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摘!要!目的!观察 >@9修饰的载蟾毒灵多级靶向纳米粒对荷 _1$ 肝癌裸鼠的靶向性!为蟾毒灵纳米粒的肝癌临床治疗

提供依据和方法" 方法!两组荷 _1$ 肝癌裸鼠分别注射 9+-Pb6837+) PTO(@PO_@MPO__和 9+-Pb6837+) PTO(@PO_@MP

O__P/>@9纳米粒! 于药物注射后 $#'"^ 后采用活体成像系统测定裸鼠活体的荧光强度" 结果!注射纳米粒 $#'"^ 后!与 9+-

Pb6837+) PTO(@PO_@MPO__纳米粒相比!注射 9+-Pb6837+) PTO(@PO_@MPO__P/>@9纳米粒的荷瘤裸鼠肝脏肿瘤部位显

示出较高的荧光强度" 结论!>@9修饰的载蟾毒灵多级靶向纳米粒具有更有效的瘤体靶向性!可能为临床抗肝癌治疗提供实

验基础和理论依据"
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!!原发性肝癌是全世界第 E 大常见恶性肿瘤!化

疗#生物免疫治疗是转移性肝癌主要的治疗手段之

一
/'!%0

" 但化疗药物存在的对肿瘤缺乏特异亲和性

和专一性#全身毒性及多药耐药等问题" 随着纳米给

药系统的兴起!纳米技术被引入药物制剂研究中!利

用纳米技术研制和开发具有肿瘤靶向性的药物载体!

使药物在肿瘤局部释放并发挥作用" 蟾毒灵是蟾酥

中提取的一种毒性配基之一!具有诱导肿瘤分化和凋

亡作用" 本实验组前期在 TO(@PO_@MPO__-聚乙

二醇单甲醚 P聚乳酸羟基乙酸 P聚赖氨酸.纳米粒

上!用 />@9-缬氨酸 P精氨酸 P甘氨酸 P天冬氨酸

P谷氨酸环肽.修饰!包裹蟾毒灵制备纳米粒!通过

纳米粒本身具备的主动#被动靶向作用!再加之 >@9

与整合素之间的受体 P配体特异性结合作用!从而达

到多级靶向目的!进而将药物运送到靶部位
/$0

" 笔

者通过建立裸鼠原位移植性肝癌模型!观察纳米粒对

荷 _1$ 肝癌裸鼠的靶向情况!以探讨 >@9修饰的载

蟾毒灵多级靶向纳米粒体内的抗肿瘤效应!为该纳米

粒的肝癌临床治疗提供依据和方法"

材料与方法

'I主要药物与试剂(蟾毒灵 - b6837+). -南昌贝塔生物科

技有限公司." 蟾毒灵多级靶向纳米粒 - b6837+) )3)5D3-;+/7,!

0=O.采用乳化溶剂蒸发法制备!纳米粒平均粒径为 'GH t

FH)T!0=O中蟾毒灵含量为 $I"%J t&I'GJ" 9+-PTO(@P
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O_@MPO__P/>@9聚合物 -上海交通大学医学院附属仁济

医院上海市肿瘤研究所段友容课题组提供!O_@M1)nF&&&!

O__1)n$&&&!TO(@PO_@MPO__1)n'%&&&! TO(@PO_@M

PO__与 >@9按摩尔比 'n' 接枝."

%I细胞株和实验动物(细胞株为 _1$ 肝癌细胞!由复旦

大学附属中山医院肝病研究所提供)0M_0L2)6L)6 裸鼠 '%

只!G 周龄!体重 %& t%*!雄鼠!购自上海市公共卫生中心 /实

验动物许可证号为 .2cV-沪.(%&&E P&&&'0!饲养于上海中

医药大学附属普陀医院 .ON级动物实验室/动物实验室许可

证号为 .dcV-沪.!%&&E P&&&F0"

$I荷 _1$ 肝癌裸鼠原位瘤模型的建立(培养 _1$ 肝癌

细胞!待细胞生长至对数生长期!常规胰蛋白酶消化!制备单

细胞悬液!调整细胞浓度为 ' v'&

#

LT7" 在 G 只裸鼠右腋部皮

下注入 &I%T7细胞悬液!待皮下肿瘤长至 'I& Q'I%/T时!脱

颈椎处死后剥离皮下肿瘤组织" 将剥离的移植瘤剪成约 'TT

v'TTv$TT大小的组织块!然后固定剩下 G 只裸鼠!用手术镊

夹起胸骨下 '/T处皮肤!剪至胸骨缘后拎起肌肉层剪开" 剪开后

用棉签辅助挤出肝脏" 用手术剪在肝脏较厚处戳一小洞后用镊

子通过小洞探一小隧道!将瘤块塞入小隧道后逐层关腹"

HI活体靶向荧光成像实验方法(在模型制作后第 '& 天将

裸鼠分为 9+-PTO(@PO_@MPO__纳米粒 _1$ 肝癌原位瘤

组!9+-PTO(@PO_@MPO__P>@9纳米粒 _1$ 肝癌原位瘤

组!各 $ 只裸鼠" 通过尾静脉各注射 &I%T7!各组动物的饲养条

件完全相同!各组动物体重无差异" 荧光成像之前均先腹腔注

射 &I&GT7%IEJ戊巴比妥钠!使之处于麻醉状态!用 _0"F$ 型

动物活体成像仪分别在 $ 和 '"^ 进行活体靶向荧光成像"

结!!果

'I荧光活体成像观察(纳米粒通过尾静脉注入

荷瘤裸鼠后!分别于 $ 和 '"^ 成像" 如下图所示!注

射纳米粒 $^ 后!与 9+-Pb6837+) PTO(@PO_@MP

O__-图 'M.纳米粒相比!注射 9+-Pb6837+) PTO(@P

O_@MPO__P/>@9-图 '0.纳米粒的荷肝脏原位瘤

裸鼠肿瘤部位的荧光强度要强" 注射纳米粒 '"^ 后!

注射 9+-Pb6837+) PTO(@PO_@MPO__纳米粒的荷

肝脏原位瘤裸鼠肿瘤部位未显示出荧光!而注 9+-P

b6837+) PTO(@PO_@MPO__P/>@9纳米粒的荷肝

脏原位瘤裸鼠肿瘤部位能显示出部分荧光!这表明

9+-Pb6837+) PTO(@PO_@MPO__P/>@9纳米粒能

在肿瘤部位存留时间更久!从而更有效地靶向肿瘤"

图 +,尾静脉注射 .8&3$7='98:3>/V%3/?%#3/??和 .8&3$7='98:3>/V%3/?%#3/??32"%.

纳米粒后荷瘤裸鼠的肝脏原位瘤的活体荧光成像图

MI9+-Pb6837+) PTO(@PO_@MPO__) 0I9+-Pb6837+) PTO(@PO_@MPO__P/>@9

!

讨!!论

蟾毒灵是中药蟾酥中的有效成分之一!现代研究

发现其对包括肝癌在内的多种肿瘤具有抑制作用!作

用机制涉及促进凋亡#诱导分化#抑制肿瘤血管新生

等
/H QF0

" 韩克起等
/"0

研究发现大#中剂量的蟾毒灵对

小鼠原位移植性肝癌有明显的抗肿瘤效应" 但因其

毒性较大#难溶于水#代谢快#半衰期短等缺点!限制

了其在肿瘤治疗中的应用
/'&0
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纳米制剂是目前靶向给药系统中较具开发前景

的剂型之一" 研究表明!由于肿瘤细胞有较强的吞噬

能力以及肿瘤等病变部位的血管内皮细胞缝隙远大

于正常内皮细胞间隙!因此纳米粒更容易进入肿瘤内

部)同时纳米粒缓释抗肿瘤药物延长了药物在肿瘤内

的存留时间!因此延长了作用时间!提高了疗效
/''0

"

新型的纳米载体使用主动和被动的靶向治疗策

略!极大地增加了肿瘤细胞内的药物浓度并避免其对

正常细胞的毒性!克服在临床上应用蟾毒灵存在的问

题
/'%!'$0

" 同时可在纳米粒表面偶联特异性的靶向分

子进行表面修饰!如特异性配体#单克隆抗体等!通过

靶向分子与细胞表面特异性受体结合!实现药物的多

级靶向输送" 本课题组前期研究制备的以缬氨酸 P

精氨酸 P甘氨酸 P天冬氨酸 P谷氨酸环肽-W>@9@!

/>@9.修饰的聚乙二醇单甲醚 P聚乳酸羟基乙酸 P

聚赖氨酸-TO(@PO_@MPO__P/>@9.聚合物为载

体!以蟾蜍灵 - b6837+) . 为模型药制备的 b6837+) P

TO(@PO_@MPO__的纳米给药系统具有良好的靶

向递送能力和治疗效果!主要由于以下几个方面(

!

可降解聚合物 O_@M使包裹在内的 b6837+) 随材料的

降解被缓慢释放出来!从而延长治疗治疗并降低其毒

性)

"

阳离子多聚物聚左旋赖氨酸 O__!生物相容性

好!降解产物为人体所必需的氨基酸)

&

由于聚乙二

醇单甲醚-TO(@.附着在 TO(@PO_@MPO__P/>@9

聚合物载体的表面!TO(@的长链能使纳米载体有效

的逃避网状内皮系统的吞噬!从而达到长循环的目的!

有助于取得较好的治疗效果)

.

/>@9是一个有效的靶

向分子!众多实验已经证实其对肿瘤血管具有很好的

靶向效果" 因此以载蟾蜍灵的缬氨酸 P精氨酸 P甘氨

酸 P天冬氨酸 P谷氨酸环肽-W>@9@!/>@9.修饰的

聚乙二醇单甲醚 P聚乳酸羟基乙酸 P聚赖氨酸-b683U

7+) PTO(@PO_@MPO__P/>@9.纳米给药系统将能

够有效的降低 b6837+) 的毒性!增强其靶向性"

随着小动物成像技术的发展!活体小动物无损伤

性成像在临床前研究中发挥着越来越重要的作用" 目

前!体内可见光成像包括生物发光与荧光两种技术"

荧光技术是采用荧光报告基因或荧光染料进行标记!

本实验利用 9+>这种近红外荧光染料形成清晰的体内

生物光源!从而实现活体示踪" 与传统技术相比不需

要杀死动物!可以对同一个动物进行长时间反复跟踪

成像!既可以提高数据的可比性!避免个体差异对试验

结果的影响!又可以了解标志物在动物体内的分布和

代谢情况!避免传统体外实验方法的诸多缺点"

此实验制备的载药纳米粒体内荧光活体成像实

验数据显示相对于 9+-Pb6837+) PTO(@PO_@MP

O__纳米粒!9+-Pb6837+) PTO(@PO_@MPO__P

/>@9纳米粒能在肿瘤部位存留时间更久!从而更有

效地靶向肿瘤!证明该纳米粒能有助于提高肝癌治疗

的效果" 但本研究目前主要是针对纳米粒的递送能

力从活体成像方面进行了初步的研究" 该纳米粒在

肝癌治疗方面仍需进一步深入研究"
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