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　　［摘要］　目的　探讨纳米炭吸附多西紫杉醇（ＴＡＸＣＮＰ）淋巴化疗药物的靶向性、合理注射时间及短期疗效。方法　淋巴靶

向化疗试验组（Ａ组）：注射１ｍＬ多西紫杉醇（ＴＡＸ）加１ｍＬ纳米炭（ＣＮＰ），平均分４个小组（Ａ１～４组），术前ＴＡＸＣＮＰ分别在

１２、２４、３６及４８ｈ行淋巴靶向化疗后再行手术；外周静脉化疗对照组（Ｂ组）：静脉输注含１ｍＬＴＡＸ的０．９％氯化钠溶液１００ｍＬ，

平均分４个小组（Ｂ１～４组），根据上述相同的时间点经外周静脉输注相同剂量的ＴＡＸ。术毕取腋窝淋巴结，用高效液相色谱仪

检测两组患者淋巴结ＴＡＸ的含量；将两组患者有癌转移的淋巴结行原位末端标记法（ＴＵＮＥＬ）及流式细胞仪检测细胞凋亡情

况。结果　（１）Ａ组淋巴结ＴＡＸ含量明显高于Ｂ组（犘＜０．０５）；（２）Ａ１组细胞凋亡指数（ＡＩ）及凋亡率均明显低于Ａ２、Ａ３、Ａ４组

（犘＜０．０５），Ａ２、Ａ３、Ａ４组细胞ＡＩ及凋亡率比较差异均无统计学意义（犘＞０．０５）；（３）Ａ组细胞 ＡＩ及凋亡率均明显高于Ｂ组

（犘＜０．０５）。结论　ＴＡＸＣＮＰ可以显著提高淋巴结的药物浓度，具有较好的淋巴靶向性；术前２４ｈ注射系较为理想的注射时

间；ＴＡＸＣＮＰ可以明显提高转移淋巴结细胞凋亡的发生，降低短期复发率。
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　　目前，随着乳腺癌发病率的增加，在一些发达国家和地区

成为了主要的恶性肿瘤［１］。淋巴转移是造成乳腺癌患者术后

复发及死亡的重要原因之一，是乳腺癌患者一项重要的临床预

后因素［２３］。传统的静脉化疗由于在局部淋巴结中药物浓度很

低，不能完全解决淋巴转移的问题，而且还可能出现严重的不

良反应。因此，淋巴靶向化疗成了人们研究的热点。目前，国

内外已有纳米炭（ｃａｒｂｏｎｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＣＮＰ）吸附化疗药物行

淋巴靶向化疗的报道，但纳米炭吸附多西紫杉醇（ｎａｎｏｃａｒｂｏｎ

ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｔａｘｏｔｅｒｅ，ＴＡＸＣＮＰ）用于乳腺癌的报道较少，对其

淋巴化疗的靶向性、合理注射时间及短期疗效报道甚少。

１　材料与方法

１．１　资料与试剂

１．１．１　 一般资料　选择２０１３年１～１２月入住重庆市肿瘤研

究所乳腺外科的原发性乳腺癌患者１６０例，均签署知情同意

书。根据患者意愿进行分组。Ａ组：８０例，注射１ｍＬ多西紫

杉醇（ｔａｘｏｔｅｒｅ，ＴＡＸ）加１ｍＬＣＮＰ。Ｂ组：８０例，外周静脉输

注含１ｍＬＴＡＸ的０．９％氯化钠溶液１００ｍＬ。所有患者经术

前粗针活检病理学检验证实为乳腺癌，全身情况尚可（ＫＰＳ评

分大于８０分），术前无化疗、放疗及生物治疗史。临床分期按

国际抗癌联盟（ＵＩＣＣ）ＴＮＭ 分期法；两组患者均为女性，在年

龄、肿块大小、所属象限、临床分期及病理类型等方面比较差异

均无统计学意义（犘＞０．０５），具有可比性。两组患者临床病理

因素的关系见表１。

１．１．２　主要试剂与设备　ＴＡＸ注射液购自江苏奥赛康药业

有限公司。ＣＮＰ混悬注射液购自重庆莱美药业有限公司。

Ｕ３０００型高效液相色谱仪购自美国戴安公司。原位末端标记

（ＴＵＮＥＬ）试剂盒购自美国Ｒｏｃｈ公司。Ｅｌｉｔｅ流式细胞仪购自

美国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司。
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１．２　方法

１．２．１　术前化疗　Ａ组根据术前注射时间即１２、２４、３６及

４８ｈ分为Ａ１、Ａ２、Ａ３及Ａ４共４个小组，Ｂ组根据术前开始输

注时间即１２、２４、３６及４８ｈ分为Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３及Ｂ４共４个小组。

Ａ组抽取１ｍＬＴＡＸ加入１ｍＬＣＮＰ中，于３７℃以１２０ｒ／ｍｉｎ

的转速在液体混合器中振摇１５ｍｉｎ，抽取ＴＡＸＣＮＰ分别于术

前１２、２４、３６及４８ｈ在肿瘤周缘０．５～１．０ｃｍ平均分成４～６

点皮下注射，每个点注射０．２～０．４ｍＬ；Ｂ组抽取１ｍＬＴＡＸ

分别在上述４个不同时间点经外周静脉输注。

表１　　两组患者临床病理因素的关系

相关因素 Ａ组 Ｂ组 犘

年龄（岁）

　＜５０ ４７ ５１ ０．６７４

　≥５０ ３３ ２９

原发肿瘤位置

　外上象限 ２３ ２１ ０．３７７

　外下象限 １９ ２０

　内上象限 ２１ １８

　内下象限 １７ ２１

肿瘤直径（ｃｍ）

　＞５ １３ １５ ０．９６７

　＞２～５ ５２ ４９

　≤２ １５ １６

临床分期

　Ｉ～Ⅱ期 ６５ ６４ １．０００

　Ⅲ期 １５ １６

病理类型

　浸润性导管癌 ６９ ７０ ０．８３４

　黏液癌 ３ ４

　浸润性小叶癌 ８ ６

１．２．２　取材　所有患者均行乳腺癌改良根治术，摘取标本中

全部淋巴结，将每一淋巴结均匀分为２份，１份送作病理检查，

另１份置于－７０℃冰箱冷藏待测。

１．２．３　药物浓度检测　选取 Ａ组每小组黑染淋巴结与Ｂ组

每小组的淋巴结各２０枚。将每枚淋巴结切成肉糜，称取

（０．２５±０．０５）ｇ，涡旋摇匀及离心，分取上清液涡旋离心。提取

上清液置５０℃恒温水浴箱中吹干，残留物溶于５０μＬ流动相

中，取进样液２０μＬ注入高效液相色谱仪，计算各图谱中的

ＴＡＸ峰面积，按标准曲线方程换算检测样品的药物浓度。

１．２．４　ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡指数（ａｐｏｐｔｏｔｉｃｉｎｄｅｘ，ＡＩ）　

Ａ组每小组均选取黑染且有癌转移的淋巴结２０枚，Ｂ组每小

组均选取有癌转移的淋巴结２０枚，以 ＴＵＮＥＬ 法检测细

胞ＡＩ。

１．２．５　流式细胞仪检测细胞凋亡率　选取 Ａ组每小组黑染

且癌转移淋巴结２０枚，选取Ｂ组每小组癌转移淋巴结２０枚，

将其切成直径约０．５ｃｍ左右的小块，以０．２５％ＥＤＴＡ胰蛋白

酶消化，经４００目筛网滤过，制成单细胞悬液。沉淀细胞用孵

育缓冲液重悬，ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和ＰＩ避光染色，采用流式细

胞仪检测癌细胞的凋亡率。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件处理实验数据。

ＡＩ、细胞凋亡率及药物浓度均采用狓±狊表示，用狋检验；采用

ＬＳＤ法进行各组之间的两两比较，以犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　Ａ组与Ｂ组药物浓度比较　Ａ 组每一小组淋巴结内

ＴＡＸ浓度均远高于Ｂ组每一小组淋巴结内ＴＡＸ浓度，同时Ａ

组ＴＡＸ浓度高于 Ｂ组，两组比较差异有统计学意义（犘＜

０．０５），见表２。

表２　　各组淋巴结的ＴＡＸ浓度比较（狓±狊，μｇ／ｇ）

组别 淋巴结（枚） ＴＡＸ浓度 狋 犘

Ａ１ ２０ ３．０２±０．５１ ７５．９１２ ０．００１

Ｂ１ ２０ ０．２２±０．０３

Ａ２ ２０ ６．５４±１．０７ ５５．６４０ ０．０００

Ｂ２ ２０ ０．３５±０．０４

Ａ３ ２０ ４．７５±０．７４ ５０．７８０ ０．０００

Ｂ３ ２０ ０．２６±０．０３

Ａ４ ２０ ２．８７±０．４６ ５９．９１０ ０．０００

Ｂ４ ２０ ０．１９±０．０２

Ａ ８０ ４．３０±０．７０ ２３．５８０ ０．０００

Ｂ ８０ ０．２５±０．０３

２．２　ＴＵＮＥＬ法检测的Ａ组与Ｂ组细胞 ＡＩ比较　凋亡细胞

以细胞核呈现黄色为阳性细胞。ＡＩ的判定在４００倍高倍镜下

选择视野，每张切片计数１０００～１５００个细胞中阳性细胞标记

数［４］，见图１～２。Ａ１组细胞ＡＩ明显低于Ａ２、Ａ３、Ａ４组（犘＜

０．０５），Ａ２、Ａ３、Ａ４组间 ＡＩ比较差异均无统计学意义（犘＞

０．０５），见表３。Ａ组癌转移淋巴结细胞ＡＩ明显高于Ｂ组（犘＜

０．０５），见表５。

图１　　Ａ２组细胞凋亡的表达（ＴＵＮＥＬ，×４００）

表３　　各组转移淋巴结ＡＩ比较（狓±狊，％）

组别 淋巴结（枚） 转移淋巴结ＡＩ 犉 犘

Ａ１ ２０ １５．６±１．７ ４５９．８４８ ０．０００

Ａ２ ２０ ２６．４±３．１

Ａ３ ２０ ２８．５±３．０

Ａ４ ２０ ２８．９±３．０

Ｂ１ ２０ １．９±０．２ １６８．８３４ ０．０００

Ｂ２ ２０ ２．９±０．４

Ｂ３ ２０ ３．１±０．３

Ｂ４ ２０ ３．２±０．３
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图２　　Ｂ２组细胞凋亡的表达（ＴＵＮＥＬ，×４００）

２．３　流式细胞仪检测的Ａ组与Ｂ组细胞凋亡率比较　Ａ１组

细胞凋亡率明显低于 Ａ２、Ａ３、Ａ４组，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）；Ａ２、Ａ３、Ａ４组癌转移淋巴结细胞凋亡率比较差异无统

计学意义（犘＞０．０５），见表４。Ａ组细胞凋亡率明显高于Ｂ组，

差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表５。

表４　　各组转移淋巴结细胞凋亡率比较（狓±狊，％）

组别 淋巴结（枚） 细胞凋亡率 犉 犘

Ａ１ ２０ １０．００５±１．１５２ ３６８．８３９ ０．０００

Ａ２ ２０ １９．７６９±２．１７３

Ａ３ ２０ ２０．２８９±２．２３５

Ａ４ ２０ ２０．４６７±２．２６７

Ｂ１ ２０ １．１５０±０．１７３ １１１．０７１ ０．０００

Ｂ２ ２０ １．６９３±０．２１６

Ｂ３ ２０ １．７６４±０．２２３

Ｂ４ ２０ １．７９３±０．２５８

表５　　 两组转移淋巴结ＡＩ及细胞凋亡率比较（狓±狊，％）

项目 组别 淋巴结（枚） 细胞凋亡率 狋 犘

ＡＩ Ａ ８０ ２４．９００±２．７００ ３５．０３７ ０．０００

Ｂ ８０ ２．８００±０．３００

凋亡率 Ａ ８０ １７．６３３±１．９５７ ３１．０１２ ０．０００

Ｂ ８０ １．６００±０．２１８

３　讨　　论

　　ＴＡＸ是一种新型抗肿瘤药物，具有直接诱导肿瘤细胞凋

亡的作用［５］。近年来研究表明，ＴＡＸ对于乳腺癌、非小细胞肺

癌、激素抵抗性前列腺癌、食管癌等具有显著疗效［６］。作为单

药治疗乳腺癌的有效率就已达４３．９９％
［７］，主要是因为其在细

胞内的浓度比紫杉醇高２倍，而且在细胞内滞留时间长。

ＣＮＰ除了成为淋巴结示踪剂外，因其有更多的比表面积，

还具有高吸附容量及缓释性等优点［８１０］。区域淋巴化疗使用

ＣＮＰ作为载体提供抗癌药物，可以提高淋巴结内的药物浓度

及降低血浆药物浓度，由此降低系统性毒性［１１］。而且，ＣＮＰ作

为一种载体对机体无明显毒性及致畸作用，在体内具有较高的

安全性［１２１４］。本实验结果显示，Ａ组淋巴结药物浓度明显高

于Ｂ组，表明ＴＡＸＣＮＰ靶向化疗药物具有较好的淋巴趋向

性；当然，如果加大ＴＡＸ的药物剂量，淋巴结内药物浓度是否

会随之升高，目前，还不明确，需要进一步研究。

乳腺癌淋巴靶向化疗药物术前较为合理的注射时间目前

没有明确的定论。本实验研究显示，Ａ组术前２４、３６及４８ｈ

注射后癌转移淋巴结的 ＡＩ、细胞凋亡率均较术前１２ｈ注射

高，虽然从数据上显示术前２４、３６及４８ｈ随着时间的延长，ＡＩ

及细胞凋亡率均稍有所增高，但３小组之间比较差异无统计学

意义（犘＞０．０５）；同时结合临床术前准备的实际，术前２４ｈ注

射系较为合理的时间。

抗癌药物通过诱导肿瘤细胞凋亡是其主要治疗作用之

一［１５］。凋亡检测方法众多，原理各异，每种凋亡检测方法各具

特点，但均有一定的局限性。流式细胞术检测早期凋亡更为灵

敏，既可定性又可定量，且具有简单、快速的特点，可进行多参

数和活体细胞分析，是目前较为理想的凋亡定量检测方法之

一；ＴＵＮＥＬ法主要用于细胞凋亡的晚期检测，可检测出尚未

出现明显凋亡形态学特征但已发生ＤＮＡ裂解的细胞核，可结

合细胞同期的分析，可同时了解凋亡细胞ＤＮＡ断裂和细胞周

期分布之间的关系，近来已成为鉴别和定量凋亡细胞的最常用

方法之一。淋巴靶向化疗药物的短期疗效也一直是关注的焦

点。本实验结果显示，Ａ组癌转移淋巴结 ＡＩ及细胞凋亡率均

明显高于Ｂ组，表明ＴＡＸＣＮＰ靶向化疗药物可以显著提高转

移淋巴结细胞凋亡的发生，降低局部短期复发率。对于ＴＡＸ

ＣＮＰ的长期疗效还有待进一步的临床观察。

目前，只有少数使用ＣＮＰ研究区域淋巴化疗，非常需要一

些额外的信息。例如，靶向化疗药物在淋巴系统的疗效评估，

淋巴结的区域复发率，靶向化疗在乳腺癌患者手术后的效果、

长期存活率及安全性问题等，这些都需要进一步的研究。此

外，由于ＣＮＰ颗粒不是一个可生物降解的材料，可以退化在体

内，还需要更多的研究来确定长期的毒副作用是否会发生。

局部注射后靶向化疗药物随淋巴循环分布，对于不能手术

清除的淋巴结如内乳区淋巴结、部分跳跃转移的淋巴结也有较

好的作用，而且用量少，不良反应轻，是一种较为理想的化疗方

法。本研究结果积累了 ＴＡＸ在乳腺癌淋巴靶向化疗中比较

合理的注射时间、短期疗效和靶向性等经验。本研究为淋巴靶

向化疗药物在乳腺癌中的应用提供了理论依据，为乳腺癌患者

的治疗开辟了一条新的路径，同时对指导其他淋巴靶向化疗药

物的研究也有一定帮助。新型靶向化疗药物的应用，减少了患

者术后复发及转移的机会，极大地提高了生存率，为患者节省

了一定的医疗费用；为将来使用淋巴靶向化疗制剂部分替代价

格昂贵、不良反应明显的静脉化疗药物提供了可能。但对如何

联合用药、多途径用药和规范乳腺癌淋巴化疗的标准以及如何

开展个体化治疗有待深入探索。
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血后病死率的独立预测因子。这与作者所做的研究一致，通过

检测和肽素水平早期识别急性脑出血高危患者，对急性脑出血

患者进行病情评估和预后判断具有重要临床意义。
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