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!

要!目的
!

通过动物实验探究叶酸纳米偶联紫杉醇对卵巢癌的治疗作用%方法
!

体外培养人卵巢

癌
S/XY(#

细胞#裸鼠皮下接种
S/XY(#

细胞建立裸鼠移植瘤动物模型#随机分为叶酸纳米偶联紫杉醇

组,实验组#

!"6

5

"

9

5

尾静脉注射-$紫杉醇组,对照组#

!"6

5

"

9

5

尾静脉注射#每周给药
(

次#共
*

疗

程-$每组各
&

只%观察移植瘤的生长情况#绘制裸鼠移植瘤的生长曲线#实验结束依肿瘤体积#计算肿

瘤生长抑制率#光学显微镜及透射电子显微镜下观察组织形态和细胞超微结构的改变#同时采用

+[UL0

法检测各组细胞凋亡指数,

7

F

"

F

A"&#&#'!:>

#

8N

-%结果
!

实验组裸鼠移植瘤体积明显小于对照

组,

>

"

"$"'

-#实验组抑瘤率为
#&$!T

%光学显微镜和透射电子显微镜观察可见实验组凋亡改变明显

多于对照组%

+[UL0

法显示#实验组的
8N

为,

'#$*'/+$&(

-

T

#与对照组比较差异有统计学意义,

>

"

"$"!

-%结论
!

叶酸纳米偶联紫杉醇药物#可能利用叶酸受体为作用靶点#将药物主动靶向肿瘤细胞#提

高药物在肿瘤细胞内的分布#显示出了比传统的紫杉醇药物更好的抗肿瘤疗效%

关键词!叶酸受体(卵巢癌(紫杉醇(靶向治疗

中图分类号!

)%#%$#!

(

)%#(#'

.

*

!!

文献标识码!

.

!!

$

!

引言

卵巢癌是妇科恶性肿瘤中发病率占第三位#

死亡率却占第一位的恶性疾病.

!

/

%在满意的肿瘤

细胞减灭术的基础上#辅助紫杉醇
.

铂类为主联

合化疗的治疗策略虽明显改善了初治卵巢癌的预

后#但是传统的化疗药物普通剂型缺乏靶向性#在

)

(#

)

肿瘤防治研究
("!#

年第
*"

卷第
!

期



杀伤肿瘤细胞的同时也对正常细胞产生毒性#常

使患者不能耐受.

(

/

%

$"T

卵巢癌细胞有叶酸受体

的过度表达#而正常卵巢组织不表达或极少量表

达.

#

/

#使叶酸靶向治疗卵巢癌成为可能%已有临

床前的实验研究显示.

*

/

#叶酸偶联纳米药物对高

表达叶酸受体的肿瘤细胞具有特异的高效杀伤作

用%本实验室探索应用纳米新技术将卵巢癌化疗

的一线药物紫杉醇偶联于叶酸#来实现卵巢癌的

靶向治疗%本实验将人卵巢癌细胞株
S/XY(#

进

行体外培养后移植于裸鼠#建立裸鼠动物肿瘤模

型#探讨叶酸纳米偶联紫杉醇在卵巢癌移植瘤模

型中的抗肿瘤作用及可能的机制%

!

!

材料与方法

!$!

!

材料

人卵巢浆液性囊腺癌细胞系
S/XY(#

#由中国

人民解放军军事医学科学院分子生物学实验室李春

海教授惠赠#由本室传代保存%

)-ER!+*"

细胞培

养液$胰蛋白酶购自
O#H@"

公司(胎牛血清购自天津

市正江高科技有限公司(

87DH

"

@

,

'3

"

'3

-裸小鼠#雌

性#鼠龄
*

&

+

周龄#体质量
!+

&

!&

5

#购于北京大学

医学部实验动物中心#在北京大学医学部实验动物

中心无特定病原体,

S-K

-级动物实验室内饲养%

!$(

!

细胞培养

S/XY(#

细胞株按常规方法培养于
!"T

的胎牛

血清,

K*S

-的
)-ER!+*"

培养液中,内含
(6E

"

0

谷

氨酰胺$青霉素
!""3

"

6D

$链霉素
!""

#

5

"

6D

-培养#并

置于
#%V

$

'T *X

(

饱和湿度的培养箱中培养#每
(

&

#

天传代
!

次%实验选用对数生长期细胞%

!$#

!

瘤细胞悬液接种法

常规消化收集对数生长期细胞#计数活细胞数#

并调整细胞浓度为
($'1!"

%个"毫升%消毒裸鼠注

射部位皮肤#用注射器抽取细胞悬液
(""

#

D

#接种于

裸鼠右侧腋窝皮下%

!$*

!

瘤组织块接种法

细胞接种成功的原代移植瘤长至直径约
&66

时#采用颈椎脱臼法处死裸鼠#剥取皮下肿瘤#剪成直

径为
!

&

(66

小块%用
!(

号套管针吸取瘤块#接种至

裸鼠皮下%接种过程在肿瘤离体后
#"6#'

内完成%

!$'

!

药物在体内的治疗

待肿瘤直径平均为
+66

时#裸鼠被随机分为

(

组#每组
&

只%,

!

-叶酸纳米偶联紫杉醇组,实验

组-!尾静脉内注射给药
!"6

5

"

9

5

(,

(

-紫杉醇组,对

照组-!尾静脉内给药
!"6

5

"

9

5

%每周用药
(

次#共

*

疗程%每
#

天测量一次动物体质量及肿瘤直径%

!$+

!

裸鼠移植瘤疗效的评估

用药后每
#

天采用游标卡尺测量移植瘤最大径

,

7

-及最小径,

H

-#直到治疗结束%移植瘤体积,

Y

-

0

2

17H

(

"

(

%治疗结束后#根据肿瘤体积与相应天

数绘制肿瘤生长曲线#治疗结束后处死动物%肿瘤

生长抑制率,

R)

-

0

,对照组的平均瘤体积0实验组

的平均瘤体积-"对照组的平均瘤体积
1!""T

%

!$%

!

移植瘤标本的处理

实验结束后取裸鼠皮下移植瘤#瘤组织剪成约

!66

#大小固定于
($'T

戊二醛#送军事医学科学院

电镜室进行透射电子显微镜观察细胞超微结构%其

余每块瘤组织分为两部分#一部分用
!"T

中性福尔

马林固定#石蜡包埋切片#行细胞凋亡检测#另一部

分经苏木精
(

伊红,

;L

-染色后在光学显微镜下进行

组织学观察%

!$&

!

+[UL0

法检测细胞凋亡

上述石蜡切片#采用脱氧核糖核苷酸末端转

移酶介导的末端标记法,

+[UL0

法-检测实验组

和对照组的凋亡情况#具体步骤按
+[UL0

检测试

剂盒说明书操作%在光学显微镜下随机选数个高

倍视野,

1*""

-#计数其中凋亡细胞数#并算出凋

亡细胞占肿瘤细胞总数的百分比值#即凋亡指

数
8N

%

!$$

!

统计学方法

采用
S-SS!+$"

软件进行统计学分析#计量资

料以
D/4

表示#组间比较采用独立样本
&

检验#以
>

"

"$"'

表示差异有统计学意义%

"

!

结果

($!

!

两组
S/XY(#

裸鼠移植瘤体积的变化

给药后#实验组与对照组比较#瘤体积增大速度

较慢#从第
!'

天开始#明显小于对照组,

>

"

"$"'

-#

见图
!

%

OC"JA2C7A:"BA36"C&G"D36:&"BA2::>

F

:C#6:'A

5

C"3

F

#&&D"J

图
F

!

两组
+4AM5J

裸鼠移植瘤体积变化曲线

:-

0

%6&F

!
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($(

!

实验组
S/XY(#

裸鼠移植瘤抑瘤率

实验结束后#实验组皮下瘤体积为,

(#*$&#/

+&$**

-

66

#

#对照组皮下瘤体积为,

#%$$#+/

$"-&&

-

66

#

#实验组的抑瘤率为
#&$!T

#显著小于

对照组,

>

"

"$"!

-%

($#

!

两组
S/XY(#

裸鼠移植瘤光镜下组织形态学

观察

实验组细胞核碎裂#形状不规则#可见细胞固

缩#细胞间质较多#细胞排列紊乱(对照组细胞核结

构较完整#核仁较大#间质较少#细胞排列较紧密#见

图
(

%

.

!

:>

F

:C#6:'A

5

C"3

F

,

A2::>

F

:C#6:'A7D

5

C"3

F

J:C:B"3'!

A"27G:6"C:&AC"67D@:DD&

#

6"C:@:DD&7CC7'

5

:!#'!#&"C(

!:C

#

G#&#HD:@:DD&2C#'97

5

:7'!'3@D:7CBC7

5

6:'A7A#"'

-(

8

!

@"'AC"D

5

C"3

F

,

#'@"'AC"D

5

C"3

F

#

A2:@:DD&7CC7'

5

:!@D"&:D

I

#

A2:'3@D:3&&AC3@A3C:J7&6"C:@"6

F

D:A:

#

A"27G:B:J:C

&AC"67D@:DD&

-

图
I

!

两组
+4AM5J

裸鼠移植瘤组织形态学表现,

1*""

-

:-

0

%6&I

!

S-?,(.(6

;

D($(

0;

&6#(6./"'&(#,%.(6(#,D&,E(

"%>&.-'&,6/"?

;

$/",&>

0

6(%

;

?

,

1*""

-

($*

!

两组
S/XY(#

裸鼠移植瘤电镜下细胞超微结

构观察

实验组绝大部分细胞出现皱缩#体积缩小#不同

程度的内质网扩张#见图
#.

.

#细胞内空泡状结构#

见图
#.

/

#染色质边聚$凝集成块$核固缩$碎裂等各

期细胞凋亡征象#对照组也有一些细胞出现凋亡#但

病变程度较轻#凋亡细胞数量少于实验组#见图
#

%

($'

!

+[UL0

染色结果

+[UL0

染色阳性细胞其核染成棕黄色#非凋

亡细胞的核呈蓝色#见图
*

%实验组的凋亡细胞可

见细胞皱缩#胞浆致密#细胞核呈棕褐色#见图
*.

.

#可见裂解的细胞核及胞浆芽突见图
*.

/

#也可

见膜包被的凋亡小体见图
*.

0

%对照组可见及少

量的凋亡细胞#见图
*8

%实验组染色阳性细胞明显

多于对照组%

.
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裸鼠移植瘤组织凋亡细胞,
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0

6(%
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+[UL01*""
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8N

的测定

+[UL0

法显示#实验组的
8N

为,

'#$*'/+-&(

-

T

#

对照组的
8N

为,

("$(#/#$+%

-

T

#实验组与对照组

间的差异有统计学意义,

>

"

"$"'

-%

#

!

讨论

叶酸相对分子质量小$无毒$无免疫原性$价廉

易得$稳定性好$与药物或载体之间的化学键合简单

易行#与叶酸受体的结合力强#对肿瘤有高度选择

性.

'

/

%近年来#利用叶酸受体进行肿瘤特异性治疗

受到关注#已有研究证实.

+

/

#叶酸介导的靶向给药系
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统能增加药物疗效#减少了全身不良反应%同时纳

米材料在癌症治疗领域展示独特的优势.

%

/

#纳米囊

泡是双亲性聚合物#有着分子可设计性好$囊泡强度

高$稳定性好$渗透性强等优点.

&

/

#包封药物后的纳

米囊泡给药系统可以起到增效$减毒$增加药物稳定

性及延长药物在体内的存留时间等优点%研究证

实.

$

/

#其可作为药物$核苷酸的载体#用于疾病的诊

断与治疗%叶酸导向的纳米药物已有临床前的研

究#其有良好的抗肿瘤效果#同时减少了全身不良反

应.

!"

/

%紫杉醇,

-7@D#A7>:D

#

-+=

-作为卵巢癌治疗中

的一线化疗药物#由于其在水中的溶解度极低#临床

以聚氧乙烯蓖麻油和乙醇溶解后给药#这种形式有

有限的溶解度及与溶剂相关的临床毒性.

!!

/

%

$"T

卵巢癌细胞有叶酸受体的过度表达#而正常卵巢上

皮不表达或极少量表达#且与卵巢癌恶性程度$生物

学行为及预后有关%所以#使得叶酸偶联紫杉醇纳

米囊泡药物靶向治疗卵巢癌成为可能%

本研究建立卵巢癌裸鼠移植瘤模型进行动物实

验#比较经叶酸纳米偶联紫杉醇药物和紫杉醇治疗

后的移植瘤生长情况#实验组肿瘤体积增长较慢#体

积较对照组明显缩小%从组织结构及细胞形态方面

行光学显微镜观察#实验组组织结构紊乱#间质增

多#细胞形状明显不规则%透射电子显微镜观察到#

实验组较多细胞出现空泡状结构$染色质边集$核碎

裂等凋亡改变%

+[UL0

法检测各组细胞凋亡#实

验组有更多染成棕黄色的细胞%均表明叶酸纳米偶

联紫杉醇比普通剂型有更明显的抗肿瘤效应%与

O7H#Z"'

等.

*

/研究的叶酸靶向药物治疗效果优于普

通剂型的结果一致%结合本实验中两种紫杉醇药物

的不同点及抗肿瘤效应的差异#考虑叶酸纳米偶联

紫杉醇抗肿瘤作用优势可能与肿瘤细胞叶酸受体靶

向结合及纳米微粒囊泡内载药量大#导致肿瘤细胞

内药物浓度高有关%

实验中可见两组动物给药后均出现精神萎靡$

脱水$动作减少$肌张力减低等表现#对照组较实验

组严重#但是均未出现严重的毒性#实验后两组的体

重没有明显的改变#未见明显的不良反应%研究报

道.

!(

/

#在人类正常组织中#仅限于一些难于进入血

液循环的上皮细胞如肺泡细胞$肾组织上皮细胞高

表达叶酸受体#且存在于这些细胞的管腔面#不接触

到血液#不产生明显的全身不良反应%

!!

综上所述#与常规的紫杉醇相比#叶酸纳米偶联

紫杉醇药物在治疗效应方面有很大的改善#这可能

与叶酸受体介导的药物靶向结合致全身毒性小#以

及纳米囊泡装载药物量大致肿瘤局部药物浓度高有

关%但是尚需要进一步研究其作用机制$证明其抗

瘤作用优势的证据及其在体内的代谢过程#增加该

药物的给药量后评估其治疗效应和不良反应#为进

一步用于临床奠定基础%
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