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　　摘要：目的　探讨应用羟基磷灰石纳米材料和超液化碘油混悬液栓塞治疗，对肝癌组织表达
ＣＤ１４７的影响。方法　３０只接种 ＶＸ２肿瘤系的荷瘤兔随机分为 ３个治疗组：对照组；超液化碘油组；
纳米材料和超液化碘油组。通过超选插管胃十二指肠动脉分别给予生理盐水（１ｍＬ／只），超液化碘油
（０．３ｍＬ／ｋｇ），纳米材料和超液化碘油混悬液（０．３ｍＬ／ｋｇ）。术后 ３ｄＣＴ检查确认插管成功。２周后，
应用免疫组织化学法（ＳＰ）和 ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法，来检测 ３组肿瘤组织 ＣＤ１４７的表达。结果　免疫组化
显示，ＣＤ１４７在 ３组的肿瘤组织细胞膜均有表达，阳性率分别为（３１．３３±５．８８）％，（７５．６３±４．４４）％，
（８０．０３±５．５９）％，对照组与碘油组，纳米碘油组在 ＣＤ１４７的表达差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），后
两组差异则无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ半定量检测，碘油组和纳米碘油组 ＣＤ１４７的表达
量升高，与对照组对比有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　应用超液化碘油，或羟基磷灰石纳米材料和
超液化碘油混悬液栓塞治疗后，肿瘤组织表达 ＣＤ１４７有上升趋势，可能是造成栓塞治疗后肿瘤复发率
高的因素之一。 ［中国普通外科杂志，２００７，１６（３）：２１３－２１７］
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　 　 人 工 合 成 的 羟 基 磷 灰 石 纳 米 粒 子

（ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ）具有组织相容性好，高

比表面积，组织吸附好，以及多孔性和性质稳定等

特点，作为药物及基因载体治疗恶性肿瘤方面有

广泛的应用前景。并且，它本身对恶性肿瘤有一

定的促凋亡作用［１－２］。ＣＤ１４７是基质外金属蛋白

酶刺激诱导因子（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓｉｎｄｕｃｅｒ），

在体内，体外的恶性肿瘤有高表达，并对肿瘤的浸

润，转移，肿瘤新生血管的形成起重要作用［３］。本

研究通过应用超液化碘油，碘油和羟基磷灰石纳

米粒子混悬液栓塞治疗干预后，观察兔 ＶＸ２肿瘤

组织表达 ＣＤ１４７的影响，以探讨栓塞后肿瘤复

发，转移的可能机制。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　新西兰大白兔 ３０只，体重

２．０～２．５ｋｇ，雌雄不限。由华中科技大学同济医学

院动物中心提供。

１．１．２　试剂和药物　羟基磷灰石纳米材料由武

汉理工大学提供，超液化碘油购自法国 Ｇｕｅｒｂｅｔ公

司，超液化碘油羟基磷灰石纳米混悬液应用超声

乳化法，略加改进制备［４］。肝素钠注射液购自万

邦药业，青霉素购自杭州民生药业。速眠新Ⅱ注

射液 购 自 长 春 军 事 医 学 科 学 院 兽 医 研 究 所。

ＣＤ１４７免疫组化检测一抗为小鼠抗人单克隆抗

体，购自 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测一抗为

兔抗人多克隆抗体，分子量５８ｋＤ，内参 βａｃｔｉｏｎ为

小鼠抗人单克隆抗体，分子量 ４２ｋＤ，均购自博士

德公司。兔肿瘤系 ＶＸ２组织细胞原始由美国

ＡＴＣＣ公司提供，本实验中心长期传代接种。

１．１．３　实验仪器　美国 ＧＥｐｒｏｓｐｅｅｄ１６排螺旋

ＣＴ机。免疫组化应用高清晰度彩色病理图象分

析系统分析，型号为 ＮｉｋｏｎＴＥ２０００Ｕ（日本）。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测仪器为 ＢＩＯＲＡＤ公司（美国）的

０．７５ｍｍ型号电泳仪。经兔胃十二指肠动脉插管

给药的工具，为应用硬膜外管自制的导管。

１．２　方法

１．２．１　兔 ＶＸ２肿瘤模型的建立　取传代接种

２周的种兔，通过兔耳缘静脉，推注 １％的利多卡

因 ４ｍＬ，处死种兔。常规消毒后，开腹取出生长于

肝脏的肿瘤组织。选取其中颜色呈灰白色，外观

状，并 质 地 柔 软 的 肿 瘤 组 织，修 剪 成

０．１ｃｍ×０．１ｃｍ的组织块，浸泡在新鲜的胎牛血清

培 养 基 中 待 用。 将 正 常 大 白 兔， 按

１ｋｇ／（０．１～０．２）ｍＬ给予速眠新Ⅱ注射液麻醉，参照

Ｐｒａｔ等［５］的方法，加以改进，将瘤组织块，接种于

兔的肝左中外叶。术后２周，行 ＣＴ检测，确定接

种瘤组织的生长情况。接种后生长的肿瘤平均直

径 １．５～２．０ｃｍ。

１．２．２　实验分组和药物干预　选取 ３０只生存
状态良好的荷瘤兔，随机分为 ３组：（１）对照组，
注射生理盐水；（２）碘油组，注射超液化碘油栓
塞；（３）碘油和纳米组，注射超液化碘油和纳米粒
子混悬液栓塞。手术步骤：根 据兔 的体重，按

０．１～０．２ｍＬ／ｋｇ予 以 速 眠 新 Ⅱ 注 射 液 麻 醉，约
２０ｍｉｎ后，将麻醉的兔固定在自制的手术台上，去
除腹部的毛发，以剑突为标志，取腹部正中切口，

长约 ５ｃｍ。进腹后，先探查肿瘤接种生长情况，选
取肿瘤直径在 １．５～２．０ｃｍ作为实验动物。以兔
胃十二指肠交界处的幽门上淋巴结为标志，在其

右上找到胃十二指肠动脉，游离出约 ２．０～４．０ｃｍ
的一段，并确认与肝固有动脉和肝总动脉的解剖

关系后，两端用丝线提起，在中间侧方剪开动脉

壁，将自制的导管插入，并用 １％的肝素液冲洗防
凝后，按实验分组的不同，分别注入碘油，碘油纳

米混悬液（均按 ０．３ｍｌ／ｋｇ给予），生理盐水（按
１ｍＬ／只给予）。注射完毕后，再次用肝素液冲洗。
将胃十二指肠动脉结扎。仔细止血后关腹。术前

及术后第一天禁食，术中输液，手术当天及术后

３ｄ肌注注射青霉素。术后 ３ｄ行 ＣＴ检查，观察碘
油在肿瘤组织的沉积情况，确认插管效率，并最终

确定进入实验组的动物。
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１．２．３　标本制备　术后 ２周，将所有实验动物处
死，立即取出肝脏，取部分肿瘤组织应用福尔马林

液浸泡后，送同济医院病理科切片，石蜡包埋，做免

疫组织化学检测；部分肿瘤组织应用液氮法提取肿

瘤组织的总蛋白，加入三去污裂解液后，４℃下离心
１５ｍｉｎ，取上清后，分装，保存在 －７０℃备用。
１．２．４　免疫组织化学检测　将 ３组实验动物的
石蜡标本，分别做厚 ４μｍ连续切片。应用免疫组
织化学 ＳＰ法检测，一抗为抗 ＣＤ１４７单克隆抗
体，工作浓度 １∶５０。应用磷酸盐水缓冲液（ＰＢＳ）
代替一抗作阴性对照。严格按照试剂盒操作步骤

进行。结果应用高清晰度彩色病理图象分析系统

分析，ＣＤ１４７阳性结果为胞膜染成棕黄色，每份
标本选取 ５个高倍镜视野（×４００）进行阳性细胞
记数，按阳性细胞所占比例数分为：阴性，阳性细

胞数≤５％，弱阳性，阳性细胞数!

５％且≤２５％，
阳性，阳性细胞数

!

２５％且≤５０％，强阳性，阳性
细胞数

!

５０％。
１．２．５　蛋白质免疫印迹（Ｗｅｒｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测　制
备 １０％的 ＳＤＳ聚丙烯酰胺分离胶，４％的积层胶。
将对照组，碘油组和碘油及纳米组兔 ＶＸ２肿瘤组
织蛋白标本，在室温下解冻后，应用考马氏亮兰

２５０法测定蛋白浓度。以每泳道加入 ２０～２５μｇ
蛋白量计算出上样量，在其内加入 ５×上样缓冲
液（ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ），沸水浸煮 ５ｍｉｎ变性后，加样。
垂直电泳条件：６０Ｖ３０ｍｉｎ，积层胶，１２０Ｖ２ｈ，分
离胶，确定溴酚兰到达凝胶的底部。然后，将目的

蛋白转至 ＰＶＤＦ膜上。转膜工作条件：恒压电流
２００ｍＡ１ｈ。丽春红染膜，确认转膜效果后，５％的
脱脂奶粉室温下封闭 ８ｈ，加入兔抗人 ＣＤ１４７多克
隆抗体，工作浓度 １∶４００，４℃孵育过夜。洗膜３次
后，加入 ＨＲＰ标记的羊抗兔二抗，浓度 １∶４０００，
室温孵育 ２ｈ后，洗脱二抗。内参 βａｃｔｉｏｎ的转膜
工作条件：恒压电流 ２００ｍＡ，４０ｍｉｎ。一抗工作浓
度 １∶４００，二抗为 ＨＲＰ标记的羊抗小鼠抗体，浓度
１∶５０００。应用化学发光法显影。胶片去除伪影
后，应用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图象分析软件，结果以测定
的 ＣＤ１４７蛋白条带的积分光密度（ＩＯＤ）与内参蛋
白条带的光密度对比来表示组织 ＣＤ１４７蛋白量
的相对表达水平。

１．３统计学处理
所有数据应用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，组

间比较采用单因素方差分析，ＳＰＳＳ１３．０统计软件
包处理，Ｐ＜０．０５有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＣＴ检测结果
接种 ２周后，肿瘤中央呈低密度为坏死区，边

缘影象增强区为瘤实质（图 １Ａ）。经胃十二指肠
动脉插管注入超液化碘油 ３ｄ后，增强 ＣＴ影象见
肿瘤实质有碘油大量沉积（图 １Ｂ）。注入纳米和
碘油混悬液 ３ｄ后，增强 ＣＴ影象见肿瘤实质的碘
油沉积比单纯用碘油少，羟基磷灰石纳米材料未

显特殊影像（图 １Ｃ）。
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图１　３组的ＣＴ检查结果

２．２　免疫组织化学检测ＣＤ１４７的结果
对 照 组 肿 瘤 细 胞 膜 染 色，阳 性 率 为

（３１．３３±５．８８）％（图 ２Ａ）。碘油栓塞后，肿瘤组
织 细 胞 膜 染 色 比 较 清 晰，阳 性 率 为

（７５．６３±４．４４）％（图 ２Ｂ）。纳米碘油混悬液栓塞
后，肿瘤细胞膜染色清晰，完整，被染色的细胞密

度大，阳性率 为 （８０．０３±５．５９）％ （图 ２Ｃ）。
ＣＤ１４７表达量的对比（ＬＳＤ法，Ｆ＝２６１．４９），在
对照组与碘油组（Ｐ＝０．００），对照组与纳米碘油
混悬组（Ｐ＝０．００）间，差异均有显著性，而碘油组
与纳米碘油混悬组差异无显著性（Ｐ＝０．０７６）。
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图２　免疫组化检测ＣＤ１４７（ＳＰ×４００）

２．３　蛋白质免疫印迹（Ｗｅｒｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测
图 ３显示，上方条带为 ＣＤ１４７，分子量５８ｋＤ。

１－３泳道为对照组 ＣＤ１４７蛋白表达量，４－６为

碘油组的表达，７－９为纳米和碘油组的表达。下

方的条带为 βａｃｔｉｏｎ，分子量 ４２ｋＤ。应用 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ分析软件，将 ＣＤ１４７目的条带的积分光密度

（ＩＯＤ ＝２８６．０４，２７１．３４，２８８．６５，５６１．０４，

４３１．０３，５７５．０２，４４２．０８，４４３．５１，４３７．４５）与相

应的内参光密度（ＩＯＤ＝４６４．５４，４９０．０３，４３９．４１，

４６３．２０，４０９．２９，４１２．２９，３６５．７５，３７８．１１，

４３０．１９）对比后，进行组间蛋白表达量比较（ＳＮＫ

法，Ｆ＝２３．２５８），对照组与碘油组，纳米及碘油

组表达 ＣＤ１４７的量有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而

碘油 组 和 纳 米 加 碘 油 组 间 则 无 统 计 学 意 义

（Ｐ＞０．０５）。
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图３　Ｗｅｒｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果

３　讨　论

原发性肝癌（ＨＣＣ）在我国是最常见的恶性

肿瘤之一，由于临床早期症状及体征无特异性，

就诊时，疾病往往已到了中，晚期。虽然手术仍

然是肝癌首选的治疗方式，但在我国肝癌的根治

性切除率维持在 ３０％ ～４０％，而对不能切除病灶

的患者，中位生存时间只有 ６个月。对无法手术

的患者，在众多非手术治疗方式的选择中，经肝

动脉导管栓塞化疗术（ＴＡＣＥ）是创伤较小，重复

性好，疗效确定，预后肯定的首选治疗方案。近

来，纳米载药系统的开发为 ＨＣＣ治疗开辟了新思

路。由于纳米粒子比表面积大，高的表面能和表

面张力，以及强的吸附性和生物活性，作为药物

载体，它可以控释抗肿瘤药物释放时间，使药物

发挥作用的时间延长，并且，在体内纳米粒子通

过巨噬细胞的吞噬作用，而引流至区域淋巴结，

乃至淋巴器官肝，肺，骨髓等处，既可对原发病灶

发挥作用，也能遏制淋巴结的转移［６］。国内外的

研究［７－９］证明，羟基磷灰石纳米粒子可以通过调

节细胞内 Ｃａ２＋／Ｍｇ２＋依赖性核酸内切酶的活性，

促进细胞的凋亡，对肝癌细胞有抑制生长的作

用。将羟基磷灰石纳米粒子和碘油结合应用于

肝癌的栓塞治疗，不但可以提高对肿瘤的治疗效

果，而且，可以提高对肿瘤的靶向性。但ＴＡＣＥ术

后癌复发率及转移率高，一直是困绕临床的难

题。ＣＤ１４７在体内外恶性肿瘤有高表达，并且，

它通过自身的表达，与周围正常的纤维母细胞作

用，来 调 控 纤维 母细胞 对基 质外金 属蛋 白酶

（ＭＭＰ）的分泌，引起恶性肿瘤细胞的浸润和转

移。同时，通过对血管内皮因子（ＶＥＧＦ）分泌的

影响，促进肿瘤新生血管的形成。体外实验已证

明它们之间的相互关联，并可以通过抑制肿瘤细

胞 ＣＤ１４７的表达，来降低瘤细胞的转移和新生血

管的形成，但具体的分子机制还不清楚［１０－１１］。

本研究结果显示，碘油对兔 ＶＸ２肿瘤组织的

靶向作用好。但对于纳米和超液化碘油混悬液，

由于纳米粒子的存在，而影响了碘油在瘤体的沉

积密度，所以从 ＣＴ图像看，碘油沉积的程度比单

纯应用碘油时低。免疫组织化学的结果表明，

ＣＤ１４７在恶性肿瘤组织细胞都有表达，定位于肿

瘤细胞表面。在应用超液化碘油或纳米及超液

化碘油混悬液栓塞后，ＣＤ１４７在肿瘤组织的表达

量明显升高，应用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测的结果，

也证实了同样的结果。说明：应用羟基磷灰石纳
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米粒子和超液化碘油进行栓塞治疗后，不能抑制

肿瘤组织 ＣＤ１４７的表达下调，而有促使其升高的

趋势，这可能与在应用碘油和／或化疗药物进行

栓塞化疗后，肿瘤组织转移复发率升高的机制相

同。下一步，可以通过超选插管的途径，给予针

对抑制肿瘤组织表达 ＣＤ１４７治疗措施，通过对

ＣＤ１４７的表达调控，来观察肿瘤转移，复发趋势

的改变，揭示肿瘤组织转移，浸润的可能分子机

制和调控通路。
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