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恩度治疗恶性腹腔积液动物模型的剂量依赖性疗效评估!
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要"目的
#

探究重组人血管内皮抑制素注射液"商品名(恩度#治疗恶性腹腔积液的剂量依赖性并评估

其疗效$方法
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建立裸鼠
C%%

肿瘤腹腔积液动物模型!随机分为对照组'恩度
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剂量组和恩度
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剂量组!每组
):

只动物$每天给予不同剂量恩度或生理盐水$治疗结束后每组取
9

只动物腹腔积液样品进行蛋白浓度'红细胞数量'肿瘤细胞数量的检测!其余动物观察各组荷瘤寿命!对照组基

本死亡的时间为实验结束的时间点$结果
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恩度
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剂量组裸鼠的体质量增长速度'腹围

增长速度和腹腔积液量显著低于对照组动物!同时该两组动物存活时间显著延长"
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剂量组动物腹腔积液中蛋白浓度'肿瘤细胞数量和红细胞数量均显著低于对照组动物"
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#$结论

#

恩度可以显著减少腹腔积液的形成!同时降低腹膜通透性!以延长恶性腹腔积液动物存活时间$在该实验条

件下!
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剂量的恩度治疗效果基本相同$

关键词"重组人血管内皮抑制素%
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恶性腹腔积液是肿瘤细胞腹膜内扩散后产生的

腹腔积液'腹腔积液是多种癌症的临床表现(包括卵

巢癌$

8Kb

%+胰胆管癌$

%)b

%+胃癌$

):b

%+食管癌

$
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%+结肠直肠癌$
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%和乳腺癌$
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腔积液可能造成患者腹胀+疼痛+恶心+呕吐+厌食+呼

吸困难+肢体水肿+失眠+疲劳(严重影响患者的生活

质量'化疗是腹腔积液癌症患者常见的一线治疗手

段'腹腔给予放疗药物+化疗药物和腹腔静脉分流术

曾被用于治疗恶性腹腔积液)

8

*

'但是以上疗法能够

缓解腹腔积液患者的症状(却无法延长患者生存期'

重复的腹腔穿刺也容易造成疼痛+蛋白质流失+血容

量下降+感染+腹膜炎及肠穿孔等症状抗血管生成剂(

如血管内皮生长因子$

EDa?

%拮抗剂和基质金属蛋白

酶抑制剂的临床前和临床实验表明这些药物可能在

治疗恶性腹腔积液中起作用)

2$K

*

'但治疗恶性腹腔积

液的疗法仍需大量实验确认'

内皮抑素是胶原蛋白
()

的羧基末端蛋白水解

片段(也是内源性血管生成抑制剂)

:

*

'此外(它是一

种广谱+低毒+多靶点血管生成抑制剂(可抑制多达
9*

种类型的肿瘤)

4

*

'然而(内皮抑素的抗肿瘤作用尚未

在
*

期临床实验中得到证实'重组人血管内皮抑制

素注射液$商品名!恩度%是大肠杆菌中表达和纯化的

改良性内皮抑素)

)+

*

'

%++*

年被中国食品药品监督管

理局批准用于非小细胞肺癌的治疗)

))

*

'尽管恩度在

治疗各种晚期恶性肿瘤方面取得了临床疗效)

)%$)8

*

'

但关于恩度治疗恶性腹腔积液的有效性证据仍较为

有限'本研究的目的在于确定恩度的新型适应症(为

其用于治疗恶性腹腔积液相关的晚期癌症提供理论

依据和实践经验'
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材料与方法
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细胞培养
#

选取肝癌细胞系
C$%%

$购自中科院

上海科学研究所细胞库%体外培养'将
C$%%

细胞复

苏(加入含
)+b

胎牛血清$购自美国
>7P15NR$?-.7P1

公司%的
G#]')92+

培养基$购自美国
a-WQN

公司%(

并将细胞置于
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*b(H

%

孵箱$美国
>7P15N;Q-$

PM/-S-

%中培养待用'
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#

恶性腹腔积液动物模型建立
#

实验选用
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周龄

的
@!6@

"

Q

裸鼠$购于本院实验动物中心%(雌雄各

半'自由饮水(给予灭菌大裸鼠专用饲料'将处于对

数生长期的
C$%%

细胞制成混悬液(腹腔注射给予
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裸鼠$
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* 个细胞"
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#

分组及动物处理
#

将构建后荷瘤鼠随机分为
2

组(每组
):

只(给药容量为
+I%56

(给药期间隔天测

量腹围及体质量'给药用恩度购自山东烟台先声麦

得津生物工程股份有限公司'空白对照组!不给予恩

度处理(代之以等量生理盐水注射&恩度高剂量组!腹

腔注射给予每天
%+5
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#"
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恩度(连续给药
)*X

&恩

度中剂量组!腹腔注射给予每天
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恩度(连续

给药
)*X

&恩度低剂量组!腹腔注射给予每天
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恩度(连续给药
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#

腹腔积液体积+蛋白浓度+红细胞数量+肿瘤细

胞检测
#

治疗结束后(每组取
9

只裸鼠(在无菌条件

下开腹(用无菌离心管采集腹腔积液并测量体积(留

取样品(并进行总蛋白浓度+红细胞数量+肿瘤细胞(

其余动物观察各组荷瘤寿命(以对照组基本死亡为实

验结束的节点'总蛋白浓度检测使用全自动生化检

测仪$美国
@PQ=50M(NUR/P1

公司
!A*:++

型%进行检

测'将收集的腹腔积液每个样本取
+I*56

加入肝素

管中(稀释
)+

倍后(采用血球计数板$美国
]-RRPMM-$

U5;Q-PMQP.

公司%计数肿瘤细胞数和红细胞数'
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#

裸鼠生存期观察
#

记录每只裸鼠生存时间(以

开始治疗为第
)

天(采用
F0

V

R0M$]P-P1

法绘制生存曲

线(并按下列公式计算裸鼠生命延长率!生命延长

率
3

$治疗组平均生存时间"对照组平均生存时

间
J)

%

e)++b

'
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#

统计学处理
#

本研究采用
;#;;%)I+

软件进行

数据统计及分析'连续变量采用
IdD

表示'组间比

较采用
HMP$Y0

Z

!BHE!

(采用
F0

V

R0M$]P-P1

法绘

制生存曲线'

#

$
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表示差异有统计学意义'

@

#

结
##

果
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#

各组裸鼠体质量及腹围分析
#

给药期间各组裸

鼠体质量变化曲线见图
)

'重复测量
!BHE!

分析

显示(与对照组相比(给予
)+5

<
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$

#
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+I++)

%和
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<
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$

#

$

+I++)

%剂量恩度的裸鼠体质量增长速度

明显小于对照组'给药期间各组裸鼠腹围变化曲线

见图
%

'重复测量
!BHE!

分析显示(与对照组相

比(给予
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$

#
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%和
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$

#

$

+I++)

%剂量恩度的裸鼠体质量增长速度明显小于对

照组'

图
)

##

给药期间各组裸鼠体质量变化曲线

图
%

##

给药期间各组裸鼠腹围变化曲线

@I@

#

裸鼠平均腹腔积液量+腹腔积液蛋白浓度+肿瘤

#
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细胞计数及红细胞计数
#

采用
HMP$Y0

Z

!BHE!

对

各组裸鼠平均腹腔积液量+腹腔积液蛋白浓度+肿瘤

细胞计数及红细胞计数进行分析'结果显示(各组裸

鼠腹腔积液量组间差异有统计学意义$图
8!
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#

$
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%&两两分析显示(

)+5

<

"

=
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$

#

$

+I

++)

%及
%+5

<

"

=

<

$

#3+I+%4

%恩度组与
+5

<

"

=

<

剂量

组裸鼠腹腔积液量差异有统计学意义'各组裸鼠腹

腔积液中蛋白浓度组间有差异有统计学意义$图
8@

(

C

8

(

%+

3)4I)K

(

#

$
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%&两两分析显示(

)+5
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$

#

$
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%及
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"

=

<

$

#

$
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%恩度组与
+5

<

"

=

<

剂量组裸鼠腹腔积液中蛋白浓度差异有统计学意

义'各组裸鼠腹腔积液中肿瘤细胞数量组间比较差

异有统计学意义$图
8(
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(

#
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%&两

两分析显示(
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%及
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%恩度组与
+5

<

"

=

<

剂量组裸鼠腹腔积液中蛋

白浓度差异有统计学意义'各组裸鼠腹腔积液中红

细胞数量在组间有统计学差异$图
8&

(

C

8

(

%+

3)%I:)

(

#

$

+I++)

%&两两分析显示(

)+ 5

<

"

=

<

恩度组与
+

5

<

"

=

<

剂量组裸鼠腹腔积液中蛋白浓度差异有统计

学意义$

#

$

+I++)

%'

图
8

##

各组裸鼠腹腔积液量%腹腔积液中蛋白浓度%

肿瘤细胞计数及红细胞计数

图
2

##

各组裸鼠生存曲线

@IA

#

裸鼠平均生存期
#

对各组裸鼠生存时间进行分

析(结果显示(

+

+

*

+

)+

和
%+5

<

"

=

<

剂量组裸鼠的中

位生存时间分别为
)2

+

)*I*

+

)4

和
)4X

'

6N

<

10M=

分

析显示恩度对于裸鼠的生存时间有显著延长作用$图

2

(

#3+I++4

%'

A

#

讨
##

论

##

本研究旨在研究恩度是否可以影响恶性腹腔积

液的生成并延长生存期'实验采用了裸鼠作为模型'

结果显示(恩度可减少裸鼠产生的腹腔积液体积(同

时降低腹腔积液中肿瘤细胞和
G@(

的数量(延长注

射恩度裸鼠的生存时间'

本实验采用的是
C%%

肿瘤细胞移植裸鼠体内建

立动物腹腔积液模型'肝癌
C%%

细胞株是最常用的

腹腔积液型细胞株之一(广泛应用于裸鼠肿瘤动物模

型的复制'据文献报道(

C%%

注射于裸鼠体内(腹腔

积液形成率可高达
)++b

(且肿瘤细胞在腹腔内游离

性生长'本实验结果可见对照组动物均产生含有肿

瘤细胞的腹腔积液(无药物干预情况下荷瘤裸鼠腹

围+肿瘤细胞百分比等均一性较好(可认为裸鼠造模

成功'

对于恶性腹腔积液形成的分子机制加深理解(可

能为开发新的更有效的针对恶性腹腔积液的疗法提

供理论依据'有研究认为(肿瘤诱导的血管生成及血

管通透性增加可能是形成腹腔积液的两个重要因

素)

)2$)*

*

'本研究中(

)+5

<

"

=

<

和
%+5

<

"

=

<

恩度剂量

组裸鼠腹腔积液中红细胞比例明显低于对照组裸鼠

及
*5

<

"

=

<

恩度剂量组裸鼠'这说明恩度可以有效

的减少红细胞渗漏入腹腔积液'之前研究表明肿瘤

细胞分泌的
EDa?

在恶性腹腔积液的形成过程中起

到重要作用(在癌症患者的胸腔积液和腹腔积液中(

也可检测到高浓度的
EDa?

)

)9$)K

*

'已有研究表明(内

皮抑制素的作用与
EDa?

有关(

EDa?

是血管生成的

重要调节剂)

):

*

(而恩度正是通过与内皮抑制素相似的

机制产生抗血管生成的效应'与内皮抑制素不同(恩

度增加了
4

种氨基酸(从而可以有效提高蛋白质的半

衰期(并与锌结合)

)4

*

'与之前研究相同(本研究中发

现的恩度可减少裸鼠产生的腹腔积液体积(同时降低

腹腔积液中
G@(

的数量和蛋白浓度)

*

*

'之前研究中

也有发现恩度仅能抑制腹腔积液的形成(不能抑制肿

瘤的生长)

*

*

(但本研究中发现(给予恩度
)+5

<

"

=

<

及

%+5

<

"

=

<

(可以显著减少腹腔积液中肿瘤细胞的数

量'当然(腹腔积液中肿瘤细胞数量减少并不一定代

表着肿瘤生长减缓(因此关于恩度对于肿瘤生长的作

用(仍需进一步研究确认'

B

#

结
##

论

##

恩度可以显著减少腹腔积液的形成(同时降低腹

膜通透性(以延长恶性腹腔积液动物存活时间'在本

研究的中(

)+5

<

"

=

<

和
%+5

<

"

=

<

剂量的恩度治疗效

#

++:)

#
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果基本相同'本研究证实了恩度作为治疗恶性腹腔

积液的治疗作用的可能性(为进行恩度多中心临床实

验提供了动物实验数据基础'

参考文献

)

)

*

;!&! D

(

?NRR0M0#

(

#P

Z

10XP?

(

P/0RI#0/7N

<

PMP.-.0MX

50M0

<

P5PM/NS1PS10Q/N1

Z

50R-

<

M0M/0.Q-/P.

)

\

*

I@URR

(0MQP1

(

%+))

(

4:

$

9

%!

9K4$9:KI

)

%

*

;]'>CD]

(

\!_;HBa(I>7PQU11PM/0MXSU/U1P50M$

0

<

P5PM/NS50R-

<

M0M/0.Q-/P.

)

\

*

I(R-MHMQNR

$

G(NRRG0X-$

NR

%(

%++8

(

)*

$

%

%!

*4$K%I

)

8

*

@D(FDGa

(

a!6!B&'&

(

@6A] C DI]0R-

<

M0M/0.Q-$

/P.

!

.

Z

./P50/-Q1PO-PY0MX

<

U-XPR-MPSN1/1P0/5PM/

)

\

*

IDU1

\(0MQP1

(

%++9

(

2%

$

*

%!

*:4$*4KI

)

2

*

fC!H ,

(

(CDB&

(

(CDB\

(

P/0RIDSSPQ/.NS-M/10Q0O-/$

01

Z

0X5-M-./10/-NMNSDMXN./01QN5W-MPXY-/7Q-.

V

R0/-M-M

50R-

<

M0M/

V

RPU10RPSSU.-NM0MX0.Q-/P.

)

\

*

I(PRR@-NQ7P5

@-N

V

7

Z

.

(

%+)2

(

K+

$

)

%!

9%8$9%:I

)

*

*

,D'C

(

"'B;

(

_'B `

(

P/0RIDMXN./01-M7-W-/.0.Q-/P.

SN150/-NM0MX

V

1NRNM

<

..U1O-O0R-M5NU.P5NXPR.NS50$

R-

<

M0M/0.Q-/P.

)

\

*

IHMQNR6P//

(

%+)*

(

4

$

9

%!

%942$%K++I

)

9

*

]A6&DG;?

(

@HDG;$;HB&DGDB ]\

(

CD'\&DB C

&

(

P/0RI!

V

70.P

*

./UX

Z

NSQPX-10M-W0.

V

0RR-0/-OP/1P0/$

5PM/-M

V

0/-PM/.Y-/7.

Z

5

V

/N50/-Q50R-

<

M0M/0.Q-/P.N1

V

RPU10RPSSU.-NM

)

\

*

I>01

<

P/HMQNR

(

%+)2

(

4

$

2

%!

88)$88:I

)

K

*

fCA_

(

,A C

(

6'AGI&-0

<

MN./-QO0RUP.NS.EDa?G$)

0MXPMXN./0/-M-M50R-

<

M0M/

V

RPU10RPSSU.-NM.-M

V

0/-PM/.

Y-/7RUM

<

Q0MQP1

)

\

*

I(R-M60W

(

%+)K

(

98

$

4

%!

)8K)$)8K:I

)

:

*

CD6\!;E!!G! G

(

!'F'H ]

(

GAH>;!6!'BDB C

!I(NRR0

<
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