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健择对裸鼠未分化甲状腺癌的治疗作用
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　　［摘要］　目的　通过建立甲状腺未分化癌裸鼠体内实验模型，检验健择对裸鼠甲状腺未分化癌的治疗作用。方法　
选取３～４周龄雌性无胸腺清洁级裸鼠８４只，体质量１３～１７ｇ，单细胞悬液裸鼠皮下注射的方法建立滤泡状癌（ＷＲＯ）、乳
头状癌（ＮＰＡ）、未分化癌（ＡＲＯ）３种甲状腺癌异体移植模型。待肿瘤体积达到５０ｍｍ３后分为４组给予治疗：①健择组；
②放疗组；③健择＋放疗组；④盐水对照组。比较各组治疗前和治疗后肿瘤体积变化，观察健择组和健择＋放疗组裸鼠组
织器官的副损伤程度。结果 　 成功建立甲状腺癌异体移植模型。健择组３种甲状腺癌裸鼠治疗前后肿瘤体积差异显著
［（８５．４０±２０．０１）ｖｓ（５２０８±１４．２４）ｍｍ３，（８４．７８±２２．０７）ｖｓ（５１．９６±１４．３５）ｍｍ３，（１２１．２２±４０．３４）ｖｓ（８５．１３±２１．３５）ｍｍ３，
Ｐ＜０．０１］；放疗组３种甲状腺癌裸鼠治疗前后肿瘤体积无显著差异（Ｐ＞０．０５）；健择＋放疗组３种甲状腺癌裸鼠治疗前后
肿瘤体积差异显著［（９２．２２±２５．９８）ｖｓ（４９．１４±１３．９０）ｍｍ３，（１１０．１６±３９．５７）ｖｓ（５８．９３±１５．２１）ｍｍ３，（１２４．７２±３７．３７）ｖｓ
（５５．０８±１３．２７）ｍｍ３，Ｐ＜０．０１］；健择组与健择＋放疗组治疗前后肿瘤体积在未分化癌组有统计学意义（Ｆ＝１０．９６，Ｐ＜
００１）。健择＋放疗组裸鼠食管、肺脏出现纤维化，健择组未见纤维化出现。结论　单细胞悬液裸鼠皮下接种法可建立稳
定的甲状腺癌动物模型；健择对裸鼠甲状腺未分化癌有治疗作用，辅以放射治疗可提高疗效但易导致脏器纤维化副损伤。

　　［关键词］　 健择；甲状腺未分化癌；放射治疗；化疗；裸鼠
　　［中图法分类号］　Ｒ７３６．１；Ｒ９７９．１　　 ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金面上项目（３０６７２０３９）
［通信作者］　杨　植，Ｅｍａｉｌ：ｃｈｅｎｌｅｉｃｈｒｉｓ＠ｓｏｈｕ．ｃｏｍ
［优先出版］　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５１．１０９５．Ｒ．２０１３１２２０．１１１５．０２０．

ｈｔｍｌ（２０１３１２２０）

　　甲状腺未分化癌是人类最具侵袭性的实体肿瘤之
一，无论治疗与否平均生存时间为 ４～１０个月［１－２］。

由于甲状腺未分化癌生长快，发生局部和远隔转移早；

同时此类癌细胞不浓聚碘，对化疗和放疗不敏感，因此

常用的根治性手术结合放射治疗及化疗很难控制病情

进展［３－４］。常用的化疗药物包括阿霉素和联合化疗方

案［５］，然而至今仍未见治愈的相关报道。健择通用名

称盐酸吉西他滨（ｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅ），化学名称２′脱氧２′，
２′盐酸二氟脱氧胞苷（β异构体）［６］。健择是由美国
ＦＤＡ（ＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ）推荐的氟化脱氧胞
苷类似物。健择抗未分化甲状腺癌的体外实验已经证

明其对甲状腺未分化癌的生长有抑制作用［７］。此外，
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健择具有放射诱导作用，可以提高肿瘤组织对放射线

的敏感性［８］。本实验旨在探讨以健择作为化疗药物

对甲状腺未分化癌进行化疗及联合放疗的疗效，为甲

状腺未分化癌的综合治疗寻找有效手段，为临床应用

提供依据。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　健择由美国 ＥｌｉＬｉｌｌｙ公司提供，人甲状腺癌细胞系（滤泡
状癌癌株 ＷＲＯ、乳头状癌癌株 ＮＰＡ、未分化癌癌株 ＡＲＯ）从
ＡＣＴＴ公司购得。

１．２　实验动物
　　３～４周龄、雌性无胸腺清洁级裸鼠共计８４只，体质量１３～
１７ｇ，饲养环境ＳＰＦ级，购于北京维通利华实验动物有限公司
［合格证号：ＳＣＸＫ（京）２０１３００１３］。

１．３　方法
１．３．１　模型制作　　甲状腺癌细胞在１０％胎牛血清和１％非
必需氨基酸的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中，细胞覆盖率８０％时（对数
生长期）收获。细胞在ＰＢＳ缓冲液中制成２×１０７／ｍＬ的悬液，
每只裸鼠背部皮下注射０．２ｍＬ悬液［９－１０］。２周后隔日用游标
卡尺测量肿瘤，用ａｂ２／２计算肿瘤体积（ａ为瘤体长径，ｂ为瘤
体短径）［１１］。皮下接种的癌细胞经过４～７周生长，瘤体生长
到５０～２５０ｍｍ３模型制作完成，进入治疗实验。
１．３．２　实验分组　　ＡＲＯ、ＷＲＯ、ＮＰＡ各接种２８只裸鼠建立
甲状腺癌异体移植模型，模型建立后每种甲状腺癌使用４种不
同治疗方法干预（ｎ＝７）。具体方法如下：①健择组：按照间隔
３ｄ共４次腹腔内注射治疗，健择每次１２０ｍｇ／ｋｇ；②放疗组：Ｘ
线放射治疗剂量０．６４～２Ｇｙ／ｍｉｎ，总放射线剂量为８Ｇｙ。放射
源为美国瓦里安电子直线加速器（Ｖａｒｉａｎ２１００ＣＤ）；③健择 ＋
放疗组：健择注射后８～１６ｈ给予放射治疗，裸鼠置于铅盒内，
背部肿瘤生长位置铅盒开洞（直径１．０ｃｍ）；④盐水对照组：按
照间隔３ｄ共４次腹腔内注射生理盐水，每次３ｍＬ。
１．３．３　病理学检查　　健择组１３ｄ，健择加放疗组１４ｄ，最后
一次治疗后３ｄ实验结束。结束后健择组和健择＋放疗组裸鼠
以ＣＯ２吸入麻醉处死，切取食管、肺脏、肝脏、肾脏行石蜡包埋、
ＨＥ染色，观察健择和放疗对裸鼠组织器官的副损伤程度。

１．４　统计学方法
　　记录各组肿瘤体积用 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软
件。４组不同治疗方法组内治疗前和治疗后采用 ｔ检验，组间
比较采用重复测量Ｆ检验。

２　结果

２．１　实验动物成瘤情况
　　各组裸鼠一般情况良好，体质量无明显变化，活动自如，精
神状态佳。约１周可见裸鼠背部有实体肿瘤长出，模型建立时
间：未分化癌（ＡＲＯ）约２５ｄ，滤泡状癌（ＷＲＯ）约３２ｄ，乳头状
癌（ＮＰＡ）约４０ｄ。实验动物成瘤大体标本见图１。
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Ａ：滤泡状癌；Ｂ：乳头状癌；Ｃ未分化癌
图１　裸鼠滤泡状癌、乳头状癌和未分化癌背部成瘤大体观察

２．２　各组内肿瘤体积改变
　　结果见表１。放疗组治疗后肿瘤体积较之治疗前无显著差
异（Ｐ＞００５）；健择组治疗后肿瘤体积较治疗前明显缩小（Ｐ＜
０．０１）；健择＋放射组治疗后肿瘤体积较治疗前明显缩小（Ｐ＜
０．０１）。

表１　ＮＰＡ、ＷＲＯ和ＡＲＯ各组内治疗前后肿瘤体积比较
（ｍｍ３，ｎ＝７，珋ｘ±ｓ）

甲状腺癌类型 健择组 放疗组 健择＋放疗组 盐水对照组

ＮＰＡ治疗前 ８５．４０±２０．０１ ７０．７９±１６．４３ ９２．２２±２５．９８ ７１．０８±１７．０５

　　治疗后 ５２．０８±１４．２４ａ ７１．２２±１５．７８ ４９．１４±１３．９０ａ ７５．９７±１８．２３

ＷＲＯ治疗前 ８４．７８±２２．０７ ９４．３２±２５．３３ １１０．１６±３９．５７ ８５．３９±２３．５６

　　 治疗后 ５１．９６±１４．３５ａ ８７．９１±２２．１２ ５８．９３±１５．２１ａ １２８．４０±３９．０６

ＡＲＯ治疗前 １２１．２２±４０．３４ １２１．６３±３８．７６ １２４．７２±３７．３７ ９２．８０±２４．９５

　　治疗后 ８５．１３±２１．３５ａ １２８．１６±４０．６６ ５５．０８±１３．２７ａ１３６．８０±４１．３５

ａ：Ｐ＜０．０１，与治疗前比较

２．３　各组间肿瘤体积改变比较
　　健择组与健择 ＋放疗组在乳头状癌（ＮＰＡ）和滤泡状癌
（ＷＲＯ）中差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；健择组与健择＋放疗
组在未分化癌（ＡＲＯ）中差异有统计学意义（Ｆ＝１０．９６，Ｐ＜
００１）。

２．４　ＨＥ染色病理结果
　　裸鼠经放射＋健择治疗后食管、肺脏均出现不同程度纤维
化，而单独使用健择治疗后无此副损伤出现，见图２。

!"# !"!$%#

&
'

(

图２　裸鼠经健择和健择＋放疗治疗后脏器纤维化情况的
比较　（ＨＥ×４０）
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３　讨论

３．１　人甲状腺癌异体移植模型的建立
　　实验采用细胞悬液法建立人甲状腺癌裸鼠异体移
植模型，即将癌株的单细胞悬液注射于裸鼠背部皮下，

经过近１周时间可成瘤。此种方法需要重视以下几个
问题：①接种于裸鼠的细胞数量。数量较少会使经自
然死亡和机体消灭后存活下来的肿瘤细胞不足以成

瘤；肿瘤细胞数量过多因细胞间竞争生存条件而导致

坏死的数量增加，过多的坏死细胞必将影响存活瘤细

胞的生存环境，使成瘤率下降。所以根据肿瘤的恶性

程度选择适当的接种数量是十分重要的［１２］，我们选择

在０．２ｍＬ的 ＰＢＳ缓冲液中的细胞数量为４×１０６个，
效果比较理想。②瘤细胞活力。首先要选择对数生长
期细胞，当细胞覆盖培养瓶底近８０％时收获，此时细
胞具有最旺盛的分裂及生长能力；其次在收集细胞时

使用消化液消化细胞的时间要把握好，一般来讲时间

不要过长，否则会影响细胞的存活能力。并且在制备

单细胞悬液最好选用加入０．０２％ ＥＤＴＡ的胰酶进行
消化，这样更能保证单细胞悬液的质量；再者，从收集

细胞制成单细胞悬液到细胞接种应在较短的时间

（＜４０ｍｉｎ）内完成［１３］，由于 ＰＢＳ液不能提供细胞生存
的营养物质，所以需尽量减少瘤细胞在缓冲液中的时间。

３．２　健择对裸鼠甲状腺癌的治疗作用
　　目前只有极少数药物对甲状腺癌有治疗作用，所
以发现新的化疗药物是十分必要的。健择在体内通过

核苷激酶的作用转化成具有活性的二磷酸及三磷酸核

苷，其细胞毒作用就是由于二磷酸和三磷酸核苷抑制

ＤＮＡ合成。其作用具有细胞周期特异性，主要作用于
ＤＮＡ合成期，即 Ｓ期细胞，在一定条件下可以阻止由
Ｇ１期向Ｓ期进展

［１４］。

　　我们共用了３种人甲状腺癌细胞，将其单细胞悬
液接种于裸鼠后获得了稳定的甲状腺癌异体移植模

型。从统计结果可以看出，健择在体内实验中可以起

到抑制肿瘤生长的作用（Ｐ＜０．０５）。单独使用放射治
疗并没有疗效（Ｐ＞０．０５）。健择合并放射治疗也可以
抑制肿瘤生长（Ｐ＜０．０５），健择与健择 ＋放疗在 ＡＲＯ
组的比较有统计学意义，说明健择 ＋放疗在抑制甲状
腺未分化癌生长时较单独使用健择更有效，这与 Ｋａｌ
等［１５］的实验有相似的结果。但是，健择与放疗的协同

作用同时导致了脏器纤维化副损伤出现，送检的食管

和肺脏病理标本显示健择合并放疗后裸鼠的脏器开始

出现纤维化。鉴于未分化癌的高度恶性及难以治疗，

可以考虑治疗时健择与放疗联合应用以增强健择对肿

瘤的抑制作用，但需顾及二者联合使用时出现脏器纤

维化的风险，以期提高疗效延长生存期的同时尽量降

低脏器副损伤。
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