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超声定位辐照载药微泡抑制卵巢癌裸鼠皮下移植瘤 

增殖的实验研究 
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(1．重庆市肿瘤研究所妇瘤科，重庆 400030；2．重庆医科大学超声影像学研究所，重庆 400010) 

【摘 要】目的：探讨超声定位辐照载紫杉醇脂质微泡(Paclitaxel～carryingliposome microbubbles，PLM)的方法对裸鼠人卵巢癌移 

植瘤的抑瘤效应及可能的机制。方法：建立 20只人卵巢癌裸鼠皮下移植瘤模型，随机分成PLM辐照组、紫杉醇药物组、PLM组 

及生理盐水对照组，每组5只，分别给予不同处理，末次处理24h后处死裸鼠，测量重量体积，计算抑瘤率；用免疫组织化学sP 

法检测肿瘤组织中细胞核相关抗原 Ki一67并进行半定量分析 ；在透射电镜下对肿瘤细胞进行形态学观察。结果：与对照组比较， 

PLM辐照组及紫杉醇药物组对移植瘤的生长有明显的抑制作用，以PLM辐照组的抑瘤率最高(尸《0．01)；PLM辐照组及紫杉醇 

药物组肿瘤组织中Ki一67的阳性表达量均下降，前者下降更为明显(尸<0．01)。透射电镜下观察到PLM辐照组肿瘤凋亡细胞出 

现较多。结论：与紫杉醇药物组相比，超声破坏PLM的方法对裸鼠SKOV3卵巢癌皮下移植瘤具有较强的体内抑瘤效应，可能是 

通过诱导细胞的凋亡，抑制肿瘤细胞的增殖活性而延缓肿瘤生长的。 

【关键词】超声定位辐照；载紫杉醇脂质微泡；抑瘤效应 

【中国图书分类法分类号】R73．36 【文献标识码】A 【收稿时间】2008—10—24 

Experimental study Off inhibitory effect of ultrasound fitted irradiation 
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【Abstract]Objective：To discuss the inhibitory effect of ultrasound fitted irrad—iation paclitaxel—carrying liposome microbubbles(PLM) 

agent on nude micetran-splanted human ovarian carcinoma and its possible mechanism of action．Methods：We established nude mice 

transplanted SKOV3 human ovarian carcinoma．Then mice were randomly divided into 4 groups(5 mice in each group)．Each group was 

treated in a different way．The rate of tumor inhibition was calculatedafter sacrificing the animals at the end of experiment．The nuclear 

associated an—tigen Ki-67 was measured immun0histochemica11y and analyzed through comput-er．Tumor tissues were observed under the 

transmission eleetrion microscope (TEM)．Results：Compared with control，the growth of tumor in PLM combined uhr-asound group and 

paclixtaxel chemotherapy group was slow and the inhibitory effect of tumor was significant(P<O．01)．The Ki67 expression were all 

decreased(P<0．01)．But the former which inhibitory effect of tumor was much more signi-ficant(P<0．O1)．Apoptosisbodies were observed 

under transmission electron micr—oscope and the PLM combined ultrasound group was stronger than other groups．Conclusion：Ultrasound 

destructing PLM agent has good therapeutic effect in the treatment of nude mice transplanted human ovarian carcinoma．The mechan ism of 

action may be its antiangiogenetic effect，interrupting，inhibiting proliferation and inducing apoptosis． 
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卵巢癌是严重威胁妇女健康的常见恶性肿瘤之一，由于 

起病隐匿，早期缺乏特异性症状，多数患者就诊时病情晚，治 

疗效果差，尤其对晚期卵巢癌的治疗更是棘手 ，故其死亡率 

一 直高居妇科恶性肿瘤之首。目前紫杉醇是公认临床治疗卯 
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巢癌最有效的一线化疗药物，但因其溶媒中的聚氧乙基代蓖 

麻油在体内降解时能释放出组织胺，可引起包括严重过敏反 

应在内的毒性反应lI'2l，限制了其临床应用的安全性和有效 

性。为了将其不良反应降至最低且最大限度的提高疗效，重 

庆医科大学超声影像研究所制备了载紫杉醇脂质微泡(Pa— 

clitaxel—carrying liposome microbubbles，PLM)，改善了因由溶 

媒引起的超过敏反应，且具有一般载药脂质体的药动力学特 
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性，延长了药物代谢时问 。本研究以卵巢癌 SKOV3裸鼠皮 

下移植瘤为研究对象 ，观察超声定位辐照 PLM对荷瘤裸鼠 

的抑瘤效应，并探讨其可能的作用机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

人卵巢浆液性囊腺癌细胞株 SKOV3购于重庆医科大学 

病理教研室；裸 鼠(BALB／c—nu／nu)20只，雌性 ，(购于上海斯 

莱克研究动物有限公司)，4 5周龄，体重 18～22 g，由重庆 

医科大学研究动物中心无特定病原菌(SPF)环境饲养 ；紫杉 

醇注射液 30 mg／5 ml(重庆太极制药有限公司)，生产批号： 

33080003；PLM，由重庆医科大学超声影像研究所提供 ，直 

径范围2～6 LLm，浓度 2．3×10 ～3．5×10 个／ml，包封率为 

92．8％±2．6％，载药量 26．8％±1．4％，分布均匀；CGZZ型超声 

基因转染治疗仪，频率 300 KHz，声强范围 0．25～2．5 W／cm ， 

由重庆医科大学超声影像学研究所研制。 

1．2 方 法 

1．2．1 裸鼠皮下移植瘤模型的建立 将培养中的处于对数 

生长 的 SKOV3细胞经 0．25％胰蛋 白酶消化后 ，以无血清 

1640液洗涤 ，调整活细胞浓度为 5×107个／ml，于裸鼠背部 

皮下接种 0．2ml／只，每只裸鼠皮下接种 l点。次 日记为接种 

第 l d，待所有荷瘤鼠肿瘤长径超过 1 em时开始进行处理。 

1．2．2 研究分组及处理 将成功建立裸 鼠皮下移植瘤模型 

的 20只裸鼠随机分成 4组，即 PLM辐照组 ：将 PLM用生理 

盐水稀释 ，每只裸鼠经尾静脉注入 PLM 0．2 ml(实际载药量 

约0．1 mg)后，予超声探头辐照瘤组织区，输出功率 0．5 W／cm ， 

辐照 30 S，问隙 30 s，反复 3次 ，共辐照 3 rain；紫杉醇药物组： 

将紫杉醇注射液稀释为 0．5 mg／ml，于裸鼠尾静脉注入 0．2 ml 

(实际药量 0．1 mg)，不予超声辐照；PLM组 ：与 PLM辐照组 

方法相同给予稀释 PLM，不予超声辐照；对照组，以生理盐水 

O-2 ml注入每只裸鼠尾静脉 ，不予超声辐照。各组上述处理 

每天 1次 ，连续 7 d。 

1．2_3 抑瘤效应检测 末次治疗后 24 h颈椎脱位处死裸 

鼠，连同包膜完整剥离出肿瘤组织，用游标卡尺测量瘤结节 

长径(a)，短径(b)，用电子天平称取重量。 

按以下公式计算出肿瘤体积 ： 

肿瘤体积=长径(a)x短径(b)z×0．52 

按体积计算肿瘤体积抑瘤率(Volume inhibition rate，VIR) 

和按重量计算肿瘤重量抑瘤率(Wei ght inhibition rate，WIR)： 

VIR=(1一研究组平均肿瘤体积／对照组平均肿瘤体积) 

×100％ ． 

WIR=(1一研究组平均肿瘤重量／X,j-~,t!组平均肿瘤重量) 

×100％ ． 

1．2．4 透射电镜观察 各研究组裸 鼠立即处死后迅速切取 

大小约 1 mnl 的肿瘤组织用 2．5％戊二醛固定 ，在透射电镜 

H一600型下观察肿瘤细胞形态学改变。 

1．2．5 免疫组化检测 其余肿瘤组织以10％福尔马林固定， 

石蜡包埋，制作常规 4 m切片，采用免疫组织化学 sP法进 

行 Ki一67的检测 ，结果判定：阳性细胞核呈棕黄色，采用北航 

CM2000B多功能真彩色病理图像分析系统对其进行半定量 

分析。在2O倍物镜下，使肿瘤细胞充满测试域，提取出棕黄 

色的区域，从而计算出阳性区域的面积，以面密度反映 Kj一67 

阳性表达的阳性率(面密度=阳性目标面积／统计场面积)。 

1．2．6 统计学处理 所得数值以均数 ±标准差表示(；±s)， 

用 SPSS11．5统计软件包中的单因素方差分析法进行各研究 

组问均数的比较 ，用 SNK法分别对研究组间均数的两两比 

较进行检验。以检验水准 o【一O．05，P≤0．05有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 荷瘤鼠人卵巢癌 SKOV3皮下移植瘤模型的建立情况 

20只裸鼠在研究过程中均成活，各个细胞悬液接种点未 

见红肿破溃及出血表现。接种后 35 d，所有裸鼠背部均出现直 

径 >1 om的隆起性肿块，边缘不规则，侵及皮肤，肿块表面无 

明显破溃出血。肿瘤组织从裸鼠上剥离下来肉眼观察呈结节 

状灰白色，质地偏硬，表面有假包膜，容易和周围组织剥离。 

2．2 肿瘤体积、重量的变化及抑瘤率 

PLM辐照组和紫杉醇药物组肿瘤重量和体积相对于对 

照组均有不同程度的减少，均值之问有统计学意义(R0．01)， 

而 PLM辐照组对肿瘤生长的抑制作用更明显(P<0．01)。PLM 

组肿瘤重量和体积减少不明显(JD>0．05)(见表 1、表 2)。 

2．3 透射 电镜 下超微 结构 的改 变 

电镜下可见 ，对照组和 PLM组肿瘤细胞生长活跃，呈不 

规则形 ，核大深染，核异型性明显，可见异常的核分裂相，线 

粒体肿胀不明显 ，凋亡细胞比例低。而 PLM辐照组、紫杉醇 

药物组肿瘤细胞超微结构的损害包括线粒体的肿胀变性，空 

泡化改变明显，细胞核的溶解 、碎裂，胞浆的浓集，异染色质 

增加，染色质边集，并出现凋亡小体。PLM辐照组凋亡细胞的 

数量明显多于紫杉醇药物组(图 1～4)。 

2．4 一67免疫组化表达 

Kj一67以细胞核出现棕黄色颗粒为阳性。与对照组 比 

较 ，PLM辐照组和紫杉醇药物组肿瘤细胞 中 Ki一67阳性表 

达区域均有降低(图 5-8)。采用北航 CM2000B真彩色病理 

图像分析系统对其进行半定量分析，经单因素方差分析，各 

组肿瘤细胞 Ki一67阳性表达率均值的差异有统计学意义 

(F=80．352，P<0．000 1)。经 SNK检验，PLM辐照组和紫杉醇 

药物组肿瘤细胞组织中Ki一67低于对照组，差异均有统计学 

意义(P<0．01)(表 3)。 

3 讨 论 

近年来，微泡造影剂在超声声场中的独特作用机制，在 

肿瘤的治疗中显示了良好的应用前景。已发现超声微泡造影 






