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经动脉灌注纳米微粒治疗兔肝ＶＸ２肿瘤的实验研究
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【摘要】　目的：研究羟基磷灰石纳米微粒（ｎＨＡＰ）对兔肝ＶＸ２肿瘤的治疗作用。方法：将成功接种肝ＶＸ２肿瘤的模

型兔随机分成３组，每组１５只，用显微外科手术临时阻断肝总动脉血流，经胃十二指肠动脉插管给药行介入治疗，术毕结

扎胃十二指肠动脉。Ａ组为生理盐水组（对照组），注射生理盐水５ｍｌ；Ｂ组为碘油组（疗效对比组），注射超液化碘油０．５～

１．０ｍｌ；Ｃ组为ｎＨＡＰ组，注入０．５％ｎＨＡＰ０．５～１．０ｍｌ。３组实验动物分别于治疗前、治疗后７、１４天行多层螺旋ＣＴ肝

脏扫描，测量肿瘤的大小，并计算肿瘤生长率。治疗前，治疗后第１、７天测血清天冬氨酸转氨酶（ＡＳＴ）、丙氨酸转氨酶

（ＡＬＴ）；记录各组术后生存天数。结果：术后７、１４ｄ，Ａ组动物的肿瘤生长率分别为（３５０±１１６）％和（１０９８±３３７）％、Ｂ组

为（２３４±１８）％和（７３０±３２）％，Ｃ组为（２３３±１５）％和（７２３±３０）％。Ｂ、Ｃ两组与Ａ组相比差异有显著性意义（犘＜０．０５），

Ｂ组与Ｃ组相比差异无明显意义（犘＞０．０５）。术前各组血清ＡＳＴ、ＡＬＴ水平差异无统计学意义（犘＞０．０５），术后１天，Ａ、

Ｂ、Ｃ组血清ＡＳＴ、ＡＬＴ均升高，Ｂ、Ｃ组上升幅度稍高，但与 Ａ组相比差异无统计学意义（犘＞０．０５）。术后７天，各组

ＡＳＴ、ＡＬＴ均降至正常范围。Ａ、Ｂ、Ｃ组瘤兔的生存期分别为（３８．０±５．４）ｄ、（５４．０±８．１）ｄ、（５６．０±８．２）ｄ，Ｂ、Ｃ两组与

Ａ组相比生存期明显延长（犘＜０．０５）。结论：经动脉灌注ｎＨＡＰ治疗兔肝 ＶＸ２肿瘤能有效抑制肿瘤生长，延长瘤兔的生

存期，而无明显肝功能损害。
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　　纳米技术在肿瘤学方面的应用已成为目前关注的

焦点，体外实验中发现羟基磷灰石纳米（ｎａｎｈｙｄｒｏ

ｘｙａｐａｔｉｔｅｐａｒｔｉｃｌｅ，ｎＨＡＰ）对多种癌细胞增殖具有抑

制作用，而对正常细胞生长影响甚小［１４］。本研究以兔

肝 ＶＸ２肿瘤为模型，通过经动脉介入治疗，观察

ｎＨＡＰ在机体内对兔肝ＶＸ２肿瘤的抑制作用。

材料与方法

１．ＶＸ２肝癌模型制作

重２．０～２．５ｋｇ新西兰大白兔５０只（华中科技大

６８７ 放射学实践２００７年８月第２２卷第８期　ＲａｄｉｏｌＰｒａｃｔｉｃｅ，Ａｕｇ２００７，Ｖｏｌ２２，Ｎｏ．８



　图１　ａ）Ｃ组术后７天，ＭＳＣＴ平扫示兔肝左叶近包膜下 ＶＸ２

瘤呈类圆形低密度，边界尚清楚；ｂ）增强后病灶仍呈低密度，且

瘤灶更明显，直径约１．１ｃｍ。　图２　ａ）Ｂ组术后７天，ＭＳＣＴ

平扫示兔肝左叶ＶＸ２瘤呈类圆形低密度影，边界不甚清楚，周

边见较多点片状碘油沉积，肝内也可见少许碘油沉积；ｂ）增强

后肝实质强化明显，瘤灶显示为低密度，边界变得较清楚，周边

见点片状碘油沉积，肝内瘤灶直径约１．１ｃｍ。

学同济医学院实验动物中心提供）；荷ＶＸ２瘤新西兰

种兔１只。取荷ＶＸ２瘤新西兰种兔后大腿深部肌肉

内 ＶＸ２瘤，制成１～２ｍｍ
３ 的小组织块备用。按

０．１０～０．１５ｍｌ／ｋｇ的剂量肌注速眠新（长春军需大学

兽医研究所）麻醉种植兔，采用开腹瘤块包埋发法将

ＶＸ２瘤接种至实验兔
［５］。

２．实验分组

种植后养殖２周行多层螺旋ＣＴ（ｍｕｔｉｓｌｉｃｅｓｐｉｒａｌ

ＣＴ，ＭＳＣＴ）检查，显示肿瘤全部种植成功，从中选取

肿瘤直径达１ｃｍ左右者４５只，分为３组，每组１５只，

Ａ组为生理盐水组（对照组），注射生理盐水０．５～

１．０ｍｌ；Ｂ组为碘油组（疗效对比组），注射超液化碘油

０．５～１．０ｍｌ；Ｃ组为ｎＨＡＰ组，注入０．５％ｎＨＡＰ（武

汉理工大学提供）０．５～１．０ｍｌ。

３．显微镜下插管经胃十二指肠动脉介入治疗
［６］

术前一日实验兔禁食、禁水。将兔麻醉后上腹部

备皮，取仰卧位固定于兔台，经耳缘静脉建立输液通

道，予抗生素盐水静脉滴注。消毒铺巾后，取上腹部正

中切口，逐层切开打开腹膜腔，暴露肝脏和胃。离断肝

胃韧带后分离肝总动脉和胃十二指肠动脉，胃十二指

肠动脉其远端（近胃侧）结扎，近端（近肝侧）穿线作牵

引，肝总动脉作临时结扎。在显微镜下，提起胃十二

指肠动脉近端牵引线，用小针头扎破胃十二指肠动脉

前壁，以显微镊将充盈了肝素的置入自制微导管，经

破口送入胃十二指肠动脉内约０．５～１．０ｃｍ，结扎牵

引线固定导管，插管后应观察回血，确定导管在胃十

二指肠动脉内后给药，注射完毕后拔管，结扎胃十二

指肠动脉，并使肝总动脉血流再通。逐层缝合后关

腹，包扎。术后肌注抗生素３天。

４．ＭＳＣＴ检查和肝功能评价

采用 ＧＥｐｒｏｓｐｅｅｄ１６层螺旋 ＣＴ 机，１２０ｋＶ，

１５０ｍＡ，行１．２５ｍｍ薄层扫描，扫描范围自膈顶至肝

下缘。增强扫描经耳缘静脉注射对比剂（优维显

３００ｍｇＩ／ｍｌ），快速手推完成，总量２～３ｍｌ。扫描时

实验兔需麻醉，以免移动影响图像质量。术前 ＭＳＣＴ

评价ＶＸ２瘤的种植和生长情况，术后７天和第１４天

观察肿瘤情况，并测量体积和计算肿瘤生长率。公式

如下：

Ｖ＝
ａｂ２

２

Ｖ为估计体积，ａ为肿瘤最大径，ｂ为肿瘤最小

径。

生长率＝
治疗后肿瘤体积
治疗前肿瘤体积×１００％

治疗前，治疗后第１、７天抽耳缘静脉血测天冬氨

酸转氨酶（ＡＳＴ）、丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ），并记录各组

术后生存天数。

５．统计学分析

所有数据以均数加标准差（狓±狊）表示，采用ＳＰＳＳ

１１．５统计软件包分析处理数据，组间比较采用方差分

析，术前及术后比较采用狋检验，犘＜０．０５为差异有统

计学意义。

结　果

ＭＳＣＴ表现：治疗前ＣＴ平扫可见肝内圆形或类

圆形低密度灶，边界尚清，增强后肿瘤实质强化不明

显，可见边缘强化或中心更低密度坏死区，与正常肝组

织分界更清晰。治疗后 Ａ组（生理盐水对照组）和Ｃ

组（ｎＨＡＰ组）表现基本与治疗前类似，但出现肿瘤体

积增大，中心坏死区扩大等改变；治疗后Ｂ组（碘油

组）平扫可见肿瘤区域内高密度的碘油沉积，增强后瘤

灶显示为低密度，边界较清楚，周边见点片状碘油沉积

（图１、２）。

各组瘤兔肿瘤大小变化及生长率见表１。治疗前

各组瘤兔的肿瘤体积差异无统计学意义（狋ＡＢ＝０．０１９，
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表１　三组瘤兔肿瘤大小变化及生长率情况

组别
体积（ｃｍ３）

治疗前 治疗７天 治疗后１４天

生长率 （％）

治疗后７天 治疗后１４天

Ａ生理盐水组（对照组） １．３８±２．４５ ４．８４±１．６４ １５．１６±２．４６ ３５０±１１６ １０９８±３３７

Ｂ碘油组（疗效对比组） １．３６±２．３８ ３．１９±３．５７ ９．９２±５．８０ ２３４±１８ ７３０±３２

ＣｎＨＡＰ组 １．３５±２．３５ ３．２７±３．６４ ９．８７±４．８２ ２３３±１５ ７２３±３０

表２　三组瘤兔治疗前后血清ＡＳＴ及ＡＬＴ的变化情况 （Ｕ／Ｌ）

组别
ＡＳＴ

治疗前 治疗后１天 治疗后７天

ＡＬＴ

治疗前 治疗后１天 治疗后７天

Ａ生理盐水组（对照组） ２２±６．３１ ２８±４．１３ ２８±２．７２ ２３±４．７１ ２７±４．６３ ２９±５．１３

Ｂ碘油组（疗效对比组） ２３±５．７２ ３３±６．７６ ２９±４．１７ ２３±４．３４ ２７±５．１２ ２６±４．７３

ＣｎＨＡＰ组 ２４±６．１８ ３７±７．５６ ３０±６．１５ ２４±５．８９ ３４±８．１３ ２９±４．９６

图 ３　ａ） 超 声 分 散

１０ｍｉｎ 后 透 射 电 镜 示

ｎＨＡＰ微粒；ｂ）经动脉

灌注 ｎＨＡＰ３０ｍｉｎ 后，

透射电镜示兔肝ＶＸ２肿

瘤细胞内见ｎＨＡＰ沉积

于胞浆和核；ｃ）透射电

镜示兔肝ＶＸ２肿瘤细胞

坏死，见核碎裂。

狋ＡＣ＝０．０２８，狋ＢＣ＝０．０１０，犘＞０．０５）。术后７和１４天，

Ｂ、Ｃ两组肿瘤体积和生长率都小于Ａ组（生理盐水对

照组），差异有显著性意义（狋ＡＢ＝２．６１５，狋ＡＣ＝３．０９１，

犘＜０．０５），Ｂ组与Ｃ组之间无明显差异（狋ＢＣ＝０．０２１，

犘＞０．０５）。

各组瘤兔生存时间Ａ、Ｂ、Ｃ三组瘤兔生存期分别

为（３８．０±５．４）ｄ、（５４．０±８．１）ｄ和（５６．０±８．２）ｄ。

Ｂ和Ｃ组与Ａ组相比生存时间明显延长，差异有统计

学意义（狋ＡＢ＝６．３６５，狋ＡＣ＝７．１０１，犘＜０．０５），Ｂ组与Ｃ

组相比差异无统计学意义（狋ＢＣ＝０．６７２，犘＞０．０５）。

各组瘤兔治疗前后血清 ＡＳＴ、ＡＬＴ水平见表２。

治疗前三组血清ＡＳＴ、ＡＬＴ均正常。治疗后１天，生

理盐水对照组、碘油组组、ｎＨＡＰ组血清 ＡＳＴ、ＡＬＴ

均稍升高，但在正常范围内。治疗后７天呈下降趋势，

逐渐接近治疗前水平。

讨　论

人工合成的无机纳米粒子———ｎＨＡＰ具有高表面

积、组织相容性、多孔性、吸附性等理化性质特点，可作

为载体运送抗生素、蛋白、激素、抗肿瘤药物等到达靶

器官，提高药物在靶器官的浓度，延长靶器官的有效药

物浓度时间，同时减少血液中循环的药物浓度及由此

引起的不良反应，达到靶向治疗的目的［７，８］。１９９２年，

Ａｏｋｉ
［９］将ｎＨＡＰ作为抗癌药物的载体，在进行体外

细胞培养的实验中意外发现，用作空白对照的ｎＨＡＰ

微晶对癌细胞增殖有明显的抑制作用。随后，一些研

究者在体外实验中发现ｎＨＡＰ对多种癌细胞的增殖

具有抑制作用，而对正常细胞生长影响甚小。ｎＨＡＰ

作为新型的材料，已经用于口腔科、眼科及骨科的临床

治疗，主要作为人体修复材料使用，其抗肿瘤特性的应

用尚处于研究阶段。

在本研究的预实验中笔者用电镜对ｎＨＡＰ的特

性和抗肿瘤作用进行了初步分析，经动脉灌注ｎＨＡＰ

后，见ｎＨＡＰ聚集于兔肝ＶＸ２肿瘤细胞，并见肿瘤细

胞坏死（图３）。本研究显示ｎＨＡＰ经胃十二指肠动脉

灌注给药治疗兔肝ＶＸ２肿瘤，与对照组相比，肿瘤增

长明显减慢，瘤兔存活期延长，可见ｎＨＡＰ对兔肝

ＶＸ２肿瘤生长具有一定抑制作用。将经典的肝癌介

入治疗药物超液化碘油作为疗效对照，两者效果类似。

体外实验表明［２４］ｎＨＡＰ抑制癌细胞增殖的机制可能

有：①ｎＨＡＰ粒径为２０ｎｍ左右，有较好的单分散性，

在治疗肝脏肿瘤时发挥靶向作用；②提高肿瘤细胞内
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钙离子浓度，从而激活 Ｃａ２＋／Ｍｇ
２＋ 依赖性核酸内切

酶，使ＤＮＡ发生降解并导致细胞程序性死亡（即凋

亡）；③阻止肿瘤细胞进行有丝分裂，阻碍了细胞周期

进程；④抑制肿瘤细胞端粒酶基因表达，下调端粒酶活

性实验证明纳米粒子能特异并高效地与肿瘤新生血管

的内皮细胞结合，从而抑制肿瘤细胞生长。⑤ｎＨＡＰ

明显抑制人肝癌细胞系Ｂｅｌ７４０２的生长、增殖，进入

到癌细胞内改变细胞质的微环境，使Ｂｅｌ７４０２细胞阻

滞于Ｇ１ 期，影响细胞周期进展，导致癌细胞胀亡。

兔ＶＸ２肝癌为移植性富血供肿瘤，主要为肝动脉

供血，与人类原发性肝细胞癌类似；肿块为巨块型实体

瘤，呈浸润性生长，模型制作简便，超声和ＣＴ能准确

观察肿瘤的生长和转移情况，是用作介入治疗理想的

动物模型［５，１０］。本研究利用显微手术的方法经胃十二

指肠动脉插管行术中介入治疗，实现超选择给药的同

时，方法上具有以下特点：①显微镜直视下操作，解剖

结构清楚，视野清晰；②结扎胃十二指肠动脉远端后插

管给药，避免药物反流；③未破坏肝脏供血血管，肝脏

血流动力学影响较小。采用 ＭＳＣＴ薄层加增强扫描，

在治疗前可以较准确地选择肿瘤条件接近的实验兔，

减少了实验偏倚；治疗后 ＭＳＣＴ扫描使得肿瘤的生长

状况评估更为细致，体积测量更精准，进一步提升了实

验的科学性；此外，ＭＳＣＴ扫描速度快，实验兔不必行

深度麻醉，随访方便。

依据主要肝功能监测指标ＡＳＴ、ＡＬＴ的结果，本

文所采用的治疗方法并无明显肝功能损伤的表现。术

后各组出现的一过性 ＡＳＴ、ＡＬＴ的升高可能是手术

操作、机体应激状态、术中肝动脉短暂阻断致肝组织缺

血和药物作用于肿瘤的共同反应。与对照组相比，实

验组未出现明确与ｎＨＡＰ相关的并发症。有学者
［１１］

向家兔静脉注射ｎＨＡＰ粒子研究其对药物的反应，结

果显示纳米ｎＨＡＰ在家兔无明显蓄积毒性，当用量远

小于最小致死剂量时，纳米 ＨＡＰ可作为药物载体，甚

至可能作为一种新型的抗癌药物，经静脉安全应用。

本实验由于条件所限，并未对肝功能的各项指标进行

全面监测，随访时间也有限，对给药后ｎＨＡＰ在主要

脏器中的分布和影响也未纳入研究。

分析ｎＨＡＰ经动脉灌注治疗移植性兔肝癌的实

验结果，可初步认定ｎＨＡＰ具有抑制肿瘤生长和延长

瘤兔生存时间的作用，同时未见明显肝功能损害。为

临床应用ｎＨＡＰ治疗肝癌提供了基础研究的资料。
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