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丝裂霉素纤维蛋白胶凝胶瘤内注射治疗裸鼠肝癌
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　　摘　要：目的　探讨丝裂霉素纤维蛋白胶凝胶（ＭＭＣＦＧ）瘤内注射对裸鼠肝癌的治疗效果，为其临床应用提供实验依据。

方法　３０只成功建模的皮下荷肝癌裸鼠随机分成５组，分别是瘤内注射 ＭＭＣＦＧ组（Ａ组）、腹腔内注射 ＭＭＣＦＧ组（Ｂ组）、瘤

内注射丝裂霉素 ＭＭＣ组（Ｃ组）、瘤内注射ＦＧ组（Ｄ组）、瘤内注射生理盐水组（Ｅ组）。给药后观察裸鼠肿瘤生长情况，称取肿瘤

重量并计算瘤重抑制率，检测裸鼠外周血液白细胞（ＷＢＣ）及血小板（ＰＬＴ）。另５０只荷肝癌裸鼠随机分成上述５组，同法给药后

观察各组裸鼠的生存时间。结果　Ａ组裸鼠肿瘤体积增长最缓慢，瘤重抑制率为５３．４０％，肿瘤重量明显低于其他组（犘＜０．０５）。

Ｃ组裸鼠外周血液 ＷＢＣ及ＰＬＴ检测低于Ａ组（犘＜０．０５），与Ｂ、Ｄ组及Ｅ组均无明显差异（犘＞０．０５）。Ａ组裸鼠的生存时间长

于其他组（犘＜０．０５）。结论　瘤内注射 ＭＭＣＦＧ可有效抑制肿瘤生长，减小 ＭＭＣ的不良反应，延长裸鼠生存时间，是一种有

效、安全、简便的化疗方法。
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　　原发性肝癌（以下简称肝癌）是中国一种常见的恶性肿瘤，

随着现代医学诊断手段的进步及外科技术水平的提高，可手术

切除的肝癌患者数量日益增多。但到目前为止，肝癌手术患者

术后仍有较高的复发及转移率。如何最大限度地降低肝癌患

者的术后复发及转移率仍然是研究者们的不懈追求。纤维蛋

白胶（ｆｉｂｒｉｎｇｌｕｅ，ＦＧ）是一种生物蛋白胶，有研究证明，ＦＧ对

多种药物具有较好的缓释性［１３］。作者已通过体内外实验研究

证实了ＦＧ对丝裂霉素（ｍｉｔｏｍｙｃｉｎＣ，ＭＭＣ）具有良好的缓释

性［４］。在此研究基础上，作者进一步就丝裂霉素纤维蛋白胶凝

胶（ｍｉｔｏｍｙｃｉｎＣｍｉｘｉｎｇｗｉｔｈｆｉｂｒｉｎｇｌｕｅ，ＭＭＣＦＧ）对荷肝癌

裸鼠的抑瘤效果及毒副作用进行了深入研究，为其在肝癌术中

化疗的临床应用提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　实验材料　ＭＭＣ（日本协和发酵工业株式会社）；ＦＧ（广

州倍绣生物技术有限公司，商品名为医用生物蛋白胶）；ＲＰＭＩ

１６４０培养液（美国Ｇｉｂｃｏ公司）；小牛血清（杭州四季青公司）；

胰蛋白酶（南京生兴生物技术有限公司）；ＥＤＴＡ（青岛海泰生

物技术有限公司）；ＣＯ２ 孵育箱（德国 Ｈｅｒａｅｕｓ公司）；超净工作

台（苏州净化设备厂）；光学显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；人肝

癌Ｂｅｌ７４０２细胞株（购自中科院上海细胞生物研究所，由南昌

大学医学动物实验中心细胞室保种）；三级ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠（由南

昌大学医学动物实验中心提供）。

１．２　ＭＭＣＦＧ的配制　将８ｍｇＭＭＣ加入２．５ｍＬＦＧ催化

剂溶解液中，摇匀使 ＭＭＣ充分溶解，将所得 ＭＭＣ溶解液加
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入ＦＧ催化剂瓶中，振摇１０ｍｉｎ使催化剂充分溶解，用ＦＧ专

用混合注射器的催化剂管吸好；将２．５ｍＬＦＧ主体溶解液加

入ＦＧ主体瓶中，震摇１０ｍｉｎ使主体充分溶解，用ＦＧ专用混

合注射器的主体管吸好；将催化剂管和主体管用混合注射器的

人字形针管接好，推注混合注射器使催化剂溶解液与主体溶解

液充分混合，即可形成 ＭＭＣＦＧ。

１．３　皮下荷肝癌裸鼠模型的建立　将人肝癌Ｂｅｌ７４０２细胞株

从液氮中复苏、离心后，转入培养瓶中，加入适量 ＲＰＭＩ１６４０

培养液及小牛血清，放置在３７℃５％ ＣＯ２ 孵育箱中培养３～

４ｄ，待大部分细胞贴壁生长后，在超净工作台上用吸管吸净培

养液，加入适量０．２５％胰蛋白酶及０．０２％ ＥＤＴＡ混合液，待

细胞完全游离后，分装至２个培养瓶中，再加入适量 ＲＰＭＩ

１６４０培养液及小牛血清，放置在ＣＯ２ 孵育箱中继续培养。如

此反复传代至所需细胞数量，用无菌生理盐水按１×１０７ 个／

ｍＬ的浓度配成细胞悬液。取一定数量４～６周龄的三级

ＢＡＬＢ／ｃ雄性裸鼠（重１８～２０ｇ），按无菌操作原则，每只裸鼠

在右侧肩胛部皮下种植细胞悬液０．１ｍＬ，继续饲养２周，即建

立荷肝癌裸鼠模型（肿瘤直径约１．０ｃｍ）。

１．４　ＭＭＣＦＧ抑瘤实验　取成功建模的皮下荷肝癌裸鼠３０

只，随机分成５组，每组６只：Ａ组按无菌操作原则向肿瘤内注

射 ＭＭＣＦＧ（相当于含 ＭＭＣ０．５ｍｇ／ｋｇ），Ｂ组向腹腔内注射

ＭＭＣＦＧ（相当于含 ＭＭＣ０．５ｍｇ／ｋｇ）；Ｃ组向肿瘤内注射浓

度为１．６ｍｇ／ｍＬ的 ＭＭＣ溶液（含 ＭＭＣ０．５ｍｇ／ｋｇ），Ｄ组向

腹腔内注射ＦＧ（５．０ｍＬ／ｋｇ），Ｅ组向肿瘤内注射无菌生理盐

水（０．３ｍＬ／ｋｇ）。每３天给药１次，共３次。首次给药当天开

始每２天用游标卡尺测量肿瘤的长径和垂直径，用公式：体积

＝（长径×垂直径２）／２计算肿瘤的体积。至第１２天拉颈处死

裸鼠，完整剥离肿瘤并称取肿瘤重量，用公式：瘤重抑制率＝

（１－实验组平均瘤重／对照组平均瘤重）×１００％计算瘤重抑制

率。同时经眶静脉采集裸鼠外周血液，检测白细胞（ｗｈｉｔｅ

ｂｌｏｏｄｃｏｕｎｔ，ＷＢＣ）及血小板（ｐｌａｔｅｌｅｔ，ＰＬＴ）。

１．５　荷瘤裸鼠的生存时间　另取成功建模的皮下荷肝癌裸鼠

５０只，随机分成５组，每组１０只，分组和给药方法同前。观察

各组裸鼠生长情况，为期４０ｄ（从首次给药当天开始计算），记

录各组裸鼠存活天数。

１．６　统计学处理　实验数据用狓±狊表示，采用ＳＰＳＳ１３．０统

计软件进行处理，均数比较采用单因素方差分析，组间比较采

用ＬＳＤ检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　肿瘤生长情况　各组肿瘤生长情况比较见表１。

２．２　肿瘤重量及瘤重抑制率　Ａ组肿瘤重量与Ｂ、Ｃ组比较

差异有统计学意义（犘＜０．０５），表明瘤内注射 ＭＭＣＦＧ的抑

瘤效果优于腹腔内注射ＭＭＣＦＧ或瘤内注射ＭＭＣ溶液。Ｂ、

Ｃ组与Ｄ、Ｅ组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），表明腹腔内

注射 ＭＭＣＦＧ或瘤内注射 ＭＭＣ溶液均有一定的抑瘤作用。

首次给药后第１２天各组肿瘤重量和瘤重抑制率见表２。

２．３　荷瘤裸鼠的血象变化　裸鼠给药后１２ｄ外周血液 ＷＢＣ

及ＰＬＴ均不同程度低于给药前，但差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。给药前及给药后第１２天，Ｃ组裸鼠外周血液 ＷＢＣ及

ＰＬＴ检测低于Ａ组，差异有统计学意义（犘＜０．０５），表明瘤内

注射 ＭＭＣＦＧ对骨髓造血系统的毒副作用显著小于瘤内注

射 ＭＭＣ溶液。Ａ、Ｂ组裸鼠 ＷＢＣ及ＰＬＴ稍低于Ｄ、Ｅ组，但

差异均无统计学意义（犘＞０．０５），见表３。

２．４　荷瘤裸鼠的生存时间　给药期间各组裸鼠均无死亡。实

验第４０天，Ａ组仍有２只裸鼠存活，Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ组分别于实验

第３３、３６、３７、３９天全部死亡。Ａ组裸鼠的生存时间长于Ｂ、Ｃ、

Ｄ、Ｅ组（犘＜０．０５）。Ｂ、Ｃ、Ｄ组裸鼠的生存时间与Ｅ组比较，差

异无统计学意义（犘＞０．０５），见图１。

图１　　荷瘤裸鼠的生存时间

表１　　各组肿瘤生长情况比较（ｃｍ３）

时间（ｄ） Ａ组 Ｂ组 Ｃ组 Ｄ组 Ｅ组

０ １．０４ ０．９８ １．０２ １．０４ １．０５

２ １．１５ １．１６ １．２３ １．３１ １．３３

４ １．２０ １．３２ １．４０ １．５８ １．６９

６ １．３１ １．５１ １．７３ １．９１ １．９８

８ １．３４ １．８０ ２．０２ ２．４７ ２．６１

１０ １．５５ ２．０８ ２．３８ ３．１５ ３．２１

１２ １．９３ ２．８ ３．１３ ４．０６ ４．１４

表２　　首次给药后第１２天各组肿瘤重量和瘤重抑制率

组别 肿瘤重量（ｇ） 瘤重抑制率（％）

Ａ组 ２．１２±０．５２ ５３．４０

Ｂ组 ３．０８±０．７５＃ ３２．３６

Ｃ组 ３．４４±０．６１＃ ２４．３８

Ｄ组 ４．２５±０．７８ －

Ｅ组 ４．５５±０．８３ －

　　：犘＜０．０５，与Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ组比较；＃：犘＜０．０５，与 Ｄ、Ｅ组比较；

－：此项无数据。

表３　　首次给药前及给药后第１２天各组荷瘤裸鼠血象比较

组别
ＷＢＣ（×１０９／Ｌ）

给药前 给药后１２ｄ

ＰＬＴ（×１０９／Ｌ）

给药前 给药后１２ｄ

Ａ组 ７．９８±１．６３ ６．４７±１．５８ ２２３．４±５１．５ １６７．５±４２．６

Ｂ组 ８．２１±１．４１ ７．０２±１．３７＃ ２１２．７±４８．６ １７１．４±３６．９＃

Ｃ组 ８．３２±１．５６ ４．９７±１．３９＃ ２２５．４±５１．８＃ １２３．９±３５．７＃

Ｄ组 ８．１３±１．７２ ７．８９±１．５７＃ ２２９．４±５８．６ １９２．８±５１．３＃

Ｅ组 ８．１６±１．７７ ７．９２±１．６０＃ ２３２．１±６０．３ ２０１．４±５２．８＃

　　：犘＜０．０５，与Ｃ组比较；＃：犘＜０．０５，与Ｅ组比较。
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３　讨　　论

众所周知，肝癌恶性程度高，预后差，即使获得根治性切

除，５年内仍有５０％患者出现复发或转移
［５７］。目前，化学治疗

仍然是治疗肝癌的重要手段。传统的全身化疗方法存在以下

缺点：（１）药物经静脉注射进入机体后，缺乏对肿瘤组织的选择

性，全身血药浓度在短时间内远远超过中毒浓度，引起相应的

毒副作用；（２）常规化疗药物在机体内半衰期较短，发挥作用的

时间短暂，影响化疗效果。因此，多数学者已不主张对肝癌患

者行全身化疗。目前，临床上肝癌患者多采用区域性化疗，如

肝动脉栓塞化疗（ｔｒａｎｓｃａｔｈｅｔｅｒｈｅｐａｔｉｃａｒｔｅｒｉａｌｃｈｅｍｏｅｍｂｏｌｉｚａ

ｔｉｏｎ，ＴＡＣＥ）、肝动脉和（或）门静脉置管化疗等
［８］。这些化疗

方法使药物主要集中在肝脏发挥作用，疗效较全身化疗有明显

改善。但这些化疗方法往往需要经特定的介入性操作才能实

现，技术要求较高，且费用昂贵，难于在基层医院普及。

ＦＧ是一种生物蛋白制剂，临床上广泛用于促进创面止

血、封闭组织缺损、促进伤口愈合、防止组织粘连等［９１２］。其作

用原理是利用参与凝血的有关成分，模拟机体凝血过程的最后

阶段形成纤维蛋白凝胶。ＦＧ形成凝胶后，在机体内具有相对

稳定性，一般在１周左右逐渐被机体纤溶系统降解吸收。近年

来，国内外有研究者利用ＦＧ能包裹药物及在体内分解缓慢的

特点，将其作为某些抗肿瘤药、抗菌药物、血管内皮细胞生长因

子等药物的缓释载体，取得了较好的效果［１３１５］。本研究结果

显示，裸鼠肝癌瘤内注射 ＭＭＣＦＧ的抑瘤效果显著优于单纯

ＭＭＣ、ＦＧ，且对裸鼠骨髓造血系统的毒副作用显著小于单纯

ＭＭＣ、ＦＧ，并能有效延长荷瘤裸鼠的生存时间。其原因可能

是ＦＧ的包裹作用能使 ＭＭＣ集中在肿瘤内缓慢发挥抗肿瘤

作用，延长了 ＭＭＣ的有效作用时间；同时，ＦＧ作为 ＭＭＣ的

缓释载体大大减少了 ＭＭＣ在裸鼠全身血液中的峰浓度，降低

了 ＭＭＣ全身毒副作用。当然，采用ＦＧ作为包裹载体的方法

也有一定的弊病，如可能引起压力增高，反而促使肿瘤破裂扩

散；药物甚至进入血循环，加重药物的毒副作用，实验时需密切

观察。

ＭＭＣ是头状链霉素产生的一种广谱抗肿瘤抗菌药物，是

肝癌化疗常用药物之一。其作用机制是分子式中的烷化基团

与ＤＮＡ 链中鸟嘌呤上的 Ｎ７ 结合，形成链间交叉连结，使

ＤＮＡ解聚，阻止ＤＮＡ复制。体外实验证明，ＭＭＣ对肝癌细

胞具有很强的杀伤作用。但它在体内的代谢非常迅速，血浆半

衰期只有０．５～１ｈ，在很大程度上影响了其临床疗效；同时，

ＭＭＣ的骨髓抑制作用较重，胃肠道反应及肝、肾功能损害也

是化疗过程中经常遇到的问题。作者之所以选择 ＭＭＣ作为

被承载的化疗药物，主要原因有：（１）ＭＭＣ是治疗肝癌的经典

化疗药物之一，其抗癌效果好；（２）ＭＭＣ的毒副作用，尤其是

骨髓抑制作用较大，易于显示ＦＧ降低其不良反应的优势；（３）

ＭＭＣ的常规用量小，易于被ＦＧ包裹。
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