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$摘要%

!

目的
!

探明碘化氟维司群对人乳腺癌细胞的生长抑制作用及对裸鼠重要脏器的影响&方法
!

明确碘化氟维司群对

?:Z.-

细胞和
?_6.?U.1'$

细胞杀伤作用的不同'建立
?:Z.-

细胞裸鼠移植瘤模型!采用不同方式给药!观察肿瘤%肝肾等重

要脏器的情况&结果
!
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实验表明碘化氟维司群对
?:Z.-

细胞和
?_6.?U.1'$

细胞具有相似的细胞毒作用!但前者稍强于

后者!一过性接触实验表明碘化氟维司群能够与
?:Z.-

细胞结合继续发挥肿瘤抑制效应!而在
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细胞则不然"
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#'经尾静脉注射碘化氟维司群后!肿瘤部位有放射性浓聚!占到注射总量的"

0&''̂ %&1/

#

B

!瘤体先缩小后增大!血液中的放

射性占到注射总量的"

1%&-)̂ 1&30

#

B

!肝肾等脏器也有放射性分布!其分布符合雌激素受体分布状况'瘤体局部注射显示强大的

肿瘤杀伤作用!放射性分布基本局限于瘤体区域&结论
!

碘化氟维司群对乳腺癌
?:Z.-

细胞有良好的抑制作用!是放疗和内分

泌治疗作用的叠加!且对裸鼠的一般状况及重要脏器的影响是可控的&

$关键词%
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碘化氟维司群'乳腺肿瘤'
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?_6.?U.1'

'肿瘤移植'生长抑制
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乳腺癌大部分属于激素依赖性肿瘤#体内雌激素可特异性

地与雌激素受体$

D+E2"

F

D,2DJD

>

E"2+

#

X;

%结合#通过受体后效

应对肿瘤细胞起抑制作用#具有高度的特异性)氟维司群是一

种类固醇抗雌激素药物#临床上作为一类
X;

拮抗剂广泛用于

乳腺癌的治疗#能较大程度地延缓肿瘤的生长#对于
X;

阳性

晚期乳腺癌患者具有良好疗效)

$'$

7

主要依靠
&

射线发挥放射

治疗作用#射程以毫米计#对周围组织的损伤小#若将具有放疗

作用的$'$

7

标记到氟维司群分子上#其将与乳腺癌细胞
X;

结

合#就可能实现$'$

7

对乳腺癌的靶向治疗#而且是内分泌治疗

和放射治疗的结合#极有可能产生协同效应#从而为乳腺癌治

疗提供新的方向)
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材料与方法
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细胞株*裸鼠和主要试剂及其配制
!
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细胞和
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细胞$中国科学院典型培养物保藏委员会细胞

库%(

1$!

龄雌性
U68U
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裸鼠$重庆医科大学实验动物中

心%(碘化氟维司群&

$

'

$
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%采用改良氯胺
5

法于室

温*

>

<

值
-&3

*反应时间为
3O#,

的条件下合成#于反应体系

中加入
0`

冰双蒸水促其析出为乳浊液#

1%%%%2

"

O#,0`

低

温离心获取沉淀#

3%`

烘干后精密称质量#以
()B

无水乙醇加

0B

二甲基亚砜$

_?@a

%溶解#放射比活度不低于
$%

#

:#

"

#

8

(

;?97.$)0%

培养液*无血清培养液$
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N

JL",

公司%)
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主要仪器设备
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台式离心机$
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产%(恒温烤箱$
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#日本%(真空干燥器$
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"

68.
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#德国%(微型旋涡混和器$
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#上海%(放射性活度

探测器$

;?(%3=

#北京%(紫外分光光度计$
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型#日本%)
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不同剂量碘化氟维司群对
6

#

:

组
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细胞在不同时间点的抑制作用'

D 0̂

)

7

值)

&b'

(

时间
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组

$%

#

:# 1%

#

:# 0%
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:
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#
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:# /%
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不同剂量碘化氟维司群对
U

#

_

组
?_6.?U.1'$

细胞在不同时间点的抑制作用'

D 0̂

)

7

值)

&b'

(

时间
U

组

$%

#

:# 1%

#

:# 0%

#

:# /%

#
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_

组

$%

#

:# 1%

#

:# 0%

#

:# /%

#
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胞及
?_6.?U.1'$

细胞的生长抑制作用
!

6

组!

?:Z.-

细

胞#每孔
$%%%

个细胞接种到
0

块
()

孔板#设
'

个复孔(按
$%

*

1%

*

0%

*

/%

#

:#

放射强度剂量分别向培养孔内添加碘化氟维司

群#设空白对照和阴性对照#每
10

小时取出一块
()

孔板进行

后续操作(

U

组!

?_6.?U.1'$

细胞#其余处理同
6

组(

:

组!

?:Z.-

细胞#总体积
0O8

#细胞总数约
3i$%

3 个#均分于
0

支

无菌离心管中#分别加无血清培养液
%

*

$

*

'

*

-O8

后依次加入

$%

*

1%

*

0%

*

/%

#

:#

的碘化氟维司群混匀#

$G

后
$%%%2

"

O#,

离

心#弃上清液#

9U@

液轻柔洗涤后更换普通培养液重配为单个

细胞悬液#每管总体积均为
1&0O8

#其余处理同
6

组(

_

组!

?_6.?U.1'$

细胞#其余处理方法与
:

组完全相同)呈色!上

一步骤取出的
()

孔板#每孔加
?55

溶液$

3O

F

"

O8

%

1%

#

8

#

继续孵育
0G

#终止培养#轻柔吸出孔内培养液#按
$3%

#

8

"孔

加
_?@a

#振荡
$%O#,

#使甲
!

结晶物完全溶解(比色!选择

0(%,O

波长#在酶联免疫检测仪上测定各孔吸光度$

7

%值)

C&G

!

人乳腺癌
?:Z.-

细胞裸鼠移植瘤的建立&

1.'

'

!

?:Z.-

细胞制成
1i$%

)个"
O8

单细胞悬液#于
1$!

龄
U68U

"

:

雌性

裸鼠右肩皮下注射
%&3O8

#饲养于清洁级屏障系统内设的独

立通气笼具)

C&H

!

尾静脉注射碘化氟维司群后核素在体内分布及对移植

瘤*各脏器的影响)

C&H&C

!

荷瘤裸鼠全身发射型计算机断层$

X:5

%显像及各主要

脏器离体检查放射性活度
!

经尾静脉注射碘化氟维司群

1%%

#

:#

$

%&$O8

%#

$G

后全身麻醉后行
X:5

扫描#检测时间为

'%%+

)

1G

后先摘除眼球取血
$O8

#然后处死裸鼠#即刻取出

重要脏器称质量#上机检测血液及各脏器放射强度)

C&H&D

!

尾静脉注射碘化氟维司群后移植瘤的变化及各脏器的

影响
!

(

只荷瘤裸鼠分为
'

组#经体表测量皮下移植瘤体积

$长
i

宽
i

高%后#

6

*

U

*

:'

组分别经尾静脉注射溶于含
)-B

乙醇的碘化氟维司群
1%%

#

:#

$约
3%

#

8

%*

0%%

#

:#

$约
$%%

#

8

%*

$%%

#

8)-B

乙醇#每周测量肿瘤体积
$

次#并每天观察裸鼠一

般状况#

0

周后处死#取重要脏器行苏木素
.

伊红$

<X

%染色#光

镜下观察)

C&I

!

瘤体注射碘化氟维司群后移植瘤的变化
!

'

只荷瘤裸

鼠#经瘤体内及瘤体基底部多点注射碘化氟维司群
1%%

#

:#

#

10G

麻醉后行
X:5

扫描#

$

周后观察肿瘤变化)

C&J

!

统计学处理
!

采用
@9@@$'&%

软件进行统计检验#计量

资料采用
D 0̂

表示#计数资料以率表述#计量资料进行
'

检验

或方差分析#计数资料行
!

1 检验#检验水准
"

b%&%3

#以
!

%

%&%3

为差异有统计学意义)

D

!

结
!!

果

D&C

!

?55

法检测不同浓度碘化氟维司群对人腺癌细胞的抑

制作用
!

6

组中各两两比较#差异有统计学意义$

!

%

%&%3

%#

抑制作用明显#见表
$

(

U

组中各两两比较#差异有统计学意义

$

!

%

%&%3

%#见表
1

(

U

组与
6

组同等条件下的值相比#差异无

统计学意义$

!

$

%&%3

%(

:

组抑制作用弱于碘化氟维司群持续

存在的
6

组(

_

组作用
$G

后碘化氟维司群与
?_6.?U.1'$

细胞脱离接触#中断放射性损伤#各组生长抑制作用变得微弱#

与
U

组比较差异无统计学意义$

!

$

%&%3

%)

D&D

!

动物模型的建立
!

$3

只需建立移植瘤模型的裸鼠#

$0

只

在接种后
0

"

)

周成功长出移植瘤#一次成功率为
('&''B

#

$

只未长出#复种
1i$%

) 个"
O8?:Z.-

细胞后
0

周亦成功长出

移植瘤)直径
$JO

左右时即可用于实验)

D&E

!

经尾静脉注射碘化氟维司群后核素在体内的分布状况
!

碘化氟维司群注射入裸鼠体内后
1G

#核素在血液中的量最大#

达到总放射剂量的$

1%&-)̂ 1&30

%

B

#其余脏器占比均较低#见

表
'

)

D&G

!

荷瘤裸鼠全身
X:5

显像
!

可见肿瘤核素显像#但胸腹部

脏器显像亦明显#甲状腺显像不明显#见图
$

)

D&H

!

经尾静脉注射碘化氟维司群后移植瘤的变化及其对各脏

器的影响
!

6

组肿瘤体积在两周内逐步缩小#但第
'

周开始恢

复增大趋势(

U

组前
'

周均逐步缩小#第
0

周恢复增大(

:

组则

维持持续增大的趋势#两两比较差异有统计学意义$

!

%

%&%3

%#见表
0

)
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D&I

!

一般状况及主要脏器光镜下的形态学变化
!

各组裸鼠均

能耐受尾静脉注射干预因子的作用#未出现死亡(

6

*

U

组给药

次日开始有食欲缺乏*少动表现#持续约
'!

后恢复正常(

:

组

无明显异常表现)给药
0

周通过对移植瘤和脏器
<X

染色的

观察显示#肝*肺*肾*甲状腺*心*小肠等组织均未出现明显损

伤#而肿瘤组织则表现出细胞坏死)

D&J

!

瘤体注射碘化氟维司群后移植瘤的变化和核素显像结果

D&J&C

!

移植瘤的变化
!

瘤体局部注射碘化氟维司群后#

'

只

裸鼠一般状况无明显改变#显示良好的耐受性#

?:Z.-

细胞移

植瘤均出现大面积坏死#显示碘化氟维司群对裸鼠移植瘤的强

大杀伤作用)给药后
-1G

处死裸鼠#取肿瘤组织行
<X

染色

观察#可见大面积肿瘤细胞核消失#并失去细胞形态#成为无定

形的均匀红染组织#但在邻近正常组织处尚可查见少数残存的

?:Z.-

细胞)

表
'

!!

各主要组织器官放射性活度'离体(

!!!

测量值'

D 0̂

)

&b'

(

脏器
器官重量

$

F

%

放射性浓度

$

#

:#

"

F

%

总放射性活度

$

#

:#

%

总放射性活度

占比$

B

%

肿瘤
$&$3̂ %&$) 3&-(̂ %&'$ )&)-̂ %&01 0&''̂ %&1/

肝脏
1&/%̂ %&11 0&-0̂ %&31 $'&1/̂ $&$3 /&)1̂ %&0-

血液
$&1%̂ %&%0 1)&)0̂ 1&// '$&(-̂ '&$$ 1%&-)̂ 1&30

肾脏
%&)$̂ %&%0 '&0/̂ %&11 1&$'̂ %&$) $&'/̂ %&$1

心脏
%&01̂ %&%' 0&30̂ %&0' $&($̂ %&13 $&)0̂ %&$)

肺
$&1)̂ %&%1 '&%/̂ %&1- '&//̂ %&1/ 1&31̂ %&1$

小肠
$&)/̂ %&$1 3&$)̂ %&31 /&)-̂ %&)3 '&)'̂ %&0'

甲状腺
%&$/̂ %&%$ 0&%1̂ %&'' %&-1̂ %&%/ $&0-̂ %&$)

图
$

!!

荷瘤裸鼠全身
X:5

显像

表
0

!!

各组干预后肿瘤体积随时间'周(

!!!

变化'

D 0̂

)

JO

'

)

&b'

(

组别
%

周
$

周
1

周
'

周
0

周

6

组
$&10̂ %&1$ $&%0̂ %&$3

=

%&/3̂ %&$'

=

%&(1̂ %&$0

=

$&%)̂ %&$1

=

U

组
$&'3̂ %&13 %&)-̂ %&$/

=

%&31̂ %&%(

=

%&0/̂ %&%)

=

%&)(̂ %&%/

=

:

组
$&11̂ %&$( $&'0̂ %&1)

=

$&0(̂ %&'$

=

$&)1̂ %&'3

=

$&/3̂ %&'/

=

!!

=

!

!

%

%&%3

#两两比较

D&J&D

!

瘤体局部注射后
X:5

全身扫描结果
!

可见核素基本

局限在肿瘤部位#未向全身其他部位扩散#见图
1

)

图
1

!!

瘤体局部注射碘华氟维司群的
X:5

全身扫描结果

E

!

讨
!!

论

!!

X;

是预测乳腺癌内分泌治疗反应和判断乳癌预后一个

重要标志#阳性者内分泌治疗反应和预后均好于阴性者&

0

'

)多

项研究表明#

?:Z.-

细胞
X;.

'

呈现过度表达或可诱导过度

表达&

3./

'

)

钠碘同向转运体$

A7@

%利用细胞跨膜钠离子浓度梯度作

为驱动力将碘转运至细胞内&

(.$$

'

#而乳腺癌细胞能表达

A7@

&

$1

'

#因此为碘放射治疗乳腺癌提供新的可能)

?55

实验结果发现在碘化氟维司群作用下#两种乳癌细

胞均受到生长抑制#一过性接触实验表明两种乳腺癌细胞生长

抑制作用均减弱#

?:Z.-

细胞的生长抑制仍然明显强于

?_6.?U.1'$

细胞#推测为不论
X;.

'

表达的情况如何#只要

培养环境中存在一定剂量的放射性#则
?:Z.-

和
?_6.?U.

1'$

细胞均会受到放射损伤#表现生长抑制#当去除了培养液

中的放射性物质后#

?_6.?U.1'$

细胞因无摄取碘化氟维司

群的能力而完全脱离放射环境#但
?:Z.-

细胞以其
X;

与碘

化氟维司群的特异结合#从而继续承受放射损伤#其对肿瘤细

胞的杀伤作用是放射治疗与内分泌治疗的叠加效应)

?:Z.-

细胞
X;.

'

呈现过表达&

3./

'

#同时#

X;.

'

呈现全身

广泛分布的特点&

$'.$3

'

)氟维司群不良反应少#因而被视为乳

腺癌内分泌治疗的+纯拮抗剂,#甚至有报道称其能下调
X;

的

表达#潜在机制尚不清楚&

$).$/

'

)

静脉注射碘化氟维司群后#裸鼠移植瘤的生长表现先抑制

后恢复增长的趋势#推测抑制作用是由于碘化氟维司群的放疗

和内分泌治疗双重作用的结果(后期的恢复增长与药物在体内

的浓度下降有关#包括放射性碘的衰变和氟维司群的生物代谢

两方面)荷瘤裸鼠早期表现纳差*少动#肿瘤有生长抑制表现

且镜下可观察到肿瘤组织坏死#但对各脏器的形态学检查未发

现明显脏器损伤)推测原因在于肿瘤细胞和正常细胞对射线

的敏感程度不同#肿瘤细胞更易遭受放射损伤#且损伤修复能

力不如正常组织细胞)

瘤体局部注射碘化氟维司群后肿瘤大面积坏死#仅临近正

常组织处可查见少许残留癌灶#

X:5

扫描显示核素集中于肿

瘤部位#未向全身扩散)推测由于碘化氟维司群维持了氟维司

群水溶性差的特性#局部注射后#碘化氟维司群在局部析出成

为结晶#造成局部高放射剂量的环境#可充分发挥其放射性杀

灭肿瘤细胞的作用(另外#结晶体虽然不能进入血液循环#但其

在组织间隙发生物理位置变迁仍有可能#因而能够在更大的局

部范围内发挥抗癌作用)
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综上#碘化氟维司群对雌激素依赖性人乳腺癌细胞具有良

好的生长抑制作用#其作用机制包括!$

$

%碘化氟维司群携带

的$'$

7

对
?:Z.-

细胞的放射性损伤($

1

%碘化氟维司群与
X;

结合#阻断雌激素对
?:Z.-

细胞的支持作用($

'

%碘化氟维司

群下调
X;

的表达)因而#笔者认为放射性碘化氟维司群可能

成为临床治疗雌激素依赖性乳腺癌的一个新药#是放射治疗与

内分泌治疗的协同治疗手段)
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