%$

第 &"'# 号" #+$瘤株'D

++

肝癌瘤细胞!山东省医学科学院药

物研究所提供" #$$药品'YA!*& 毫克>片!上海第一药厂生

产!批号'&*&)+%" 水蛭素!山东省医学科学院基础医学研究

所提供" #($试剂'BM_%' 抗体及 9H-Y抗体!美国 5u.CQ6[

I3K6公司提供" #*$仪器'DB_

-

型扭力天平!江苏无锡科技

材料公司生产" 进口冷冻切片机!日本麻省 ]..公司生产"

+<方法'#"$水蛭素对 D

++

肝癌实体瘤的影响'

!

动物分

组'取小鼠 () 只!随机法分成 ( 组!每组 "+ 只+模型对照组

#阴性对照组$(阳性对照组(水蛭素大剂量组(水蛭素小剂量

组+

"

动物用药'取传代 % 0# 天(生长良好的 D

++

肝癌小鼠!置

超净工作台无菌打开小鼠腹腔!抽取乳白色瘤液!用生理盐水

配制成细胞悬液!含瘤细胞 + n"&

%

>K;" 各组小鼠皮肤消毒

后!左前腋下接种 D

++

肝癌瘤细胞 &<+ 毫升>只!次日开始给

药" 模型对照组#阴性对照组$给予同体积的生理盐水+阳性

对照组给予 * _YA&<"*P>\P+中药大剂量组给予水蛭素

+W%&P>\P+中药小剂量组给予水蛭素 "<$&P>\P" 每日灌胃 "

次!每次 &<*&K;!连续给药 "( 天!于第 "* 天处死动物!剥离肿

块置扭力天平上称重!比较各组肿瘤生长情况!并计算抑瘤率

#

?_@

?

n"&&$" 同时取荷瘤鼠肿块组织检测 BM_%' 增生抗

原以及 9H-Y细胞因子的表达" #+$水蛭素对 BM_%' 表达的

影响'

!

免疫组化'将剥离的肿瘤组织固定于甲醛溶液中!石

蜡包埋(切片!分别 DH及免疫组化" 二甲苯脱蜡!乙醇水化!

微波抗原修复!非特异性着色!室温下孵育!漂洗!分别滴加 BM

_%' 抗体!孵育!漂洗!滴加 .F]显色!流水冲洗!苏木精复

染!乙醇脱水透明并封片" 每例标本均用 /]C 代替一抗做阴

性对照+

"

阳性细胞观察'BM_%' 阳性表达定位于细胞核!其

阳性细胞染色呈棕褐色" 高倍镜下随机观察 * 个视野!每个

视野计数 +&& 个细胞!阳性细胞占肿瘤细胞数的多少分为'细

胞核内未见染色颗粒为阴性#_$+细胞核内棕褐色细胞所占百

分数在 "", 0$&,之间为弱阳性#d$+细胞核内棕褐色细胞所

占百分数在 $", 0*&,之间为阳性#dd$+细胞核内棕褐色细

胞所占百分数平均大于 *&,为强阳性#ddd$" #$$水蛭素对

9H-Y细胞因子表达的影响'

!

免疫组化'将剥离的肿瘤组织

固定于甲醛溶液中!石蜡包埋(切片!分别 DH及免疫组化"

二甲苯脱蜡!乙醇水化!微波抗原修复!非特异性着色!室温下

孵育!漂洗!分别滴加 9H-Y抗体(BM_%' 抗体孵育!漂洗!滴

加 .F]显色!流水冲洗!苏木精复染!乙醇脱水透明并封片"

每例标本均用 /]C 代替一抗做阴性对照+

"

阳性细胞观察'

9-HY阳性表达定位于细胞质!其阳性细胞染色呈棕褐色" 高

倍镜下随机观察 * 个视野!每个视野计数 +&& 个细胞!阳性细

胞占肿瘤细胞数的多少分为'细胞质内未见染色颗粒为阴性

#_$+细胞质内棕褐色细胞所占百分数在 "", 0$&,之间为弱

阳性#d$+细胞质内棕褐色细胞所占百分数在 $", 0*&,之间

为阳性#dd$+细胞质内棕褐色细胞所占百分数平均大于 *&,

为强阳性#ddd$"

结!!果

"<统计学分析'采用 C/CC"+<& 软件进行统计学

)'()

!!医学研究杂志!+&"& 年 % 月!第 $# 卷!第 % 期 !论!!著!!



方差分析 "检验!所有数据均以 J̀/表示"

+<肝癌实体瘤实验'结果表明!水蛭素对荷瘤鼠

D

++

肝癌实体瘤具有明显的抑制作用!各用药组与模

型对照组相比较!差异显著" 其中 * _YA组 %l

&W&"!抑瘤率为 *)<'$,+水蛭素大剂量组 %l&<&+!

抑瘤率为 ('<%+,+水蛭素小剂量组 %l&<&*!抑瘤率

为 $#<"*," 实验发现!* _YA组的抑瘤率虽然高于

水蛭素用药组!但在给药的第 # 天小鼠出现掉毛(蜷

缩(食欲不振(萎靡不振!中药水蛭素组的小鼠未发生

此现象#表 "$"

表 I6水蛭素对肝癌实体瘤的影响# J̀/$

组别 动物# *$

剂量

#P>\P$

瘤重#P$

抑瘤率

#,$

模型组 "+ 3 "<)# J&<)'

* _YA组 "+ &<"*

&<') J&<("

%%%

*)<'$

水蛭素组#大剂量$ "+ +<%&

&<## J&<()

%%

('<%+

水蛭素组#小剂量$ "+ "<$&

"<"* J&<*&

%

$#<"*

!!与模型对照组相比较!

%

%l&<&*!

%%

%l&<&+!

%%%

%l&<&"

!!$<BM_%' 与 9H-Y表达'免疫组化表明!水蛭素

能抑制荷瘤鼠肝癌实体瘤 BM_%' 与 9H-Y的高表

达!模型对照组为强阳性#"$% 页彩图 $F!"$% 页彩图

(F$+水蛭素大剂量组为弱阳性#"$% 页彩图 $]!"$%

页彩图 (]$+水蛭素小剂量组为阳性 # "$% 页彩图

$?!"$% 页彩图 (?$" 实验发现!中药水蛭素大剂量

组抑制荷瘤鼠 BM_%' 与 9H-Y的表达优于小剂量

组!具有明显的量效关系!见 "$% 页彩图 $(彩图 ("

讨!!论

现代医学研究表明!肿瘤患者的血液多呈高凝状

态!从而影响了抗癌药物的进入和吸收
,+-

" 水蛭素

强大的抗凝血作用!非常有利于药物进入组织杀灭肿

瘤细胞!因此!对水蛭素抗癌作用的研究已经引起国

内外学者的广泛关注
,$-

" BM_%' 是一种在增生细胞

中表达的核抗原!反映肿瘤细胞的增生速率" BM_%'

抗原存在于肿瘤细胞周期中除 -

&

期以外的所有阶

段!在多种恶性肿瘤如胃癌(肺癌(食管癌(乳腺癌及

直肠癌中呈现高表达!已成为检测肿瘤细胞增生活性

最可靠的指标" 国内外的研究证实!BM_%' 的高表

达与肿瘤的发生(发展(转移及预后有密切关系
,(-

"

血管为肿瘤提供营养和转移途径!多种细胞因子参与

了血管形成的调控!其中 9H-Y是一种重要的促血管

生长刺激因子" 9H-Y能诱导血管内皮细胞迅速增

生!促进肿瘤新生血管的形成!使肿瘤细胞进入血液

发生远处转移并向邻近组织进行侵袭
,*-

" 本实验发

现!水蛭素能明显抑制荷瘤鼠肝癌实体瘤 BM_%' 增

殖抗原与 9H-Y细胞因子的高表达!具有明显的抗肿

瘤作用!这与中药水蛭素活血化瘀及强大的抗凝血功

效有密切关系"

传统医学认为!气滞血瘀(寒凝内阻是癌症发生

和转移的重要因素" 现代医学研究表明!活血化瘀中

药能显著改善血液的高黏状态! 使肿瘤病灶纤维蛋

白原溶解! 血液黏度降低!血小板解聚!同时还具有

阻止癌细胞黏着(诱导肿瘤细胞凋亡(提高免疫细胞

识别能力的作用
,%-

" 近年来!有关活血化瘀中药抗

肿瘤的作用!已有大量的实验和临床报道证实" 血瘀

证是恶性肿瘤发生和转移的主要病理基础!同时也是

血瘀证的继续
,'-

" 0医林改错1云'%结块者!必有形

之血也!血受寒则凝结成块!血受热则煎熬成块&"

有学者探讨了微循环障碍与肿瘤及其转移的关系!发

现 )),的肿瘤患者血循环中存在微血栓!其数量与

疾病进展程度呈正相关!活血化瘀药能改善血液的高

凝状态和恶性肿瘤存在的内环境
,'-

" 临床药理研究

表明!活血化瘀药是治疗癌症复发和转移的主要药

物!能使肿瘤转移病灶内新生的毛细血管退化和提高

其免疫识别能力
,'-

" 众多的研究证实!活血化瘀法

在肿瘤治疗的过程中具有举足轻重的地位!贯穿肿瘤

治疗的始终!更重要的是它降低了肿瘤转移的风险!

改善了肿瘤患者的预后!提高了肿瘤患者的生存

率
,)-

"
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