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氟尿嘧啶缓释剂植入对人结直肠癌裸鼠移植瘤生长抑制的观察

李　弘，颜丽萍，石晓萍

（广西壮族自治区桂林市第二人民医院消化内科　５４１００１）

　　摘　要：目的　观察氟尿嘧啶缓释剂植入对人结直肠癌裸鼠移植瘤生长抑制效果及其对肿瘤细胞半胱氨酸天冬氨酸特异性

蛋白酶３（ｃａｓｐａｓｅ３）表达的影响。方法　用人结直肠癌ＬｏＶｏ细胞株建立ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠皮下移植瘤模型，并将其分为４组：磷酸

盐缓冲液（ＰＢＳ）尾静脉注射组（Ａ组）、５氟尿嘧啶（５ＦＵ）尾静脉注射组（Ｂ组）、５ＦＵ瘤内注射组（Ｃ组）、氟尿嘧啶缓释剂植入组

（Ｄ组）。用药１５ｄ后记录肿瘤质量、瘤体体积，计算抑瘤率，瘤体 ＨＥ染色，采用免疫组化法检测ｃａｓｐａｓｅ３的表达。结果　氟尿

嘧啶缓释剂能够显著抑制结直肠癌移植瘤的生长，Ｄ组与Ａ、Ｂ、Ｃ组肿瘤质量、体积比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５）；氟尿嘧

啶缓释剂能上调ｃａｓｐａｓｅ３的表达，Ｄ组与Ａ、Ｂ、Ｃ组比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　氟尿嘧啶缓释剂比传统的氟尿

嘧啶更能有效抑制结直肠癌移植瘤的生长，并可上调ｃａｓｐａｓｅ３的表达，提示氟尿嘧啶可能通过凋亡途径介导肿瘤细胞的凋亡而

发挥抗肿瘤作用，其确切的抑瘤效果值得在临床化疗中推广。
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　　氟尿嘧啶至今仍是结直肠癌化疗的首选用药，其对结直肠

癌有着确切的抑制作用。新型植入用缓释氟尿嘧啶是长效缓

释抗肿瘤制剂，用其治疗恶性实体肿瘤对肿瘤预后有相当大的

改善，其优势在临床已有相关报道［１３］。本研究旨在观察氟尿

嘧啶缓释剂对裸鼠结直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）移植瘤的

抑制效果，以及验证其在抗结直肠癌方面的优势，以期能够进

一步指导临床实践。

１　材料与方法

１．１　材料　ＢＡＬＢ／ｃＳＰＦ级裸鼠３２只，雌性１５只，雄性１７

只，４周龄，体质量１８～２０ｇ，购于桂林医学院动物实验中心，

批号ＳＣＸＫ桂２００７０００１；ＬｏＶｏ细胞系购于广西医科大学。

１．２　试剂　ＲＰＭＩ１６４０培养基及胎牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；

兔抗人半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白酶３（ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅ

ｓｐｅｃｌｆｌｃｐｒｏｔｅａｓｅ３，ｃａｓｐａｓｅ３）多克隆抗体（北京中杉金桥生物

技术有限公司）；５氟尿嘧啶（５ＦＵ）注射液（２５ｍｇ／ｍＬ，上海

旭东海普药业有限公司）；氟尿嘧啶缓释制剂（芜湖中人科技有

限公司，批号２００１０８２６，每瓶１００ｍｇ）。

１．３　方法

１．３．１　动物模型的建立　细胞复苏、培养、传代，于细胞对数

期收集细胞，做成浓度为１．５×１０７ 的细胞悬液，裸鼠右前肢腋

下注射０．２ｍＬ细胞悬液（细胞浓度为３．０×１０６ 个／只），１０ｄ

左右肿瘤长至直径约５ｍｍ为致瘤成功，将其分为 Ａ组：磷酸
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盐缓冲液（ＰＢＳ）尾静脉注射组８只；Ｂ组：５ＦＵ尾静脉注射组

８只；Ｃ组：５ＦＵ瘤内注射组８只；Ｄ组：氟尿嘧啶缓释剂植入

组８只。于致瘤成功后５、１０、１５ｄ给予Ａ组ＰＢＳ０．１ｍＬ、Ｂ

组５ＦＵ（１００ｍｇ／ｋｇ）、Ｃ组瘤内５ＦＵ（１００ｍｇ／ｋｇ）相应处理，

每次分３次给药，Ｄ组仅在成瘤后５ｄ植入氟尿嘧啶缓释剂

（１００ｍｇ／ｋｇ）。药物干预１５ｄ后，处死裸鼠测定瘤体大小［测

量肿瘤的最长径（ａ）和最短径（ｂ），瘤体体积（Ｖ）＝０．５ａ×ｂ２］、

肿瘤质量。抑瘤率＝［１－实验组平均肿瘤质量（Ｂ、Ｃ、Ｄ组为

实验组）／Ａ组平均肿瘤质量×１００％］，瘤体甲醛固定，石蜡包

埋，常规 ＨＥ染色后免疫组化检测ｃａｓｐａｓｅ３。

１．３．２　免疫组化及其结果判定

１．３．２．１　免疫组化法检测ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达水平　石蜡

切片脱蜡和水化后，用ＰＢＳ（ｐＨ７．４）冲洗３次，每次３ｍｉｎ；对

组织抗原进行修复；每张切片加１滴或５０μＬ１３％ Ｈ２Ｏ２，室

温下孵育１０ｍｉｎ，阻断内源性过氧化物酶。ＰＢＳ冲洗３次，每

次３ｍｉｎ；除去ＰＢＳ液，每张切片滴加１滴或３０μＬ的ｃａｓｐａｓｅ

抗体（１∶１００稀释在０．０１ｍｏｌ／ｍＬＰＢＳ中），室温下孵育３０

ｍｉｎ或４℃过夜，ＰＢＳ冲洗３次，每次３ｍｉｎ；除去ＰＢＳ液，每张

切片滴加１滴或３０μＬ即用型 ＭａｘｖｉｓｉｏｎＴＭ快捷免疫组化试

剂，室温下孵育１０～１５ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗３次，每次３ｍｉｎ；除去

ＰＢＳ液，每张切片滴加２滴或１００μＬ新鲜配制的ＤＡＢ溶液，

显微镜下观察３～５ｍｉｎ；自来水冲洗，苏木精复染，ＰＢＳ或自来

水冲洗反蓝，经过梯度乙醇脱水干燥，二甲苯透明，中性树胶封

固。３７℃水浴箱孵育４０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗，干燥后镜检计数。

１．３．２．２　免疫组化结果判定　ｃａｓｐａｓｅ３蛋白阳性染色以细

胞质呈黄色至棕黄色为主。在４００倍镜下的染色最强区域中，

每张组织切片选１０个视野，使用目镜网格微尺计数１０００个

细胞，阳性细胞率＝阳性细胞数／肿瘤细胞数×１００％。

１．４　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析，数据

用狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）、多个

均数之间两两比较采用狇检验。

２　结　　果

２．１　移植瘤体生长情况、肿瘤质量及抑瘤率　３２只动物均在

１０ｄ左右成瘤，成瘤率１００％。Ｄ组与 Ａ、Ｂ、Ｃ组３０ｄ后肿瘤

体积比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５，犉＝２７．０１），Ｄ组与

Ａ、Ｂ、Ｃ组肿瘤质量比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５）；Ｄ组

抑瘤率较Ａ组明显升高，见表１。

表１　　各组ｃａｓｐａｓｅ３的表达以及肿瘤质量及抑瘤率（狓±狊）

组别
ｃａｓｐａｓｅ３

（％）

瘤体体积

（ｍｍ３）

肿瘤质量

（ｍｇ）

抑瘤率

（％）

Ａ ６．７５±１．６６ ３６７２±８０８ ２．８８±０．２２ －

Ｂ ２１．１３±３．６７ ２４２１±４６７ ２．３１±０．２１ １９．８

Ｃ ４８．５０±６．６２ １６６３±６９２ １．３６±０．２５ ５２．８

Ｄ ７２．８８±４．５１▲ 　９５１±５０１ ０．５１±０．１１＃ ８２．３

　　▲：犘＜０．０５，与Ａ组比较；：犘＜０．０５，与Ｂ组比较；＃：犘＜０．０５，

与Ｃ组比较；－：表示此项无数据。

２．２　ＨＥ染色结果　Ａ组肿瘤细胞腺管形成、散在少量凋亡、

有片状坏死；肿瘤组织侵袭到脂肪、肌层组织。Ｂ组肿瘤细胞

异型性明显，恶性程度高，腺管状结构不明显，小区肿瘤细胞有

小片凋亡，有小片出血坏死；肿瘤组织有局部侵袭到脂肪组织。

Ｃ组肿瘤细胞异型性明显，腺管样结构不明显，小区肿瘤细胞

片状凋亡，可见出血坏死灶；肿瘤边界清楚，未见明显侵袭。Ｄ

组肿瘤细胞异型性不明显，腺管状结构不明显，小区肿瘤细胞

凋亡明显，仅有少量坏死，肿瘤组织边界清晰，未见侵袭脂肪及

肌层组织，生长缓慢（图１）。

２．３　ｃａｓｐａｓｅ３免疫组化结果　ｃａｓｐａｓｅ３的表达Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ组

是呈现逐渐上升的趋势（图２）。

　　Ａ：Ａ组；Ｂ：Ｂ组；Ｃ：Ｃ组；Ｄ：Ｄ组。

图１　　各组 ＨＥ染色结果（×４００）

　　Ａ：Ａ组；Ｂ：Ｂ组；Ｃ：Ｃ组；Ｄ：Ｄ组。

图２　　各组ｃａｓｐａｓｅ３的表达情况（×４００）

３　讨　　论

ＣＲＣ是近年来发病率上升最快的消化道恶性肿瘤之一，

其病死率也逐步上升［４］。ＣＲＣ发病率在全世界位于肺癌、胃

癌、乳腺癌之后居恶性肿瘤第４位，其病死率居第３位。在肿

瘤的治疗方面，手术为主要方法，但放化疗对预后及防止复发

十分重要。氟尿嘧啶一直是ＣＲＣ的首选化疗药物，近年来发
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展的缓释给药系统使化疗药物能够持续稳定地释放，且维持有

效的药物浓度，从而起到显著的杀灭肿瘤细胞的效果。氟尿嘧

啶缓释剂较多用于外科手术中实体肿瘤切除后对肿瘤周边组

织的化疗［５７］，从而杀灭肿瘤的微转移灶，对肿瘤的复发及预后

有相当大的改善。

本研究的 ＨＥ染色及抑瘤率结果表明氟尿嘧啶缓释剂在

对肿瘤的抑制方面比常规氟尿嘧啶制剂更有优势，其对肿瘤的

抑制杀灭效果更好，这可能归功于缓释给药系统使药物能够达

到较高的浓度，且作用持久［８］，将其用于结直肠癌术后的植入，

对肿瘤微转移的杀灭有相当大的作用。特别是对于晚期或者

不适合做手术的患者，植入缓释剂是个理想的选择。

ｃａｓｐａｓｅ３在细胞凋亡ｃａｓｐａｓｅ级联反应中处于执行者的

核心位置［９］，是细胞凋亡发生的关键步骤及一切凋亡信号传导

的共同通路。ｃａｓｐａｓｅ３的表达不仅反映细胞的凋亡水平，而

且反映凋亡启动因素的存在。本研究通过对荷瘤裸鼠采用不

同的干预方式，发现用药组ｃａｓｐａｓｅ３的表达都有不同程度增

高，提示氟尿嘧啶制剂能启动肿瘤细胞的凋亡程序，从而发挥

抗瘤作用，这与张弦等［１０］的研究一致。同时氟尿嘧啶缓释剂

组表现出更高的ｃａｓｐａｓｅ３表达，这跟其能够达到更高的药物

浓度是分不开的，提示其促凋亡作用呈现剂量相关性，这与符

立平等［１１］研究的结果在一定程度是一致的。

综上所述，氟尿嘧啶缓释剂能够更有效地诱导肿瘤细胞的

凋亡而发挥抗肿瘤作用，进而抑制肿瘤的生长，且能减少肿瘤

细胞异型性的发生，其在抗肿瘤方面呈现剂量相关性。氟尿嘧

啶缓释剂植入后能够在局部达到较高的药物浓度，所以其抗肿

瘤效果明显优于传统方式，且其作用持久，值得在临床作为结

直肠癌的化疗药物推广。
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