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激光联用环磷酰胺对荷瘤鼠外周血)*+
影响的实验研究
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摘要!以小鼠.,$!腹水瘤为动物实验模型#对氦氖激光照射与化疗药物环磷酰胺!/01"联合应用对.,$!荷瘤鼠

外周血)*+含量影响作了系统性研究%应用,,2!!#,’2-&和""2!!3&45" 三种剂量氦氖激光照射荷瘤鼠内眼角#

同时联合应用化疗药物环磷酰胺#动态监测.,$!荷瘤鼠外周血)*+含量的变化%结果表明#/01联合应用氦氖激

光照射组)*+含量均高于单纯应用/01组%
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!!适当剂量 8K%:K激 光 能 够 提 高 荷 瘤 机 体 的 免

疫机能#抑制小鼠.,$!腹水瘤的发生发展),"(*%如

果将 8K%:K激光与化疗药物联合应用#一方面可利

用化疗药物杀伤肿瘤细胞#抑制肿瘤生长#另一方面

又能利用 8K%:K激 光 改 善 荷 瘤 机 体 的 免 疫 抑 制 状

态#从而达到改善荷瘤机体生存质量#提高荷瘤机体
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存活时间!本 实 验 以 不 同 剂 量 的 8K%:K激 光 照 射

联合应用化学治疗药物环磷酰胺"/01#对.,$!荷

瘤小鼠进行处置$动态检测不同处置情况下荷瘤鼠

外周)*+含 量 的 变 化$来 验 证 这 一 效 应$为 肿 瘤 的

临床治疗提供理论依据!

,!材料与方法

AVA!动物分组和实验方法

;7D;%4小鼠 共[!只$选 取 条 件 见 文 献&’’!
随机取出,#只$为正常对照组"#组#$其余&#只小

鼠腹腔接 种 瘤 细 胞 悬 液!2"5D后$随 机 分 成$$

%$&$’$(#个组$每组,#只$第$组为肿瘤对照

组$每日腹腔注射生理盐水!2"5D$第%$&$’$(
组于肿瘤接种后次日分别作激光照射和%或环磷酰

胺处理"激光照射方法参见文献&’’#$连续-天!在

接种肿瘤后第’$$和,"天各剖杀#只$作免疫学指

标的测定!各 组 具 体 处 理 过 程 见 图,!图 中$#为

正常小鼠($为 每 组 接 种.,$!瘤 细 胞,‘,!- 个%
鼠(%为%$&$’$(组次日 腹 腔 注 射 环 磷 酰 胺"!
5*%Z*);@$连续-天(&为 对&$’$(组 同 步 照

射激 光$其 剂 量 分 别 为,,2!!$,’2-&和""2!!3%

45"$连续-天!

AVF!样品的采集!处理和血清)*+含量的测定

,V"V,!血清的分离和保存

用手术镊抠除小鼠眼球$无菌采集眼血$收集于

洁净 刻 度 试 管 内$分 离 血 清$置 于 微 量 离 心 管 内$

a"!b冻存$待测)*+含量!

图, 各组小鼠实验处理流程图

#*正常对照组($*肿瘤对照组(

%*化疗"/01#对照组(&*/01Y,,V!!3%45" 组(

’*/01Y,’V-&3%45" 组((*/01Y""V!!3%45" 组

]C*V, cR=4KOOJ=R8K%:KS<OKRCRR<TC<PC=A<AT

/01CAXK4PC=A
#*A=R5<S4=APR=S*R=?Q($*P?5=R4=APR=S*R=?Q(

%*/014=APR=S*R=?Q(&*/01Y,,V!!3%45"*R=?Q(

’*/01Y,’V-&3%45"*R=?Q((*/01Y""V!!3%45"*R=?Q

,V"V"!外周血血清)*+含量的检测

采用超微量免疫比浊法!取聚乙烯反 应 板$于

每 孔 中 加 入 最 适 工 作 浓 度 的 羊 抗 鼠)*+ 血 清

"a"!b冰箱冻存$使用前用抗体稀释液按-倍量稀

释至最适工作浓度$并 以(!!!R%5CA离 心"!5CA$
取上清!抗血清稀释液*其配方为聚乙二醇’!2!*$

:<]S!2!*$:<"8cM’),"8"M,!,2#*$:<8"cM’
)"8"M,!,2#*$:<:(,2!*$双 蒸 水 溶 解 后 补 足

水量至,!!!5D$过 滤 除 菌 后’b保 存#$每 孔,#!

)D$而后加入待测血清,)D$稀释液S)D$每份标本

均设复孔$每块板上均用相应标准参考品制备标准

曲线"见表,#!

表A 标准曲线建立方法

G28:)A *-"28:5-(7)’"&+"()-"2’$23$,#3H)+&34>?,&’,)’"32"5&’$)"),"5&’

)PK5O
.P<AT<RT

O<5QSK%"*%D#
7TTKTCAOP<AT<RTO<5QSKOCAP=KWKRNQ=RKO%)D"*%D#"

, " ( ’ #
;KOPTCS?PC=A
=J<APCOKR?5

)*+ ,,V$ !V"""V(-# !V#"#V[!# ,V!",,V$# ,V#",&V&# "V!""(V-# ,d,"

!!"1=P<S<5=?APCAKWKRNQ=RKOUKRK,#")DV1HKTKJC4CKA4NUKRKJCSSKTUCPHTCS?PC=AJS?CTV

!!加样完毕$于微量振荡器上混匀,5CA$(&b温

箱放置(!5CA$取出反应板再混匀,5CA$用酶联免

疫检测 仪 测 定’[!A5吸 光 度$以 不 加 样 的 抗 血 清

调零$根据标准曲线换算出相应的)*+含量!本法

要求反应系统中保持抗体过量$故抗血清最适工作

浓度的选择十分重要$最适工作浓度的要求是最小

检验量可产生较高的吸光度值$线性范围要求较宽!
用文献&’’的,2(节数据处理方法进行数据处

理!

"!结果与分析

!!实验结果表明$/01注射后第’天$除/01Y
""2!!3%45" 氦氖激光照射组外$其他三个/01及

/01%氦氖激光照射联合应用组)*+含量均出现显

著下降 ">’!2!,$>’!2!##!此后$随/01的停

用而有所回升$但至第$天后又呈现迅速下降趋势$

,"天时出现了显著下降">’!2!,$>’!2!##!整

个实验过程中$/01%氦氖激光照射联合应用组)*+
含量均高于/01单纯应用组!具体结果见表"$其
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变化趋势见图"!

表F 6IG!氦氖激光照射组联合应用对荷瘤鼠外周血4>?含量的影响

G28:)F *++),"-&+6IG!.)/0):2-)3&785’2"5&’-&’-)3#74>?,&’,)’"32"5&’5’"#7&38)235’>75,)">#1JA$!KL%

+R=?Q 1RK<P5KAPO
e<NOQ=OPP?5=RCA=4?S<PC=A

’ $ ,"

# :=R5<S4=APR=S ,#V!&f,V&"7;B ,’V&-f"V",;B ,(V(-f,V[#7<

$ 1?5=R4=APR=S ,#V[#f(V--7B ([V$-f,,V’’7< -V’(f!V$"/T

% /014=APR=S #V$[f,V(’eT ,"V[[f-V!&;4 $V-&f!V#,;/B4

& /01Y,,V!!3"45" 8K%:KS<OKR &V&-f,V$,/e4T ,"V#,f,V,";4 [V’,f,V-,;/B4

’ /01Y,’V-&3"45" 8K%:KS<OKR ,!V--f,V&#;/4 ,-V$!f"V-&;B4 $V’$f,V-#;/4T

( /01Y""V!!3"45" 8K%:KS<OKR ,[V&"f(V$,7< ""V-#f#V-’;B4 ,!V&(f"V,"7;B

!!注#在数据上角用字母标示法注明差异显著性水平$其中大写字母完全不同者表示处理间有极显著性差异 %>’!?!,&$大写字母有相同

者而小写字母完全不同者为处理间有显著性差异%>’!?!#&$小写字母相同者表示两处理间无显著性差异%>(!?!#&!

图" /01与氦氖激光照射联合应用对荷瘤鼠外周血

)*+含量的动态影响

]C*V" gCAKPC44H<A*KO=JOKR?5 )*+ 4=A4KAPR<PC=ACA

.,$!<O4CPKOO<R4=5<BK<RCA* 5C4K<JPKR 8K%:K

S<OKRCRR<TC<PC=A4=5BCAKTUCPH4N4S=QH=OQH<5CTK

(!分析与讨论

MVA!动态影响

前期实验表明$,’2-&3"45" 氦氖激光%氦氖激

光单纯应 用 最 佳 抑 瘤 剂 量 组&抑 瘤 效 果 与/01Y
""2!!3"45" 氦氖激光联合应用%/01"氦氖激光联

合应用最佳抑瘤剂量组&的抑瘤效果进行比较$可以

发现$单纯氦氖激光照射组的抑瘤效果在第$天时

明 显 不 如 /01"氦 氖 激 光 联 合 应 用 组$这 是 由 于

/01杀瘤效应作用的结果!至,"天时$由于/01
的停用$各组死瘤率虽无太大变化$但就腹水量’腹

水瘤密度 及 总 瘤 数 三 个 指 标 而 言$/01"氦 氖 激 光

联合应用组抑瘤效果仍明显优于单纯氦氖激光照射

组!将/01$氦氖激光照射组及/01"氦氖激光联

合应用组三种处理的抑瘤指标作比较$可更为明显

地看出这种变化趋势!尽管/01对荷瘤鼠腹水瘤

的发生发展也有着明显的影响$但其生命延长率却

明显低于氦氖激光照射组及/01 氦氖激光联合应

用组$而氦氖激光照射组初期的抑瘤效果并不明显$
从而导致其生命延长率低于/01"氦氖激光联合应

用组!相对 而 言$/01"氦 氖 激 光 联 合 应 用 既 可 收

到良好的抑瘤效果$又可明显改善荷瘤体的生存质

量$并相应提高荷瘤鼠生命延长率$从而证明/01"
氦氖激光联合应用对小鼠腹水瘤具有协同性的抑制

效应!
实验结果表明$/01注射后第’天$/01与氦

氖激 光 联 合 应 用 各 组 均 出 现 某 种 程 度 的)*+下 降

趋势$尤其是单纯/01应用组$)*+含 量 下 降 更 为

显著 %>’!2!,&!但 随 着/01的 停 用$于 第$天

时$)*+ 含 量 便 出 现 了 某 种 程 度 的 回 升$这 表 明

/01对)*+分泌具有极显著的抑制 效 应!但 至 第

,"天时$除/01Y""2!!3"45" 氦氖激光联合应用

组外$其余各肿瘤接种组均呈现显著的下降趋势$这
表明了荷瘤机体免疫机能的极度下降!此时$尽管

不再有 /01 的 抑 制$但 由 于 肿 瘤 免 疫 抑 制 因 子

%1e.]&的抑 制 作 用 及 诸 多 效 应 细 胞 的 老 化$;%淋

巴细胞分泌)*+功能的下降$以及)*+与靶细胞的

结合$导致可检测)*+含量明显下降!
从实验结果还可看出$/01与氦氖激光联合应

用各组$在检测的各个时期$均比单纯/01应用组

同期的)*+含 量 为 高$尤 其 是/01Y""2!!3"45"

氦氖激光联合应用组更是如此$直到第,"天时$其

)*+含量仍保持相对 较 高 水 平$这 表 明 该 组 小 鼠 整

体免疫机能的受抑制程度较低$也表明氦氖激光照

射对/01的)*+分泌抑制效应具有改善作用!

MNF!氦氖激光照射可改善由6IG及肿瘤本身所致

的免疫抑制效应

由于/01的 抑 瘤 机 制 在 于 杀 灭 干 细 胞$那 么

[&(!(期!!!!!!!!!!黄保续 等#激光联用环磷酰胺对荷瘤鼠外周血)*+影响的实验研究
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其在杀灭肿瘤组织的同时!必然对骨髓干细胞产生

某种程度的抑制效应!从而对机体免疫机能造成某

种程度的抑制效应"一方面!肿瘤自身可通过产生

或诱导1e.]造 成 荷 瘤 机 体 的 免 疫 抑 制#另 一 方

面!/01又可造成骨髓抑制而导致荷瘤机体的免疫

抑制!从而使荷瘤宿主接受化疗药物治疗后免疫机

能进一步下降"本实验/01对照组外周血)*+含

量进行性下降就充分说明了这一点"由于化疗药物

的免疫抑制效应!尽管可取得良好的抑瘤效果!却难

以取得良好治疗效果"
实验检测表明!氦氖激光照射可在某种程度上

改善/01的免疫抑制效应"本 实 验 中!/01与 氦

氖激光照射 联 合 应 用 组 与 单 纯/01应 用 组 相 比!
均有显著增强或升高!尤其在/01停止应用后!氦

氖激光照射的这一改善效应更为明显"由此可以看

出!氦氖激光 照 射 可 对/01及 肿 瘤 自 身 所 致 的 免

疫抑制效应起到一定的改善作用!从而一方面可使

荷瘤鼠生存质量得到改善!另一方面又可使荷瘤宿

主充分调动 自 身 的 抗 瘤 机 制$#%!与/01的 杀 瘤 作

用相互协同!起到更好的抗瘤效应$-%"

MNM!4>?及生化测定

)*是体内的一种免疫球蛋白!是一种具有抗体

活性或化学结构上与抗体相似的球蛋白!普遍存在

于血液&组织 液 及 外 分 泌 液 中")*+就 是 免 疫 球 蛋

白中的一种!它以高浓度遍布全身!是全身性体液免

疫反应的主要效应分子!参与机体的体液免疫调节"

)*+主要在脾脏和淋巴结中的浆细胞中合 成!
在血清中分解缓慢!半衰期为,-""’天")*+的作

用范围广!大多数抗菌&抗毒素和抗病毒的抗体属于

)*+!不少自身抗体!例如系统性红斑狼疮的抗核抗

体和抗甲状腺的球蛋白抗体也属于)*+")*+亦是

肿瘤免疫的一个重要指标"
血清中)*+的含量较高!检测方法主要有单纯

扩散和免疫比浊法"近年来!主要采用的是免疫比

浊法"本实验采用的超微量免疫比浊法具有快速&
操作简便&结果准确的特点!检测量要求的线性范围

宽"

!

’!结!论

!!,’对荷瘤鼠外周血)*+含量的动态变化监测

表明!/01与氦氖 激 光 照 射 联 合 应 用 时!一 方 面 因

/01可对.,$!腹 水 瘤 产 生 明 显 的 杀 伤 和 抑 制 效

应!另一方面又因氦氖激光照射的免疫调节效应!适
量的氦氖 激 光 照 射 可 导 致 外 周 血 免 疫 性 抗 体)*+
含量的升高!使 得 由/01和 肿 瘤 本 身 所 致 的 免 疫

抑制状态在某种程度上得以改善!从而使荷瘤机体

的生存时间明显延长"

"’本实验证实了/01与氦氖激光照射联合应

用对小鼠.,$!腹水瘤发生发展的肯定性抑制效应!
为进一步开展此项研究提供了一个实验依据"
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