
对照组比较有显著性差异 kΠ � sqstl∀

表 2  爱宁 ≤��细胞染色体畸变实验结果 k p ≥|l

Ταβ 2  � ¶̈∏̄·²©∞µ¬¤±¬± ²©¦«µ²°²¶²°¤̄ §¤°¤ª̈ ¬± ≤��¦̈¯̄¶

k p ≥|l

组别
剂量 r

Λª# °�pt

观察

细胞数 r个

染色体畸变数 r个 畸变率 rh

uw « w{ « uw « w{ «

阴性对照 s uss v s tqx s

溶剂对照 sqt °�r瓶 uss u u tqs tqs

阳性对照

k丝裂霉素 l sqv uss yz y{ vvqx vwqs

爱宁 | uss w u uqs tqs

v uss w x uqs uqx

t uss s v s tqx

sqv uss v s tqx s

表 3  爱宁 ≤��细胞染色体畸变实验结果 k n ≥|l

Ταβ 3  � ¶̈∏̄·²©∞µ¬¤±¬± ²©¦«µ²°²¶²°¤̄ §¤°¤ª̈ ¬± ≤��¦̈¯̄¶

k n ≥|l

组别
剂量 r

Λª# °�pt

观察

细胞数 r个

染色体畸变数 r个 畸变率 rh

uw « w{ « uw « w{ «

阴性对照 s uss u s tqs s

溶剂对照 sqt °�r瓶 uss v s tqx s

阳性对照

k环磷酰胺 l ws uss |u zt wyqs vxqx

爱宁 | uss w x uqs uqx

v uss x u uqx tqs

t uss u u tqs tqs

sqv uss u t tqs sqx

2q3  小鼠骨髓细胞微核试验

受试物各剂量组与对照组小鼠微核率见表 wo用卡方检

验统计 o各剂量组微核率和阴性对照组比较 o差异无统计学

意义 ∀阳性对照组与阴性对照组比较有显著性差异 kΠ �

sqstl∀

表 4  爱宁小鼠骨髓微核试验结果

Ταβ 4  ×«̈ ©̈©̈¦·²©∞µ¬¤±¬± ·²°¬¦̈ ¥²±¨°¤µµ²º ¦̈¯̄ °¬¦µ²±∏2

¦̄ ∏̈¶

组别
剂量 r

°ª# ®ªpt

动物数

r只

°≤∞数

r个

微核数

r个
微核率 rϕ

阴性对照 xs °�# ®ªpt ts tssss uv uqv ? sqz

溶剂对照 xs °�# ®ªpt ts tssss us uqs ? tqt

阳性对照

k环磷酰胺 l ys ts tssss u{{ u{q{ ? tvqt

爱宁 uxs ts tssss uu uqu ? tqs

tss ts tssss ut uqt ? tqu

tx ts tssss uv uqv ? tqu

3  讨论

本实验对爱宁进行了临床前毒理学评价 o用 v种对遗传

物质不同作用终点的短期测试方法进行检测 o包括基因突变

和染色体畸变 o体内试验和体外细胞培养试验 !体外微生物

回复突变试验 ∀结果表明爱宁在本实验系统中无致突变

作用 ∀
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ΑΒΣΤΡ ΑΧΤ : ΟΒϑΕΧΤΙς Ε  ×² ¬±√ ¶̈·¬ª¤·̈·«̈ ©̈©̈¦·¶²©¤±·¬¤±ª¬²ª̈ ± ¶̈¬¶²©⁄�ttt2�× ιν ϖιϖο ¤±§ ιν ϖιτρο. ΜΕΤΗΟ∆ Σ  ×² §̈ ·̈¦·
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²± ¦²µ± ¤̈·²¬±§∏¦̈ ·«̈ √¤¶¦∏̄¤µ¬½¤·¬²±q �± ·«̈ ·«¬µ§§¤¼ ¤©·̈µ¶∏·∏µ¤·¬²±o ·«̈ µ¤¥¥¬·¶º µ̈̈ §¬√¬§̈ §¬±·² ©²∏µªµ²∏³¶¤±§ª¤√¨§µ∏ª¶²©

§¬©©̈µ̈±·¦²±¦̈±·µ¤·¬²±¶q ×«̈ ªµ²º·«²©± ²̈ª̈ ± ·̈¬¦√ ¶̈¶̈ ¶̄²© ¤̈¦« ¼̈̈ º¤¶¦¤µ̈©∏̄ ¼̄ ²¥¶̈µ√ §̈§¤¬̄¼ §∏µ¬±ª·«̈ ©²̄ ²̄º¬±ªut §¤¼¶¤©·̈µ¶∏2

·∏µ¤·¬²±q Ρ ΕΣΥΛΤΣ ⁄�ttt2�× ¦²∏̄§¬±«¬¥¬··«̈ ªµ²º·«²©± ²̈ª̈ ± ·̈¬¦√ ¶̈¶̈ ¶̄ ©̈©̈¦·¬√¨̄¼o �≤xs ²© ±̈§²·«̈ ¬̄¤̄ ¦̈ ¯̄¶º µ̈̈ µ¤±ª̈ §©µ²° |

Λª# °�
pt

·²tx Λª# °�
pt

¤¦¦²µ§¬±ª·²§¬©©̈µ̈±··¬°¨²©§µ∏ª¤¦·¬²±q ×«̈ ±∏°¥̈ µ²©± ²̈ª̈ ± ·̈¬¦√ ¶̈¶̈ ¶̄²± ·«̈ ≤�� º µ̈̈ §̈ ¦̄¬± §̈¤±§

¬·¤̄¶²¶«²º §̈·«̈ ¶¤°¨¬±«¬¥¬·¬²± ©̈©̈¦·²± ·«̈ µ¤¥¥¬·¦²µ± ¤̈q ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  ⁄�ttt2�× ¦²∏̄§¬±«¬¥¬·¤±ª¬²ª̈ ± ¶̈¬¶q

ΚΕΨ Ω ΟΡ ∆ Σ: ¤±ª¬²ª̈ ± ¶̈¬¶~ ⁄�ttt2�×~ ≤�� ~ µ¤¥¥¬·¦²µ± ¤̈

  肿瘤细胞的恶性生物学行为主要表现在无休止性生长

和向周围组织浸润转移 ≈t  ∀这一行为产生的关键是由于肿

瘤细胞能分泌和释放促血管生长因子 k·∏°²µ¤±ª¬²ª̈ ± ¶̈¬¶

©¤¦·²µo×�ƒlo刺激内皮细胞生长 o诱导宿主血管长入瘤体内 o

在肿瘤组织间形成毛细血管及淋巴管网络 o从而使肿瘤组织

能及时获得各种营养及排出废物 o促进其自身的分裂与增

殖 o并为肿瘤细胞向周围组织转移提供了通路 ∀因此 o如能

抑制肿瘤细胞诱导的新生血管的形成 o将阻断肿瘤细胞的供

养和排泄通路 o抑制其无休止的生长 o同时亦能降低其向周

围组织转移的可能性 ∀近年的临床研究表明 o抑制血管的新

生作用已成为肿瘤药物治疗中的一个新趋向 ∀

地非三唑 ≈u 
k≤²±·µ¤ª̈ ¶·¤½²̄o⁄�ttt2�×lo化学名为 v2ku2

乙基苯基 l2x2kv2甲氧苯基 l2� 2touow2三氮唑 o是一种非激素

类终止妊娠药 o高效低毒 o药物为非水溶性 ∀对于 ⁄�ttt2�×

抗早孕作用机制的研究表明 o⁄�ttt2�×能抑制子宫蜕膜组织

的生长与增殖 o使细胞胞体萎缩 o空泡化 ∀根据病理组织学

变化规律 o蜕膜组织与肿瘤组织的一个共同生物学特性就是

能诱发新血管的生成而为细胞自身生长提供合适的环

境 ≈v2w  ∀因此 o我们在本实验中将地非三唑作为血管生成抑

制剂加以研究 o从细胞 !器官以及整体三个水平研究地非三

唑抑制血管的新生作用 o为进一步研究其抑制肿瘤组织诱导

血管新生的作用及其机制研究作铺垫 ∀

1  材料与方法

1q1  药品与试剂

地非三唑 k⁄�ttt2�×o仙居制药有限公司提供 l~� ××k购

于华美生物制品公司 o用 � °� �2tyws液配成 x °ª# °�
pt备

用 l~细胞培养基 ~⁄� ≥� k市售分析纯试剂 l~地非三唑注射

液 k购于仙居制药有限公司 o批号 sssysvo规格 x °ª#

°�
pt
l~空白茶油 k购于仙居制药有限公司 o批号 sstssto规

格 u °�l∀

1q2  动物与材料

孵育至第 x天的鸡胚 k购于杭州常青名鸡养殖场 l~人脐

静脉 ∞∂ ≤vsw细胞株 k购于上海细胞所 l~家兔 tu只 o雌雄各

半 ~��� 2×∞�∞�¬{ss型酶标仪 ∀

1q3  实验方法

1q3q1  鸡胚绒毛尿囊膜 k≤«²µ¬²¤̄ ¤̄±·²¬¦° °̈¥µ¤± ö ≤�� l血

管生成试验  鸡胚开窗方法参考姜志刚的 /假气室 0法 ≈x 并

加以改进 ∀暴露尿囊膜后 o用透明胶纸封闭卵壳开口 o继续

置 vzε 温箱中孵育观察 uw «∀取开窗成功的鸡胚 o随机分成

y组 o给药组分别给予浓度为 sqxouqxotuqxoux °ª# °�
pt的

⁄�ttt2�×溶液 o每胚 us Λ�∀并行设立溶剂对照组每胚给予

⁄� ≥� us Λ�o空白对照组不加任何处理 ∀加药后 o再用透明

胶纸封闭卵壳开口 o继续置 vzε 温箱中孵育观察 zu «∀每

uw «观察一次 o注意血管的生长状况 ∀待鸡胚孵育至第 ts

天 o去除封口的透明胶纸 o用 tΒt的甲醇 Β丙酮固定液固定尿

囊膜 tx °¬±o然后剪取尿囊膜置盛有生理盐水的表面皿中 o展

开 o平铺在滤纸上 o拍照 o进行血管计数 ∀

1q3q2  血管内皮细胞增殖试验 ≈y   取处在对数生长期的人

脐静脉 ∞∂ ≤vsw细胞用胰酶消化 o{ss µ# °¬±
pt离心 x °¬±o弃

上清液 o用细胞培养基稀释细胞至 u ≅ ts
w个 r°�o此细胞悬

液接种于 uw孔培养板中 o每孔 t °�o培养 uw «∀每孔各加

入 ⁄�ttt2�×的 ⁄� ≥�溶液 tsΛ�o使最终浓度分别为 tyotwo

tuotso{oy Λª# °�
pt
o同时设 ⁄� ≥�溶剂对照组 o空白对照

组 k只加细胞培养液 t °�o不接种细胞 l∀继续培养 uw ∗ zu

«o每隔 uw«o取一板做 � ××实验 ∀每孔加 � ××液 k x °ª#

°�
pt
l ys Λ�o继续培养 w «o吸去孔内培养液 o每孔再加 sqx

°�⁄� ≥�液 o室温下将培养板轻微震荡 ts °¬±o使结晶物溶

解 ∀酶标仪检测各孔 �⁄值 kΚ � xzs±°lo用空白对照组调

零 ∀记录各结果 o根据公式 抑制率 kh l � kt p 实验孔

�⁄xzs r对照孔 �⁄xzs l ≅ tssh o求得各浓度组的抑制率 o绘

制浓度 2抑制率图 o求算 �≤xs值 ∀

1q3q3  家兔眼角膜血管生成试验  参考赵长松 ≈z 等的实验

方法 o建立给药前家兔角膜血管新生模型 o并将 tu只家兔随

机分成 w组 ∀每组家兔两侧眼球分别给予药物的剂量为 v

°ªrsqy °�!t °ªrsqy °�!sqv °ªrsqy °�o以及空白茶油对

照组 sqy °�o于上方结膜囊注射给药 ∀用药后每 v §观察一

#|{y#中国现代应用药学杂志 ussz年 |月第 uw卷第 {期                ≤«¬± �� �°oussz ≥ ³̈·̈°¥̈ µo∂ ²̄quw �²q{



次 o共观察 ut §∀在最后一次观察时 o给兔角膜拍照 o观察血

管新生情况 ∀

2  结果

2q1  地非三唑能抑制鸡胚绒毛尿囊膜血管生成

在各组实验的 ts枚鸡胚中 o药物对鸡胚绒毛尿囊膜血

管新成的抑制效应见表 t∀结果显示 }ux °ª# °�
pt浓度组尚

可见稀疏血管的网状阴影 o无血色 ~tuqx °ª# °�
pt浓度组鸡

胚尿囊膜血管部分抑制 o只可见少数细小血管 ~uqx °ª#

°�
pt浓度组的尿囊膜上还能见到较粗血管 ~sqx °ª# °�

pt

浓度组的鸡胚的血管较丰富 o溶剂组和空白组其尿囊膜上血

管丰富 o呈辐射状生长 ∀其鸡胚存活率随着尿囊膜血管被抑

制程度而逐渐增加 ∀

表 1  地非三唑对鸡胚绒毛尿囊膜血管的抑制作用

Ταβ 1  �±·¬¤±ª¬²ª̈ ± ¶̈¬¶ ©̈©̈¦·²©⁄�ttt2�× ²± ≤��

⁄²¶̈ �µ²∏³

k°ªr¶¬±ª̄ l̈

�²q ²©

¦«¬¦®̈ ±

°̈¥µ¼²

×²·¤̄ ²©

± ²̈ª̈ ± ¬̈¦

√ ¶̈¶̈¯

�±«¬¥¬·¬²±

µ¤·̈3

rh

�⁄xsr°ª

k|xh

¦²±©¬§̈ ±¦̈l

sqx ts s tss  

squx ts uv {{qvu

sqsx ts {w xzqvy sqsv|

sqst ts tyu tzqzz ksqstv ∗ sqtssl

≥²̄√ ±̈· ts t|z s

≤²±·µ²̄ ts t|s s

注 }3 与溶剂组数据比较

�²·̈}3 ≤²±·µ¤¶·º¬·«·«̈ √¤̄∏̈ ²©¶²̄√ ±̈·ªµ²∏³

2q2  地非三唑抑制人脐静脉 ∞∂ ≤vsw细胞增殖

经 � ××实验后发现 o溶剂对照组中 o内皮细胞贴壁良

好 o细胞都呈现多角形 o排列紧密 ~在中低剂量组中 o各有不

同数量的细胞死亡 o脱壁 o漂浮在细胞培养液中 o细胞膜回缩

成圆形 o细胞排列松散 ~高剂量组中的内皮细胞的细胞膜大

部分都已破裂 o呈现不完整的细胞形态 ∀实验所得资料见下

表 uo结果表明 o药物浓度和其抑制内皮细胞增殖的作用呈明

显的量效关系 ∀给药 uw «ow{ «及 zu «后 o其 �≤xs分别为

txqzottqw和 {qz Λª# °�
pt ∀本实验重复 v次 ∀

表 2  ⁄�ttt2�×对人脐静脉 ∞∂ ≤vsw细胞株的增殖抑制作用

kcξ ? σoh l

Ταβ 2  �±«¬¥¬·¬²± µ¤·¬² ²© ⁄�ttt2�× ²± ±̈§²·«̈ ¬̄¤̄ ∞∂ ≤vsw

¦̈¯̄¶

药物浓度

rΛª# °�pt

药物作用时间 r«

uw w{ zu

y zqzx ? xqxv t{q{| ? ttqz| uzqvs ? {q{w

{ tyqvv ? vqwt vvqvz ? tq{s wwqvw ? yqus

ts utqvw ? sq{s wwquv ? sqzy x|q|x ? sq|{

tu vsqzy ? vqu{ xtquy ? vqxx yxqtw ? wqw|

tw wxqs{ ? xq{{ xuqxw ? wqwt yxq|u ? tqt{

ty xtqxu ? tq|v xxqw| ? yqvy y{qzx ? wqzv

2q3  地非三唑对家兔眼角膜新生血管 k¦²µ± ¤̈̄ ± ²̈√¤¶¦∏̄¤µ2

¬½¤·¬²±o≤�∂ l形成的抑制效应

从给药后每 v §一次的观察发现 o新生血管主要是沿着

缝线方向生长 o且较局部 ∀在缝线后第 ts天 o空白组家兔在

靠近缝线处的球结膜与角膜交界处出现睫状新生血管 o并有

细小血管伸入角膜内 o约 t ∗ u°°长 ~在缝线后第 tz天 o角

膜上的新生血管清晰可见 o约 { ∗ tu °°长 o较粗 o共有 us ∗

vs条 o新生血管主要是沿着缝线方向生长 o且较局部 ∀低剂

量组球结膜缘睫状血管丛清晰 o角膜上只能观察到 u ∗ v条

较粗血管 ~中剂量组中 o睫状血管丛稀疏 o偶见角膜上有较细

新生血管 ~高剂量组球结膜缘无血管丛出现 o角膜亦无新生

血管 ∀各组角膜血管的生长状况见图 t∀

图 1  地非三唑对家兔角膜新生血管形成的抑制效应

�q溶剂对照组 k茶油 l~�q中剂量组 kt °ªrsqy °�l

Φιγ 1  �±·¬¤±ª¬²ª̈ ± ¶̈¬¶ ©̈©̈¦·²©⁄�ttt2�× ²± ≤�∂ ²©µ¤¥¥¬·¶

�q≥²̄√ ±̈·¦²±·µ²̄ ªµ²∏³~�q� ¬§§̄¨§²¶¤ª̈ ªµ²∏³kt °ªrsqy °�l

3  讨论

肿瘤细胞增殖和转移的重要因素是它能产生 !释放促血

管生长因子 k×�ƒlo诱导内皮细胞增殖从而形成新生血管 o

为肿瘤细胞的增殖提供合适的环境 o同时为其转移提供通

路 ∀因此 o如能抑制新生血管的形成 o将是肿瘤治疗的一个

有效途径 o也是目前肿瘤治疗研究中的一个新趋向 ∀特别是

针对目前肿瘤临床治疗中所采用的新辅助化疗的方法 o通过

抑制新生血管的形成 o可降低实体肿瘤的分期 k§²º± ¶·¤ª2

¬±ªlo使大的实体瘤退缩 ≈{ 
o使一些原不能手术切除的肿瘤

转化为能手术切除 o同时抑制转移灶的形成 ≈|  ∀

地非三唑 k⁄�ttt2�×l是一种非水溶性的抗早孕药物 ∀

目前将其作为一种直接的抗肿瘤药物已有部分研究 o本实验

则从抑制血管新生方面进行了探索性的研究 ∀经过实验表

明 o地非三唑不论从细胞 !器官还是整体水平 o都有有效抑制

血管新生的作用 ∀特别是从细胞研究中发现 o地非三唑对人

脐静脉 ∞∂ ≤vsw内皮细胞的 �≤xs仅为 | ∗ tx Λª# °�
pt
o表

明其在血管新生抑制方面的潜力 ∀这也为研究地非三唑在

抑制肿瘤细胞诱导的新生血管方面的作用打下了基础 ∀

值得注意的是 o由于抗血管生成治疗很可能是一个长期

的治疗过程 o因此血管生长抑制剂必须是高效低毒的 ∀

⁄�ttt2�×已被证实是一种高效低毒的非激素类终止妊娠药 o

进一步表明该药在抑制肿瘤诱导的血管新生方面良好的开

发和应用前景 ∀
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  环孢霉素 �k≤¶�l主要用于器官移植后的排斥反应及自

身免疫病的治疗 ∀研究发现 o≤¶�对胰岛 Β细胞的功能产生

影响 o并对多种细胞的增殖具有抑制作用 ∀本研究主要探讨

≤¶�对胰岛 Β细胞 k��×2t细胞 l胰岛素分泌及细胞凋亡的影
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1  材料与方法

1q1  细胞培养

将 ��×2t细胞 k来源于转基因小鼠的胰岛素瘤 Β细胞

系 l置于含 ⁄� ∞� k� ≠ ≤���公司生产 l培养基的培养瓶中 o

培养基中加入 ush 胎牛血清 k兰州民生药业有限公司 lo青

霉素及链霉素 o放入 vzε oxh ≤�u
培养箱中培养 ∀每 u ∗ v §

更换全部培养液 o约 x ∗ z §传代一次 ∀

1q2  胰岛 Β细胞功能测定

细胞分 u组 }≠ 不加 ≤¶�的 ��×2t细胞 ~� 分别加 ≤¶�

sqxouqxoxqsots Λ°²̄# �
pt
o作用 zu «∀用含 tyqz °°²̄# �

pt

葡萄糖的完全培养基行刺激实验 ou «后收集各组细胞培养上

清液 o p usε 保存待检胰岛素 ∀放射免疫法测定胰岛素浓度

k
tux

�2胰岛素放免分析试剂盒购自中国原子能科学研究院 l∀

1q3  ≤¶�对 ��×2t细胞凋亡的影响

细胞分组同上 o作用 zu «∀收集各组细胞 o每次至少收

集 ts
y个细胞 o按 �±± ¬̈¬±∏ 2ƒ�×≤凋亡检测试剂盒 k≤ ²̄±·̈¦«

公司 l操作步骤处理细胞 o上流式细胞仪 k美国 �⁄公司 l用
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