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摘?要!目的?探寻渗透泵强化对流释放给药治疗脑肿瘤的衳小鼠模型#为新药的临床前期应用提供良好的实验动物模

型$ 方法?#* 只衳小鼠基底节区种植 * f#"

G 个人胶质瘤 b-( 细胞#并安置渗透泵强化对流释放给药系统$ 裸小鼠按体

重和活体荧光信号强度分为二组%治疗组! ! E("的泵内注入 #""

&

4!#

&

P"的 D'̂'/]X#对照组! ! E( "泵内注入 #""

&

4

!#

&

P"的无关毒素 D'$ 观察动物的生长特征# 2̀M42>0YI3IL生存曲线分析和脑内肿瘤的病理学特征$ 结果?实验动物没

有与渗透泵及外科手术相关的病残和病死发生$ 动物对渗透泵给药系统耐受好#无抓搔及渗透泵脱位#伤口无感染及裂

开等情况$ 2̀M42>0YI3IL生存曲线显示治疗组动物的中位生存期较对照组明显延长#差异有显著性$ !治疗组 #!. 天 OJ<

对照组 .- 天#"E"<"""!" $ 治疗组中有两只小鼠生存期超过 #-" 天$ 病理学检测衳小鼠脑内种植生长的肿瘤与人类胶

质母细胞瘤的病理特征极为相似$ 结论?该衳小鼠实验动物模型简便'实用'可靠#适用于新的药物包括单克隆抗体'靶

向小分子'肿瘤疫苗等通过强化对流投递治疗脑内恶性肿瘤的临床前期应用$

关键词!动物模型&脑胶质瘤&免疫毒素&强化对流释放给药
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??原发性恶性脑胶质瘤 !Hgi
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级 "是成人

最常见的颅内肿瘤#治疗困难'预后差#即使联合

手术'放疗和化疗#其中位生存期仍仅为 #* 个月

左右*#+

$ 尽管目前已有多种药物在体外和动物实验

)*"+)
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中证实具有显著的抗胶质瘤活性#但在人体内却无

法取得类似的效果#这可能与传统的全身给药方式

因血脑屏障的限制和全身的毒性反应影响药物的

效果有关*!#++

$ 药物的强化对流释放 ! B6>OI=K36>0

I>;2>=IF DI43OIL:# B/D"给药方式治疗恶性脑胶质

瘤是通过持续'轻度正压灌注技术将药物直接释放

至肿瘤内和瘤周组织间的一种技术*+0.+

$ 这一技术

能使药物在局部形成高浓度#同时克服药物在全身

用药时的毒副作用和不能透过血脑屏障的局限性$

目前实验应用 B/D方法时#多通过注射器或导管

多次给药#并多采用大鼠模型#不但因多次操作增

加了难度和误差#且大动物费用高#掌控有一定的

困难#缺乏有关衳小鼠的脑内原位种植肿瘤#渗透

泵强化对流释放给药系统安置的详细资料*(0#"+

$

本实验中我们详细描述了衳小鼠的脑内原位

种植肿瘤模型的建立及渗透泵强化对流释放给药

系统的安装#并观察了通过该系统投递免疫毒素

D'̂'/]X!新合成的一种毒素名称 "对衳小鼠脑内

原位种植人脑胶质肿瘤的疗效#为新药物利用渗透

泵强化对流释放给药系统治疗脑恶性肿瘤的临床

前期研究提供实用'经济'可靠的动物模型$

BC材料和方法

B<BC细胞培养

转染有荧光素酶基因的人脑胶质瘤 b-( 细胞

系由 YI16L324C462>0̀IKKIL3>P癌症中心提供$ 肿瘤

细胞在改良的恩格培养液 ! #"d小牛血清#Gd链

霉素" 中贴壁生长$ 细胞培养箱控制为湿润的

+(e含有 GdBi

!

$ 当贴壁细胞达到 -"d Z,"d

融合时#使用胰蛋白酶消化脱壁$ 利用胎盘蓝检测

细胞活力#活力达到 ,Gd的细胞用于实验$

B<DC衳小鼠的脑内原位种植肿瘤模型

#* 只 . 周的雌性无胸腺小鼠#体重 #( Z#,

克#腹腔注射克他命麻醉液 ! -"1PcVP" #立体定向

头架固定小鼠头部$ 中线切口#应用磨钻于前囱前

"<G 11#中线旁 !<G 11颅骨上钻孔 !如图 # "̂ $

将 !G 号针连接到固定于立体定向架上的 #"

&

4微

量注射器上用于注射肿瘤细胞$ 注射针尖进入距

颅骨表面 +<! 11的脑内保持 ! 分钟后#再回退固

定于 +<" 11深处$ #<*

&

4含有 * f#"

G 个 b-( 肿

瘤细胞悬液在 G 分钟内注入#留针 G 分钟后缓慢退

出$ 用骨蜡封闭骨孔#医用胶粘合切口$ 上述操作

均在无菌条件下完成$ 种植有肿瘤的衳小鼠按前

述方法*##+作活体荧光显像检查显示有肿瘤生长后

依据荧光信号强度分组用于本实验$

B<EC渗透泵强化对流释放给药系统的安置

渗透泵强化对流释放给药系统 ! â&/'16FI4

#""(D#美国 DRLI=K公司产"由微量渗透泵'流量控

制器'导管和注射针组成 !如图 #W" $ 按渗透泵系

统说明填注渗透泵并连接 #<G =1输液导管和+011

长的 !G 号针$ #* 只有肿瘤生长的裸小鼠按体重

和荧光强度分为二组%治疗组 ! ! E( " 泵内注入

#""

&

4! #

&

P"的 D'̂'/]#对照组! ! E( "泵内注入

#""

&

4! #

&

P"的无关毒素 D'$ 衳小鼠麻醉并固定

于立体定向头架上#从原切口分开头皮#钝性分离

鼠背部皮肤并将渗透泵埋入皮下#注射针从原颅骨

钻孔处垂直插入颅内肿瘤中#用少许生物胶将注射

针帽固定于颅骨上#用 *0" 缝线缝合皮肤并外涂少

许粘胶 !如图 #B" $ 安置前将渗透泵流速调控为

"<G

&

4c;#安置 - 天后#再次麻醉动物打开切口#取

出渗透泵给药系统#粘胶关闭切口$ 上述操作均在

无菌条件下完成$

!"#

$%&

'(

)*+

,-./0

123

!

"

#

图 BC渗透泵强化对流释放给药治疗基底节区萤光素

酶标记的脑恶性肿瘤的衳小鼠模型% $̂肿瘤细

胞和药物注入点&W$用于向肿瘤内强化对流投

药的微泵系统&B$种植有脑肿瘤细胞和安装好

微渗透泵进行活体荧光影像检查的衳小鼠!其头

部为肿瘤显示的荧光信号!颈背部突起为安装于

皮下的渗透泵!右侧彩条为荧光信号强度尺%

B<IC动物观察和病理学检查

术后分笼饲养#未使用抗生素$ 第一月内#每

三天一次测动物体重#后每周测一次体重#当体重

降低超过 !"d或有严重的症状#如行走障碍时处

死动物$ 动物处死后#取全脑固定于 *d的福尔马

林中过夜#置入 !"d的蔗糖溶液之中#保存于 *mB

冰箱#标本沉底后冰冻切片#(

&

1冠状切片#g/染

色$

)G"+)
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B<JC统计分析

应用 ]L2M;A2F 软件 * 版进行 2̀M42>0YI3IL生存

曲线分析#"

"

"<"G 有显著统计学意义$

DC结果

D<BC一般观察

在实验过程中#所有的动物没有与渗透泵及外

科手术相关的病残和病死发生$ 所有的小鼠在肿

瘤细胞种植'渗透泵安置和药物投递过程及实验的

早期阶段均无局灶性的神经系统症状$ 动物对渗

透泵给药系统耐受好#无抓搔'渗透泵脱位'伤口

感染及裂开等情况$ 实验时由于动物处于生长发

育阶段#即便在肿瘤种植'药物投递后动物的体重

均有增长$ 由于肿瘤的生长#动物缓慢出现对侧前

肢的瘫痪#且在最后的 # Z! 周内出现明显的恶

化#其体重在临近处死前均有急骤的降低$ 在实验

的后期阶段#常可观察到动物抽搐发作$

D<DC脑肿瘤对免疫毒素的治疗反应

#

&

P的免疫毒素 D'̂'/]X或对照的 D'通过渗

透泵强化对流释放给药系统持续 - 天投递入肿瘤

内$ 定期活体荧光检测肿瘤的生长和药物的疗效

!相关数据另文报道 " $ 2̀M42>0YI3IL生存曲线显

示如图 ! 分析显示治疗组的中位生存期较对照组

明显延长#差异有显著性$ !治疗组 #!. 天 OJ<对

照组 .- 天#"E"<"""! " $ 治疗组中有两只小鼠

生存期超过 #-" 天$
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图 D C 2̀M42>0YI3IL生在曲线显示采用 D'̂'/]X治疗

的荷瘤实验衳小鼠有较长的生存时间% " "E

"<"""! #

D<EC病理学检查

除治疗组两只生存期超过 #-" 天的小鼠#其中

一只未见肿瘤生长外#其它种植 * f#"

G 个 b-( 肿

瘤细胞的衳小鼠均检测到巨大的颅内肿瘤 !如图

+ "̂ $ 大体标本上可见到明显的侧脑室受压和中

线移位#两组肿瘤的大体形态学无差异$ 病理学检

测显示多细胞病变位于脑白质内#边界不清#侵袭

性生长#血管丰富#细胞有丝分裂相多见#染色体

异常#并见出血和坏死#与人类胶质母细胞瘤的病

理极为相似!如图 +W#B" $

图 EC基底节区萤光素酶标记的衳小鼠脑肿瘤病理学

情况% $̂肿瘤大体标本检查!可见瘤内出血'

坏死和粗大的新生血管&W和 B$分别为 g/染

色光镜低倍和高倍情况%

EC讨论

恶性胶质瘤是一种具有高度增殖和侵袭性的

肿瘤#治疗药物无法达到足以杀伤肿瘤细胞的浓度

可能是这 类 实 体 肿 瘤 治 疗 失 败 的 主 要 原 因 之

一*#0++

$ B/D的方法由 W676等提出#该方法将定向

置入肿瘤内的导管与泵相连#通过轻度正压进行持

续地微量灌注#将药物的总体流量进行分布*+0.+

$

这种方法的优点是局部可获得高浓度药物又避免

了全身的毒副作用$ 数学模型和实验模型都已证

实#单纯的药物扩散方式如全身化疗或局部被动释

放#包括控释药物聚合体和鞘内给药#都没有 B/D

方式给药对总体流量的分布更有效*#!##++

$

大多的研究者采用注射器或导管短期多次向

瘤内 B/D给药#但由于短时间内高压力的较大容

量药物的输注可引起周围组织撕裂和药物沿针道

返流#从而影响药物的疗效并可因大量药物进入蛛

网膜下腔出现严重的毒副作用*.##"##*+

$ 本研究中我

们应用一种新的局部给药的设备 !采用微渗透泵

系统实施 B/D给药"治疗恶性脑胶质瘤#该设备是

一种利用渗透压控制持续向瘤内较长时间注射药

物的装置$ 研究结果显示本方法有下述优势%

!

持

续保持恒定的输注压力向肿瘤组织投递药物&

"

连

)."+)
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续多日输药且免除了外接导管'注射器及多次处理

动物的需要&

+

单位时间内输液量不多#小动物能

很好的耐受&

,

输液泵安置于动物体内#不影响动

物活动$ 但由于渗透泵不断从周围组织中吸收液

体#有可能将泵中的高渗盐漏入皮下引起动物局部

皮肤溃烂#同时在行活体荧光照像时该系统可能对

荧光信号强度有影响#因此需及时拆除$ 此外#i;

等研究表明中空的纤维导管能有效减少在 B/D输

液中因持续的压力作用下药物沿针道返流而增加

药物疗效减少其毒副作用*#"+

$ 本实验所用渗透泵

的注药针若能采用中空的纤维导管可能取得更好

的疗效$

分子靶向治疗开创了脑胶质瘤治疗的新时代#

当一种新的药物体外实验证实有好的疗效后#接下

来最重要的一步是证实其体内疗效$ 靶向毒素#亦

称为免疫毒素或细胞毒素#是一种与肿瘤细胞表面

特异性抗原或受体#如表皮生长因子受体'白细胞

介素0#+ 受体等相结合的细胞分子#其毒素成份可

杀死肿瘤细胞*!+

$ 由于其分子量较大#不易通过血

脑屏障#因此如何将之有效投递入颅内是发挥其抗

肿瘤作用的关键因素$ 我们参与研制了一种能同

时靶向肿瘤细胞及其新生血管内皮细胞的表皮生

长因子受体和 RÂ@的双重特异性免疫毒素 !命名

为 D'̂'/]X" #体内外实验证实其对多种肿瘤具有

良好的疗效*####G+

$ 虽然药物疗效及其毒性研究不

是本研究的重点#本实验结果表明药物 D'̂'/]X

能顺利通过渗透泵强化对流释放至鼠脑种植的胶

质肿瘤内并显示有明显的疗效$ 我们的方法亦可

用于其它药物的颅内投递#如分子靶向药物包括单

克隆抗体'靶向小分子'肿瘤疫苗#为新药的临床

前期研究提供了良好的实验动物模型$
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