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TATp与sDF一1修饰的载多西紫杉醇靶向超声造影剂 
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【摘 要】目的：探索由穿膜肽(transcriptional activator protein，TATp)和基质细胞衍生因子一1(stromal cell—derived factor一1，SDF一 

1)修饰的载多西紫杉醇超声造影剂对舌癌颈部淋巴组织转移灶的治疗效果。方法：以兔 VX2舌癌颈淋巴转移模型、SCC一15细 

胞、超声造影剂为研究对象，将兔模型分为A、B、C、D组，分别用空白微泡(A)、靶向载药微泡(B)、单纯药物(c)和空白(D)处 

理；将细胞分为A、B、c、D、E、F组，分别用空白(A)、单纯药物组(B)、载药微泡(c)、靶向载药微泡(D)、靶向载药微泡+超声(E) 

和超声(F)处理细胞，通过测量淋巴结体积、免疫组化和细胞凋亡检验实验结果。结果：超声检查见颈部转移性淋巴结。实验中 

各组的肿瘤抑制率分别为5．3％、25．4％、22．3％、0．0％，组间比较：P̂D=0．436，P日 0．010，P曲=0．008，P =0．723；各组p53阳性率分别 

为(29．8±3．3)％，(3．8±2．8)％，(3．8±3．1)％，(30．8±3．6)％，组问比较 ：尸AD=0．663，P目 0．000，Pc 0．000，尸k=1．000。细胞实验中各 

组细胞凋亡率分别为(17．82±1．39)％，(57．61±2．37)％，(31．87±2．18)％，(46．28±l_65)％，(67．34±2．22)％，(14．17±8．13)％，组 

间比较 PAB=0．000， ：0．001，PAD==0．000，PAF=0．000，PAf=0．486，P口=0．007， 0．000， 0．000， F=0．000。结论：TATp和 SDF一1修 

饰的载药超声微泡在治疗中有一定作用，能为舌癌颈淋巴结转移灶的临床治疗提供参考。 

【关键词】超声造影剂；靶向治疗；舌癌；体内实验；多西紫杉醇 
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In vivo imaging and preliminary treatment experiments of dOcetaxel—lOaded 
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【Abstract]Objective：To explore the imaging effect and‘treatment effect of the ultrasonic microbubble modified by transcriptional acti— 

vator protein(TATp)and stromal cell—derived factor-1(SDF一1)carrying docetaxel lipid in metastatic lymph node lymph node of 

tongue cancer．Methods：A control study was made with the VX2 cervical lymph node metastasis in rabbits model，SCC一15cell and 

the ultrasonic microbubble modified by TATp and SDF-1 carrying docetaxe1．The rabbit model was divided into A，B，C，D groups，re— 

spectively dealing with blank microbubbles(A)，targeted microbubbles(B)，drug(C)and blank(D)．The cells were divided into：A，B， 

C，D，E，F groups，respectively dealing with blank(A)，drug group(B)and microbubbles(C)，targeted microbubbles(D)，targeted mi— 

crobubbles+ultrasound(E)and uhrasound(F)．The results were tested by measuring lymph node’s volume，immunohistochemistry， 
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and apoptosis．Results：The uhrasonography revealed metastatic 

cervical lymph nodes．The tumor inhibitory rates in each group 

were 5．3％ ，25．4％ ，22．3％，O．0％．Comparison between groups 

showed that：PAD=0．436，PBD=0．010， =0．008， =0．723．The 

positive rates of p53 were(29．8±3．3)％，(3．8±2．8)％，(3．8± 

3．1)％，(30．8±3．6)％．Comparison between groups were PAD= 
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0．663，P．o=O．000，尸 =0．000，严k=1．000．The apoptotic rates were(17．82±1．39)％，(57．61土2．37)％，(31．87±2．18)％，(46．28± 

1．65)％，(67．34±2．22)％，(14．17±8．13)％．Comparisons betwee，n groups were =0．000，PAc=0．001，P加=0．000， =0．000， 

O．486，RB=O．007， ：O．000，PED=0．000， F=0．000．Conclusion：Ultrasounic microbubble modified by TATp and SDF-1 p】ay a certain 

role in the treatment，and can provide reference for the clinical treatment of cervical lymph node metastasis． 

【Key words]ultrasonic micmbubbles；targeted therapy；tongue 8quamous cell；vivo experiment；docetaxel 

舌鳞状细胞癌是口腔颌面部最常见的恶性肿 

瘤之一，近年来有发病率增高和发病低龄化的趋 

势f】1。舌癌一旦发病，极易发生颈部淋巴结转移，淋 

巴结的情况对临床诊断分期、治疗和预后都有很大 

的影响。在临床上．鼓励早发现早治疗，对于原发灶 

采取扩大切除。对于颈部转移则采用颈淋巴清扫术 

的手术治疗方式结合术后放化疗的治疗方式，希望 

提高患者的生存率嘲。但是，颈部淋巴转移灶的处 

理，传统的方式切除人体组织面积较大、切除组织 

较多。术后对病人的形态及生理功能带来严重的影 

响。所以 对于颈部淋巴转移灶的处理，亟待一种创 

伤更小的诊治方式。 

近年来，越来越多的人开始尝试利用超声微泡 

的靶向作用治疗舌癌颈部淋巴结转移灶。围绕这个 

方向，本研究组在前期实验中制备了一种超声造影 

剂[31，载人抗肿瘤药物，造影剂表面连接了基质细胞 

衍生因子 1(stromal cell—derived factor一1，SDF一1，又 

称趋化因子 CXCL12)和穿膜肽(transcriptional acti— 

vator protein，TATp)。这种造影剂的直径为(536．oo± 

16．55)nm，在超声的局部照射下，通过空化效应和 

声孔效应使微泡破裂释药并使血管壁的通透性增 

强 ，使药物进人指定组织内。SDF-I与CXCR4是 
一 对受体配体，在过去的研究中，已用免疫组化的 

方式证明 CXCR4定位于舌癌细胞膜及胞浆、核中， 

并通过 RT—RCR证明了CXCR4在舌癌组织中的高 

表达[6-7]，连接 SDF一1可以帮助微泡与肿瘤组织的结 

合。而TATp则用于帮助微泡穿过肿瘤细胞膜进入 

细胞内[81。这种治疗方式具有主动靶向性。 

在本研究组前期研究中，欧阳紫兰等[91用多普 

勒超声观察兔VX2舌癌颈淋巴结。发现超声对转移 

性淋巴结的诊断可靠；曾峥等l3】制备了由TATp与 

SDF一1同时修饰的载药高分子靶向微泡．取得了一 

定的载药量和包封率，并在体外实验中取得较好的 

寻靶和成像效果。本次实验是在以前实验的基础上 

用对照实验的方式，对TATp与SDF一1修饰的载药 

超声造影剂的成像和治疗效果进行初步探索。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 实验动物及组织 新西兰大白兔20只，雌雄不限，独 

笼喂养，购自重庆医科大学动物实验中心；兔 VX2舌癌组织 

由重庆医科大学生物医学工程学院提供；本研究符合重庆医 

科大学实验动物伦理委员会所制定的伦理学标准。人舌鳞癌 

细胞SCC一15由重庆医科大学附属口腔医院提供。 

1．1．2 实验器材 马来酰亚胺 (Maleimide．MAL)一聚乙二醇 

(polyethylene glycol，PEG)一聚乳酸一羟基乙酸(1actic—CO—gly— 

colic acid，PLGA)(北京键凯科技)；SDF一1(南京拓达生物科 

技)；TATp(北京中科亚光生物科技)；多西紫杉醇(江苏奥赛 

康药业股份有限公司)，戊巴比妥钠(粉剂)购自上海启晟实 

验器材经营部；注射用青霉素、胰蛋白酶、硫化钠购自重庆医 

科大学设备科；“飞利浦 IU22型超声诊断仪”由重庆医科大 

学附属第二医院超声科提供；免疫组化试剂盒(福州迈新生 

物技术开发有限公司)、细胞凋亡用流式仪及PE偶联An— 

nexin V试剂盒(Solarbio)由口腔疾病与生物医学重庆市重点 

实验室提供。 

1．2 实验方法 

1．2．1 动物模型的建立 新西兰大白兔 20只 平均分为 4 

组，分别为：空白微泡组(A)、靶向微泡载药组 (B)、单纯给药 

组(c)和空白对照组(D)。生理盐水配置质量比为3％戊巴比 

妥钠溶液，耳缘静脉注射麻醉后取仰卧位固定。将 VX2瘤块 

剪碎，牵出兔舌部，消毒后在舌前 1／3左侧缘做切口，将碎瘤 

块植入舌体内，缝合。注射青霉素预防感染。 

1．2．2 制作超声造影剂 参考曾等的方法翻：使用双乳化法 

将3 mL多西紫杉醇用 Mal—PEG—PLGA包裹，内部充入全氟 

丙烷气体，得到空白超声造影剂。另用同样的方法制得空白 

造影剂后按等摩尔比例加入 TATp、SDF一1进行连接。制得 

TATp与SDF一1连接的空白超声造影剂，一4。C保存。需要使 

用时，用3 mL生理盐水将沉淀混合制成悬液。 

1．2．3 实验动物的处理 植入瘤块后 5周。分组给予实验兔 

耳缘静脉注射药物：A组予以空白微泡悬液3 mL／(kg·d)；B 

组予以连接 SDF一1和 TATp的载药微泡悬液 3 mL／(kg·d)；C 

组单纯给药 3 mL／(kg·d)；D组予以生理盐水 3 mL／(kg·d)， 
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沣射，I-．#tt⋯tJ-b一水 缚绀郜连续给药 3 d，给药 i、 刻红兔颈 给 

r低强度聚 超 6 m 5 S触发，5 s问隔)， 爷300 

kHz 功率 2 W／cm I 

1．2．4 免 部淋 结影像 观察 植入瘤块JfI ，HJ 8％硫化钠 

脱去颈邴t发，涂布趟，} 棚合剂 ，定期观察兔颈部影像，榆洲 

转移 淋 

1．2．5 细胞培养 将贫验帘 种的 SCC—j5细胞冻 符从 

液氮【}1嫩⋯． 苏， 10 Clll培养l J】I if-进仃培养，铺满培养II 11． 

I‘作『 8Orbit、f开始传代 

1．2．6 细l他处理 将川胞f0代后培养 24 h，分为7绀(姆 

3个培养}Ili，堪个培芥⋯I约 l06个细胞 )： f 绀(A)／f 作仟 

ffI』处 ， 纯约物组 (1{)、栽药微泡 (C)、 向载药微泡 

(I))、 阳找约做泡+巡J，i,tli(E)、趟 (F)lf1．给f的药物 

和微泡稀释 有多 紫杉阵 1o lu,inol／I 给约 1 nII J琏i Jt- { 

利川趟 治疗仪处 6 IllilI(5 s触发，5 s问隔)．频啐i 300 

kllz，功 为2 W／“ ) 处 后{{f培养 48 h，收集细胞，进{ 

细胞捌r 的愉测 

1．2．7 仙治疗效果 给约 l周后将兔处北，墩it；颈部淋巴 

做组织 愉 汁 淋 结体 ：利JI1巡卢洲 淋巴 『L最 

人径卡̈ 小 汁算符绀淋 结休干!{，公 为：体积=(懿人 × 

_{{ ／J、 ：)／21 i，肿瘤抑剧半=(1一文验 均体积／对照 、 均 

体 )×I()()％ 愉洲淋 内 p53的太达 ：使flr 步法” 

检洲争} 给约 l 后的淋 结 p53基 的表达，按照 p53伶 

洲 剂 fJJ}5进仃l】 I：、；{)流 法榆洲细JJ乜凋TL=按j{f{t'E 

联 Aiiil1％-．；,iii V凋 柃洲试制 说明书进j i 

1 3 t&4-l-学处理 

验教 乐H』sI 2()．0处理．JTi：7~-J+ljn 数值均以均数± 

标准 ( ±． )丧爪． 比较采刖 索，J‘ 分析或秩干̈检 

验，绀 lE较果川i I sI)一／或 SNK～q榆验，榆验水准o1=0．05、 

2 结 果 

2．1 成孺情 况 

将 、X2 l】l}】瘤 }l纵种m 兔舌体 I ，3阍可 所fr饱卡ff 

人处 部犬f 突起成策仡 ． 溃疡 ，触之易 m． 部 

分做 l1E染包 镜下 tlH Jl~dqt{列 规川，核多彤性及 分 ． 

细胞川侨 liJ】 ，为鳞 特 2() 兔 部成瘸率为 10()ek 

(20120) 约5 f 岭兔颁部扪及肿人淋巴结 如[划I 

A转侈一Pl：淋巴 I{ 发灶 

图1 VX2模型建立及舌部原发灶病t11(400 x) 

Fig．1 VX2 experimental model and pathology of tongue(400 x) 

2．2 成像情况 

转移性淋巴结影像多呈同形或小姚则彤．最大横侄>10 

nllII．农州为形态不均，边界不清，皮 、髓质分 不清，』芰质厚 

度小均 J增加，中央川’⋯观液化坏死 敛髓质强【lll ‘ 观小 

均 的变小或消，人，淋巴钍<l1 DI'I构破坏．淋巴结旱膨降状 ，短径 

明 增 K，纵横It<2 比例较高，-If 圳边异常．秆1人的【 流 

，能清晰地看剁 绀反幢件淋 } (冈 2) 通过影像判 

断符tll转移性淋巴 的数量分别为 A组 4个．B 4个．(： 

4个．1)组 4个，转移 为 80％(16／20) 

^空 做泡组 I{_靶向做泡组 

l： 纯给药 D．对月H绀 

图2 超声检查 

Fig．2 Ultrasonograph 

2．3 体积改 变 

测 结 表 1 D组作为 } I刈照绱 ，代 r无治 

疗 I‘涉 Pi'i87,下兔颈部淋巴结的发腱 『 况 给药 ， 淋巴 

结体 别不人，九【IJ】 统计学意义(F=0．876，P=0．474) 实 

验过 r{t淋巴结部仃所增大，ffl符 验 和 FI绀川比．增大 

的情况篪 明 (F=5．595．P=0．008)，A、lj、C绑分圳 1)组比 

较 ，给约绑的淋巴 -1 1~ 11 K幅度较小，ifii"i r1组增K 欠：A 

组 ：Pu,：0．436，B组：， =()．Ol0，C ： 0．008，A 兀I J 统 

汁 ：：意义，而 l{、CⅢ抑制作 J̈明 

表 1 给药前后淋巴结体积 

Tab 1 Volume of Iymph node before and after administration 

AⅢ 

l{纠 

(：tlf 

1) 
— —  

’ 

， fltfI 

1 0()2．0±140．6 

944 0±217．7 

987 8±93．1 

l l()6．0± l 79 0 

(1．876 

《)474 

体 (IIIlll )均值 

给药f 抑 半(％) 

2 655{】±36I．1 5．3 

2()92 2±381．6 

2 1 78 0±355．8 

2 804．6± l90．0 

5．596 

0 008 

25 4 

22．3 

(1．() 

：h}ttl 4个样本 给约 仆积差肄 }l』】 ．P=0 474；榆约 符组体 

手!{⋯ ilJ 筹件，P=O．008；组问 比较 AI)组 ：P =0．436： )组 ： 

_̈=()OI(1；CI)组： F()．008；l{(：绀之M比较． -二0 723 
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2．4 冠淋 巴结病理和 p53免疫组化 

ttti~ }JJ片 淋12．组 l大I仃 硝 ，证实前述淋 

 ̂ 转f{；· 淋巴结 3 

图 3 颈淋巴结病理(400×) 

Fig 3 Cervical lymph node pathology(400 X J 

J_『_(ti 400倍镜 卜随饥选取 5个 野进f 计数：核监包 

为 Ft-：：qfl№( 4监箭、大)． 包为阳 【Ij]也( 4红简 ) 

啡 5张 ，汁算『；It忡tll{fj包比f{J_lJy．,jffl：，t,ti 表 2 各实验 

tlf分圳 j~,J!tCttI【进"方蓐分析：A 1 I)tl【fL较 Pu,：O．663． 

九【IJ】 统 、 卷艾．B 1)组比较：， =()．000，C组与 l】组 
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3 讨 论 

多西紫杉醇为细胞毒类抗肿瘤药．其抗癌效果 

在过去的临床研究中已经得到证明 。根据研究组 

曾峥等的前期研究网，成功制备了超声微泡，在光学 

显微镜下观测粒径约为(536．00±16．55)nm，通过免 

疫荧光和流式法测得连接率为 69．84％．载药量约为 

1．69％，包封率约为 62．2％。造影剂内包裹全氟丙烷 

气体，由于空气对超声波的阻抗与周围血液不同．能 

够增强显像 。在一定强度超声波的局部照射下， 

微泡发生体积的改变，进而破裂，药物可释放人血。 

微泡破裂所具有的能量形成冲击破，使附近的毛细 

血管壁细胞通透性增加，能使药物穿过血管壁进入 

肿瘤组织内【4叫；微泡膜上所连接的趋化因子 SDF一1 

能特异地结合肿瘤细胞上的受体CXCR一4t3]，使药物 

靶向地被送至肿瘤组织 ：微泡表面所连接的穿膜肽 

则有助于药物进入细胞l】61。借助超声和趋化因子共 

同作用，超声造影剂有主动靶向性。 

实验模型制作方式参考以往实验所制作兔 

VX2颈淋巴转移模型【 81，该模型建立技术成熟．成 

功率高，重复性高【l91。在第 5周时颈淋巴结转移率 

高，且此时宿主的生存状态可 ，是进行舌癌治疗研 

究的黄金阶段唧。兔生存时间一般约为6周，在化疗 

1周后将实验兔处死，取出淋巴结经行检测。兔VX2 

舌癌的转移方式和人舌癌的转移方式相似，颈部淋 

巴结位置确定，位于颈动脉旁，左右各一，便于观 

察嘲。根据本研究组欧阳紫兰等【9]的前期研究报告， 

超声观察淋巴结的形态、大小、结构、内部回声、纵 

横比的改变等，呈现特殊的影像，诊断率高，可作为 

诊断舌癌颈部转移性淋巴结的影像学指标。而处死 

实验兔后，淋巴结组织做片切，也证实了转移模型 

的成功。 

根据国家食品药品监督管理局药品审评中心 

规定 ，给药前后肿瘤体积的改变应作为检测治疗 

效果的指标之一。B、c组经化疗后肿瘤生长抑制率 

达到20％以上．具有一定的效果。组间检验结果显 

示 B、c组的体积增大量小于对照组，并具有统计学 

意义(PR=0．010，Pc=0．008)，起到了治疗效果。而未给 

药的A组淋巴结的增大量与对照组相比无明显差 

异(PA=0．436)。通常抗肿瘤药物对肿瘤的抑制作用 

在 50％以上为效果显著。而实验结果仅有20％．这 

可能是低载药量引起的。 

试验结果选择 p53基因的表达作为实验结果 

检验指标之一。p53基因是抑癌基因，它参与诱导细 

胞凋亡、调控基因转录等。多数实体肿瘤中都会发 

现p53突变、p53蛋白失活会导致细胞凋亡减少，促 

进肿瘤生长[21】。化疗使肿瘤细胞DNA受损，使细胞 

通过p53途径凋亡。突变型p53蛋白含量的下降， 

与肿瘤细胞的生长反相关。检测 p53结果中．整体 

来看各组阳性率有明显差异．P=O．000。组间比较 

AD组：尸A=0．663，B、C组与 D组比较则有明显差异 

(PB=0．000，Pc=0．000)，说明从分子水平上影响了肿 

瘤的生长；而 B、C组之间无明显差异(尸=1．000)。 

细胞凋亡的结果显示，整体凋亡率有明显差 

(P=0．000)；各组与空白组比较，除 F组(超声组)无 

明显差异(尸lAF=0．486)之外，其他各组细胞凋亡率都 

有明显提高(P=0．000)，说明都有药物作用于癌细 

胞；C、D、E 3组的凋亡率依次增高，说明SDF—l和 

TATp在微泡上的连接提高了微泡的药物作用率， 

但是c、D组效果不如单纯用药明显，这可能是载药 

率较低引起的。而 E组(靶向载药微泡+超声组)、B 

组(单纯药组)比较凋亡率却有明显提高(％ = 

0．007)，说明超声和靶向微泡的作用，可使得E组的 

药物有更高的利用率：荧光标记微泡可以看出靶向 

分子使微泡更多地集中于癌细胞周围。 

近来提出的用于麻醉实验兔的药物戊 巴比妥 

钠在 0．7％浓度与 3％浓度下麻醉效果无明显差异[221， 

鉴于该药物有呼吸抑制作用，可以改用更低浓度以 

取得安全性；改善微泡制作工艺以获得更高效的载 

药量和更好的靶向性；为了验证试验的普遍性，仍 

需扩大体内实验的样本容量。本研究对 rArrp与 

SDF—l修饰的载多西紫杉醇靶向超声造影剂体内 

成像及治疗进行了初步研究，还缺乏对细胞和动物 

的最适药物浓度进行深入研究，在之后的研究中将 

对浓度梯度或不同的给药方式进行研究，以达到最 

好的治疗效果。 

综上所述，本研究在探索TArfp和SDF一1修饰 

的载药超声微泡治疗舌癌颈淋巴转移中，转移性淋 

巴结的增长得到抑制，p53表达低，细胞凋亡高，取 
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得了一定治疗效果，值得继续深入研究。 
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