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单壁纳米碳管联合吡柔比星对膀胱肿瘤抑制效应研究#
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要"目的
!

探讨修饰的单壁纳米碳管联合吡柔比星"

<N>WAW:4

%复合物对膀胱肿瘤抑制效应'方法
!

用磷酸支链乙二

醇修饰单壁纳米碳管!构建
<N>WAW:4

复合物'通过流式细胞术探讨
<N>WAW:4

复合物对膀胱癌细胞株"

[Q7APL

细胞%抑制

作用!同时研究该复合物对膀胱肿瘤的治疗效果及不良反应'结果
!

<N>WAW:4

复合物能够有效地增强
W:4

的抗肿瘤效应

"

,

&

K0KJ

%'同时能有效减少
W:4

的不良反应'结论
!

<N>W

为基础的药物载体能够有效提高化疗药物的治疗效果!减少不良

反应'在膀胱肿瘤靶向药物输送中将发挥重要的作用'

关键词"单壁纳米碳管$吡柔比星$膀胱肿瘤$肿瘤抑制
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膀胱癌是中国泌尿外科最常见的恶性肿瘤#膀胱癌的治疗

包括可见肿瘤的切除以及后续的膀胱灌注化疗&但在经综合

治疗的患者中#

CJ\

的患者会再发#再发患者中
DK\

&

OK\

的

患者肿瘤会发展成为浸润性膀胱癌,

H

-

&而且#部分患者因不能

够耐受化疗药物的不良反应而不能完成膀胱灌注化疗&因此

寻找一种安全+有效的#且能有效降低化疗药物不良反应的药

物载体成为泌尿外科工作者亟待解决的课题&

!

!

材料与方法

!0!

!

材料
!

修饰的单壁纳米碳管'

<N>W

(

A

吡柔比星'

W:4

(

复合物的制备"将
<N>W

和
K0D==";

%

/

的磷酸支链乙二醇

混合#在超声碎化的条件下反应
OK=)'

#然后反复过滤+冲洗+

制备出活化的
<N>W

&在超声碎化的条件下根据说明书将琥

珀酰酐和
W:4

反应#使琥珀酰酐中的羧酸基团结合在
W:4

上$将修饰的
<N>W

在
P==";

%

/ >A

羟基丁二酰亚胺和
P

==";

%

/HA

乙基
A

'

OA

二甲基氨基丙基(碳化二亚胺盐酸盐条件

下在摇床上反应
B.

&用
&

:

为
L0C

的
4[<

将
S!>4AW:4

混

合溶液同比例稀释&多余的没有反应的
W:4

分子通过滤器

和反复
4[<

冲洗清除掉&

<N>W

的长度在
HKK

&

HJK'=

之

间&

<N>W

的载药量为每毫升
<N>W

含
W:4HK=

*

&

!0+

!

<N>WAW:4

对人膀胱癌
[Q7APL

细胞抑制作用研究
!

[Q7APL

细胞'购自上海细胞库(在含
HK\

胎牛血清'

:

9

6;"'$

公司(的
HBCK

培养基中培养'

:

9

6;"'$

公司(&胰蛋白酶消化

后将细胞制悬#接种在
B

孔板中#分别加入
<N>W

+

W:4

和

<N>WAW:4

复合物共培养
P.

&

!<RE

增值试剂盒'白云山公

司(用于检测细胞活性&

!<RE

加入细胞悬液在黑暗中反应
HK

=)'

#然后通过加入等体积的含血清细胞培养液终止染色#同时

用无菌水冲洗&荧光强度通过倒置显微镜以及流式细胞仪检

测&

!0:

!

大鼠原位膀胱癌模型的建立
!

BK

只
P

周龄的
<3

大鼠用

>A

甲基
A>A

亚硝基脲'

2>7

(行膀胱灌注#每次每只大鼠注射
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K0D=

*

#每两周
H

次#一共
C

次&第
I

周末取大鼠膀胱行病理

学检查&建模成功的
CD

只大鼠被随机分成
C

组'

<N>W

组
B

只#

W:4

组
HJ

只#

<N>WAW:4

复合物组
HJ

只#生理盐水组
B

只(#分别用
<N>W

+

W:4

+

<N>WAW:4

复合物以及生理盐水

行膀胱灌注治疗&

W:4

的用量标化到
J=

*

%

G

*

&

!0E

!

W:4

释放检测
!

灌注治疗后
K

+

H

+

D

+

C.

#通过膀胱穿刺

取大鼠尿液#用分光光度计研究大鼠尿液
W:4

浓度&标准浓

度曲线用万乐公司提供的
W:4

标准品建立&

!0Q

!

体内肿瘤抑制作用检测
!

灌注化疗后
D(

#从每组中随机

选取
D

只大鼠#取大鼠膀胱肿瘤组织&将肿瘤组织通过剪碎+

研磨制备成肿瘤细胞悬液&肿瘤细胞通过
4Q

染色行流式细胞

检查凋亡率&

!0R

!

统计学处理
!

采用
<4<<HO0K

软件进行统计学处理#计

量资料以
Lg0

表示#组间比较采用
S>X̀ S

或者
'

检验&以

,

&

K0KJ

为差异有统计学意义&

+

!

结
!!

果

+0!

!

O

种材料对
[Q7APL

细胞抑制作用
!

<N>W

对
[Q7APL

细

胞无明显抑制效应$

W:4

和
<N>WAW:4

可明显抑制
[Q7APL

细胞增殖#其中
<N>WAW:4

作用更明显&

<N>W

+

W:4

和

<N>WAW:4

对
[Q7APL

细胞的抑制率分别为 '

H0LCgK0

JB

(

\

+'

JH0DCgH0CJ

(

\

和'

LC0OJgD0JB

(

\

&

!!

S

"

<N>W

#

[

"

W:4

#

!

"

<N>WAW:4

&

图
H

!!

O

种材料对
[Q7APL

细胞抑制作用

+0+

!

各种材料对体内肿瘤的抑制作用
!

<N>W

+

W:4

和

<N>WAW:4

体内肿瘤抑制率率分别为'

L0CDgH0PJ

(

\

#'

JD0

CBgD0CH

(

\

和'

IB0PJgK0PJ

(

\

&组间两两比较差异有统计

学意义'

,

&

K0KJ

(&

+0:

!

W:4

缓释效应研究结果
!

<N>WAW:4

和
W:4

灌注

后#大鼠尿液中
W:4

浓度变化曲线见图
D

&在灌注
H.

后

W:4

灌注大鼠尿液中几乎不能够检测到
W:4

&

图
D

!!

W:4

在尿液中释放曲线图

+0E

!

不良反应观察结果
!

在
W:4

灌注的
HJ

只大鼠中#

HD

只

出现尿频#

L

只出现血尿&在
<N>WAW:4

灌注大鼠中没有出

现尿频或者血尿&两组大鼠在实验前后肝+肾功能检查未发现

明显的变化&

:

!

讨
!!

论

W:4

是中国泌尿外科常用的一种膀胱内化疗药物#但是

由于其溶解度较低#部分患者不能够耐受其不良反应#因此其

在临床的应用受到极大的限制&如何提高其治疗作用以及降

低其不良反应成为亟待解决的难题&国外一项针对丝裂霉素

!

的三期临床研究认为提高药物的靶向输送可有效提高其对

表浅性膀胱肿瘤的治疗效果,

D

-

&因此#新型的针对膀胱灌注化

疗的药物载体的研究为解决该问题提供了一个思路&

<N>W

由于其超大的比表面积以及在组织渗透性和组织

存留方面的特点成为一种新型的肿瘤靶向的药物载体,

OAC

-

&目

前的研究认为纳米活性炭可将大量的生物活性分子#包括药

物+多肽+

3>S

等输送至细胞内,

JAP

-

$其进入细胞的方式包括胞

吞以及自由扩散,

I

-

$血液中的单壁纳米碳管可通过胆道系统自

粪便中排泄出体外,

HK

-

$同时研究还认为长期的纳米暴露对机

体不会造成伤害,

HH

-

&因此#本研究选择
<N>WAW:4

复合物

膀胱灌注#同时观察其对
[Q7APL

细胞的抑制效应及对大鼠原

位膀胱癌的治疗效果及不良反应&

本研究结果显示#

<N>WAW:4

复合物能够有效抑制
[Q7A

PL

细胞增殖$同时在体内能有效地引起膀胱癌组织坏死#而不

会引起正常组织的坏死$且无明显不良反应&

<N>WAW:4

复

合物能够有效抑制
[Q7APL

细胞增殖的原因在于"

<N>W

有效

地提高了
W:4

的溶解度&在本研究中作者将
<N>W

与磷酸

支链乙二醇反应#运用化学加成的方法将磷酸支链'

4E1

(结合

在单壁纳米碳管上#其次运用琥珀酰酐将一个羧基连接在

W:4

分子上#将活化的
W:4

分子与
<N>WA4E1

作用&通过

一个可断裂的键将吡柔比星以及单壁纳米碳管结合在一起&

因此#可有效地增强吡柔比星的水溶性&使药物能够达到对肿

瘤细胞发挥杀伤作用的浓度&

除水溶性增强外#

<N>W

能够特异性杀伤对肿瘤组织#可

能与
<N>W

的缓释性及能够穿过肿瘤组织破坏血管有关&前

期研究发现在血液中#以
<N>W

为载体的药物承载系统能够

缓慢的释放药物,

HDAHC

-

&本研究也发现负载在
<N>W

上面的

W:4

能够缓慢的释放&甚至在大鼠首次排尿
C.

后#还能够

检测到
W:4

分子$而单纯用
W:4

灌胃#在大鼠第
H

次排尿后

几乎不能够检测到
W:4

在膀胱内存在&

<N>WAW:4

复合物

的缓释性保证了
W:4

与肿瘤细胞的充分接触#因此#可增强

W:4

的肿瘤组织杀作用&

<N>W

可以使得淋巴细胞在肿瘤

组织聚集#且能够增强淋巴细胞功能#而
<N>W

可被内皮细胞

吞噬系统吸收&因此#肿瘤组织对
<N>W

的吸收增强#同时由

于肿瘤组织内存在大量的生物活性物质#使非共价结合的

<N>WAW:4

复合物在与肿瘤接触后能够迅速水解#从而特异

性杀伤肿瘤组织&

W:4

用于膀胱灌注主要的不良反应有尿痛#尿频#尿急#

血尿和肾脏毒性等,

HJ

-

&在本研究中#

<N>WAW:4

复合物灌注

大鼠没有出现尿痛+尿频+尿急+血尿和肝+肾脏毒性等不良

反应&

总之#

<N>W

显示了较好的膀胱内灌注化疗的应用前景#

拥有
4E1

尾的单壁纳米碳管能够有效改善化疗药物的水溶

性$其次#

<N>W

能够增强肿瘤组织对于化疗药物的吸收#这

种吸收具有一定的特异性$再次#

<N>W

对于组织基本没有毒

性&本研究报道了
<N>W

再膀胱内灌注化疗中的应用#这将

为膀胱癌的治疗提供一种新的生物材料选择#促进膀胱肿瘤的

治疗研究&
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