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信号通路的激活而发挥免疫调节作用'
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肝癌是全球常见恶性肿瘤之一% 其发病率逐年

增加%发展中国家发病率更高!

H
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' 中国是肝癌负担严

重的国家之一#发病率高#且因人口基数大#全球高

达
*"Z

的肝癌患者在中国' 目前#手术切除仍是肝

癌治疗的首选手段# 一方面能显著改善肝癌患者的

预后(延长生存期#但手术也不可避免地影响了患者

全身内分泌(代谢(炎症和免疫应激等反应!

!
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'

肝癌的发生(发展与机体的免疫功能#尤其是细

胞免疫功能有着密切的关系# 肝癌患者术后免疫功

能状态与肿瘤细胞的扩散(转移及术后感染等有关'

研究发现#手术(麻醉(疼痛等围手术期诸多因素可

直接影响肿瘤细胞#参与肿瘤复发与转移进程#导致

肿瘤患者机体免疫功能# 特别是细胞免疫功能受抑

制# 这种抑制作用会显著增大术后肿瘤病死率和复

发率的风险#对于患者远期预后极其不利!
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' 因此#

如何在恶性肿瘤患者的临床麻醉实施过程中更好地

控制应激强度(维持肿瘤患者的免疫平衡#进而提高

患者围手术期的免疫功能状态# 对促进肿瘤患者的

术后康复具有至关重要的意义'

右美托咪定)
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*是一种新

型的肾上腺素能受体激动剂%具有抑制交感神经(镇

静(催眠(镇痛和麻醉作用%作为麻醉辅助药物越来

越多地应用于临床'研究表明%右美托咪定能够改善

肝癌手术患者的免疫功能%改善免疫抑制 !

%[I
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%主要

作用于细胞因子和细胞亚群变化方面% 其免疫作用

机制尚未明确'本研究通过建立大鼠原位肝癌模型%

分析右美托咪定对肝癌大鼠围手术期免疫功能的影

响% 从调控
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信号通路探讨其应

用于肝癌的可能作用机制% 为临床麻醉辅助药物在

肝癌治疗的免疫调节机制研究提供新的思路'
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来水和无菌饲料喂养% 隔天换
H
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' 本研究动物实验严格遵守-实验动物饲养管理

和使用指南.
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J

"的相关规定%已获浙江医院实验动物

伦理委员会批准'

试剂和生产公司!右美托咪定注射液)江苏恒瑞

医药*&丙泊酚注射液)四川国瑞药业*&

W6.Y/;!!*%

细胞)美国
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细胞裂解

液(
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蛋白浓度检测试剂盒(
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检测所需试剂)上海碧云天*'
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培养基中! 置于
F$"

"

>? .3

!

湿度培养箱中#每天在倒置显微镜下观察细

胞生长状态!定时更换培养液!每隔
FG

胰蛋白酶消

化传代!取对数生长期的细胞用于实验$

!"$

大鼠肝脏原位成瘤

取
>##E

% 个对数生长期的
<+,=1)!!>%

细胞!在

#!H#I

周龄的雄性
JK

大鼠皮下成瘤$

#>G

后!取皮

下肿瘤! 用手术刀切取瘤块! 选取鱼肉样新鲜瘤组

织!剪成
#LL

F 大小块状!将欲接种肿瘤的雄性
JK

大鼠麻醉后仰卧固定于动物固定架上! 剃去腹部体

毛!安尔碘消毒!上腹部横切口约
E:>4L

入腹$ 依次

剪开皮肤%皮下组织"腹膜!暴露大鼠肝脏!用湿棉棒

托出左肝外叶!用眼科剪刺破肝包膜!在包膜下做一

长隧道!将备好的瘤组织块用眼科镊植入!显微缝线

闭合创口!确认无出血后关腹$

!"%

麻醉方法和手术

在种瘤后第
#>G

行肝癌切除术! 切除肉眼可见

的肝脏原位肿瘤$随机选择原位成瘤的大鼠!分为右

美托咪定低&

#:>!5M=5

!

KN

组'%中&

F!5M=5

!

KB

组'%

高&

%!5M=5

!

KO

组'剂量组和对照组&

.

组'!每组
%

只大鼠$ 在大鼠腹腔内注射丙泊酚&

#EEL5M=5

'行麻

醉诱导 !后行气管插管进行机械通气 !呼吸频率

$E

次
ML0*

! 潮气量
%H$L,M

次! 尾静脉注射丙泊酚

E:>L5

&

=5

(

L0*

'行麻醉维持#右美托咪定低%中%高剂

量组大鼠于麻醉诱导前
#>L0*

内静脉输注右美托咪

定# 麻醉诱导插管后! 持续静脉输注右美托咪定至

实验结束#对照组静脉输注等量生理盐水#肝癌切除

手术结束大鼠清醒后!拔除气管插管#

!"&

流式细胞仪检测外周血
'

细胞亚群变化

取麻醉诱导前&

PE

'%术后
!G

&

P#

'%术后
>G

&

P!

'

各组大鼠尾静脉血各
E:>L,

!注入
#:>L,

离心管中加

入肝素抗凝! 备用# 取全血样本
>E!,

! 分别加入

.KF

Q

!!,

%

.KD

Q

>!,

%

.KI

Q

>!,

!充分混匀!室温避光

8>L0*

!然后加入裂解液
8L,

!充分混匀!静置避光

8EL0*

后以
8 >EE)ML0*

离心
>L0*

! 弃除上清液# 加

8L, ARJ

洗涤!

8 >EE)ML0*

离心
>L0*

! 弃除上清液#

再加
>EE!, ARJ

混匀!样品在
%/

内上流式细胞仪检

测!用
.SNNT(12U

软件分析#

!"( )*+,-

检测细胞因子变化

各组于
PE

%

P8

和
P!

时! 取尾静脉血
E:>L,

!根

据
SNCJV

试剂盒确定
CN!!

%

CN!#E

%

CN!#$V

和
CW;!"

的水平#

!". /)

染色观察脾脏组织病理变化

P!

取血后!处死大鼠!取脾组织!以生理盐水洗

净!立即投入
#E?

甲醛溶液中固定!乙醇脱水!二甲

苯透化!石蜡包埋!常规切片!

OS

染色!在光学显微

镜下观察各组大鼠脾组织病变情况#

!"0 1234256 7894

检测脾细胞中
'*:%

!

;<=00

!

>?!!@ A(&

蛋白表达

取脾脏样本加入裂解液! 采用
R)+G-')G

法进行

蛋白定量检测# 获得总蛋白!以
>#

品缓冲液配平上

样体积后!沸水浴中
>L0*

使蛋白变性!上样#

JKJ!

AVXS

电泳!半干电转膜仪转膜&

FELV

!

YEL0*

'#

>?

PRJ!P

脱脂奶粉封闭后加入一抗!

D"

过夜#

PRJ!P

漂

洗液洗膜
#EL0*

! 共
F

次! 加入
O@A

标记的二抗!

F$"

振荡
%EL0*

# 将
A9KW

膜置
S.N

混合液中于室

温下振荡温育
>L0*

!

Z

线胶片曝光!经显影%定影%

扫描后观察结果# 应用
CL+51!A)'A,(2

软件对扫描图

像的目的条带进行灰度分析!各目的条带与
#!+4U0*

的灰度比值为目的蛋白的相对表达量#

!"B

统计学处理

采用
JAJJ#Y:E

软件进行数据分析# 计量资料用

!$2

表示!多样本数据比较采用方差分析!配对设计

两样本均数比较采用
U

检验!

A%E:E>

表示差异有统

计学意义#

!

结 果

#"!

右美托咪定对肝癌切除术大鼠外周血
'

细胞

亚群的影响

与
.

组比较!右美托咪定能够抑制肝癌切除术

大鼠外周血
.KF

Q

%

.KD

Q

P

细胞数量下降!以及
.KI

Q

P

细胞数量增加# 在
PE

%

P#

和
P!

时!

KO

组
.KF

Q

%

.KD

Q

P

细胞数量均显著提高&

PE

)

>E:Y$$I:!Y [2 !Y:>F$

!:%$

!

!%:$$$D:DD![2 #F:>$$!:DE

!

A

均
%E:E#

*

P#

)

D>:IE$

I:Y> [2 !%:EF$I:D>

!

A%E:E>

*

#Y:$F$F:!F![2 #E:EE$!:Y>

!

A %E:E#

*

P!

)

D>:$E $>:D# [2 !F:$$ $>:YI

!

#>:FE $F:#> [2

I:$F$!:IE

!

A

均
%E:E>

'$

.KI

Q

P

细胞数量降低!但无

显著性差异
\A]E:E>^

&

P+_,1 8

'$

与
PE

时比较! 各组在
P8

"

P!

时
.KF

Q

"

.KD

Q

P

细胞数量及
.KD

Q

M.KI

Q降低!

.KI

Q

P

细胞数量则升

D%I
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467;$!879% 46794!$79$

3? 8976$!:7!6
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;87:9!:768

=

;87$9!87;1

=

23;

5

2 1478$!!7;9 19799!!768

@@

:7$4!!7:9

@@

3< !1789!179;

=

1;7!4!!7;9

@

67;$!!79:

@

3> !8719!!7:$
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1%714!97$1

=@

19799!!7:%

@@

3? !%7$$!;7;;

==

167$4!47!4

==

18749!4718

=@

23:

5

2 !1719!!781 !47$4!47:4 497:$!%714

3< 14784!474!

=

!97;9!47%$ !:7%$!:76:

3> 1;7:4!!78$ !9749!1748 !%744!!789

@@

3? 187$$!879; 1:769!876% !!719!!7;$

23;

5

A23:

5

2 "7%8!"71$ "7;!!"71"

@

"74"!"71;

@@

3< 17%:!"78$ "7$"!"7"% "74%!"718

3> 17$;!"7;% "7$6!"7"! "746!"71;

@

3? 176!!17":

=

1718!"78!

=

"7%6!"71"

==

!"#$% & '((%)* +( ,%-.%,%*+./,/0% +0 ! )%$$ 12#1%*1 /0

3%4/35%4"$ #$++, +( 4"*1 20,%46+/06 $/7%4 )"0)%4

4%1%)*/+0

!

!!1

"

089

#

高!其中"

2

组#

3<

组和
3>

组在
01

#

0!

时
23;

5

0

细

胞数量明显降低 $

2

组%

1"7""!!768 B/ 1478$!!7;9

"

:7$4!!7:9 B/ 1478$!!7;9

"

C

均
"9791

&

3<

组%

1;7!4!!7;9

B/ !1789!179;

"

67;$!!79:!B/ !1789!179;

"

C

均
D9798

&

3>

组%

1%714!97$1 B/ !8719!!7:$

"

C"9798

"

19799!!7:% B/

!8719!!7:$

"

C"9791

'$

0EFG( #

'!

09

时"各实验组部分

流式结果见
HIJ-+( 1

!

:;<

右美托咪定对肝癌切除术大鼠血浆细胞因子的

影响

与
2

组比较" 在
01

#

0!

时
3?

组
&<#!

#

&<#1$K

和
&HL#!

水平显著提高
M0#

%

847$!!#74!!B/ 8#7:6!#7#6

"

CD9798

&

!!87#%!!7;% B/ !#%7:9!!7$$

"

C"979#

&

# 88%79!!

!97$! B/ # 8!:788!#67$$

"

CD9798

&

0!

%

84749!#748!B/ ;6764!

#7!:

"

C"979#

&

!!478$!!788!B/ !##7;!!!7%#

"

CD979#

&

# 8847:#!!#7!;!B/ # 8!;7$!!#87%8

"

CD9798N

!

&<##9

水平

显著降低
M0#

%

#;878%!#789!B/ !#8874%!#7#6

"

0!

%

#;:78#!

#746!B/ #%%7!%!!7#!

"

C

均
"979#N

$

HIJ-+( !

'!

与
09

时比较"

2

组在
0#

#

0!

时
&<#!

#

&<##$K

水

平均显著降低"

&<##9

水平显著升高$

0#

%

8#7:6!#7#6!

B/ 8%79!!976:

"

!#%7:9!!7$$!B/ !!%7$$!!786

"

#8874%!#7#6!

B/ #;%7!:!#789

"

C

均
"979#

&

0!

%

;6764!#7!:!B/ 8%79!!

976:

"

!##7;! !!7%# B/ !!%7$$ !!786

"

#%%7!% !!7#!! B/

#;%7!:!#789

"

C

均
"979#

'!

3<

组在
0!

时
&<#!

#

&<##$K

水平均显著降低"

&<##9

水平显著升高 $

897$$!97:4!

B/ 8879!!#7#4

"

C"979#

&

!#67%$!!794!B/ !!87:!!!7%;

"

CD9798

'" 各组在
0#

#

0!

时
&HL#!

水平无显著变化

$

HIJ-+( !

'!

<;=

右美托咪定对肝癌切除术大鼠脾脏病理变化的

影响

与
2

组$

HIJ-+( 4K

'相比"右美托咪定干预后脾

脏淋巴细胞数量增加"白髓面积扩大$

HIJ-+( 4O

"

42

"

43

'"表明右美托咪定能够减轻脾脏组织病理变化!

:;>

右美托咪定对肝癌切除术大鼠脾脏
!?@>A

BCDEEFGH"!I

信号通路蛋白表达的影响

与
2

组比较" 各组脾脏
0<P;

#

>Q3::

#

LH#"O

.%8

蛋白表达量均显著降低 $

3<

组%

97:;!97!#!B/ !

#79%!97#;

"

97%!!97#8!B/ 97:4!979:

"

97%8!97;9!B/ #798!

9744

&

3>

组 %

9788 !9789! B/ #79% !97#;

"

9786 !97#6! B/ !

97:4!979:

"

9784!978!!B/ #798!9744

&

3?

组%

978!!9784 B/

#79%!97#;

"

97;$!9749!B/ 97:4!979:

"

97;8!9786!B/ #798!

9744

"

C

均
"979#

'"并呈现剂量依赖性$

HIJ-+( ;

'"提

示右美托咪定可能通过调控
0<P;A>Q3::ALH#"O

信

号通路影响肝癌切除术大鼠围手术期免疫平衡!

4

讨 论

围手术期肝癌患者的免疫功能大多降低" 术后

患者复发率及病死率显著增加" 这对患者的远期预

后极其不利(

#9R1!

)

! 因此"提高围手术期患者的免疫功

能变得十分重要!

0

细胞是机体主要的免疫效应细

胞"在肿瘤免疫中起重要作用"人体成熟
0

淋巴细

胞按分化后表达抗原不同" 可分为
23;

5

0

细胞和

23:

5

0

细胞!

23;

5

0

细胞能促进
O

细胞#

0

细胞和

其他免疫细胞的增殖和分化" 协调免疫细胞间的相

互作用" 对细胞免疫起促进作用&

23:

5

0

细胞对免

疫应答有负性调节的作用& 临床上常以
23;

5

A23:

5

升高提示机体免疫功能的增强!本研究结果显示"肝

癌切除术大鼠术后
234

5

#

23;

5

#

23;

5

A23:

5水平低于

术前"术后右美托咪定组大鼠的
234

5

#

23;

5和
23;

5

A

23:

5水平高于对照组"与周世凤等(

14

)

#王宁琳等(

1;

)研

究结果相符" 表明右美托咪定能在一定程度上减轻

肝癌切除术创伤导致的免疫功能抑制" 改善术后免

疫功能!

&HL#!

#

&<#!

和
&<#19

是参与免疫应答的重要细

胞因子!

&HL#!

#

&<#!

是促炎细胞因子"诱导
23:

5

0

L,'(/

%

=CD9798

"

==CD9791 B/ S,T'+,G J+,-.

&

U

CD9798

"

@@

CD9791 B/ 09
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#
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#
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,

!
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-

!
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"

!

!

EFG12 @?=@

细胞#进一步活化
/H

细胞及巨噬细胞$树突状细胞

等抗原递呈细胞#抑制肿瘤的生长% 而
'(!#+

的主要

功能是启动抑炎细胞因子基因的表达#诱发
B

细胞

免疫无能#使机体抗肿瘤免疫减弱#肿瘤细胞逃避机

体免疫监视从而发生免疫逃逸&

#8

'

%

'(!#$&

在机体免

疫$感染$肿瘤免疫$自身免疫性疾病中均发挥重要

作用#作为促炎性细胞因子呈

现出一定的抗肿瘤功能&

#%

'

% 朱

雅萍等 &

#$

'研究发现#乳腺癌根

治术患者给予右美托咪定#术

后
#I

$

$I

的血清
'(!#+

与
'/.!!

含量均显著高于对照组% 苏晓

英等 &

#J

'研究表明#右美托咪定

组小鼠
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水平高于

对照组% 本研究显示给予右美

托咪定可显 著 提 高
'(!!

$
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和
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水平# 而显著降

低
'(!#+

水平# 与前人研究不

完全一致 &
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作为免疫

逃逸的重要免疫抑制性因子#

能抑制肿瘤浸润炎症细胞#使

细胞在肿瘤组织中的浸润$分

化和成熟受到抑制#同时也可

以抑制这些炎症细胞对肿瘤

的杀伤作用#体现出双向调节

作用 &

#K

'

% 因此#右美托咪定是

可以改善肝癌切除术大鼠炎

性因子水平的药物% 同时
DL

染色显示右美托咪定干预后

脾脏淋巴细胞数量增加$白髓

面积扩大#提示右美托咪定能

够减轻脾脏组织的病理变化%

B(MN

信号通路在刺激肝

脏免疫和炎症反应相关基因表

达中具有重要的调控作用&

!"O!#

'

%

CP-JJ

是
B(MN

受体复合物

的关键下游信号配体# 也是

/.!")

信号通路的重要衔接

蛋白# 有助于炎症基因的表

达%

/.!")

是
B(MN

的下游激

活因子#参与
B(MNQCP-JJ

依

赖性信号通路# 并诱导与肝脏炎症相关的多种促炎

趋化因子(如
'./!!

$

B/.#

等)的转录和表达&

!!

'

% 本

研究表明#右美托咪定干预肝癌切除术大鼠后#脾脏

B(MN

$

CP-JJ

$

/.!") @%8

蛋白表达量均显著降低#

且呈剂量依赖性# 提示右美托咪定可能通过抑制

B(MNQCP-JJQ/.!")

信号通路的激活影响肝癌切除

!"#$%& ' ())*+,- .) /*01&/&,.1"/"2& .2 345-15 +6,.7"2&- "2 %5,- $2/&%8."28

4"9&% +52+&% %&-&+,".2

& )

%+

N+

!+

+

B+ B* B!

'
(
!
!
R
@
>
Q
S
=
T

,

-(

-C

-D

!++

#8+

#++

8+

+

B+ B# B!

'
(
!
#
+
R
@
>
Q
S
=
T

,

-(

-C

-D

, -

!8+

!++

#8+

#++

8+

+

B+ B# B!

'
(
!
#
$
R
@
>
Q
S
=
T

,

-(

-C

-D

#%++

#!++

J++

N++

+

B+ B# B!

'
.
/
!
!
R
@
>
Q
S
=
T

,

-(

-C

-D

:"8$%& ; <))*+, .) =*01*=*,.1"="2* .2 35,>.4.8"+54 +>528*- .) -34**2 "2 %5,-

$2/*%8."28 4"9*% +52+*% %*-*+,".2 ?@<!ABC

& )

, -

N$#



肿瘤学杂志
!"!#

年第
!$

卷第
%

期

&'()*+, '- ./0*121 3*4','567!"!879',:!$7;':%

!"#$%& ' ()* *++*,- .+ /*01&/&-.1"/"2& .2 -)& 3%.-&"2 &03%&44".2 .5 678'9:;<=>9?!!!@ 4"A2BC"2A

3B-)DB; "2 -)* 43C**2 .+ %B-4 $2E*%A."2A C"F*% ,G2H*% %*4*H-".2

术大鼠围手术期的免疫平衡!综上所述"右美托咪定

可减轻肝癌切除术大鼠术后细胞免疫功能抑制"通

过分析
<=>

信号通路与细胞免疫的关系"可能为提

高肝癌患者免疫功能提供新的方向!
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