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摘!要!目的" 考察:,三甲基壳聚糖!";<"包衣的多柔比星!=>;"阳离子脂质体抗肿瘤活性及对肿瘤新生血管的靶向性#

方法" 采用动物移植性肿瘤实验法$建立小鼠?

))

肿瘤模型$比较";<包衣脂质体组和其他各给药组的肿瘤抑制率并通过小

鼠尾静脉注射异硫氰酸荧光素标记的葡聚糖!@A"<,>#3BC.D"$分析肿瘤组织中的在体荧光$定性观察肿瘤新生血管的形态排

布情况$定量测定肿瘤组织中的血管相对密度# 结果" ";<包衣的 =>;脂质体组$其小鼠的瘤重抑制率达 &'E(FG$显著高

于游离药物组和未包衣脂质体组!HEF&G$'(EHHG"!!I9E9&"%给予 ";<包衣 =>;脂质体的小鼠$其肿瘤新生血管形态良

好$排布均匀$血管分支少$而其他给药组的肿瘤新生血管多扭曲$粗细不均$一个节点有多个血管分支等%通过比较不同给药

组肿瘤组织黏附的@A"<,>#3BC.D量$";<包衣=>;脂质体组的肿瘤血管密度明显低于游离药物组和未包衣脂质体组!!I

9E9&"# 结论" ";<包衣的=>;阳离子脂质体不仅具有较强的抗肿瘤活性$而且具有很好的肿瘤新生血管靶向性#
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!!在肿瘤治疗中"肿瘤血管被认为是一个重要的

治疗靶点& 靶向到肿瘤新生血管具有许多优点'%(

"

包括血液中的药物可以直接与内皮细胞接触)破坏

小部分肿瘤内皮细胞使许多肿瘤细胞缺乏养分而坏

死等& 近年来"靶向肿瘤新生血管受到越来越多的

关注& 阳离子脂质体具有一定的靶向肿瘤血管的作

用"可选择性作用于肿瘤血管内皮细胞')(

& 因此将

细胞毒类抗肿瘤药物制成阳离子脂质体"不仅可以

降低其毒性"还可以提高肿瘤血管的靶向性"是提高

肿瘤治愈率的一种新方法&

多柔比星#.4C/.-U7/D"=>;%是蒽醌类广谱抗

肿瘤药"临床上用于治疗乳腺癌)甲状腺癌)肺癌)卵

巢癌)肉瘤等实体瘤''(

"但 =>;的毒性较大"除产

生恶心"呕吐"骨髓抑制等不良反应外"还可引起与

剂量有关的心脏毒性'((

& 本文采用:,三甲基壳聚糖

#:,BC/-#B0U$70/B8V.D"";<%这种低毒性的阳离子多

糖'&(对=>;脂质体进行包衣"使其成为阳离子脂质

体"采用@A"<,>#3BC.D 标记肿瘤血管"考察其对肿瘤

新生血管的靶向性"以期为临床提供一种高效)低毒)

且具有肿瘤新生血管靶向作用的=>;新制剂&

!"材料与方法

%E%!仪器

J+,&)<旋转蒸发仪#上海亚荣生化仪器厂%$

+-O$V/@$#3,<& 高压均质机 #加拿大 =̂ +Y"A:公

!!"
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司%$超净工作台#YM,<_,A@>"苏州净化设备有限公

司%$倒置显微镜# $̀U-SOV<a(9,Yb"日本%$<̀

)

培

养箱#"0#C-8@8C-."美国%$酶联免疫检测仪#c/8,

B#7%$K* 孔培养板#<8VB.C%$激光共聚焦荧光显微镜

#b+A<="<Y,YZ)"德国%&

%E)!试剂

=>;#北京华奉联博科技有限公司"批号!

?@9F9'%)%$卵磷脂)胆固醇)维生素 +#国药集团化

学试剂有限公司%$";<#季铵化程度为 *(E(G"实

验室自制%$JZ;A%*(9#NAc<̀ "批号!H%9K%9)%$无

支原体胎牛血清#杭州四季青生物工程材料有限公

司"批号!9K9*9'%$注射用青霉素纳#华北制药股份

有限公司"批号!>9K9()9K%$注射用硫酸链霉素#华

北制药股份有限公司"批号!9K%9%9'%$@A"<标记的

右旋糖酐#@A"<,>#3BC.D";C&99 999"Y/Q-."美国%$

注射用生理盐水#双鹤药业"批号!9H9&9(%$其他试

剂均为分析纯&

%E'!细胞株

小鼠肝癌细胞 ?

))

#购买于武汉大学保藏中

心%&

%E(!实验动物

雄性昆明小鼠"体质量 )9 d)) Q"武汉生物制品

研究所提供"动物许可证号!Y<La#鄂%)99H,999'&

%E&!";<包衣 =>;阳离子脂质体!";<,=>;b"

的制备

!!采用薄膜分散法和硫酸铵梯度法'*( 制备

=>;b& 将处方量的卵磷脂)胆固醇和维生素 +置

于梨形瓶中"加氯仿振荡溶解后于旋转蒸发仪上

(9 e 减压除去氯仿"制备磷脂膜"加入 )99 --8$*

b

f%的 #:?

(

%

)

Y`

(

溶液水化磷脂膜"即得空白脂质

体初悬液& 将该空白脂质体初悬液经高压均质机在

一定压力下乳匀后"悬置于磷酸盐缓冲液#ZcY"S?

FE(%中透析"%) 0 后换等量的同种透析液"透析 '

次" 直 至 脂 质 体 膜 内 外 硫 酸 铵 梯 度 达 到

% 999 倍以上& 精密称取 =>;适量"溶于少量蒸馏

水中"将空白脂质体混悬液和 =>;溶液分别置

(9 e 水浴中预热片刻"混合"在 (9 e水浴中孵育

'9 -/D#不时振摇%"取出"即得=>;b初悬液&

称取适量 ";<*9 溶于蒸馏水"制得浓度为

9E%G的";<*9 溶液"将=>;b以 % -$*-/D

f%的速

度滴加到一定体积的 ";<*9 溶液中#体积比 ";<

*9g=>;bh(g%

'F(

%"以 '99 C*-/D

f%速度边滴加边磁

力搅拌"待脂质体滴加完后"再继续搅拌约 %9 -/D"

即得";<,=>;b&

%E*!@A"<,>#3BC.D标准曲线的绘制

精密称取@A"<,>#3BC.D & -Q"置 %99 -$棕色量

瓶中"用生理盐水溶解并定容至刻度"可得浓度为

&9

!

Q*-$

f%的储备液& 精密吸取 9E9&"9E%"9E("

%E9"%E*")E9"*E9 -$储备液至 %9 -$的棕色量瓶

中"用生理盐水定容"得到浓度分别为 9E)&"9E&"%"

&"H"%9"'9

!

Q*-$

f%的 @A"<,>#3BC.D& 分别吸取 )99

!

$到 K* 孔板中"每个浓度设 & 个复孔"在酶联免疫

检测仪上"激发波长 (H9 D-"发射波长 &'9 D-的条

件下"测得各浓度的荧光强度"以荧光强度 @对浓

度<进行线性回归"得回归方程为!"h% )HHE%#i

%HKEH#$h9EKKK K%"@A"<,>#3BC.D 在 9E)& d'9E99

!

Q*-$

f%范围内"线性关系良好&

%EF!小鼠?

))

肿瘤模型的建立

%EFE%!小鼠肝癌细胞 ?

))

的培养与传代! 小鼠肝

癌细胞 ?

))

为悬浮细胞"在传代培养时"将培养瓶内

的培养基用吸管移到离心管中"在 % 999 C*-/D

f%的

转速下"离心 %9 -/D"小心吸弃上清液"加入新的培

养基"吹打成细胞悬液"转移到细胞培养瓶中& 置于

&G<̀

)

"'F e下的培养箱中培养"重复上述过程"隔

天换一次培养液"将细胞培养一段时间& 将肝癌细

胞?

))

浓度调至 ) d& j%9

F

"接种于小鼠腹腔内#9E(

-$k只%"F 4 后抽取腹水"用生理盐水稀释"重新接

种于小鼠腹腔内传代"共传 ' 代&

%EFE)!小鼠腋下接种瘤细胞悬液! 处死已在小鼠

腹腔传过 ' 代的 ?

))

腹水瘤小鼠"抽取乳白色腹水"

加生理盐水稀释至 % d)E& j%9

F 的瘤细胞悬液"每

只昆明小鼠右前肢腋下注射 9E) -$"整个接种时间

在 % 0内完成&

%EH!动物分组与给药

将腋下接种过?

))

瘤细胞悬液的 (9 只小鼠"随

机分成=)c)<)>组"每组 %9 只& 接种后第 F 天给

药 % 次"=组小鼠尾静脉注射生理盐水#空白对照

组%$c组小鼠尾静脉注射游离=>;#阳性对照组%$

<组小鼠尾静脉注射未包衣的=>;脂质体$>组小

鼠尾静脉注射";<*9 包衣的=>;脂质体& 游离药

物
!

未包衣的 =>;脂质体
!

";<*9 包衣的 =>;

脂质体均按 & -Q*]Q

f%给药"空白对照组注射等体

积的生理盐水&

%EK!@A"<,>#3BC.D标记肿瘤血管

注射药物 F 4 后"各组小鼠尾静脉注射 @A"<,

>#3BC.D#&9 -Q*-$

f%

%9E) -$"体内循环 %& -/D 后断

颈处死"取出肿瘤块"剥去纤维组织"准确称重"比较

各组肿瘤组织质量间的差异& 取各肿瘤组织用含

(G多聚甲醛的 ZcY 溶液浸泡过夜使组织固定"再

用含 )9G蔗糖的ZcY溶液浸泡 ) 4 使组织脱水"脱

水后的组织采用冰冻切片"采用激光共聚焦荧光显

微镜观察组织切片中的在体荧光$称重后的肿瘤组

#!"
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织剪碎"按重量每克组织加入生理盐水 ) -$"磨碎成

均浆"在摇床上摇动 % 0后"在 % &99 C*-/D

f%转速下

离心 & -/D"取上清液 )99

!

$"测定荧光强度&

%E%9!评价指标

%E%9E%!计算肿瘤抑制率! 抑瘤率h#空白对照组

平均瘤重 f给药组平均瘤重%k空白对照组平均瘤

重j%99G&

%E%9E)!肿瘤组织切片中的在体荧光分析! 在激

光共聚焦荧光显微镜下"由各组肿瘤组织冰冻切片

中的在体荧光"观察肿瘤新生血管的形态变化"分布

情况&

%E%9E'!@A"<,>#3BC.D黏附测定肿瘤组织血管的相

对密度! 在酶联免疫检测仪上测定各个样本的荧

光强度"对照相应标准曲线#用不同浓度的 @A"<,

>#3BC.D绘制的标准曲线%"就可得出各个肿瘤组织

黏附的@A"<,>#3BC.D值&

#"结果

)E%!各组小鼠的肿瘤重量和肿瘤抑制率

给药 F 4后"将小鼠拉断颈椎处死"局部用 F&G

乙醇溶液消毒"用消毒过的剪刀取皮下肿瘤块"剥去

纤维组织"准确称重"计算抑瘤率& 结果见表 %& 给

予";<*9 包衣的=>;脂质体组小鼠"其肿瘤重量

明显小于空白对照组)游离药物组)未包衣脂质体组

小鼠"其抑瘤率亦显著高于其他实验组#!I9E9&%"

因此"";<包衣的 =>;阳离子脂质体有很强的抗

肿瘤活性&

表!"各组小鼠平均肿瘤质量和抑瘤率#

!

%$&%' %&$

各实验组 平均瘤质量#Q% 抑瘤率#G%

空白对照组
%EK'% l9E99*

.

f

游离药物组
%EF*) l9E9(%

.

HEF&

.

未包衣脂质体组
%E)&H l9E9(%

.

'(EHH

.

";<*9 包衣脂质体组 9EHKK l9E99H &'E(F

!注&与";<*9 包衣脂质体组比较$

.

!I9E9&#

)E)!肿瘤组织切片中的新生血管排布情况

采用激光共聚焦荧光显微镜"观察各肿瘤组织

冰冻切片中的在体荧光"结果发现"生理盐水组的肿

瘤切片中新生血管分化不成熟"分布紊乱"扭曲)扩

张)动静脉短路及分叉"不能适当地吻合"各血管相

互粘连$游离药物组和未包衣脂质体组新生血管分

支较多"粗细不均匀$而";<*9 包衣=>;脂质体组

肿瘤切片中新生血管形态良好"排布均匀"血管分支

少"说明 ";<包衣 =>;脂质体能够显著调节和改

善微血管的结构"形态和数目"具有很好的肿瘤血管

靶向作用&

)E'!肿瘤组织黏附的@A"<,>#3BC.D量

各肿瘤组织中黏附的 @A"<,>#3BC.D 量见图 %"

可以看出!给予";<*9 包衣的=>;脂质体组小鼠"

其肿瘤组织黏附"吸收和滞留的 @A"<,>#3BC.D 量是

#(E'' l9E&%%

!

Q"显著低于生理盐水组#%*EF) l

9E&'%

!

Q"游离药物组#%'E'* l9EHK%

!

Q和未包衣

脂质体组#%9E)F l9E)%%

!

Q#!I9E9&%"说明 ";<
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抗肿瘤血管生成研究是当今肿瘤研究的一个热

点& 肿瘤的生长"浸袭"转移依赖于新生血管的形

成"抑制肿瘤介导的血管生成"阻断肿瘤细胞的营养

途径"就可有效地抑制肿瘤细胞的增殖"治疗肿瘤&

任何有效的抗肿瘤血管生成的治疗方案"除了表现

为肿瘤体积减少和重量减轻外"整个肿瘤组织血管

形态排布情况和血管密度也会相应发生变化&

@A"<,>#3BC.D为高分子物质"体内静脉注射后在短

时间内无法通过内皮细胞间隙或被内皮细胞摄取"

因此可用于标记体内血管'H(生成过程& 肿瘤组织

中血管密度相对减少"其血管黏附"吸收和滞留葡聚

糖的数量也会相应减少"通过比较不同肿瘤组织吸

收@A"<,>#3BC.D 相对荧光强度"就能够量化了解不

同肿瘤组织的血管密度'K(
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已有文献证实"载有紫杉醇的 >̀ "=Z阳离子脂

质体'%9 d%)(表现出很好的肿瘤血管靶向作用& 本课

题组在前期研究中已证实";<包衣的=>;阳离子

与普通脂质体相比"具有很好的抗肿瘤活性& 由各

给药组的肿瘤组织石蜡切片 ?+染色显示"";<包

衣组瘤细胞坏死较严重"局部可见出血"肿瘤间质中

血管显著减少& 本实验在此基础上"采用@A"<,>#3,

BC.D 标记肿瘤血管"能很好的显现出肿瘤内新生血

管的形态和数量& 从本实验可以看出!包衣纳米脂

质体组的肿瘤抑制率远高于游离给药组"肿瘤血管

形态和数目也有明显的改变"表明粒径在 %99 D-左

右的肿瘤清除率是很高的"脂质体从肿瘤毛细血管

到肿瘤组织的过程可能由其粒径决定"同时也证实

了阳离子脂质体的确具有靶向肿瘤新生血管的作

用$通过实验进一步地证实了"给予 ";<包衣的

=>;阳离子脂质体具有很好的肿瘤新生血管靶向
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